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I. WSTEP

Wyzwania wspotczesnej nauki, a w szczeg6lno$ci tej z pogranicza chemii
materialowej oraz nanotechnologii, skupiaja si¢ obecnie na opracowywaniu rozwigzan
zarowno wydajnych, jak i zrownowazonych. Postep technologiczny zwigzany jest
miedzy innymi z wptywem na poprawe jakos$ci zycia, obnizeniem kosztow produkcji,
ograniczeniem zuzycia materialdw i minimalizowaniem zanieczyszczen. W konteks$cie
mozliwos$ci zastosowania i rozwoju nowych materialdéw funkcjonalnych, ktore cechuje
wysoka selektywno$¢ 1 trwatos¢, jak rowniez doskonale wtasciwosci przewodzace, warto
wyrdzni¢ nanomateriaty weglowe. Ich unikalna struktura i wtasciwosci elektrochemiczne
stwarzajg mozliwos¢ aplikacji w projektowaniu sensoréw nowej generacji. Potaczenie
nanomateriatow weglowych z pochodnymi wielopier§cieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA) daje mozliwos$¢ tworzenia takich urzadzen o wysokiej czutoscei,
selektywnos$ci 1 stabilnosci. Gléwnag zaleta tego podejscia jest dodatkowo prostota
wykonania uktadu detekcyjnego. Dzigki elektrochemicznej aktywacji WWA,
a w szczeg6lnosci pochodnych pirenu, na nanomateriatach weglowych, jak wielo$cienne
nanorurki weglowe (MWCNT), mozliwa staje si¢ kontrolowana modyfikacja
powierzchni oraz dostosowanie wasciwosci elektrochemicznych modyfikatora. Poprawa
wlasciwosci redoks 1 interakcji z analitami stanowig znaczace udoskonalenie
w poréwnaniu z klasycznymi metodami funkcjonalizacji chemicznej. Podejscie to,
laczace obszary nanotechnologii z zastosowaniami praktycznymi, zastuguje na
szczegblne zainteresowanie zardwno ze wzgledu na swoj potencjal aplikacyjny, jak

1 nowatorski charakter.

Elektroutlenianie WWA jest procesem stosowanym gtéwnie w celu degradacji,
funkcjonalizacji czy modyfikacji wspomnianej grupy zwiazkéw chemicznych. Obecno$é
przynajmniej dwoch skondensowanych pierscieni benzenowych w strukturze WWA
sprawia, ze zwiazki te sg czesto toksyczne, trwate w srodowisku naturalnym, jak rowniez
maja sktonno$¢ do bioakumulacji. Znanych jest wiele metod modyfikacji elektrod,
majacych na celu zwiekszenie selektywno$ci, poprawe czulo$ci oraz wydajnosci
w roéznych uktadach elektrochemicznych. Warto wyrdézni¢ procedury zwigzane

z pokrywaniem polimerami przewodzacymi, modyfikacje nanoczastkami metali,
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osadzanie cienkich warstw czy wykorzystanie nanomaterialdow weglowych. Nieliczne
doniesienia literaturowe na temat elektroaktywacji WWA, a w szczego6lnosci pirenu i jego
pochodnych na materiatach weglowych sugeruja, ze jest to proces warty zainteresowania

1 rozwini¢cia. Rozwazania te zostaty podje¢te w niniejszej rozprawie doktorskie;j.

Modyfikacja wielo$ciennych nanorurek weglowych (MWCNT)
z wykorzystaniem pirenu i jego pochodnych umozliwia elektroaktywacje tych zwigzkow
prowadzaca do wytworzenia -elektroaktywnych form na powierzchni -elektrody
modyfikowanej. Uklady redoks, wykorzystujace jako mediator odwracalne przejscie
chinon/hydrochinon, znajduja zastosowanie w dziedzinie elektrochemii analityczne;.
Wytworzenie utlenionej i zredukowanej formy elektrokatalizatora na powierzchni
elektrody umozliwia aplikacje takiego uktadu do detekcji wielu analitéw, w tym
zwigzkow takich jak NADH czy glukoza, ktore pelnig znaczaca role w organizmie

ludzkim.

W niniejszej pracy przeprowadzono szereg modyfikacji elektrod GC za pomoca
wielo$ciennych nanorurek weglowych, a nastepnie pochodnych wielopier§cieniowych
weglowodoréw aromatycznych, w tym: pirenu (Pyr), 1-aminopirenu (1-AP),
1-hydroksypirenu (1-HP) oraz kwasu 1-pirenoboronowego (PBA). Nastepnie
przeprowadzono elektroaktywacj¢ wymienionych wyzej zwigzkéw na powierzchni
elektrod. Zaproponowane podejscie umozliwito uzyskanie materiatow elektrodowych
o ulepszonych wiasciwosciach elektrokatalitycznych, mogacych znalez¢ zastosowanie
w konstrukcji sensoréw elektrochemicznych NADH lub glukozy.  Dodatkowo
w przypadku elektrody modyfikowanej MWCNT i 1-AP na jej powierzchni wytworzono
elektroaktywng forme¢ 1-aminopirenu-4,5,9,10-tetrolu. Przeprowadzono szczegotowa
charakterystyke fizykochemiczng 1 elektrochemiczng materiatu elektrodowego, ktory
finalnie zastosowano do elektrokatalitycznego utlenienia NADH przy relatywnie niskim
potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl). Ponadto na elektrodzie funkcjonalizowanej MWCNT
1 1-AP przeprowadzono elektrochemiczne osadzanie 3-metoksykatecholu 1 katecholu.
Dokonano charakterystyki fizykochemicznej, jak réwniez elektrochemicznej materiatow
elektrodowych MWCNT/1-AP/Cat oraz MWCNT/1-AP/3-MCat. Koncowym efektem
prac byla detekcja biologicznie istotnych analitow (NADH 1 glukozy) na powierzchni

elektrod modyfikowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskie;j.

14
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1. Sensory elektrochemiczne

1.1. Charakterystyka, budowa 1 podziat sensoréw

Zastosowanie narzedzi mikroanalitycznych do pomiaru réznych analitow jest
niezwykle wazne w kontek$cie mozliwosci monitorowania bezposrednio na miejscu
w czasie rzeczywistym. Czg$¢ dobrze znanych rozwigzan mikroanalitycznych
wykorzystuje sensory chemiczne, ktore sg uznane i powszechnie stosowane na rynku [1].
Wedlug TUPAC (ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) sensor
chemiczny definiowany jest jako urzadzenie, ktore przeksztatca dane chemiczne (od
stezenia pojedynczego sktadnika po kompletng analiz¢ sktadu), w mierzalny sygnat [2].
Sensory chemiczne sktadaja si¢ z dwdch podstawowych jednostek funkcjonalnych:
receptora i przetwornika. Sygnat wyj§ciowy generowany w trakcie pomiaru powinien by¢
proporcjonalny do stezenia analitu, a urzgdzenie powinny cechowac: selektywnosc,
czulo$¢, powtarzalno$¢ 1 relatywnie krotki czas odpowiedzi [3]. Schematyczne

przedstawienie budowy sensora elektrochemicznego przedstawiono na Rys. 1.

elektroda robocza

|
substrat

/nA

wzmacniacz =
20

przetwornik

produkt

wynik

Rys. 1. Schematyczne przedstawienie budowy sensora elektrochemicznego, na
podstawie [4].

Na Rys. 1 zilustrowano uktad trojelektrodowy, w oparciu o ktory zbudowany jest
sensor elektrochemiczny. Reakcja elektrokatalityczna przebiega na elektrodzie robocze;.

Rolg elektrody pomocniczej jest zamknigcie obwodu, podczas gdy elektroda odniesienia
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odpowiada za utrzymywanie prawidtowego potencjatu. Sensory elektrochemiczne cieszg
si¢ ogromnym zainteresowaniem zarOwno w obszarach naukowych, jak
1 przemystowych. Projektowanie materiatéw elektrodowych ma bardzo duze znaczenie
w kontekscie zdolno$ci sensorow do selektywnej detekcji wybranych molekut. Podczas
interakcji analitu z zmodyfikowang powierzchnig elektrody uzyskana odpowiedz
przeksztatcana jest w mierzalny sygnat odpowiadajacy stezeniu analitu. W poréwnaniu
z innymi czujnikami, sensory elektrochemiczne posiadaja wiele zalet, takich jak
mozliwo$¢ miniaturyzacji, niski koszt produkcji, szybki czas odpowiedzi, jak rowniez

potencjal stosowania w uktadach przenosnych [4,5].

Najczesciej stosowanymi materiatami do budowy sensorow elektrochemicznych
sa wegiel 1 zloto, ze wzgledu na stabilno$¢, biokompatybilno$¢ 1 bardzo dobra kinetyke
transferu elektronow [6]. Posrod szerokiej gamy materiatéw do modyfikacji powierzchni
sensordw duzym uznaniem cieszg si¢ réwniez nanomaterialy. Wsréd nanomateriatow
warto wyrdzni¢ nanostruktury weglowe (jak grafen czy nanorurki), nanoczastki metali
(np. zlota), polimery przewodzace, kompozyty czy struktury dwuwymiarowe (2D).
Stosowanie takich materialow oferuje wiele korzysci zwigzanych z duzym stosunkiem
powierzchni do objetosci, zdolno$cia do immobilizacji zwigzkéw pochodzenia
biologicznego, poprawiong kinetyka transportu elektrondw i mozliwoscia projektowania
ich wlasciwosci (np. poprzez kontrolowanie liczby warstw nanomateriatu) [4,7,8]. Warto
wyr6zni¢ réwniez nanokompozyty, ktére sa polaczeniem réznych nanomateriatow,
zwigkszajac dodatkowo wydajnos¢ sensoréw. Zwigzane jest to z duza reaktywnoscia,
biokompatybilnoscig 1 zdolnosciami adsorpcyjnymi. Ponadto nanoczastki zlota,
wytwarzane metodami tzw. ,,zielonej chemii”, s3 w tym kontek$cie atrakcyjne, ze
wzgledu na ich wlasciwosci estetyczne, fizyczne i elektrochemiczne, umozliwiajac ich
zastosowanie w medycynie czy diagnostyce. Urzadzenia zbudowane w oparciu o te
materialty wykazuja zdolno$¢ wykrywania réznych analitow (np. lekéw), w zwigzku
z tym ich znaczenie w przemys$le biomedycznym i1 farmaceutycznym stale ros$nie.
Wyzwania wspoétczesnej technologii skupiaja si¢ wigc na poszukiwaniu kombinacji
zaawansowanych materiatow, ktore pozwola na stworzenie urzadzen o wysokiej czutosci,

selektywnosci 1 powtarzalnosci [8—11].

Elektrochemiczne sensory moga by¢ ponadto podzielone ze wzglgdu na sposob

pomiaru na: potencjometryczne, amperometryczne, impedymetryczne,
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fotoelektrochemiczne, a takze wykorzystujace elektrogenerowang chemiluminescencjg.
Zadaniem sensoroOw potencjometrycznych jest mierzenie roéznicy potencjaldow migdzy
elektrodami bez przeptywu pradu. Dzieki temu mozliwe jest okreslenie stezenia analitu
na podstawie rownowagi Nernsta. Ten rodzaj czujnikéw wykorzystuje rdzne rodzaje
membran (np. elektrody szklane, ciekle czy state). Najczesciej stosuje si¢ je do analizy
jondéw, monitoringu srodowiska czy w technologii urzadzen przenosnych. Z kolei sensory
amperometryczne mierzg prad, ktory jest generowany w wyniku reakcji redoks na
powierzchni elektrody w wyniku przylozonej rdéznicy potencjatoéw. Zgodnie z rownaniem
Cottrella, w warunkach kontrolowanych dyfuzja, prad jest proporcjonalny do stezenia
oznaczanego analitu. Ten rodzaj sensoréw znajduje mozliwosci aplikacyjne w analizach,
w ktérych niezbedna jest wysoka czuto$¢ i doktadno$¢ (np. diagnostyka medyczna).
Natomiast sensory impedymetryczne wykorzystuja technike EIS i analizujg zmiany
impedancji na powierzchni elektrody. Ten rodzaj czujnikow jest powszechnie
wykorzystywany do wykrywania patogendow czy zwigzkoéw pochodzenia biologicznego

[8].

Istotne jest, aby sensor elektrochemiczny charakteryzowaty okreslone parametry.
To one wplywaja na jego wydajnos¢ oraz doktadnos$¢ 1 skuteczno$¢ dziatania. Wyrdznié¢
nalezy selektywnos$¢, czutos¢, granice wykrywalnosci (LOD), granice oznaczalno$ci
(LOQ), zakres liniowy, stabilnos$¢, doktadnos¢, czas reakcji 1 powtarzalnos¢ [12]. Uwaza
si¢, ze selektywnos$¢ jest najwazniejsza cecha dobrego biosensora. Jest to zdolno$¢
receptorowej czgsci biologicznej do wykrywania okreslonego analitu w probcee, ktora
zawiera dodatkowo inne substancje czy zanieczyszczenia. Czuto$¢ okreslana jest jako
zdolno$¢ do precyzyjnego wykrycia jak najmniejszej ilosci analitu przy jego mozliwie
najnizszym st¢zeniu, dzigki czemu mozliwe jest potwierdzenie obecnosci $ladowych
ilosci substancji w analizowanej probce. Granica wykrywalnosci (LOD) to najmniejsza
1lo$¢ substancji mozliwa do wykrycia, natomiast granica oznaczalno$ci (LOQ) okresla
najnizsze st¢zenie analitu, przy ktorym mozna dokona¢ doktadnego pomiaru. Zakres
liniowy to doktadno$¢, z jaka mierzona odpowiedz (dla réznych stezen analitu)
odpowiada linii prostej. Z kolei stabilno$¢ okreslana jest jako zdolno$¢ do utrzymania
sygnalu wyjsciowego bez zmian podczas dlugotrwajacego pomiaru tego samego
standardowego sygnatu. Doktadnos¢ to stopien, w jakim uzyskany wynik pomiarowy

odpowiada rzeczywistej warto$ci mierzonej wielkosci. Czas reakcji okreslany jest jako

18



Nanostrukturalne materialy na bazie wielosciennych nanorurek weglowych oraz pochodnych
Dpirenu do zastosowan w elektroanalizie i biosensorach
Amanda Leda

czas, ktory potrzebny jest, aby sensor mogt osiggna¢ stabilny, niezmieniajacy si¢ odczyt.
Powtarzalno$¢ okreslana jest jako zdolno$¢ do uzyskania takich samych wynikow

podczas wykonywania wielokrotnych pomiarow tej samej probki [12—14].

Biosensor to rodzaj sensora chemicznego, ktory wykorzystuje procesy
rozpoznawania biochemicznego lub biologicznego. Sktada si¢ on réwniez z dwoéch
podstawowych czgsci: selektywnej czesci receptorowej, a takze czg$ci przetwornikowe;j
[15]. Sktadnikami czes$ci receptorowej sg biologicznie aktywne komponenty jak np.
enzymy, biatka, kwasy nukleinowe (DNA, RNA), antygeny, przeciwciala czy liposomy.
Rola czesci przetwornikowej jest przeksztatcenie sygnalu biologicznego na mierzalny
sygnal wyjsciowy. Sygnal moze mie¢ charakter elektryczny, chemiczny, optyczny,
termiczny czy piezoelektryczny. Jego intensywno$¢ rowniez jest proporcjonalna do
stezenia analizowanej probki oraz czulo$ci czesci receptorowej [13]. Biosensory moga
by¢ klasyfikowane ponadto wedlug réznych kryteriow, takich jak metoda przetwarzania
sygnatu biologicznego, rodzaj wykrywanej substancji, typ zastosowanego przetwornika
czy sposOb przeniesienia elektronu. Szczegélnie istotny jest podziat ze wzgledu na
mechanizm przenoszenia elektronéw migdzy enzymem, a powierzchnia elektrody, na
podstawie ktoérego wyrdznia si¢ trzy generacje biosensorow: pierwsza, drugg i trzecia.
Podziat ten pozwala lepiej zrozumie¢ rdéznice technologiczne 1 zastosowania
poszczegbdlnych generacji w roznych dziedzinach, od diagnostyki medycznej po

monitoring §rodowiskowy [16].

Biosensory pierwszej generacji odpowiadajg za pomiar st¢zenia analitow, badz
produktéw reakcji enzymatycznych, ktoére dyfunduja do powierzchni przetwornika
1 generujag odpowiedz elektryczng [17]. W pierwszej generacji biosensoréw enzym
immobilizowany jest na powierzchni przetwornika. Wykorzystywana jest zdolno$¢
enzymoOw do przeksztalcania substratéw w dajace mozliwos¢ pomiaru elektroaktywne
produkty. Wykorzystywane sa enzymy z grupy oksydaz i dehydrogenaz, ktore do
katalizowania reakcji wymagaja obecnosci koenzymow (NAD', NADP', NADH,
NADPH, ATP FAD, FADH). Oksydazy, ktore jako kofaktor wykorzystuja FAD
(dinukleotyd flawinoadeninowy) uczestniczag w reakcjach zwigzanych z produkcja
nadtlenku wodoru (H207) lub konsumpcja tlenu (O2). FAD nie jest kowalencyjnie
zwigzany z enzymem [18]. Na Rys. 2 przedstawiono zasad¢ dzialania biosensora

pierwszej generacji.
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Rys. 2. Zasada dzialania biosensora pierwszej generacji, na podstawie [19].

Jednym z ograniczen tej generacji bioczujnikow zbudowanych w oparciu o enzym
z grupy oksydaz jest zalezno$¢ od dostepu tlenu, co moze by¢ przyczyna btedéw pomiaru
przy zmiennej lub niskiej dostgpnosci tlenu [20]. Do najczesciej stosowanych oksydaz
w biosensorach amperometrycznych naleza oksydaza glukozowa [21], glutaminianowa
[22], alkoholowa [23], mleczanowa [24], askorbinianowa [25], cholesterolowa [26],
lakaza [27] czy tyrozynaza [28]. W przypadku biosensoréw opartych na
dehydrogenazach, ich zadaniem jest monitorowanie st¢zenia analitu poprzez mierzenie
NADH, ktorego obecno$¢ jako skladnika matrycy ma kluczowe znaczenie dla
generowanego sygnatu [29]. Z kolei do najczesciej stosowanych dehydrogenaz
w biosensorach amperometrycznych nalezg dehydrogenaza alkoholowa [30], glukozowa
[31], mleczanowa [32] czy glutaminianowa [33]. Gléwne zalety pierwszej generacji
biosensoréw to wysoka czuto$¢ i1 krotki czas odpowiedzi. Natomiast uzywanie ich ma
zwigzek z konieczno$cig przygotowania elektrody czy wyeliminowania wplywu

substancji interferujacych [16].

Biosensory drugiej generacji wykorzystuja mediatory jako $rodki utleniajace,
ktorych zadaniem jest transfer elektrondéw od centrum aktywnego enzymu do
przewodzacej warstwy elektrody (przetwornika). Dzigki temu umozliwiaja one pomiary
przy relatywnie niskich potencjalach, eliminujac przy tym zalezno$¢ od tlenu 1 wplyw
substancji interferujacych [20]. Najczesciej jako mediatory wykorzystywane sa
nastepujace zwiazki: heksacyjanozelazian(Il) potasu, heksacyjanozelazian(IIl) potasu
[34], ferrocen [35], biekit metylenowy [36], biekit pruski [37], biekit toluidynowy [38],
fiolet metylowy [39] czy tionina [40]. Na Rys. 3 przedstawiono zasade dziatania

biosensora drugiej generacji.
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Rys. 3. Schematyczne przedstawienie zasady dziatania biosensora drugiej
generacji, na podstawie [19].

Mediatory odpowiedzialne s3 za transfer elektronéow z centrum aktywnego
enzymu do elektrody podczas reakcji, co generuje sygnal pradowy, ktory jest
proporcjonalny do stezenia analitu. Mediator moze by¢ unieruchomiony na powierzchni
elektrody, badz dodany bezposrednio do probki [41]. Ponadto mediator powinna
cechowac¢ wysoka stabilno$¢ chemiczna, nietoksyczno$¢ oraz rozpuszczalno$é w wodzie.
Dodatkowo zwiazki takie musza posiada¢ niski potencjat redoks (w celu uniknigcia
zaklocen pochodzacych od pozostalych elektroaktywnych form znajdujacych sie
w probcee). Wprowadzenie mediatorow w biosensorach drugiej generacji wyeliminowato
zalezno$¢ od tlenu, jednakze urzadzenia tego typu cechuje nizsza stabilno$¢, ze wzgledu
na mozliwos¢ degradacji unieruchomionych mediatoréow, jak rowniez wolniejszy

transport elektronéw, zwigzany z ukryciem centrum aktywnego enzymu [42].

W biosensorach trzeciej generacji transport elektronow odbywa si¢ bezposrednio
pomigdzy centrum aktywnym enzymu, a powierzchnig elektrody bez etapow posrednich
czy uzycia zewngtrznego mediatora [42]. Schemat dziatania biosensora trzeciej generacji

zostal przedstawiony na Rys. 4.
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Rys. 4. Zasada dziatania biosensora trzeciej generacji, na podstawie [19].
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Biosensory trzeciej generacji nie sg obecnie powszechnie stosowane do analizy,
jednak zyskuja coraz wigksza popularnos$¢ i sg nadal rozwijane. Prawdopodobny krotki
czas reakcji 1 niezalezno$¢ od dostgpnosci tlenu czy kofaktora czyni je obiecujacymi

urzadzeniami w przysztosci [16,17].

Laczenie reakcji biologicznych z generowaniem sygnalu elektrochemicznego
stwarza mozliwo$ci rozwoju nowych, czutych i1 selektywnych narzedzi do pomiardéw
analitycznych. Ich prostota obstugi oraz wszechstronno$¢ umozliwiajg przeprowadzenie
analiz zaréwno jakosciowych, jak rowniez ilosciowych. Jednym z bardziej istotnych
aspektéw konstrukcji biosensora jest unieruchomienie elementu odpowiadajacego za
detekcje na powierzchni przetwornika. Immobilizacja enzymdw to proces, ktory pozwala
zachowac ich pierwotne wlasciwosci 1 aktywnos¢, eliminujac dzigki temu ryzyko straty
waznych funkcji podczas kolejnych pomiarow. W zwigzku z tym mozliwe jest
opracowanie systemOw ciaglego pomiaru, co zwigksza zaré6wno efektywno$é, jak
1 powtarzalno$¢ proceséw. Dodatkowo immobilizacja enzymu odpowiada takze za
stabilizacje jego aktywnos$ci biokatalitycznej, a to z kolei utatwia kontrolowanie

przebiegajacego procesu [43].

Warto wyr6zni¢ nastgpujace metody immobilizacji: adsorpcja fizyczna, wigzanie
kowalencyjne, sieciowanie, enkapsulacj¢ 1 putapkowanie [44]. Adsorpcja polega na
fizycznym unieruchomieniu enzymu na powierzchni nos$nika z wykorzystaniem sit
elektrostatycznych, wigzan wodorowych, sit Van der Waalsa czy oddziatywan
hydrofobowych. Zaletami tej metody jest jej prostota i relatywnie niski koszt, natomiast
posiada réwniez pewne ograniczenia zwigzane z stabilnoscia (desorpcja enzymow pod
wplywem zmian pH) [45]. Kolejna z metod jest wigzanie kowalencyjne, ktore polega na
chemicznym przylaczeniu enzymu do no$nika w wyniku reakcji z grupami funkcyjnymi
(np. aminowymi, karboksylowymi czy tiolowymi). Metoda ta charakteryzuje si¢ wysoka
stabilno$cia, jednakze stwarza ryzyko utraty aktywnosci enzymu, spowodowanej
modyfikacja grup funkcyjnych [46]. Nastgpna metoda immobilizacji to enkapsulacja,
czyli zamknigcie w matrycy. Polega ona na unieruchomieniu enzymu w porowatej
strukturze. Dzieki tej metodzie mozliwe jest zachowanie struktury enzymu, a takze
zminimalizowanie ryzyka jego denaturacji. Do wad enkapsulacji nalezy ograniczona
dostepno$¢ substratow oraz ryzyko wycieku enzymu przez pory matrycy [44]. Z kolei

sieciowanie (ang. cross-linking) zaktada tworzenie wigzan migdzy czasteczkami enzymu
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przy uzyciu czynnikow sieciujacych (np. glutaraldehydu). Zaletg tej metody jest wysoka
trwato$¢ biokatalizatora, a wada ryzyko obnizenia aktywno$ci podczas nadmiernego
procesu sieciowania [47]. Inng metoda immobilizacji biokatalizatorow jest
putapkowanie. Polega ono na zamykaniu enzymow w sieci polimerowej, ktéra umozliwia
przenikanie substratow i1 produktéw reakcji, ale ogranicza mozliwosci ruchu enzymom.
Do zalet tej metody nalezy zwigkszenie stabilno$ci enzymow minimalizujac ich wyciek.
Z kolei jako wade¢ warto wymieni¢ ograniczenie dostepu substratow do miejsc
aktywnych, spowodowane oporami masowymi matrycy [48]. Na Rys. 5 schematycznie

przedstawiono opisane metody immobilizacji enzymow.
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Rys. 5. Metody immobilizacji enzymow, na podstawie [49].

Procesy biokatalityczne prowadzone przy uzyciu immobilizowanych enzymow
posiadaja wiele zalet w poréwnaniu do enzymoéw w stanie wolnym. Efektywno$¢ procesu
moze zosta¢ zwigkszona, poniewaz w systemach immobilizowanych stosunek enzym-
substrat jest relatywnie wysoki (mozliwo$¢ uniknig¢cia nadmiernego zuzycia substratow).
Unieruchomione enzymy charakteryzuja si¢ ponadto wyzsza odpornoscig na zmienne

warunki pH 1 temperatury, wigksza stabilnoscig oraz stwarzajg mozliwos¢ tatwiejszego
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rozdzielenia produktéw od biokatalizatora. Dodatkowo mozna obnizy¢ koszty produkcji
poprzez wielokrotne wykorzystanie biokatalizatorow. Ponadto w poréwnaniu do
enzymOw natywnych, immobilizowane enzymy posiadajg takie cechy jak wyzsza
produktywno$¢, wigksza tolerancja na warunki operacyjne i lepsza wydajnos$¢ procesu,

co stwarza im wigksze mozliwosci aplikacyjne w warunkach przemystowych [43].

1.2.  Metody modyfikacji elektrod

Modyfikacja powierzchni elektrod ma bardzo duze znaczenie w kontekscie
rozwijajacych si¢ technologii sensoréw 1 biosensorow elektrochemicznych. Moze
wplywa¢ na poprawe takich parametrow jak czulo$¢, selektywno$¢ i stabilnoscé.
W ostatnim czasie obserwuje si¢ zardéwno rozw6j] nowych materiatéw, jak réwniez
technik stuzacych do modyfikacji elektrod, co bezposrednio wplywa na postep
w dziedzinie elektroanalizy. Dzigki temu mozliwa staje si¢ detekcja zwigzkow istotnych
z biologicznego i chemicznego punktu widzenia [50]. Wsréd technik modyfikacji

elektrod warto wyrdzni¢ metody fizyczne, chemiczne i elektrochemiczne.

Metody fizyczne obejmuja osadzanie modyfikatorow na powierzchni elektrody za
pomoca oddziatywan niekowalencyjnych, w tym wigzan wodorowych, sit
elektrostatycznych czy oddzialywan Van der Waalsa [51]. Najczg$ciej stosowane techniki
to enkapsulacja, osadzanie powlok polimerowych czy adsorpcja substancji
powierzchniowo czynnych. Jako wady metod fizycznych wymienia si¢ problem
z roéwnomiernym pokryciem powierzchni, niskg stabilnos¢ mechaniczng powlok

1 trudnosci zwigzane z odtwarzalno$cia [52].

Z kolei metody chemiczne skupiaja si¢ na tworzeniu silnych wigzan o charakterze
kowalencyjnym pomiedzy powierzchnig elektrody, a modyfikatorem. Najczesciej mozna
wyrdzni¢ chemisorpcje czy modyfikacje polimerami zawierajacymi katalizatory [52,53].
Wsrod metod chemicznych warto wspomnie¢ o modyfikacjach za pomoca cienkich
warstw polimerowych. Jest to podejscie powszechnie stosowane, majace na celu
funkcjonalizacje¢ elektrod o wysokiej aktywnosci katalitycznej. Dzieki tej metodzie folie
polimerowe o wlasciwosciach przewodzacych 1 nieprzewodzacych mozna osadzi¢ na

powierzchni elektrody z wykorzystaniem mechanizmu opartego na chemisorpcji
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1 ograniczonej rozpuszczalno$ci w elektrolicie. W tym procesie wykorzystuje si¢

polimery o charakterze organicznym, metaloorganicznym, badz nieorganicznym [52,54].

Warto rowniez wspomnie¢ o metodach elektrochemicznych, ktore uwazane sg za
bardzo efektywne. Umozliwiajg osadzanie zaréwno nanoczastek metali, jak réwniez
struktur polimerowych. W celu kontroli morfologii nanostruktur czy grubosci warstwy
procesy moga by¢ prowadzone w warunkach potencjostatycznych, badz
potencjodynamicznych. Do osadzania relatywnie grubych warstw, powyzej 1 um, stosuje
si¢ czesto technike galwanostatyczng [52,55,56]. Zastosowanie elektropolimeryzacji
umozliwia otrzymanie cienkich, jednorodnych warstw charakteryzujacych si¢ wysoka

adhezja do powierzchni elektrody [57,58].

Do najcze$ciej stosowanych materialow stuzacych modyfikacji elektrod naleza
nanoczastki metali, nanomateriaty weglowe, tlenki metali przejsciowych czy polimery
przewodzace [52,59,60]. Nanoczastki zlota [61], srebra [62], platyny [63] czy palladu
[64] znajduja zastosowanie dzieki doskonatej przewodnosci elektrycznej, odpornosci na
korozje 1 wysokiej aktywnosci elektrokatalitycznej. Nanomaterialy weglowe jak np.
grafen [65] czy nanorurki weglowe [66] zwickszaja powierzchni¢ elektroaktywnag
1 odpowiadajg za poprawg transportu elektronow. Z kolei tlenki metali przejsciowych jak
TiO2 [67] czy Co0304 [68] zapewniajg relatywnie wysoka stabilno$¢ chemiczng
1 aktywno$¢ katalityczng. Polimery przewodzace zwykle stosuje si¢ jako podloze do
immobilizacji enzyméw. Jednoczesnie wplywaja one na poprawe przewodnosci
elektrycznej elektrody 1 zwigkszaja wydajno$¢ oznaczania analitéw. Do najczescie)
stosowanych polimerow zalicza si¢ polipirol (PPy) [69], polianiling (PANI) [70] czy
poli(3,4-etyleno-1,4-dioksytiofen) (PEDOT) [71].

Elektrody modyfikowane wykorzystywane sa w diagnostyce medyczne;,
monitoringu $rodowiska czy kontroli jakosci zywnosci. Dzigki wprowadzeniu wyzej
wymienionych materiatdw mozna oznaczaé liczne biomarkery jak glukoza, nadtlenek
wodoru czy dopamina przy relatywnie dobrych parametrach analitycznych. Wyzwania
naukowcow skupiajg si¢ na konstrukcji elektrod charakteryzujacych sie¢ wysoka
stabilno$cig 1 odtwarzalnoscia, jak roéwniez na miniaturyzacji urzadzen stuzacych do
detekcji wybranych molekut. Uwaga badaczy skupiona jest takze na zrownowazonych
metodach syntezy materialow, otrzymywaniu odpornych kompozytow 1 rozwoju technik

zgodnych z zasadami ,,zielonej chemii” [52].

25



Nanostrukturalne materialy na bazie wielosciennych nanorurek weglowych oraz pochodnych
Dpirenu do zastosowan w elektroanalizie i biosensorach
Amanda Leda

1.3. Zastosowania, wyzwania 1 perspektywy w zakresie aplikacji
Sensorow

Zarébwno sensory, jak 1 biosensory znalazly szereg zastosowan w wielu
dziedzinach zycia, umozliwiajac rozwoj zaawansowanych rozwigzan technologicznych,
dzieki czemu mozliwa jest poprawa jakosci tych urzadzen. Wspoélpraca specjalistow
z r6znych dziedzin, jak np. biologia, fizyka, chemia czy inzynieria, zwigksza szanse na
interdyscyplinarno$¢ prowadzonych dziatan. W zwigzku z tym rozwoj urzadzen wspiera
nie tylko sektor nauki i1 technologii, ale réwniez otwiera mozliwosci aplikacji
w medycynie, ochronie $rodowiska czy przemysle zywno$Sciowym [8,13].
W zastosowaniach medycznych sensory odgrywaja istotng rol¢ podczas wczesnego
wykrywania chordb (m.in. nowotwordw, cukrzycy czy choréb zakaznych), poprzez
identyfikowanie specyficznych biomarkeréw w préobkach biologicznych jak krew, §lina,
mocz. Dzigki temu mozliwa jest szybka diagnoza, bardziej doktadne monitorowanie
postepow leczenia i dostosowanie odpowiedniej terapii spersonalizowanej [13,72].
W przemysle spozywczym 1 sektorze rolniczym sensory umozliwiaja monitorowanie
wartosci odzywczej produktow oraz odpowiadaja za kontrole jakoSci, $wiezosci
1 bezpieczenstwa. Ma to bezposredni wptyw na ochron¢ zdrowia konsumentow, ale
roOwniez pozwala minimalizowaé straty zywnosci. Urzadzenia te s3 rowniez
wykorzystywane w celu identyfikacji patogendéw 1 wykrywania pestycydow czy innych
szkodliwych substancji [4,13]. Wykorzystanie w ochronie $rodowiska polega na
relatywnie szybkiej 1 precyzyjnej detekcji zanieczyszczen w wodzie, powietrzu czy glebie
(wykrywanie metali cigzkich, toksyn oraz substancji organicznych). Ich mozliwosci
aplikacyjne skupiajg si¢ rowniez wokot monitorowania jakosci wod pitnych, identyfikacji
zrodet zanieczyszczen oraz na ocenie, jak dzialalno$¢ przemyslowa wplywa na
srodowisko naturalne [4,8,13,72]. Przemysl farmaceutyczny 1 biotechnologia
wykorzystuja biosensory jako narzedzia wspierajgce procesy zarowno odkrywania, jak
rOwniez rozwoju 1 optymalizacji nowych lekow, poprzez badania interakcji
molekularnych [73,74]. Jednym z mniej oczywistych obszarOw zastosowan sensorow
1 biosensorow jest przemyst obronny i sektor bezpieczenstwa. Urzadzenia sg stosowane
do detekcji toksycznych substancji chemicznych 1 biologicznych, dzigki czemu mozliwa

jest szybka reakcja podczas zagrozenia (np. atakami bioterrorystycznymi) [75-77].
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Rozwdj nanotechnologii umozliwil réwniez postep w zakresie miniaturyzacji
czujnikow elektrochemicznych. Analizy moga by¢ prowadzone na poziomie
pojedynczych molekul, co jest niezwykle istotne w obszarze badan naukowych
i medycznych. Rozwijane sg rowniez przenosne urzadzenia, jak opaski czy zegarki, ktore
pozwalaja na ciggle monitorowanie stanu zdrowia w czasie rzeczywistym. Dzigki temu
mozliwy jest pomiar poziomu glukozy we krwi, rytmu serca czy parametrow
oddechowych. W ostatnim czasie szczegoélnie wazny staje si¢ rozwdj diagnostyki
punktowej (ang. point of care), ktora stwarza mozliwosci wykonania szybkich, tanich
1 precyzyjnych testow w miejscach, gdzie dostep do specjalistycznych laboratoriow jest

mocno ograniczony [13,78].

Pomimo wielu mozliwosci aplikacyjnych 1 szerokich perspektyw zastosowan
w przysziosci, rynek sensorow i biosensoroOw posiada pewne ograniczenia. Powszechne
zastosowanie sensoroOw utrudniajag skomplikowane regulacje prawne czy wymagania
kliniczne, jak réwniez trudno$ci zwigzane z komercjalizacja. Jednymi z gléwnych
probleméw s3 dhlugoterminowa stabilno$¢, identyfikacja rynku docelowego oraz
ograniczenie kosztow produkcji. Nalezy rowniez zwréci¢ szczegdlng uwage na
zagrozenia, jak i kwestie etyczne, zwigzane z wykorzystywaniem i opracowywaniem
nowych technologii. Jednakze intensywna wspotpraca naukowcow i firm przemystowych
z pogranicza roznych dyscyplin sprawia, ze badania nad sensorami majg charakter
interdyscyplinarny. Rynek ten ma wiele perspektyw, a bariery 1 ograniczenia s3
w ostatnich latach stopniowo przetamywane, w zwigzku z czym uwaza si¢, ze dalszy

rozw0j czujnikow jest mozliwy do zrealizowania [4,8,13].

Warto rowniez zwroci¢ uwage na liczne publikacje naukowe, ktorych celem jest
opracowanie wydajnych sensorow 1 biosensorow elektrochemicznych. Wsrod doniesien
nalezy wyr6zni¢ prace Molinero-Abad 1 wspotautorow, w ktdrej opracowano sensor do
detekcji etanotiolu w fazie gazowej w winie. W tym celu wykorzystano weglowe
elektrody sitodrukowane (SPCE) modyfikowane nanoczastkami zlota (AuNPs).
Osadzenie nanoczastek na powierzchni elektrody przeprowadzono przy uzyciu dwéch
metod: elektroosadzania 1 wytadowania iskrowego. Metoda elektrochemicznego
osadzania AuNPs zapewnita lepsza wydajnos¢ analityczng, z kolei metoda
elektroiskrowa zwigkszyla czuto§¢ o okoto 20%. Ponadto wykorzystanie metody

wytadowania iskrowego jest procesem szybkim (okoto 10 s) i nie wymaga stosowania
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dodatkowych rozpuszczalnikéw, a w zwigzku z tym staje si¢ technikg przyjazng
srodowisku. W ramach niniejszej pracy Autorzy, aby poprawi¢ selektywnosc¢ i1 stworzy¢
mozliwo$¢ oznaczania analitu w fazie gazowej, wprowadzili membrang zelowa na bazie
PVDF (poli(fluorek winylidenu)) i cieczy jonowej BMIM-PFs (heksafluorofosforan 1-n-
butylo-3-metyloimidazolu). Skonstruowane sensory charakteryzowaty si¢ wysoka
czuloscia (granica wykrywalnosci rowna 80 pg L7!), powtarzalnoscia na dobrym
poziomie (RSD 0,3-7,6%) oraz relatywnie wysoka stabilno$cig wynoszaca okoto 30 dni.
Zaproponowane rozwigzanie stwarza mozliwos¢ detekcji etanotiolu w fazie gazowej
1 moze stuzy¢ do monitorowania poziomu tego zwigzku w winiarniach zapewniajac

szybkie 1 selektywne oznaczenie w warunkach in situ [79].

Inng ciekawg koncepcje przedstawiaja Hajesfandyari i wspotpracownicy, ktorzy
prezentuja amperometryczny sensor do wykrywania glukozy zbudowany na bazie
nanoczgstek siarczku kobaltu 1 manganu (CoMn-S) zsyntezowanych w postaci
sferycznych mikrostruktur. Elektroda modyfikowana nowym materialem wykazywata
relatywnie  dobre  wlasciwosci  analityczne, w  tym  wysoka  czulo$¢
(5148 i 1928 pA mM ! cm 2 w szerokich zakresach stezen 0,001-0,63 mM i 0,63-2,53
mM), niska granice wykrywalnosci (LOD rowne 0,88 puM) i bardzo szybki czas
odpowiedzi (2 s). Z wykorzystaniem technik elektrochemicznych, takich jak
EIS 1 CV potwierdzono, ze otrzymany modyfikator elektrody zapewnia duza
powierzchni¢ aktywna i efektywnie przyspiesza transfer tadunku. Sensor opracowany
w ramach niniejszej pracy wykorzystano rowniez do detekcji glukozy w probkach
rzeczywistych (surowica, $lina, soki owocowe, mleko, napoje gazowane), co potwierdza
jego praktycznag uzytecznos¢. Ponadto Autorzy wskazuja, ze zsyntezowana platforma
CoMn-S stanowi obiecujacg alternatywe w nieenzymatycznych systemach wykrywania

glukozy [80].

Kolejna interesujaca publikacja to praca Demkiv 1 grupy badawczej, ktéra dotyczy
zastosowania nanozymow o aktywnosci zblizonej do lakazy (nAuCu, nPtCu, nCuMnCo,
nCoCuCe) do konstrukcji amperometrycznego sensora detekcji dopaminy. Nanozymy
cechowaly sie¢ wysoka aktywnoscig katalityczng wobec dopaminy. Ponadto elektrody
z wegla szklistego zmodyfikowano rowniez nanoczastkami AuPt w celu zwigkszenia
zaroOwno czulodci, jak 1 stabilno$ci sensoréw. Wykazano, ze najlepsze parametry

analityczne zostaly wyznaczone dla ukltadu nAuCu/nAuPt/GC. Sensor taki
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charakteryzowat si¢ szerokim zakresem liniowym (od 10 do 170 uM), niska wartoscig
LOD (20 nM) i relatywnie wysoka czutoscig (10 650 = 8,3 A M™! m2) przy potencjale
+0,2 V wzgledem Ag/AgCl. Autorzy wskazuja rowniez, ze opracowany sensor
wykazywat wysoka selektywnos¢, dlugoterminowg stabilno$¢ i odporno$¢ na substancje
interferujgce. Ponadto badania moga wplyna¢ na rozwoj przenosnych urzadzen stuzacych

do monitorowania poziomu dopaminy [81].

Z kolei w zespole badawczym Jayaraman opracowano przenosny sensor
amperometryczny stuzacy do detekcji katecholu zbudowany w oparciu o mezoporowaty
wegiel modyfikowany jonami miedzi (Cu-CMC). W ramach prowadzonej w trakcie
badan syntezy uzyskano materiat o duzej powierzchni i licznych miejscach aktywnych
katalitycznie. Otrzymana struktura wykazuje wlasciwosci podobne do tyrozynazy, co
stwarza mozliwos$¢ selektywnej detekcji katecholu przy potencjale 0 V wzgledem
Ag/AgCl. Dodatkowo opracowany w ramach niniejszych badan sensor charakteryzowat
si¢ szerokim zakresem liniowym (1-1000 uM), relatywnie wysoka czutoscig (10,21 pA
uM™ cm™) oraz niskg granicag wykrywalnoéci (0,099 puM). Zintegrowanie sensora
z przenosnym potencjostatem 1 smartfonem stworzylo mozliwos¢ szybkiego
1 doktadnego oznaczenia analitu w probkach wody i herbaty. Ponadto Autorzy wskazuja,
ze uzyskany sensor ma duzy potencjat w rozwoju przeno$nych urzadzen do detekcji

katecholu [82].

Nastepne zwracajgce uwage rozwazania zostaly przedstawione przez Rashed
1 wspotautoréw. W niniejszej pracy przedstawiono amperometryczny sensor do
wykrywania nadtlenku wodoru opracowany w oparciu o nanokompozyt skladajacy si¢
z politiofenu domieszkowanego CuO (PTP-CuO). Materiat ten zostat zastosowany jako
warstwa modyfikujaca elektrode GC, ktorej wiasciwosci elektrochemiczne oceniono
takimi technikami jak EIS, CV czy CA. Autorzy wskazuja, ze elektroda PTP-CuO/GC
wykazuje wyzsza aktywno$¢ elektrokatalityczng w  kierunku redukcji H2O»
w porownaniu do elektrody niemodyfikowanej, badZ modyfikowanej tylko CuO lub PTP.
Oceniono roéwniez parametry analityczne opracowanego sensora: czuto$¢ (442,25 pA
mM ! ecm™), zakres detekcji (od 20 do 3300 pM) oraz granice wykrywalnosci (3,86 uM).
Ponadto elektrode modyfikowang charakteryzuje rowniez dobra selektywno$¢ wobec
nadtlenku wodoru w obecnosci innych biomolekut, relatywnie wysoka stabilnos¢, a takze

powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow. Przeprowadzono rowniez testy
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na roztworach rzeczywistych (mleko i woda) uzyskujac zadowalajace rezultaty odzysku.
Autorzy wskazuja, ze otrzymany nanokompozyt PTP-CuO posiada duzy potencjat

w rozwoju nowych elektrochemicznych sensoréw do detekcji wybranych analitéw [83].

Wsrod licznych publikacji naukowych zdecydowana ich czg$¢ poswiecona jest
réwniez opracowywaniu wydajnych amperometrycznych biosensoréw. W jednej z nich
Almeida i wspotautorzy przedstawiaja biosensor do oznaczania zwigzkow fenolowych,
takich jak kwas galusowy i katechina. W ramach niniejszych badan Autorzy wykorzystali
polidopaminge (PDA) 1 polinorepinefryng¢ (PNE) jako warstwy adhezyjne do
immobilizacji alkalofilowej lakazy. Powloki zawierajace polinorepinefryne wykazywaty
relatywnie dobrg elektroaktywno$¢é, co zwigzane jest z obecno$cia grup
katecholowych/hydrochinonowych, a to z kolei stworzylo mozliwos¢ ich dalszej
funkcjonalizacji. Warstwa PNE wykazywala zar6wno wyzsze przewodnictwo w pH
5,0 1 7,0, jak rowniez silniejsza oraz bardziej czula odpowiedz amperometryczng
w poréwnaniu do warstwy PDA. Biosensor ze zimmobilizowang lakaza na powierzchni
polinorepinefryny (PNE/Lac) cechowata czulo§¢ na poziomie 104 pA cm? mM™!
w przypadku oznaczania kwasu galusowego oraz 14,4 cm 2 mM ! dla katechiny. Autorzy
wskazuja, ze otrzymane wyniki stanowig potencjal w dalszej optymalizacji biosensorow

do detekcji zwigzkow fenolowych opartych na enzymach pochodzenia bakteryjnego [84].

Kolejna interesujaca koncepcja zostala przedstawiona w pracy L. Tang
1 wspolpracownikow. Zsyntezowany w ramach niniejszej publikacji hydrozel
wykorzystano jako warstwe bioelektrokatalityczng do konstrukeji biosensora glukozy. Na
powierzchni otrzymanego w ramach badan materialu unieruchomiono oksydaze
glukozowg (GOx) 1 chitozan (CTS). Taki modyfikator postuzyt do funkcjonalizacji
dwoch typoéw elektrod: elektrody z wegla szklistego 1 grafitowej elektrody
sitodrukowanej. Biosensor opracowany w oparciu o elektrod¢ GC wykazywat odpowiedz
elektrokatalityczng na utlenianie glukozy w liniowym zakresie st¢zen od 0,25 do 15 mM
osiagajac przy tym czuto$é réwng 27,0 pA mM' cm. Elektroda modyfikowana
hydrozelem, GOx i CTS cechowala si¢ relatywnie wysoka stabilno$cig mechaniczng
podczas zginania pod katami 0°, 30°, 60° 1 90°, co klasyfikuje ja jako odporng na
deformacje. Dodatkowo charakteryzowata si¢ selektywnoscig wzgledem glukozy, co
umozliwito detekcje w probce rzeczywistej (surowicy koziej). Autorzy wskazuja, ze

przedstawiona w pracy hydrozelowa warstwa posiada potencjat aplikacyjny podczas
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monitorowania poziomu glukozy w plynie srodtkankowym, a takze stwarza mozliwosci

zastosowania w przenos$nych urzadzeniach do detekcji tego analitu [85].

Inna ciekawa praca zostala stworzona przez Tuntiwongmetee wraz z grupg
badawczg. Autorzy przedstawiajg enzymatyczny amperometryczny biosensor do detekcji
kwasu moczowego (UA) w oparciu o elektrod¢ SPCE. Weglowa elektroda sitodrukowana
zostata w niniejszym badaniu zmodyfikowana kompozytem biekitu pruskiego z poli(3,4-
etylenodioksytiofenem) 1 polistyrenosulfonianem (PB-PEDOT:PSS). Nastepnie
elektrode dodatkowo funkcjonalizowano kriozelem z nanoczgstkami ztota, tlenkiem
grafenu i chitozanem (AuNPs-GO-CTS cry). Tak przygotowana platforma postuzyta do
immobilizacji urykazy (UOx) w procesie chemisorpcji. Detekcja kwasu moczowego byta
mozliwa dzigki amperometrycznym pomiarom pradu redukcji biekitu pruskiego, ktory
skorelowano z iloscig nadtlenku wodoru produkowanego w reakcji enzymatyczne;.
Ponadto Autorzy wykorzystali FIA (analiza przeplywowa) automatyzujac proces,
skracajac czas oznaczania (2 min) i wykorzystujac niewielkg ilo§¢ probki do badan.
Biosensor charakteryzowat si¢ szerokim zakresem liniowej odpowiedzi analitu (od 5 do
300 uM L!), niskg granica oznaczalnosci (LOD réwne 1,88 puM L!), dobrg
powtarzalnos$cig (RSD ponizej 2,9%, n=6) oraz selektywnoscig na relatywnie wysokim
poziomie. Autorzy wskazuja réwniez, ze po 221 cyklach pomiarowych biosensor
zachowal ponad 90% poczatkowego sygnatu, co stwarza mozliwosci wielokrotnego
uzycia, a w zwiazku z tym obniza koszty oznaczania UA. Wyniki wykrywania kwasu
moczowego w osoczu krwi byly zgodne z rezultatami uzyskiwanymi metoda
kolorymetryczna, ktdra stosuje si¢ w szpitalach, co potwierdza zar6wno doktadnos¢, jak

1 wiarygodnos¢ biosensora [86].

Roéwnie nowatorska idea zostala przedstawiona w publikacji H. Tang
1 wspotautorow. W ramach badan opracowali biosensor oparty na enzymie (lakazie)
wykorzystujac jako mediator grafityzowany weglik boru pokryty weglem. Czastki
modyfikatora cechowata unikalna przewodno$¢ (dzigki powloce grafityzowanego
wegla), co wykorzystano do amperometrycznego wykrywania epinefryny (EP).
Biosensor charakteryzowal si¢ szerokim zakresem liniowej odpowiedzi (od 0,1 uM do
2,6 mM), niska granicg wykrywalnosci (LOD rowne 40 nM), a takze relatywnie wysoka
czutoscig (76,05 pA mM ™). Ponadto opracowany czujnik enzymatyczny wykazywat

odporno$¢ na dzialanie substancji interferujacych, co czyni go stabilnym i efektywnym

31


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/boron-carbide

Nanostrukturalne materialy na bazie wielosciennych nanorurek weglowych oraz pochodnych
Dpirenu do zastosowan w elektroanalizie i biosensorach
Amanda Leda

narzedziem w detekcji EP. Jako jedng z gldownych zalet prezentowanej w niniejszej pracy
koncepcji Autorzy wskazuja, ze funkcjonalizowana elektroda osigga wyjatkowa
przewodno$¢ i stabilno$¢ bez potrzeby stosowania skomplikowanych proceséw syntezy
modyfikatora. Latwe przygotowanie stanowi niewatpliwg zalet¢ w porownaniu do
skomplikowanych metod otrzymywania innych materiatdbw nanostrukturalnych.
Prezentowany biosensor moze postuzy¢ jako inspiracja do projektowania innych
urzadzen zbudowanych w oparciu o lakaze, stwarzajagc mozliwo$¢ zastosowania
niemetalicznych weglikow jako mediatoréw do budowy elektrochemicznych

biosensoréw enzymatycznych [87].

Przedstawione wczesniej artykuty naukowe skupiaja si¢ na podkresleniu postepu
w projektowaniu 1 aplikacji sensorow 1 biosensorow elektrochemicznych poprzez
wykorzystanie réznych metod modyfikacji elektrod oraz innowacyjnych rozwigzan
z dziedziny inzynierii materialowej. W przywotanych pracach zastosowano nanoczastki
metali, chalogenki, nanokompozyty we¢glowe, enzymy, materialy polimerowe czy
przewodzace hydrozele w celu opracowania zarowno czulych, jak rowniez selektywnych,
a takze stabilnych platform mogacych stuzy¢ detekcji szerokiej grupie analitow
(etanotiol, glukoza, dopamina, katechol, nadtlenek wodoru, kwas moczowy, epinefryna
czy zwiazki fenolowe). Wsérod sensordw opracowanych w ramach prezentowanych
publikacji warto zwroci¢ uwage na wykorzystanie struktur sferycznych zapewniajacych
duza powierzchnig, a takze porowatych materiatow weglowych czy kompozytow, ktore
nie tylko zwigkszajg aktywnos$¢ elektrokatalityczng, ale roéwniez poprawiaja kinetyke
transferu elektronow. Przedstawione koncepcje skupiajg si¢ zarowno na uktadach
pozbawionych enzymdw oraz takich, ktore je wykorzystuja. Ponadto Autorzy wskazuja,
ze podejscie wykorzystujace enzymy 1 nanozymy stanowi obiecujacy kierunek rozwoju
czujnikow elektrochemicznych. Dodatkowo w ramach przedstawionych publikacji
badawczych wykazano, ze stosowanie powtok z polinorepinefryny czy kompozytow
kriozelowych zapewnia wysoka biokompatybilno$¢ 1 utatwia immobilizacje enzymow.
Warto rowniez wspomnie¢, ze w artkutach naukowych stosowane sa innowacyjne
rozwigzania wykorzystujace integracje uktadow ze smartfonem czy powloki
hydrozelowe, dzigki czemu mozliwy staje si¢ rozwdj urzadzen przenosnych i poprawiona
zostaje odporno$¢ mechaniczna sensorow. Czeg$¢ materiatéw elektrodowych

charakteryzowata si¢ bardzo dobrymi parametrami analitycznymi, w tym niskg granica
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wykrywalnosci, szerokim zakresem liniowosci czy krotkim czasem odpowiedzi. Co
wiecej, sensory 1 biosensory wykorzystano do oznaczania analitow w prébkach
rzeczywistych, takich jak wino, surowica, §lina, osocze krwi czy napoje (mleko, woda,
herbata, soki owocowe). Dzicki tym badaniom mozliwy jest wiec dalszy rozwoj sensorow
1 biosensorow elektrochemicznych 1 ich zastosowanie w dziedzinach biomedycznych,

monitoringu Srodowiska 1 analizie ZywnoSci.
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2. NADH w zastosowaniach elektrochemicznych

2.1. Informacje ogoélne i mechanizm utlenienia

Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD) to koenzym oksydoreduktaz,
ktory odgrywa istotng role w metabolizmie cztowieka (wystepuje we wszystkich zywych
komorkach). NAD jest ponadto donorem wodoru w mitochondrialnym procesie
fosforylacji oksydacyjnej umozliwiajac syntez¢ ATP (adenozyno-5'-trifosforanu)
- gtdéwnego nosnika energii w komorkach [88]. Sktada si¢ z dwoch nukleotydow (jeden
zawiera adening, a drugi nikotynoamid) potagczonych grupami fosforanowymi. NAD
wystepuje w dwoch formach: utlenionej (NAD™) i zredukowanej (NADH) [89]. Na Rys.
6 przedstawiono struktur¢ NADH.

HN

—_‘N+
OH
o
OH
/
o O—_ g —OH
NN
/ ~ o] __—N
g OH /” "
o] N =

HO OH

Rys. 6. Struktura NADH, na podstawie [89].

Poza pelnieniem kluczowej roli w metabolizmie energetycznym, NADH bierze
rowniez udzial w wielu procesach zachodzacych w komorkach (m.in. jest substratem
enzymoOw takich jak dehydrogenazy). Enzymy te sa bardzo wazng czgsécig tancucha
oddechowego wspierajac prawidlowe procesy oddychania komorkowego [90]. Ponad

trzysta dehydrogenaz wykorzystuje NAD" jako kofaktor i akceptor elektronow. NAD*
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odpowiada za transport dwoch elektronow 1 jednego protonu podczas reakcji, w ktorej

enzym peni funkcje biokatalizatora [91].

NADH moze by¢ utleniany przy bardzo wysokich nadpotencjatach na réznych
elektrodach, przy czym sygnal redoks jest bardzo zalezny od ich powierzchni [92].
W celu polepszenia kinetyki transferu elektronéw opracowywane sg sensory oparte na
mediatorach do efektywnego utlenienia NADH. W$rdd mediatoréw redoks wyrdznia si¢
m.in. chinony. Zastosowanie dodatkowo mediatora redoks ma obnizy¢ nadpotencjat
utleniania NADH na elektrodzie [93]. Jako gtowne zalety elektrochemicznych sensorow
NADH wymienia si¢ ich wysoka czuto$¢, niska granice wykrywalno$ci oraz mozliwos¢

miniaturyzacji uktadu [94].

Reakcja utleniania NADH na powierzchni elektrody aktywnej redoks

(zawierajacej np. mediator) moze zosta¢ opisana ponizszym mechanizmem [95]:

W wyniku przytozenia dodatniego potencjatu do elektrody, katalizator unieruchomiony

na powierzchni elektrody zostaje utleniony do katalitycznie aktywnej formy:

OH> — Q + 2H" +2e” (1)
(QHz - zredukowane grupy funkcyjne katalizatora opartego na chinonie, Q - utlenione

grupy funkcyjne katalizatora opartego na chinonie).

W tym samym czasie NADH dyfunduje do powierzchni elektrody i poczatkowo migdzy
NADH, a utleniong forma mediatora tworzy si¢ kompleks przeniesienia tadunku.
W kolejnym etapie rodnik kationowy [NADH*—Q™] tworzy si¢ w wyniku oddania

jednego elektronu do mediatora:

NADH + Q < [NADH-Q] < [NADH™* —Q"] (2)

Etap ten limituje szybkos¢ procesu.

Nastepnie dochodzi do przeniesienia protonu kwasowego do mediatora w obrebie

kompleksu, co powoduje powstanie rodnika NAD™:

[NADH*—Q" ] — [NAD"-QH'] (3)
Rodnik NAD" w kompleksie jest bardzo szybko utleniany do NAD™:
[NAD"—QH] — NAD"—QH" 4)

Ten etap jest bardzo szybki.

W srodowisku kwasowym grupy chinonowe ulegaja protonowaniu:
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OQH + H" — QH, (%)
Calkowity proces katalitycznego utleniania NADH na elektrodzie zawierajacej grupy

chinonowe opisano sumarycznym réwnaniem:

kO S
O + NADH + H* =25 OH, + NAD" (6)

Taki mechanizm moéglby zosta¢ zaproponowany dla elektrod modyfikowanych
materialami  weglowymi 1 katalizatorem zawierajacym grupy chinonowe, co

schematycznie przedstawiono dla katecholu (Rys. 7).

OH
OH
NAD~™
T" 2H*/2e-
o)
NADH
40

Rys. 7. Katalityczne utlenianie NADH dla katalizatora zawierajgcego grupy
chinonowe, na podstawie [95].

Biosensory oparte na dehydrogenazach zalezne od NAD™ posiadaja kilka korzysci
w poroOwnaniu z tymi, ktore oparte sg na oksydazach. Tlen nie wplywa na proces
enzymatyczny, poniewaz NAD™ pei role akceptora elektrondéw i wodoru. NAD" dziata
jako kofaktor w trakcie procesow enzymatycznych, w wyniku czego NADH i produkt
powstajg jednoczes$nie [96]. Zaréwno utleniona forma (NAD"), jak i zredukowana

(NADH) cechujg si¢ wolnymi oraz nieodwracalnymi procesami elektrochemicznymi.

W dziedzinie elektrochemicznych biosensorow modyfikacja powierzchni
elektrod rowniez jest kluczowa dla poprawy podstawowych parametréw wydajnosci,
takich jak czutos¢, stabilnos¢ i selektywnos¢ [97]. Szczegolnym zainteresowaniem cieszg
si¢ biosensory glukozy zbudowane w oparciu o dehydrogenaze glukozowa (GDH).
GDH katalizuje utlenianie B-D-glukozy do D-glukono-d-laktonu w obecnosci kofaktora
NAD', ktory jednocze$nie ulega redukcji do NADH [98]. Schematyczne przedstawienie
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opisanego procesu na powierzchni mediatora zawierajacego grupy chinonowe (np.

katecholu) pokazano na Rys. 8.

OH
O B-D-glukoza
u 2H*/2e=
(0]
o
= D-glukono-8-lakton

Rys. 8. Katalityczne utlenianie f-D-glukozy do D-glukono-d-laktonu
w obecnosci kofaktora NAD™, na podstawie [89].

Podczas reakcji elektrochemicznej utlenienia glukozy na elektrodach
modyfikowanych, glukoza w pierwszej kolejnosci dyfunduje z elektrolitu do powierzchni
elektrody 1 reaguje z GDH na jej powierzchni. Po skoficzeniu procesu enzymatycznego
B-D-glukoza jest utleniana do D-glukono-d-laktonu (hydrolizowanego do kwasu
glukonowego), a NAD" jest redukowany do NADH:

B-D-glukoza + NAD* = D-glukono-é-lakton + NADH (7)

Powstaly enzymatycznie NADH reaguje z utleniong formg mediatora (Medox). W wyniku
tej reakcji NADH ponownie jest utleniany do NAD", a Medox redukuje si¢ do formy

zredukowanej mediatora (Medged).
NADH + Medox <> NAD" + Medgea (8)
Medpgeq <> Medox + 2H' + 2e” 9)

W ostatnim etapie (9) Medreq ulega utlenieniu, przekazujac 2 elektrony/protony [99,100].
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2.2. Detekcja NADH

Istotna rola NADH w procesach metabolicznych sprawia, ze zainteresowanie tg
czasteczka jest nadal ogromne. Wedtug bazy Science Direct w styczniu 2025 roku ilo$¢
prac naukowych dotyczacych NADH wynosita okoto 155 tysigcy. Uwage badaczy
zwraca przede wszystkim detekcja tej waznej dla cztowieka molekuly. Wykorzystanie
elektrod modyfikowanych czy sensoréw elektrochemicznych to sposoby na efektywna

detekcje dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego.

Jedna z ciekawych koncepcji, w ktdrej opracowano amperometryczny sensor do
detekcji NADH, to praca Hamidi i1 wspolpracownikéw. Autorzy wykorzystali
nanohybrydowy material sktadajacy si¢ z nanoczastek palladu (PdNPs) 1 wielo§ciennych
nanorurek weglowych (MWCNT). Do badan elektrochemicznych wykorzystano
elektrode z wegla szklistego (GC). Techniki woltamperometryczne wykazaty wysoka
aktywnos¢ elektrokatalityczng modyfikowanej elektrody. Skonstruowany sensor
umozliwit detekcje¢ NADH przy obnizonym potencjale (+0,39 V w pordwnaniu z +0,7 V
dla elektrody niemodyfikowanej). Autorzy obserwowali szybka, liniowa odpowiedz
w zakresie st¢zen od 0,1 do 200 uM. Oszacowano czuto$¢ elektrody wynoszaca 596 nA

uM™ cm™

1 niska granice wykrywalnosci (32 nM). Elektroda modyfikowana
wykorzystana zostata rowniez w niniejszej pracy do oznaczania H»O», a takze jako
matryca do konstrukcji biosensora glukozy (w wyniku immobilizacji GOXx).
Zadowalajace rezultaty potwierdzaja wszechstronno$¢ zastosowania takiego uktadu.
Bardzo dobre wtasciwosci elektrokatalityczne przypisuje si¢ synergistycznemu efektowi
nanoczastek palladu 1 wielo$ciennych nanorurek weglowych, co sprawia, Ze taka
elektroda modyfikowana moze by¢ wykorzystywana do detekcji NADH przy niskich

stezeniach [101].

Kolejne interesujace 1 warte uwagi podejscie wykorzystujace jako modyfikator
nanoczastki palladu prezentuja You i Jeon. Opracowali elektrode GC modyfikowang
z wykorzystaniem wspomnianych nanoczastek osadzonych na wielo$ciennych
nanorurkach weglowych (MWCNT-Pd) oraz polimeru poli(3,4-etylenodioksypirolu)
(PEDOP) w celu elektrochemicznego utleniania NADH. Elektroda PEDOP/MWCNTs-
Pd/GCE zostata przygotowana w szybki i prosty sposob, wykazujac zwigkszong czutos¢

na NADH. Opracowany sensor NADH charakteryzowat si¢ szerokim liniowym zakresem
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odpowiedzi wynoszacym od 1 uM do 13 mM przy potencjale +0,42 V. Oszacowana
granica wykrywalno$ci wynosita 0,18 pM. Uzyskane w ramach niniejszych badan wyniki
potwierdzity, ze zastosowanie nanoczastek palladu i przewodzacego polimeru poprawia
wlasciwos$ci elektrokatalityczne elektrody w procesie detekcji NADH. Jako gléwne
zalety proponowanego sensora Autorzy wyrdzniaja szybka odpowiedz, dlugoterminowa
stabilno$¢ oraz relatywnie dobrg selektywnos$¢. Ponadto twierdza, ze -elektroda
modyfikowana PEDOP/MWCNTs-Pd/GCE posiada potencjal do zastosowania
w oznaczaniu NADH [102].

Z kolei Manusha wraz z zespotlem badawczym opracowali elektrochemiczny
sensor do detekcji NADH w oparciu o nanoczastki innego metalu szlachetnego - srebra
(AgNPs) oraz fenotiazyny (PTZ). Celem prowadzonych badan byto okreslenie wptywu
ksztattu nanoczastek srebra na wydajnos$¢ detekcji analitu. Materialty nanohybrydowe
AgNPs/PTZ o roznych ksztaltach (kulistych, trojkatnych i pretowych) zsyntetyzowano
1 zastosowano jako modyfikatory elektrody. Sposrdd trzech ksztaltéw nanoczastek srebra
zastosowanych do modyfikacji elektrody i w dalszym etapie oceny ich wtasciwosci
elektrokatalitycznych w kierunku utlenienia NADH wykazano, ze optymalny ksztatt
posiadaja nanoczastki pretowe. Dla tego uktadu Autorzy wskazuja na mozliwos¢ detekcji
w szerokim zakresie stezen (1,9-89 uM), z granicg wykrywalno$ci wynoszacg 0,52 uM
i czuloscig rowng 0,689 pA mM ' cm™. W ramach prowadzonych badafh oceniono
réwniez inne kluczowe parametry sensora, w tym stabilno$¢, selektywnos¢
1 powtarzalno$¢, a uzyskane wyniki Autorzy okreslaja jako wysoce zadowalajace.
Niewatpliwag zaletg jest fakt, ze badanie to oferuje perspektywy budowy sensorow
chemicznych 1 biologicznych o ulepszonych wtasciwosciach analitycznych przy uzyciu

dostosowanych oraz kontrolowanych ksztattem nanoczastek [103].

Nastepna ciekawa praca, dotyczaca nieenzymatycznego sensora do detekcji
NADH, powstala w zespole Prasanna. Sktadowe elementy matrycy to nanoczastki ztota
(AuNPs) osadzone na kompozycie polidopaminy (PDA) i wegliku tytanu (TiC).
Modyfikacja elektrody z wegla szklistego materiatem hybrydowym Au@PDA/TiC
pozwolita na mozliwo$¢ utlenienia NADH przy potencjale rownym +0,6 V wzgledem
Ag/AgCl w pH rownym 7. Dodatkowo wyznaczono liniowg odpowiedZ w zakresie stezen
analitu od 0,018 do 674 uM. Oszacowana granica wykrywalno$ci w tym ukladzie

wynosita 0,0062 uM. W niniejszych badaniach Autorzy wskazuja, Ze zsyntezowany przez
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nich materiat hybrydowy Au@PDA/TiC jest niedrogi, cechuje si¢ bardzo dobrg
aktywnoscig katalityczna, duza powierzchnia, relatywnie wysoka przewodno$cia, a takze
bardzo dobrag biokompatybilnoscig, co stwarza mozliwo$¢ zastosowania przy
projektowaniu szybkich i czulych sensorow NADH. Ponadto sensor wykazywat
doskonatg selektywnos$¢ 1 stabilno$¢, umozliwiajagc skuteczng detekcje NADH
w rzeczywistych probkach, takich jak zywnos$¢, woda czy osocze krwi, co potwierdza

jego potencjalne zastosowanie w analizie sSrodowiskowej i diagnostyce [104].

Inne warte uwagi podej$cie prezentujag Marlinda i wspotpracownicy. W ramach
artykutu naukowego Autorzy przedstawiaja prosta metode chemicznej syntezy
nanokompozytu, skladajacego si¢ z nanopretéw ztota (AuNR) wbudowanych
w zredukowany tlenek grafenu (rGO). Tak otrzymany nanokompozyt, w ktorym AuNR
dekoruje GO (AuNR@rGO), zostal bezposrednio natozony na elektrode z wegla
szklistego w celu wysoce czulego i selektywnego elektrochemicznego wykrywania
NADH. Zbadano -elektrokatalityczne wlasciwosci  elektrody modyfikowanej
AuNR@rGO wobec utleniania NADH, wykazujac liniowy wzrost pradu
amperometrycznego w zakresie stgzen NADH od 1 do 31 pM. Granica wykrywalnoS$ci
(LOD) zostata oszacowana na bardzo niski poziom wynoszacy 0,22 uM, co potwierdza
wysoka czutos$¢ elektrody. Dodatkowo Autorzy wskazuja, ze ich elektroda zachowuje
selektywno$¢ w obecnosci innych biomolekut, takich jak glukoza, kwas moczowy, kwas
askorbinowy i1 dopamina. Ponadto zwracaja uwage na znaczacy potencjatl zastosowania
opracowanej elektrody modyfikowanej w rozwoju zaawansowanych biosensorow

opartych na dehydrogenazach [105].

Rownie interesujace badania, wykorzystujace jako przewodzacy materiat
weglowy zredukowany elektrochemicznie tlenek grafenu (rGO), zostaly przeprowadzone
przez zespot Li. W ramach badan Autorzy skonstruowali amperometryczny biosensor
oparty na nanokompozytowej warstwie rGO 1 politioniny (PTH) do detekcji NADH
1 etanolu. Materiat rGO-PTH zsyntezowano na powierzchni elektrody z wegla szklistego
w procesie wieloetapowym, ktéry obejmowat elektrochemiczng redukcje tlenku grafenu
oraz elektropolimeryzacje tioniny. Wytworzony nanokompozyt cechowala wysoka
przewodno$¢ oraz obecno$¢ grup redoks, co umozliwito utlenianie NADH przy niskim
potencjale (+0,02 V wzgledem Ag/AgCl). Wykrywanie NADH na elektrodzie

modyfikowanej umozliwito okreslenie relatywnie szerokiego zakresu liniowej detekcji
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(0,01-3,9 mM), wysokiej czutosci (143 pA mM ! cm?) i niskiej granicy wykrywalnosci
(LOD réwne 0,1 uM). Dodatkowo sensor zostal zintegrowany z dehydrogenaza
alkoholowag (ADH), co umozliwito posrednig detekcje etanolu. Autorzy uwazaja, ze
materiat rGO-PTH z pewno$cig postuzy do opracowywania innych amperometrycznych

biosensoréw opartych na dehydrogenazach [106].

Nastgpna warta uwagi publikacja naukowa to praca Chen i jego grupy badawczej,
w ktorej opracowano sensor elektrochemiczny oparty na bazie nanostruktur tlenku
kobaltu (C0304) do wykrywania NADH. Modyfikacja powierzchni elektrody umozliwita
znaczace obnizenie potencjatu utleniania NADH (z +0,7 do +0,1 V), eliminujac potrzebe
stosowania wysokich nadpotencjalow charakterystycznych dla niemodyfikowanych
elektrod. Autorzy wskazuja, ze skonstruowany sensor charakteryzowat si¢ wysoka
czulo$cia, niskg granica wykrywalnosci (4,25 uM) oraz doskonatg selektywnos$cia wobec
NADH przy liniowej odpowiedzi w zakresie st¢zen od 10 do 100 uM analitu. Niniejsze
badania przedstawiajg rowniez koncepcje wyeliminowania kwasu askorbinowego jako
substancji interferujacej (poprzez wprowadzenie oksydazy askorbinianowej). Jak
wskazuja Autorzy, dzieki stabilno$ci nanostruktur tlenku kobaltu oraz ich efektywnosci
katalitycznej, opracowany sensor oferuje obiecujace mozliwosci w elektrochemiczne;j
detekcji NADH, zarowno w uktadach laboratoryjnych, jak i potencjalnych aplikacjach
praktycznych [107].

Z kolei w artykule Atta 1 wspotautorow przedstawiono nowa strategie detekc;i
NADH z wykorzystaniem platformy kompozytowej sktadajacej si¢ z cieczy jonowych
(ILC), nanorurek weglowych oraz nanoczastek magnetytu. Autorzy wykazali, Ze
czasteczki cieczy jonowej w polaczeniu z nanorurkami weglowymi i nanoczastkami
magnetytu poprawily wilasciwosci elektrochemiczne modyfikatora elektrody z wegla
szklistego, umozliwiajac skuteczne utlenianie NADH. Wyznaczono szereg parametrow
charakteryzujacych otrzymany sensor NADH, m.in. zakres liniowosci 5-700 uM, granice¢
wykrywalnosci 34,6 nM oraz granic¢ oznaczalnosci 0,115 pM. Ponadto Autorzy
wskazuja, Ze otrzymany w ramach niniejszych badan sensor wykazywat stabilng
odpowiedz amperometryczng oraz byt odporny na wplyw substancji interferujacych,

takich jak kwas askorbinowy, tryptofan, ibuprofen czy morfina [108].

Przedstawione w niniejszym rozdziale rozwazania w dalszym ciggu nie

rozwigzuja wszystkich problemow zwigzanych z oznaczaniem NADH. Jednym
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z glownych wyzwan w aspekcie detekcji tego analitu jest wysoki nadpotencjat potrzebny
do utlenienia NADH (w wielu przypadkach przekraczajacy +0,5 V wzgledem Ag/AgCl).
To z kolei prowadzi do obnizenia selektywno$ci sensorow, poniewaz wiele zwigzkow
wchodzacych w sktad matryc probek rzeczywistych moze utleniaé si¢ przy podobnych
lub nawet nizszych potencjatach, jak réwniez moze prowadzi¢ do zanieczyszczania
powierzchni elektrody. Ponadto utlenienie NADH moze powodowac, ze na powierzchni
elektrody beda adsorbowaé si¢ produkty uboczne i posrednie, a to w efekcie bedzie
prowadzilo do stopniowego zmniejszenia aktywnosci elektrody. Istotny staje si¢ wiec
sposOob modyfikacji powierzchni elektrody. Kluczowe znaczenie ma dobér odpowiednich
materialow, ktore maja za zadanie zwigkszy¢ aktywnos$¢ katalityczng wobec utlenienia
NADH. Waznym aspektem staje si¢ rowniez projektowanie elektrody tak, by
modyfikacje oparte o mediatory redoks (m.in. chinony) utatwiaty transfer elektronow.
Dodatkowo nalezy skupi¢ si¢ na poszukiwaniu stabilnych mediatorow, wydajnych w pH
zblizonym do obojetnego. W celu zapewnienia selektywnos$ci na relatywnie wysokim
poziomie, do modyfikacji elektrod czesto nalezy wprowadzi¢ specyficzne elementy
rozpoznajace, np. enzymy. Pomimo rozwijajacej si¢ technologii i rozwojowi inzynierii
materialowej, ktére znaczaco wplynely na mozliwosci wykrywania NADH, dalsze
wprowadzanie ulepszen i innowacji, nie tylko w zakresie funkcjonalizacji elektrod
modyfikowanych, ale réwniez w doborze wydajnego mediatora, jest nadal wymagane
1 niezbedne do dalszego rozwoju ogolnodostepnych 1 konkurencyjnych sensorow NADH.
W zwigzku z powyzszym, modyfikacje elektrod i ich dalsza ocena aktywnoSci
elektrokatalitycznej w kierunku utlenienia NADH jest procesem, ktéremu wcigz warto
poswieci¢ wiecej uwagi. Ponadto uwazam, ze kontynuowanie tego kierunku rozwoju
whniesie dodatkowy wktad w rozwoj nauki w dziedzinie sensorow stuzacych oznaczaniu

NADH zaréwno w roztworach modelowych i1 rzeczywistych tego zwiazku.
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3. Nanorurki weglowe

3.1. Informacje ogolne, budowa, wtasciwosci i metody syntezy

Materialy weglowe stanowig wazny element nowoczesnych technologii za sprawg
unikalnych wtasciwosci fizycznych, chemicznych 1 elektrycznych. Ilo$¢ struktur
1 mozliwosci modyfikowania pozadanych wilasciwosci materiatdéw weglowych daje
podstawy do dalszych badan i innowacji w zakresie rozwoju nowych technologii. Warto
wyrdzni¢ cztery gtéwne klasy tych materiatow: grafen, nanorurki weglowe, fulereny
1 nanodiamenty [109]. Grafen jest dwuwymiarowg struktura atomow wegla
charakteryzujaca si¢ wysoka przewodnoscig elektryczng, cieplng i wytrzymatosciag
mechaniczng [110]. Z uwagi na niski wspoétczynnik absorpcji $§wiatta (~2%) jest szeroko
stosowany w optoelektronice, a ponadto w systemach magazynowania energii,
medycynie i uktadach elektronicznych [109,111]. Z kolei fulereny (jak Ceo) sa chemicznie
stabilnymi nanostrukturami, ktére réwniez sa zdolne do absorpcji $wiatla,
magazynowania energii oraz enkapsulacji innych czasteczek wewnatrz struktury
[112—114]. Fulereny sa wykorzystywane w systemach dostarczania lekow, fotowoltaice
czy chemii supermolekularnej [109,114]. Natomiast nanodiamenty (CND) to materiaty
weglowe o wysokiej wytrzymatosci mechanicznej i przewodnictwie cieplnym [115]. Ze
wzgledu na swojg biokompatybilnos¢, jak rowniez mozliwos¢ funkcjonalizacji sg szeroko
stosowane w medycynie do obrazowania czy transportu lekow, a takze w elektronice,
materiatach kompozytowych oraz stosuje si¢ je jako dodatki do powlok ochronnych

[116,117].

Nanorurki weglowe (CNT) okreSlane sg jako arkusze grafitu zwinigte
w cylindryczne struktury. Zazwyczaj ich dtugo$¢ wynosi kilka mikrometréw, a $rednica
okoto 100 nm [118]. Nanorurki s3 uwazane za pochodne nie tylko wldkien weglowych,
ale tez fulerenoéw, ktére zbudowane sg z czgsteczek zawierajacych 60 atomoéw wegla,
uformowanych w zamkniete tuby [119]. Glowny podziat nanorurek okreslany jest na
podstawie liczby warstw weglowych, tj. na jednoscienne (SWCNT), dwuscienne
(DWCNT) 1 wielo$cienne (MWCNT). Rys. 9 przedstawia schematycznie rodzaje

nanorurek weglowych.
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Rys. 9. Rodzaje nanorurek weglowych, na podstawie [120].

Jednoscienne nanorurki weglowe (SWCNT) skladaja si¢ z pojedynczej warstwy
grafenu, a ich $rednica jest rowna od 1 do 2 nm. Natomiast dtugos¢ SWCNT moze si¢
rézni¢, w zaleznosci od zastosowanej metody syntezy. Technologia otrzymywania
wymaga uzycia katalizatora zapewniajacego precyzyjng kontrolg procesu. Mimo to,
SWCNT sg narazone na roéznego rodzaju zanieczyszczenia podczas ich otrzymywania
[121]. Dwuscienne nanorurki weglowe sktadajg si¢ z dwoch koncentrycznych warstw,
z ktorych zewnetrzna otacza wewnetrzng. Srednica zewnetrznej warstwy jest rowna od
2 do 4 nm, a wewnetrznej od 1 do 3 nm [120]. Z kolei wielo$cienne nanorurki weglowe
(MWCNT) zbudowane sg z wielu warstw grafenu, ktore sg zwinigte w struktury
o $rednicach wahajacych sie w granicach 2-50 nm. Srednica wewnetrznej warstwy jest
réwna okoto 0,7 nm, a zewngtrznej moze wynosi¢ od 2 do nawet 30 nm. Mozna wyr6zni¢
dwa modele strukturalne MWCNT: model przypominajacy matrioszke (warstwy grafenu
uktadajg si¢ w koncentryczne cylindry) i model przypominajacy pergamin (pojedyncza
warstwa grafenu jest wielokrotnie zwijana wokot wlasnej osi, przypominajac struktura
zw0j papieru) [120,121]. W Tabeli 1 zestawiono najwazniejsze cechy i pordwnano

MWCNT 1 SWCNT.
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Tabela 1. Porownanie jedno- i wielo§ciennych nanorurek weglowych, na podstawie

[121-123].
SWCNT MWCNT
Liczba warstw grafenu Jedna Wiele
Obecnos$é katalizatora ) ) )
Konieczna Niekonieczna

podczas syntezy
Réwnomierne

Brak catkowitego :
rozproszenie, bez

Struktura rozproszenia, tworzenie . .
P — widocznego tworzenia
struktur wigzkowych
O Najczescie] w zakresie Najczesciej w zakresie
Rezystywnos¢ / Q-m 104~ 103 181075 - 6,1-10°
Czysto$é Relatywnie niska Relatywnie wysoka
Mozliwos¢ wystapienia W1¢;ksz§ , Mniej Sze
defektow prawdopodobienstwo prawdopodobienstwo
podczas funkcjonalizacji podczas funkcjonalizacji
Relatywnie fatwa .
Charakterystyka o — Skomplikowana struktura
Elastycznos$¢ Mozna je skrecac, sg Nie sg elastyczne
elastyczne

Nanorurki weglowe obecnie uwazane s3 za najmocniejsze materiaty, jakie
wystepuja w przyrodzie. Ich duza wytrzymato$¢ i elastyczno$¢ zwigzane sa
z obecnoscig silnych wigzan kowalencyjnych pomiedzy atomami wegla, jak rowniez
heksagonalnej sieci potagczonych atomoéw tego pierwiastka. W zwigzku z tym
charakteryzuja si¢ wysokim modutem Younga. Wtasciwosci SWCNT zalezg od $rednicy
1 chiralno$ci, natomiast MWCNT od liczby warstw. Wysoka wytrzymatos$¢ 1 lekkos¢
sprawiaja, ze nanorurki znajdujg zastosowanie w przemysle lotniczym, natomiast
wlasciwo$ci  metaliczne 1 poOtprzewodnikowe stwarzaja mozliwosci aplikacji

w urzadzeniach elektronicznych [120,124].

Unikalne wtasciwosci elektroniczne CNT wynikajg zarowno z ich struktury
molekularnej, jak rowniez symetrii. W zalezno$ci od wektora chiralno$ci moga posiadac
charakter metaliczny, badZz polprzewodnikowy. Ich przewodno$¢ elektryczna jest
zdecydowanie wyzsza niz metali takich jak miedz. Zaréwno wibracje wewnatrz sieci
krystalicznej oraz wystepowanie defektow moga wplywaé na zmiane niektorych
parametréw (np. rezystancji, pojemnosci czy indukcyjnosci). W zwigzku z tym nanorurki
wykorzystuje si¢ w kompozytach o anizotropowych wiasciwosciach elektrycznych
[120,125].
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Ponadto nanorurki weglowe posiadaja rowniez wyjatkowe wiasciwosci termiczne
wynikajace z ich specyficznej struktury i silnych wigzan wegiel-wegiel. Takie wigzania
sprawiaja, ze CNT wykazuja zjawisko tzw. bezrozproszeniowego przewodzenia ciepla,
co daje im ponad 15 razy wyzsze przewodnictwo niz w przypadku miedzi
(w temperaturze pokojowej). W atmosferze powietrza nanorurki sg stabilne termicznie do
750°C, natomiast w prozni az do 2800°C. Dodatkowo w temperaturach nizszych niz
—253°C moga wykazywac nadprzewodnictwo. Co istotne, wtasciwosci cieplne nanorurek
zaleza od ich struktury (jedno- lub wieloscienne). Wzdluz osi nanorurki sg bardzo
dobrymi przewodnikami ciepta, z kolei poprzecznie petnig role izolatoréw cieplnych

[124,126].

CNT maja duze znaczenie rdéwniez w optyce, co zwigzane jest z ich
jednowymiarowoscig. Podczas teoretycznych badan wykazano, ze aktywnos$¢ optyczna
chiralnych nanorurek zanika wraz ze wzrostem $rednicy, sugerujac, ze inne wlasciwosci
fizyczne takze moga zaleze¢ od tego parametru. Dzigki wiasciwosciom optycznym
wykorzystanie CNT jest szczeg6lnie istotne w technologiach $wiattowodowych, jak

rowniez w uktadach zaawansowanych urzadzen optoelektronicznych [120,127].

Nanorurki sg takze bardziej reaktywne niz warstwy grafenu, co wynika
bezposrednio z zakrzywionej powierzchni cylindrycznej. Zrdéznicowanie reaktywnos$ci
pomiegdzy $cianami bocznymi, a koncami nanorurek jest zwigzane ze wspomniang
krzywizng 1 niedopasowaniem orbitali. Im mniejsza $rednica, tym wigksze zakrzywienie
struktury 1 w konsekwencji wieksza reaktywno$¢. Dodatkowo $ciany boczne 1 konce CNT
mogg zosta¢ poddane chemicznej modyfikacji w sposdb kowalencyjny, a to z kolei
prowadzi do mozliwosci sterowania rozpuszczalno$cia nanorurek w roéznych
rozpuszczalnikach. Mozliwos¢ funkcjonalizacji zwigksza potencjat aplikacyjny (nalezy
jednak pamigta¢ o zanieczyszczeniach mogacych utrudni¢ badanie wplywu

poszczegbdlnych modyfikacji) [120-122,124].

Do syntezy nanorurek weglowych wykorzystywane sg rozne metody, w tym
fizyczne, chemiczne i elektrochemiczne [128]. Niejednokrotnie uzywane sg prekursory,
m.in. benzen, acetylen, ksylen czy etylen [129]. CNT najczgséciej syntezowane sg przy
uzyciu trzech wymienionych metod: wyladowanie tukowe, ablacja laserowa czy

chemiczne osadzanie z fazy gazowej [129,130].
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Metoda wytadowania ‘tukowego nalezy do najstarszych, a zarazem
najskuteczniejszych technik syntezy nanorurek weglowych [131,132]. W tym procesie
wyltadowanie lukowe nastepuje w wysokiej temperaturze (w zakresie od 4000 do
6000 K) pomigdzy dwoma elektrodami grafitowymi w obecnosci obojetnego gazu (helu
lub argonu) pod cisnieniem ~666,61 MPa [121,133]. Podczas nagrzewania wegiel
z elektrody dodatniej (anody) sublimuje, a generowane pary wegla kondensujg si¢ na
elektrodzie ujemnej (katodzie) tworzac nanorurki. Przy uzyciu metody wytadowania
lukowego mozliwe jest otrzymanie zaréwno jednosciennych (SWCNT), jak
1 wielosciennych nanorurek weglowych (MWCNT). Podczas syntezy SWCNT konieczne
jest zastosowanie katalizatorow (niklu, kobaltu czy itru). Natomiast w przypadku syntezy
MWCNT nie ma koniecznos$ci stosowania katalizatorow metalicznych [121]. Na jakos¢
1 rozmiary otrzymanych nanorurek wplyw maja takie parametry jak napigcie czy
geometria elektrod [133]. Z wykorzystaniem tej techniki mozliwe jest otrzymanie
nanorurek o $rednicy od 2 do 20 nm 1 dlugos$ci kilku mikrometréw [132]. Do zalet tej
metody naleza wysoka jako$¢ i1 czysto$¢ otrzymanych nanorurek. Ponadto mozna
otrzyma¢ CNT o relatywnie niskiej ilosci defektow. Jednakze jako wade podaje si¢
trudno$¢ w oczyszczaniu koncowego materiatu z produktéw ubocznych, w tym wegla

amorficznego i resztek katalizatoréw [120,121,131].

Kolejng metoda syntezy nanorurek weglowych jest ablacja laserowa. Jest to
zaawansowana technika, ktora wykorzystuje si¢ zar6wno do syntezy SWCNT, jak
1 MWCNT. W wyniku otrzymywania CNT za pomoca tej metody wigzka lasera skupiona
zostaje na grafitowe] tarczy reaktora, gdzie nastgpuje ablacja grafitu. Proces ten
charakteryzuja okre§lone warunki, jak np. temperatura (okoto 1200°C), obecno$¢ gazu
szlachetnego (argonu czy helu) oraz obecno$¢ katalizatora (kobaltu, badz niklu).
Nanorurki powstaja w wyniku formowania odparowanych czastek wegla, ktore ulegaja
kondensacji na powierzchni chtodzonego kolektora [134]. Glowng zaleta CNT
otrzymanych metodg ablacji laserowej jest mozliwos$¢ dostosowania srednicy nanorurek
w wyniku optymalizacji parametrow syntezy poprzez wybor katalizatora, moc lasera,
ci$nienie czy przeptyw gazu. Tq metoda mozliwe jest otrzymanie CNT o $rednicy od
5 do 20 nm 1 dtugosci kilkuset mikrometrow [132]. Synteza nanorurek z wykorzystaniem
opisywanej metody nie jest wydajna z ekonomicznego punktu widzenia poprzez wysokie

wymagania energetyczne czy konieczno$¢ uzywania oczyszczonych materiatow.
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Dodatkowo powstale CNT mogg posiada¢ widoczne defekty. Wydajnos¢ techniki jest
z reguty nizsza niz w przypadku poprzednio opisanej metody wytadowania tukowego.
W zwiazku z tym wykorzystywana jest gldownie w badaniach naukowych i syntezie
wyspecjalizowanych nanomateriatow, gdzie priorytetem jest wysoka jakos$¢

otrzymywanego produktu [120,121,135].

Nastgpng czgsto stosowang technikg uzywang do syntezy nanorurek weglowych
jest osadzanie chemiczne z fazy gazowej (CVD). Metodeg t¢ charakteryzuje relatywnie
niska temperatura prowadzenia procesu (500-1000°C), wysoka wydajnos$¢ 1 mozliwos¢
precyzyjnej kontroli otrzymywanych struktur CNT [136]. Proces zwigzany jest
z dekompozycja gazowych zwigzkow weglowych (np. metanu czy acetylenu)
w obecnosci katalizatorow metalicznych (najcze$ciej niklu, kobaltu, badz zelaza), ktore
odpowiadaja za tworzenie miejsc nukleacji nanorurek. Podczas rozktadu dochodzi do
osadzenia wegla na powierzchni katalizatora i tworzenia CNT o r6znej $rednicy, réznym
stopniu uporzadkowania czy roznej liczbie $cian [137]. Wyrdznia si¢ kilka wariantow
techniki CVD: wysokoci$nieniowe, katalityczne CVD przy uzyciu alkoholi, wspomagane
plazma czy aerozelowe [123]. Metoda CVD charakteryzuje si¢ nizszym kosztem
produkcji w porownaniu z poprzednio opisanymi technikami, co stanowi jej duza zaletg.
Ponadto umozliwia kontrole nad morfologiag powstajacych nanorurek (m.in. mozliwos¢
wystepowania w formie proszkéw czy cienkowarstwowych filmow). Z kolei problemem
tej techniki jest nizsza jako$¢ krystalograficzna CNT w poréwnaniu z metoda ablacji

laserowej czy wyladowania tukowego [138].

Po syntezie kluczowym etapem jest oczyszczenie nanorurek, aby mogty znalez¢
one zastosowania praktyczne. Podczas otrzymywania CNT mogg powstawac
zanieczyszczenia, np. nanoczgstkami metali, amorficznym weglem, mniejszymi
strukturami fulerenow czy grafitem krystalicznym. Istotne jest wigc usunigcie
niepozadanych sktadnikow, ktore moga obniza¢ wlasciwosci mechaniczne, chemiczne
1 elektryczne nowo zsyntezowanych nanorurek. Najczesciej stosuje sie fizyczne
1 chemiczne metody oczyszczania. Sposrod metod chemicznych wyrdznia si¢ procesy
utlenienia za pomocg HNO3, KMnO4/H2SO4 oraz silne trawienie kwasowe. W przypadku
metod fizycznych mozna wymieni¢ filtracj¢, chromatografie czy procesy wspomagane
ultradzwigkami [120]. Gléwnym celem tych dzialan jest nie tylko usunigcie

zanieczyszczen, ale rowniez homogenizacja materiatu. W wyniku oddzialywan Van der
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Waalsa nanorurki majg sktonno$¢ do agregacji, dlatego bardzo waznym wyzywaniem jest
ich dyspersja. Mozna wyrézni¢ metody mechaniczne i chemiczne modyfikacji
powierzchni CNT, np. funkcjonalizacj¢ kowalencyjng czy niekowalencyjne traktowanie

polimerami pozwalajace na lepsze rozproszenie w rozpuszczalnikach [139].

3.2.  Potencjat aplikacyjny nanorurek weglowych

Obszary nanotechnologii skupiajg si¢ wokol zastosowan materiatow, m.in.
w medycynie, energetyce, ochronie §rodowiska czy sensorach. Nanorurki weglowe
stanowig podstawe jednych z bardziej rozwijajacych si¢ nanomateriatow ze wzgledu na
ilos¢ mozliwych aplikacji. CNT dzigki wysokiej przewodnosci i zdolno$ciom
adsorpcyjnym sa stosowane w kompozytach o wysokiej jakosci, urzadzeniach stuzacych

magazynowaniu energii czy systemach magazynowania wodoru [ 140].

Nanorurki weglowe powszechnie uzywane s3 do konstrukcji sensorow
1 biosensoréw. Modyfikacja nanorurek pozwala zwigkszy¢ zardwno selektywnosé, jak
rowniez czuto$¢ tych wurzadzen. Interesujaca koncepcja jest praca Yang
1 wspolpracownikow. Autorzy skonstruowali sensor do wykrywania kreatyniny w oparciu
o CNT 1 bimetaliczny szkielet organiczny ZnNiMOF. Uzycie w pracy nanorurek
weglowych miato istotne znaczenie, poniewaz ich bardzo dobra przewodno$¢ elektryczna
zwigkszyla zar6wno aktywno$¢ elektrochemiczng, jak réwniez powierzchni¢ aktywna
sensora. W ramach prowadzonych badan zoptymalizowano stosunek metali w strukturze
ZnNiMOF oraz proporcje tego bimetalicznego szkieletu do nanorurek w celu osiggnigcia
najbardziej wydajnych parametréw dziatania materialu elektrodowego. Opracowany
sensor charakteryzowat si¢ doskonatg selektywnos$cia, wysoka czutos$cig (LOD wynosito
0,009 uM) 1 szerokim zakresem detekcji rownym od 0,03 do 400 uM. Jako kolejne zalety
sensora Autorzy wskazuja znakomitg stabilnos¢, a takze powtarzalno$¢ uzyskiwanych
pomiarow. Dodatkowo w pracy przeprowadzono analizy w rzeczywistych probkach
zardbwno moczu, jak i potu. Koncepcja tego typu stwarza mozliwo$ci precyzyjnego
wykrywania kreatyniny i moze by¢ narzedziem wspomagajacym wczesng diagnoze

przewlektej choroby nerek [141].
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Inna ciekawa praca to publikacja Batra 1 zespotu badawczego zakltadajgca
opracowanie enzymatycznego biosensora amperometrycznego stuzacego do detekcji
kwasu foliowego. Biosensor skonstruowano w oparciu o enzym reduktazy kwasu
dihydrofoliowego (DHFR). Autorzy wykorzystali nanokompozyt sktadajacy sie
z funkcjonalizowanych wielosciennych nanorurek weglowych i nanoczastek tlenku
tytanu, ktérym w kolejnym etapie zmodyfikowali powierzchni¢ ztotej elektrody.
Nanorurki wykorzystano jako materiat katalityczny, ktérego zadaniem bylo zapewnienie
duzej powierzchni aktywnej i dobrej przewodnosci. Biosensor charakteryzowata
odpowiedz w optymalnych warunkach (pH wynoszace 7,5 i temperatura 35°C).
Oznaczenie analitu wykonano przy relatywnie niskim potencjale rownym +0,125 V
wzgledem Ag/AgCl. Wyznaczono réwniez szereg parametréw analitycznych, w tym
granice wykrywalnosci (LOD réwne 11,48 nM), zakres liniowej odpowiedzi biosensora
(od 5 do 50 nM) oraz czutoéé wynoszacg 0,42 pA nM ! cm 2. Dodatkowo wykorzystano
otrzymany biosensor do oznaczania poziomu kwasu foliowego w probkach surowicy
pobranej od kobiet w cigzy, co stanowi ogromny potencjat aplikacyjny tego urzadzenia

[142].

Jednym z innych mozliwych zastosowan nanorurek weglowych sa wypehiacze,
ktore stosuje si¢ do produkcji kompozytow. Aby poprawic¢ wiasciwosci nowo powstatych
materiatow CNT laczy si¢ m.in. z polimerami jak w pracy Wondu 1 grupy badawcze;j.
Autorzy opracowali kompozyt poliuretanu termoplastycznego (TPU) polaczonego
z hybrydowym napelniaczem, ktéry zawieral nanorurki weglowe (CNT) 1 tytanian baru
[143]. Kolejne mozliwe zastosowanie nanorurek weglowych to aplikacja w uktadach
stuzacych magazynowaniu wodoru. Technologie te sg stale rozwijane ze wzgledu
zaroOwno na unikalne wlasciwosci wodoru jako paliwa oraz rosngca $wiadomos$é
negatywnych skutkoéw ciaglego zanieczyszczania Srodowiska. W artykule naukowym
autorstwa Dhanyai Ramaprabhu przedstawiono innowacyjne podejscie do
magazynowania wodoru w wyniku opracowania nowego kompozytu [144]. Bardzo
interesujgce  staje  si¢  roOwniez  wykorzystanie  nanorurek  weglowych
w elektronice, a w szczegdlnosci w uktadach scalonych. Takie rozwazania zastosowano
w pracy przedstawionej przez J. Tang 1 wspotautorow. W ramach niniejszych badan
opracowali proces tworzenia wysokowydajnych tranzystorow cienkowarstwowych

(TFT) [145]. Opisana grupa materialbw weglowych znajduje réwniez potencjat
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aplikacyjny w medycynie, a w szczegolnosci w systemach dostarczania lekow (DDS),
transportujac $rodki terapeutyczne do obszaréw chorobowych w sposob kontrolowany
1 dodatkowo niwelujac przy tym skutki uboczne. Bardzo ciekawe podej$cie zastosowat
Koh i jego grupa badawcza, ktérzy skupili si¢ na opracowaniu ukierunkowanego systemu

dostarczania lekow przeciwnowotworowych [146].
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4. Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

4.1. Informacje ogolne

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) to zwigzki organiczne
sktadajace si¢ z dwoch lub wigcej pierscieni benzenowych polaczonych miedzy sobg
liniowo, klastrowo lub katowo. Budowe molekularng WWA wraz z przyktadami
przedstawiono na Rys. 10. Zgodnie z nomenklaturg terminem WWA okresla si¢ grupe
zwigzkdéw chemicznych skladajacych si¢ tylko i wylacznie z atomoéw wegla i wodoru
[147]. WWA mozna podzieli¢ na lekkie (zawierajace do czterech pierscieni w strukturze)
oraz ci¢zkie (zawierajace wigcej niz cztery pierscienie w strukturze). Cigzkie WWA sa
nie tylko bardziej stabilne, ale rdwniez zdecydowanie bardziej toksyczne [148,149].
W wigkszos$ci sg to bezbarwne, biate badz jasnozotte ciata state. Zazwyczaj przedostajace
si¢ do $rodowiska naturalnego WWA wystepuja jako mieszanina dwoch lub wigkszej
liczby tych zwiazkow, czego przyktadem jest sadza. Zwigzki te sg najczgsciej wykrywane
w $rodowisku: powietrzu, wodzie czy glebie. Powstawanie WWA skupia zar6wno
procesy biologiczne oraz jako produkty niepeilnego spalania (pochodzenia naturalnego,
jak pozary laséw i spowodowanych przez cztowieka, jak spaliny samochodowe czy dym
papierosowy). Udowodniono, ze cze¢$¢ zwiazkoéw nalezacych do ww. grupy ma dziatanie
rakotworcze 1 mutagenne, wplywajac na zaburzenia 1 rozw6] m.in. ukladu
odpornosciowego czy odpornosci humoralnej (jeden z mechanizmoéw odpornosci

swoistej) [147].

a) b)

Liniowo (przyktad: antracen)

Klastrowo (przyktad: piren)

Katowo (przyklad: dibenzo(a,h)antracen)

Rys. 10. Budowa molekularna WWA, na podstawie [147].
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Gtowne cechy, ktorymi charakteryzowane sa3 WWA, to wysokie temperatury
topnienia i wrzenia, niska preznos$¢ par oraz bardzo mala rozpuszczalno$¢ w wodzie.
Z kolei ze wzgledu na wysoka lipofilowos¢, zwigzki te bardzo dobrze rozpuszczajg si¢
w rozpuszczalnikach organicznych (m.in. w dimetyloformamidzie, benzenie, toluenie,
cykloheksanie czy acetonie) [150]. Kazdy weglowodoér nalezacy do grupy WWA
charakteryzuje si¢ unikalnym widmem absorpcyjnym, co jest szczegolnie istotne podczas
ich identyfikacji. Dodatkowo cze$¢ zwigzkéw jest fluorescencyjna, emitujac
charakterystyczne dlugosci fal $wiatta w czasie wzbudzenia [151]. W Tabeli

2 przedstawiono struktury najczesciej analizowanych WWA.

Tabela 2. Nazwy i struktury najczesciej analizowanych WWA, na podstawie [147,150].

Nazwa Struktura
Naftalen “
Antracen ~
- ‘
Acenaften “
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Acenaftylen ‘
Fluoren “
Fenantren %

Chryzen

Benzo(a)antracen “

1-metylonaftalen “
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2-metylonaftalen

Benzo(g,h,i)perylen

Benzo(a)piren

Indeno(1,2,3-cd)piren

I I CHy
Dibenzo(a,h)antracen '
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4.2. Zrédha emisji, wptyw na zdrowie cztowieka i usuwanie WWA

Mozna wyr6zni¢ dwa gltowne zrddta zanieczyszczen wielopierscieniowymi
weglowodorami aromatycznymi: zrodia emisji naturalnych i antropogenicznych. Do
naturalnych zroédet emisji mozna przyporzadkowaé erupcje wulkanow czy pozary lasow.
Jednakze to antropogeniczne zrodla emisji sg tymi, ktore w znaczacy sposob determinujg
catkowite zanieczyszczenie WWA w $§rodowisku naturalnym. Mozna je podzieli¢ na
cztery podgrupy, tj. przemystowe, domowe, rolnicze i transportowe [152]. Co istotne,
niecatkowite spalanie, zarowno pochodzenia naturalnego, jak i antropogenicznego, jest
uznawane za pojedynczy czynnik majacy najwickszy wplyw na emisjc WWA do
srodowiska [153]. Przemyslowe zanieczyszczenia WWA obejmujg, m.in. spalanie
odpadow, produkcje stali 1 zelaza, aluminium, cementu, barwnikow, opon gumowych,
fungicydow 1 insektycydow. Dodatkowo zanieczyszczenia pochodza z rafinerii czy
zagazowania wegla. Z kolei zanieczyszczenia pochodzace z transportu sa zwigzane
z emisja spalin przez pojazdy, takie jak samoloty, statki, pociagi czy samochody (zar6wno
z silnikami Diesla, jak réwniez benzynowymi). Kolejnym zrédlem antropogenicznych
zanieczyszczen jest emisja pochodzaca z gospodarstw domowych. Obejmuje ona spalanie
$mieci, koksowanie wegla, spalanie drewna czy emisje spalin zwigzang z ogrzewaniem
domow mieszkalnych. Gléwnym zrodiem emisji, zwigzanych z rolnictwem, jest spalanie
biomasy i odpadéw rolniczych [152]. WyzZszy poziom zanieczyszczen WWA na
obszarach wiejskich koreluje si¢ z emisjg ze zrodet domowych i rolniczych, natomiast na
obszarach miejskich z emisja, pochodzacg ze zrodet przemystowych, transportowych
1 domowych. Dodatkowo wyzsze st¢zenie WWA obserwuje si¢ w miesigcach zimowych,
co przypisuje si¢ niepelnemu spaleniu paliw kopalnych, ogrzewaniu domoéw, nizszemu
stopniowi fotodegradacji i slabszej dyfuzji zwigzanej z warunkami atmosferycznymi

[154].

Zroédta WWA mozna réwniez sklasyfikowaé na podstawie sposobu ich
powstawania. Wyroznia si¢ trzy typy: pirogeniczne, petrogeniczne i biologiczne.
Pirogeniczne WWA powstajg podczas niepetlnego, niezamierzonego spalania zwigzkow
pochodzenia organicznego w bardzo wysokich temperaturach (siggajacych ponad
1000°C) przy braku lub bardzo matej ilosci tlenu. Innymi Zrédtami pirogenicznych

zanieczyszczen sg rozktad ropy naftowej pod wplywem temperatury czy destylacja wegla
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na koks i smote. W zwigzku z przemystowym charakterem tych zanieczyszczen wyzsze
stezenia WWA pochodzenia pirogenicznego obserwuje si¢ na obszarach miejskich.
Weglowodory pochodzenia petrogenicznego wystepuja w ropie naftowej 1 jej
pochodnych. Zaréwno przechowywanie, jak rowniez transport oraz wycieki ropy 1 jej
produktow sprawiaja, ze ten typ WWA jest szeroko rozpowszechniony
w srodowisku naturalnym [147,155]. Ostatnie z trzech wymienionych wyzej typow
powstawania WWA to zrédla biologiczne. S3g one syntezowane przez organizmy
biologiczne, m.in. mikroorganizmy, glony, ro$liny, bakterie czy fitoplankton lub moga

by¢ formowane podczas degradacji materii pochodzenia ros§linnego [155].

Identyfikacja zrodet wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych skupia
si¢ gtownie na analizie rzeczywistych probek srodowiskowych. Chemiczne profilowanie
(ang. fingerprinting), wykorzystujace rozne techniki, pozwala rozrézni¢ grupy zrodet
WWA, takie jak te zwigzane z weglem, drewnem czy ropa naftowa. Badania skupiajg si¢
na okre$lonych wskaznikach chemicznych obecnych w probkach. Dzigki tej metodzie
mozliwa jest identyfikacja i przypisanie rozproszonych zrodet WWA zaréwno na
obszarach przemystowych, jak i mieszkalnych [147,156]. Temperatura formowania
WWA jest bardzo waznym wskaznikiem ich pochodzenia. WyzZsze temperatury sprzyjaja
powstawaniu zwigzkéw o mniejszej liczbie tancuchéw alkilowych. Na przyktad emisje
kominowe z elektrowni, powstajace w relatywnie wysokich temperaturach,
charakteryzuja si¢ innym sktadem WWA niz te, ktére obserwuje si¢ w miejscach
wyciekow ropy naftowej, ktore tworzyty si¢ w nizszych temperaturach przez dlugi czas

[157].

Sposrod szerokiej grupy wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych,
siedemnascie z nich jest sklasyfikowanych jako niepokojace w kontekscie mozliwego
narazenia 1 niekorzystnego wptywu na zdrowie cztowieka. Z uwagi na wiele Zrodet
zanieczyszczen WWA w Srodowisku, monitorowanie poziomu skazenia tymi zwigzkami
jest niezwykle istotng kwestia, w szczegdlnosci biologiczna kontrola narazenia i ich
znaczenie toksykologiczne. Cze§¢ WWA okre§lana jest jako zwiagzki o dziataniu
rakotworczym (m.in. benzo(a)piren, naftalen czy chryzen), mutagennym 1 teratogennym.
Jako najpowazniejszy skutek zdrowotny, wynikajacy z narazenia na obecnos¢
WWA w drogach oddechowych cztowieka, wymienia si¢ ryzyko zachorowania na raka

ptuc [158,159]. Zrédel narazenia jest bardzo duzo, jednak jako majbardziej
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prawdopodobne okresla si¢ wdychanie zanieczyszczonego powietrza, spozywanie
jedzenia zawierajacego WWA oraz palenie wyroboéw tytoniowych [160]. Uogodlniajac
zdecydowana wigkszo$¢ populacji jest regularnie wystawiona na bezposredni kontakt

z WWA.

Szkodliwy wplyw WWA zalezny jest od kilku gltéwnych czynnikéw: czasu
trwania i rodzaju ekspozycji, stezenia zwigzku oraz jego rodzaju, a w konsekwencji
roznego poziomu toksycznosci. Zarowno mozliwo$¢ zachorowania, jak réwniez
intensywno$¢ przebiegu choroby warunkujg dodatkowo czynniki indywidualne, takie jak
wiek, stan zdrowia czy przebyte choroby. Skutki zdrowotne mozna podzieli¢ na
krotkotrwate (ostre) i dlugotrwale (przewlekle). Do pierwszej grupy naleza objawy
zwigzane z podraznieniem oczu, nudno$ciami, wymiotami, biegunka 1 o0gdlng
dezorientacja. Mieszaniny zawierajagce kilka WWA moga wywolywa¢ dodatkowo
podraznienia skory i jej stany zapalne [161]. Przewlekle i dlugotrwate narazenie na WWA
moze w konsekwencji prowadzi¢ do powaznych probleméw zdrowotnych zwigzanych
z uszkodzeniem uktadu odporno$ciowego, uszkodzeniem narzadow wewnetrznych
(w tym nerek 1 watroby), zaburzeniami uktadu oddechowego i za¢mga. Dlugoterminowy

kontakt ze skora moze rowniez by¢ przyczyna przewlektych stanéw zapalnych [147].

WWA sg trwale w S$rodowisku, co zwigzane jest z ich relatywnie niska
rozpuszczalnoscia w wodzie, wysoka lipofilowoscia 1 stabilno$cia chemiczng
[147-150,162]. W celu zmniejszenia ich toksyczno$ci i negatywnego wplywu na
srodowisko naturalne, kluczowe sg procesy ich degradacji. Moze ona zachodzi¢ zgodnie
z réznymi mechanizmami, takimi jak procesy fizyczne, chemiczne i biologiczne.
Efektywna degradacja wymaga zloZzonego podejscia, w ktorym zostaja uwzglednione
wiasciwosci WWA 1 warunki §rodowiskowe. Za najbardziej efektywne uwaza si¢ metody
biologiczne wspierane technikami chemicznymi 1 fizycznymi. Kombinacje réznych
metod, jak stosowanie bioremediacji, fitoremediacji czy procesow elektrochemicznych,
zmniejsza negatywny wpltyw WWA na organizmy zZywe 1 ogranicza ich obecno$¢

w Srodowisku [162].
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5. Modyfikacje  materialow  weglowych  zwigzkami
organicznymi

5.1.  Wykorzystanie elektrod modyfikowanych nanomateriatami

weglowymi oraz pirenem i jego pochodnymi

Pochodne pirenu stanowia wazng grupg¢ prekursorow molekularnych, ktore
charakteryzuja si¢ wysokim stopniem aromatycznosci, co sprzyja silnym interakcjom ze
$cianami bocznymi nanorurek weglowych (zarowno MWCNT, jak i SWCNT), a takze
warstwami grafenu poprzez oddzialywania typu =w-m [163]. Ta niekowalencyjna
modyfikacja materialow weglowych umozliwia zachowanie istotnych wtasciwosci nie
naruszajac ich struktury. Integracja zwigzkoéw organicznych, w szczegdlnosci
pochodnych pirenu, z r6znymi materialami weglowymi zyskata szerokie zainteresowanie
i duzy potencjal zastosowania w elektrochemii. W niniejszym rozdziale dokonano
przegladu interesujacych doniesien literaturowych na temat zastosowania pirenu i jego
pochodnych w polaczeniu z nanomateriatami weglowymi przy projektowaniu elektrod

modyfikowanych.

Wiele badan naukowych wskazuje na korzysci, ktore wynikaja z laczenia
pochodnych pirenu z nanomateriatami weglowymi. Barathi i1 wspotpracownicy
zaprezentowali podejscie, w ktérym wykorzystano piren (Pyr) 1 wielo$cienne nanorurki
weglowe (MWCNT) do elektrochemicznej modyfikacji zlotych elektrod. Autorzy
wskazuja, ze mozliwe jest elektroutlenienie pirenu na powierzchni elektrody
modyfikowanej MWCNT w buforze fosforanowym o pH wynoszacym 7 przy potencjale
rownym +1 V wzgledem elektrody Ag/AgCl. W wyniku tego procesu otrzymano
pochodng chinonowg pirenu (PYRO), ktora okazala si¢ nie tylko aktywna
elektrochemicznie, ale réwniez posiadata zdolno$¢ do kompleksowania jonow metali.
Reakcja kompleksowania jonami miedzi potwierdzita zidentyfikowanie atomow tlenu
W pozycji orto w nowo powstatej czasteczce PYRO. W niniejszej pracy Autorzy
przedstawiajg rowniez dwie elektrody modyfikowane: AwMWCNT@PYRO-Cu?”'* do
selektywnej detekcji jonow miedzi 1 AUMWCNT@PYRO-Cyt ¢ (zawierajaca

immobilizowany enzym - cytochrom c) do wykrywania H>O». Te inspirujace badania
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wykazaty uzyteczny sposob aktywowania WWA poprzez przeksztatcenie ich do

elektroaktywnych form zawierajacych grupy chinonowe [164].

Inna ciekawa koncepcja zostala opisana w pracy Giroud 1 wspdlautorow.
Zaprezentowali oni elektrode oparta na MWCNT 1 pochodnej pirenu, ktorg nastgpnie
zastosowali jako element posredniczacy w niekowalencyjnym wigzaniu DTNB (5,5'-
ditiobis(kwas 2-nitrobenzoesowy)) w wyniku oddzialywan =n-mt. Obecno$¢ grup
karboksylowych 1 elektroaktywnego uktadu nitrowego sprawily, ze nanorurki po
modyfikacji charakteryzowaty si¢ zdolnoscig katalitycznego utleniania NADH przy
relatywnie niskim potencjale (—0,09 V wzgledem Ag/AgCl) w obojetnym pH. W dalszym
etapie badan przeprowadzono immobilizacj¢ dehydrogenazy glukozowej (GDH), co
skutkowato utlenieniem glukozy przy niskich stezeniach NAD™ i osiggnieciu gestosci
pradu rzedu 2,03 mA cm 2. Dodatkowo na powierzchni elektrody modyfikowanej
przeprowadzono réwniez immobilizacj¢ oksydazy bilirubinowej (BOx) i1 lakazy, co
umozliwito bezposredni transfer elektronow w procesie redukeji tlenu. Autorzy wskazuja,
ze generowano wysokie prady elektrokatalityczne (3,5 mA cm™2), a takze niskie
nadpotencjaty (okoto +0,6 V wzgledem Ag/AgCl) w warunkach nasyconych tlenem.
Zintegrowane bioanody oparte na DTNB-GDH 1 biokatody DTNB-BOx umozliwity
skonstruowanie pozbawionego membrany bioogniwa paliwowego glukoza/tlen. Ogniwo
cechowaly nast¢pujace parametry pracy: potencjat obwodu otwartego (+0,64 V),
maksymalna gesto$¢ pradu (2,1 mA cm?) oraz maksymalna gesto$¢ mocy
(0,5 mW cm™ przy +0,36 V). Niniejsze badania potwierdzity stuszno$é i znaczenie
racjonalnego projektowania bioelektrod funkcjonalizowanych do jednoczesnego

wykorzystania ich zard6wno w roli katody, jak 1 anody [165].

W kolejnej publikacji autorstwa Bachman 1 zespotu badawczego otrzymano
elektrode do zastosowania w urzadzeniach stuzacych magazynowaniu energii (ESS).
Skonstruowano ja w wyniku polimeryzacji pochodnej pirenu na funkcjonalizowanych
nanorurkach weglowych. Wykazano, ze pochodne pirenu sa odpowiednimi kandydatami
do aplikacji w systemach ESS ze wzgledu na generowanie stabilnych par redoks podczas
polimeryzacji (przy potencjalach powyzej +3,5 V wzgledem Li/Li"). Elektrody
charakteryzowaty sie wysoka pojemnoscia wlasciwg wynoszaca okoto 175 mAh g~!. Przy
nizszych mocach warto$¢ energii réowna byla okoto 475 Wh kg! (utrzymywata si¢ na

poziomie 350 Wh kg™! przy gesto$ci mocy okoto 10 kW kg™!). Jako jedng z zalet
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opracowanego rozwigzania Autorzy wskazujag wyeliminowanie nieaktywnych spoiw
i kolektorow pradowych, co pozwolilo zwigkszy¢ efektywnos$¢. Ponadto elektroda
zachowywata 85% pojemnosci poczatkowej po 10 000 cyklach tadowania/roztadowania.
Duza dostepnos¢ pirenu (m.in. z destylacji frakcyjnej ropy naftowej i smoty weglowej)
sprawia, ze opracowana strategia jest rozwigzaniem niskokosztowym i moze okazac si¢
wydajng alternatywa dla urzadzen stuzacych magazynowaniu energii na szeroka skale

[166].

W nastepnej z interesujgcych prac dotyczacych zastosowania pochodnych pirenu
w elektrochemii, poréwnano dwie metody modyfikacji elektrod GC za pomocg MWCNT
i 4-(piren-1-ylo)butylu-3,5-dinitrobenzoesanu (35DNBPy). W ramach publikacji
zestawiono  tradycyjng metod¢ nanoszenia  kropli = zawiesiny MWCNT
z nowatorska metoda, wykorzystujaca cienkie filmy MWCNT zwane w literaturze
anglojezycznej jako buckypaper (BP). BP przygotowano w wyniku filtracji
zdyspergowanych nanorurek i polistyrenu w 1,3-dioksolanie przez membrang nylonowa,
nastgpnie wycieto krazki o odpowiednich rozmiarach i ostatecznie nanoszono na
powierzchni¢ elektrody za pomoca procesu stemplowania. Ta niekowalencyjna
modyfikacja umozliwila generowanie par redoks hydroksyloamina/grupa nitrozo, co jest
istotne w procesie utlenienia NADH. Modyfikacja elektrod przy uzyciu metody BP
zapewnita o 17% lepsza powtarzalno$¢ pradow pojemnosciowych 1 o okoto 8% wyzsza
powtarzalno$¢ pradoéw faradycznych. Dzigki zastosowanemu rozwigzaniu poprawiono
stopien homogenizacji nanorurek weglowych, zwigkszono stabilno$¢, jak 1 wydajnosé
projektowanych elektrod, a w konsekwencji proponowana koncepcja stata si¢ atrakcyjng

platforma do budowy sensora NADH [167].

Réwnie odkrywceza praca wykorzystujaca pochodng pirenu zostata stworzona
w grupie Reuillard 1 wspotpracownikow. Autorzy przedstawili prosta, nieckowalencyjng
funkcjonalizacj¢ MWCNT za pomoca pochodnych pirenu, ktore dodatkowo zawieraty
grupy funkcyjne pochodzace od kwasu borowego. W ten sposdb opracowano elektrody
do efektywnego przewodzenia elektronéw 1 wigzania glikozylowanych enzymow
redoksowych. Funkcjonalizacja elektrody polegata na inkubacji nanorurek weglowych
w roztworze pirenu z kwasem borowym, co umozliwilo formowanie wigzan estrow
boronowych z resztami cukrow enzymow (jak peroksydaza chrzanowa (HRP) i oksydaza

glukozowa (GOx)). W wyniku zastosowania tej strategii mozliwa stata si¢ biokatalityczna
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redukcja tlenu do wody w warunkach fizjologicznych, co ma istotne znaczenie
w konteks$cie aplikacji do konstrukcji biokatod do ogniw paliwowych. Testy
elektrochemiczne potwierdzity zar6wno wydajny, jak i bezposredni transfer elektronow
pomiedzy HRP, a MWCNT oraz efektywng redukcje H>O» przy relatywnie niskich
nadpotencjatach. Autorzy podkreslaja potencjat wykorzystania funkcjonalizowanych
nanorurek weglowych za pomocg pochodnej pirenu z kwasem borowym do konstrukeji

bioelektrod i zastosowania w bioogniwach paliwowych [168].

Wsrod licznych publikacji naukowych, prezentujacych wykorzystanie elektrod
modyfikowanych materiatami weglowymi i zwigzkami organicznymi, warto wyr6zni¢
szczegolnie prace dotyczace wykorzystania 1-aminopirenu. Pang i1 wspdlautorzy
modyfikowali  nanorurki  weglowe za  pomocg  l-aminopirenu  (1-AP)
w celu dalszej immobilizacji enzymu - lakazy. Wtasciwosci elektrody modyfikowane;j
oceniono za pomocg woltamperometrii cyklicznej w buforze Brittona-Robinsona o pH
réwnym 3 w obecno$ci ABTS jako mediatora redoks. Uzyskane w ramach badan wyniki
potwierdzity, ze elektrod¢ z nanorurkami modyfikowanymi 1-aminopirenem
1 immobilizowanym enzymem cechuje wyzsza aktywno$¢ elektrokatalityczna i lepsza
stabilno§¢ w poréwnaniu z elektroda modyfikowang lakaza osadzona na
niezmodyfikowanych CNT. Opracowana w ramach niniejszych badan elektroda
modyfikowana charakteryzowata si¢ pradem katalitycznym wynoszacym okoto 21,4 pA
cm? przy redukcji tlenu w pH 7, co potwierdza trwala aktywno$¢ w warunkach
zblizonych do naturalnych. Autorzy podkreslaja, ze uzycie 1-aminopirenu poprawito
dyspersj¢ nanorurek i utatwito unieruchomienie enzymu. Dodatkowo przedstawiono
badania wskazujace na dalsze mozliwosci rozwijania ich w kierunku aplikacji

w biosensorach czy bioogniwach paliwowych [169].

Warto réwniez przywota¢ prace Zhou 1 grupy badawcze;, w ktorej
zaprezentowano konstrukcje¢ platformy enzymatycznego biosensora w oparciu
o zredukowany tlenek grafenu (rGO) funkcjonalizowany 1-aminopirenem. Modyfikacja
mozliwa byta w wyniku niekowalencyjnego wigzania 1-AP z rGO poprzez oddziatywania
n-n. Efektem tego byto rownomierne rozmieszczenie grup aminowych na powierzchni
materiatu weglowego. Lakaz¢ unieruchomiono na zmodyfikowanej elektrodzie za
pomoca glutaraldehydu (GA) jako czynnika sieciujacego metoda enkapsulacji

w chitozanie. Przeprowadzone badania elektrochemiczne potwierdzity bezposredni
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transport elektronow pomiedzy lakazg, a elektrodg GC. Dodatkowo biosensor
charakteryzowal si¢ aktywno$cig katalityczng w kierunku redukcji tlenu oraz
odpowiedzig na ABTS (LOD rowne 0,1 uM, liniowos¢ w zakresie od 2 uM do 1 mM,
czuto$é wynoszaca 151,45 pA nM ! em™ i szybki czas odpowiedzi réowny 5 s). Jedng
z gtownych zalet przedstawionych przez Autorow jest stabilno$¢, okreslona poprzez
zachowanie ponad 97% poczatkowej aktywnosci po 7 dniach przechowywania
w temperaturze 4°C. Uzyskane wyniki stwarzaja mozliwos$¢ potencjalnego zastosowania
uktadu 1-AP-rGO jako efektywnej platformy do immobilizacji enzymow
w elektrochemicznych biosensorach, zwigkszajac dodatkowo biokompatybilnos¢,

stabilnos$¢, a takze efektywnos$¢ transferu elektronow [170].

Interesujace rozwigzanie zostato roéwniez przedstawione w publikacji naukowe;j
Luo i wspoétautorow. Opracowano elektrode sktadajaca si¢ z materialu hybrydowego typu
grafen/1-aminopiren (ApG), ktora zostala uzyta w impedancyjnym sensorze
genetycznym. Grafen i 1-aminopiren potaczono poprzez oddziatywania n-m. Aminowa
sond¢ oligonukleotydowa zwigzano z 1-AP uzywajac glutaraldehydu jako s$rodka
sieciujgcego. Dzigki temu mozliwe bylo wykrywanie hybrydyzacji DNA przy uzyciu
techniki EIS. Skonstruowany sensor charakteryzowal si¢ wysoka czuloscia,
a takze granica wykrywalno$ci wynoszaca 4,5 - 10713 M. Hybrydyzacja DNA umozliwita
wykrywanie docelowych oligonukleotydéw w zakresie od 1,0 - 10'2do 1,0 - 108 M.
W  niniejszej pracy Autorzy wskazuja, ze zastosowano prosta, niekosztowng
funkcjonalizacj¢ grafenu zachowujac przy tym szereg jego istotnych wtasciwosci, takich
jak wysoka powierzchnia wtasciwa, przewodnictwo czy biokompatybilnos¢. Sensor ApG
jest selektywnym narzedziem do detekcji specyficznych sekwencji DNA. Jako glowny
potencjat aplikacyjny wskazano diagnostyke genetyczng i badania biomedyczne [171].

Przedstawiony przeglad literatury zaktada wykorzystanie pirenu 1 jego
pochodnych jako zwiazkéw, ktére umozliwiaja funkcjonalizacje nanomateriatlow
weglowych w celu otrzymania wydajnych elektrod modyfikowanych o ulepszonych
wlasciwosciach elektrochemicznych. Wykorzystanie wspomnianej grupy zwigzkow
stwarza mozliwo$¢ interakcji m-m z powierzchnig materiatow weglowych, co jest
niezwykle istotne, poniewaz wyklucza konieczno$¢ kowalencyjnej modyfikac;ji.
Zarowno piren, jak i1 jego pochodne cechuje tzw. wielofunkcyjno$¢, ktora sprawia, ze

mozna je funkcjonalizowa¢ poprzez podstawienie réznymi grupami funkcyjnymi, a to
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z kolei nadaje mozliwos$¢ projektowania pod katem konkretnych aplikacji (jak chocby
wspomniane wyzej sensory czy urzadzenia shuzace magazynowaniu energii). Jednakze
podczas przegladu literatury zaobserwowano pewne luki i wyzwania, ktére dotycza
wykorzystania pirenu i jego pochodnych na szeroka skal¢ do zastosowan
elektrochemicznych. Niejednokrotnie procedury zwigzane z modyfikacja nie sa
catkowicie zoptymalizowane, brakuje doniesien na temat réznych mozliwosci osadzenia
modyfikatora na powierzchni materialu weglowego czy wptywu lokalizacji grup
funkcyjnych na finalne wlasciwosci. Dodatkowo nieczesto wykorzystuje sie elektrody
modyfikowane pirenem i jego pochodnymi w bardziej ztozonych uktadach hybrydowych,
badZ w warunkach rzeczywistych. Uwazam, ze kontynuowanie rozwoju w kierunku
tworzenia materiatéw na bazie pirenu i jego pochodnych do zastosowan w elektrochemii

stanowi ogromny potencjat badawczy.

5.2. Inne mozliwe modyfikacje elektrod za pomocg nanomateriatlow

weglowych 1 zwigzkoéw pochodzenia organicznego

W niniejszym rozdziale omowiono rowniez inne mozliwe modyfikacje elektrod
za pomocg nanomateriatow weglowych 1 réznych zwigzkow pochodzenia organicznego.
Roéwnie innowacyjne rozwazania dotyczace elektroutleniania, a w konsekwencji
degradacji WWA, przedstawiono w pracy wykonanej przez Barathi 1 Kumara. Pokazano
elektrochemiczng oksydacje 1 rozktad kancerogennego tetracenu (TC) na zlotej
elektrodzie modyfikowanej za pomocg MWCNT. Proces przeprowadzono przy stalym
potencjale réwnym +0,9 V wzgledem Ag/AgCl w buforze fosforanowym (pH 7).
W ramach badan potwierdzono wystgpowanie pochodnych hydrochinonu i antrachinonu
na powierzchni elektrody modyfikowanej. W oparciu o opracowany materiat
skonstruowano sensor detekcji H>O, (LOD wynosito 122 nM). Autorzy wskazuja
réwniez, ze elektroda nie reagowata na zaklocenia pochodzace od substancji
interferujacych takich jak kwas askorbinowy, kwas moczowy, cysteina, azotany i azotyny.
Jako gtowng zalet¢ prowadzonych badan wskazano nowatorski sposob degradacji

toksycznego tetracenu, jak rowniez mozliwos$¢ rozwoju elektrod modyfikowanych
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chinonami do selektywnego oznaczania nadtlenku wodoru. Ponadto dzigki badaniom

dostarczono informacji na temat §ciezki utleniania podjednostek grafenowych [172].

Nastepnym ciekawym doniesieniem naukowym, wykorzystujacym inny zwigzek
organiczny do modyfikacji elektrody, jest publikacja Zhu 1 wspdlpracownikow.
W przedstawionej pracy Autorzy przeprowadzili elektrodepozycje  fioletu
pirokatecholowego (PCV) z wykorzystaniem techniki ESPR (elektrochemiczny
plazmonowy rezonans powierzchniowy), a nastepnie zastosowali PCV jako mediator
redoks do modyfikacji elektrody grafitowej (PGE) pokrytej jedno$ciennymi nanorurkami
weglowymi (SWCNT). Elektroda modyfikowana PGE/SWCNT/PCV cechowala sig¢
aktywnos$cig elektrokatalityczng wobec NADH przy relatywnie niskim potencjale
(+0,2 V vs. SCE). Dodatkowo wyznaczono szereg parametréw analitycznych, w tym
krotki czas odpowiedzi (ponizej 10 s), szeroki zakres liniowosci (od 1,3 do 280 uM),
wysoka czuto$é (146,2 pA mM ! cm™2) i niska granice wykrywalnoéci (1,3 pM). Jako
zalet¢ zastosowanej modyfikacji PCV na SWCNT Autorzy wskazuja zapewnienie
struktury porowatej o zwigkszonej hydrofilowosci, ktora sprzyja dyfuzji substratu, jak
rowniez wplywa na efektywnos$¢ transferu elektronow pomiedzy mediatorem,

a powierzchnig elektrody [173].

Warto réwniez rozwazy¢ koncepcj¢ zaproponowana przez Gayathri
1 wspotautorow, ktorzy przedstawili elektrochemiczne utlenienie karbazolu na elektrodzie
GC modyfikowanej aktywowanymi katodowo wielo§ciennymi nanorurkami weglowymi.
W wyniku tego procesu powstata pochodna 1,4-chinonu. Zmodyfikowana w ten sposob
elektroda wykazywata dodatkowo aktywnos¢ elektrokatalityczng w kierunku utlenienia
hydrazyny przy potencjale 230 mV wzgledem Ag/AgCl. Autorzy nie obserwowali
wptywu substancji interferujgcych (m.in. kwasu askorbinowego, kwasu szczawiowego,
azotandw czy kwasu moczowego). Przedstawiona metoda jest relatywnie prosta,
jednoetapowa 1 selektywna alternatywa dla wieloetapowych proceséw otrzymywania
pochodnych karbazolu, ktére sa licznie wykorzystywane w farmakologii. Autorzy
wskazuja rowniez, ze koncepcja stwarza nowe mozliwosci elektrochemicznych metod

usuwania zanieczyszczen pochodzenia organicznego [174].

Z kolei zesp6l badawczy Kumara w kolejnej pracy naukowej przedstawil
elektroutlenianie innego zwigzku - indolu, na powierzchni elektrody GC/MWCNT.

W wyniku tego procesu ujawniono nowg pochodng (indolotetraon). Badania prowadzono
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w buforze fosforanowym o pH réwnym 7 w zakresie potencjatléw od —0,6 do +0,4 V
wzgledem Ag/AgCl. Elektroda modyfikowana charakteryzowala si¢ dobrze
zdefiniowanymi pikami redoks (przy potencjale —0,27 i +0,27 V), ktére Autorzy
przypisali reakcjom przeniesienia elektrondow w ukladach indolo-hydrochinonowym
1 indolo-2,3-dionowym. Dodatkowo w ramach niniejszej pracy zaproponowano
mechanizm formowania indolotetraonu. Ponadto materiat hybrydowy zastosowano jako
bifunkcjonalny elektrokatalizator zar6wno utlenienia hydrazyny, jak i redukcji nadtlenku
wodoru. Prezentowana koncepcja wnosi wiele informacji w rozwdj elektrochemicznego
utlenienia zwigzkow organicznych na powierzchni wielo$ciennych nanorurek

weglowych, jak rowniez stwarza potencjat aplikacyjny w sensorach [175].

Roéwnie interesujace doniesienie naukowe to publikacja Sundarami zespotu
badawczego, w ktorej przeprowadzono badania nad stabilizacjg elektrogenerowanej
pochodnej o-dianizydyny. Elektroda z wegla szklistego (GC) w pierwszym etapie zostata
zmodyfikowana wielo§ciennymi nanorurkami weglowymi (MWCNT), a nastepnie
przeprowadzono elektrochemiczne osadzanie pochodnej o-dianizydyny. Materiat
hybrydowy charakteryzowat si¢ wystepowaniem dwoch dobrze zdefiniowanych
1 odtwarzalnych par redoks zwigzanych z reakcjami powierzchniowymi zachodzacymi
w buforze fosforanowym (PBS) o pH rownym 7. Wytworzenie elektroaktywnej formy na
powierzchni elektrody umozliwito selektywna 1 czutg detekcje kwasu galusowego (GAL)
przy relatywnie niskim potencjale (+0,16 V wzgledem Ag/AgCl). Z wykorzystaniem
techniki chronoamperometrii wyznaczono czuto$¢ wynoszacg 0,458 pA uM™!, zakres
pomiarowy (od 100 do 1300 uM) i granic¢ wykrywalnosci réwng 144 nM. Ponadto
Autorzy wykonali testy na roztworach rzeczywistych, takich jak sok z winogron czy
woda. Do zalet pracy naleza nowatorskie podejscie do immobilizacji pochodnych
o-dianizydyny, efektywne wykorzystanie wytworzonych grup funkcyjnych i mozliwo$¢

aplikacji takiego rozwigzania w sensorach opartych na zwigzkach organicznych [176].

Kolejna ciekawa koncepcja to praca Zhui grupy badawczej, w ktorej
zaprezentowano sensor impedancyjny do detekcji lektyn. Skonstruowano go w oparciu
o glikozyd antrachinonowy (AG) 1 nanografen. Fragment antrachinonowy glikozydu
umozliwiat odziatywania n-n z powierzchnig elektrody modyfikowana nanomateriatlem
weglowym. Antrachinon (AQ) pelit réwniez role znacznika generujacego sygnat

elektrochemiczny. Z wykorzystaniem technik takich jak CV, DPV (woltamperometria
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pulsowa réznicowa) 1 EIS potwierdzono, ze elektroda modyfikowana charakteryzuje si¢
powtarzalng odpowiedzia na specyficzng lektyne Concanavalin A. Ponadto nie
zaobserwowano interferencji sygnatowej w obecno$ci niespecyficznych bialek.
Niewatpliwg zaleta przygotowanej w niniejszym badaniu elektrody jest wysoka
selektywno$¢ wzgledem lektyny, co stwarza mozliwos$¢ zastosowania w taniej i szybkiej
analizie badania oddziatywan pomig¢dzy ligandami, a bialkami oraz dalszej standaryzacji

1 rozwojowi sensorow elektrochemicznych [177].
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III. CELE PRACY

Celem niniejszej pracy badawczej bylo przeprowadzenie syntezy in situ
materiatow hybrydowych typu wieloscienne nanorurki weglowe/pochodne pirenu na

powierzchni elektrody z wegla szklistego.

Kolejnym etapem badan bylta elektrochemiczna aktywacja pirenu i jego
pochodnych (Pyr, 1-AP, 1-HP, PBA) na powierzchni elektrody GC/MWCNT.
Zaktadanym rezultatem procesu bylo otrzymanie przewodzacych materiatow
o  wlhasciwosciach  elektroaktywnych  ujawniajacych ~ odwracalne  przejscie

chinon/hydrochinon.

Nastgpnie przeprowadzono charakterystyke otrzymanych materialow
hybrydowych (MWCNT/1-APox, MWCNT/1-AP/Cat oraz MWCNT/1-AP/3-MCat) na
powierzchni elektrody GC pod katem ich wlasciwosci fizykochemicznych

1 elektrochemicznych w wodnych roztworach elektrolitow o szerokim zakresie pH.

Ostatnim celem pracy bylo zastosowanie opracowanych elektrod
modyfikowanych  jako  elektrokatalizatorow czy  sensorow/biosensorow
elektrochemicznych sluzacych do detekcji analitow majacych istotne znaczenie dla

cztowieka (NADH 1 glukoza).
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1. Metodyka badan

1.1. Aparatura pomiarowa

Pomiary elektrochemiczne przeprowadzono przy uzyciu analizatora
elektrochemicznego EmStat4S (Holandia), potencjostatu/galwanostatu pAutolab typ II1
oraz potencjostatu/galwanostatu  Autolab PGSTAT30 (EcoChemie, Holandia).
Urzadzenia byty potaczone z komputerami PC za pomoca odpowiednich interfejsow.
Wykorzystano nastepujace programy do obstugi urzadzen: PSTrace 5.9, GPES 2.0 oraz
NOVA. Umozliwity one kontrolowanie parametrow 1 stosowanych technik
elektrochemicznych w czasie rzeczywistym. Eksperymenty prowadzono w uktadzie
trojelektrodowym, w ktorym jako elektrode odniesienia wykorzystano elektrode
chlorosrebrowa Ag/AgCl (3 M KCI), drut platynowy jako przeciwelektrode oraz
elektrode z wegla szklistego (GC) o $rednicy 3 mm i powierzchni 0,07 cm? (BASi, USA)
jako elektrod¢ robocza. Pomiary elektrochemiczne przeprowadzono w szklanej fiolce
0 pojemnosci 20 mL, ktérg wyposazono w teflonowy korek z otworami na elektrody
i waz do wprowadzania gazowego azotu. W przypadku testow technika
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) pomiary wykonano przy
potencjale +0,2 V, w czasie 20 s, w zakresie czgstotliwosci od 0,1 do 100 000,0 Hz, przy
amplitudzie potencjatu réwnej +0,1 V. W dodatku wykonano pomiary in situ za pomoca
woltamperometrii cyklicznej (CV) oraz chronoamperometrii (CA) sprz¢zonych
z elektrochemiczng waga kwarcowa (EQCM). Jako elektrode wykorzystano w tym celu
krysztat ztota o powierzchni geometrycznej 0,38 cm? i czestotliwosci oscylacji 6 MHz,

ktorg potaczono z potencjostatem/galwanostatem Autolab PGSTAT30.

Pomiary pH roztworéw buforowych przeprowadzono za pomoca pH-metru
Elmetron CX-505 110 i kombinowanej elektrody pH ERH-11 (Elmetron, Polska).
Ponadto wykorzystano trzy techniki obrazowania mikroskopowego. Mikroskop sit
atomowych (AFM) Agilent 5500 (USA) zostat uzyty do badania topografii powierzchni
badanych materiatow. Dodatkowo, w celu okreslenia morfologii powierzchni materiatlow
elektrodowych, zastosowano technike transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)

przy uzyciu aparatu Jeol 1200 EX II (Japonia). Z kolei obrazowanie technikg skaningowe;j
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mikroskopii elektronowej (SEM) zostato przeprowadzone z wykorzystaniem mikroskopu
Hitachi typu S-3400N (Japonia). Widma spektroskopii w podczerwieni z transformacja
Fouriera (FT-IR) uzyskano na spektrometrze Bruker FT-IR IFS 66/s (USA). Ponadto
widma rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronow (XPS) zarejestrowano przy uzyciu
spektrometru SPECS (Niemcy) z monochromatycznym zrodiem Al-Ka, generujacym
fotony o energii 1486,71 eV (150 W) oraz analizatora hemisferycznego (PHOIBOS 150
MCD NAP) z energiami pasmowymi wynoszacymi odpowiednio 60 eV dla widma
przegladowego i 20 eV dla szczegdtowych obszaréw. Do okre$lenia struktury zwigzku
aktywowanego na powierzchni elektrody zastosowano spektrometr masowy API 4000
QTRAP typu potrojny kwadrupol (AB Sciex, USA) wyposazony w Zrddlo jonizacji
elektrosprayowej TurbolonSpray® (ESI). Spektrometr dziatat w trybie jonéw dodatnich
do detekcji kationéw oraz w trybie jonéw ujemnych do detekcji aniondw. Zastosowane
parametry: ci$nienie gazu ostonowego 20 psi, ci$nienie gazu nebulizujgcego 40 psi,
ci$nienie gazu pomocniczego 40 psi, temperatura zrédta 350°C, napigcie ESI 4500 V dla
kationéw 1 —4500 V dla anionow, potencjat rozproszenia 50 V dla kationéw i —50 V dla
anionow, potencjat wejscia 10 V dla kationow i —10 V dla anionéw. Wszystkie dane
zbierano w trybie EMS (ang. Enhanced MS) w zakresie mas od 50 m/z do 800 m/z.
Fragmentacje¢ przeprowadzono w trybie rozszerzonej spektrometrii produktéw jonowych

(EPI), a zarejestrowane widmo rowniez obejmowato zakres od 50 m/z do 800 m/z.

1.2.  Odczynniki chemiczne

Do przygotowania hybrydowych materialow elektrodowych wykorzystano
wielo$cienne nanorurki weglowe (MWCNT o $redniej $rednicy 10 nm i $redniej dtugosci
1,5 um) firmy Metrohm DropSens (Hiszpania) oraz wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne (WWA) 1 ich pochodne. Piren (Pyr), 1-aminopiren (1-AP), 1-hydroksypiren
(1-HP) oraz kwas 1-pirenoboronowy (PBA) sprowadzono z firmy Merck (Niemcy). Do
przygotowania buforu fosforanowego (PBS, pH 7,4) wykorzystano monosodowe
1 disodowe fosforany firmy POCH (Polska). Z kolei do przygotowania buforu Brittona-
Robinsona uzyto kwasu fosforowego, kwasu octowego, kwasu borowego oraz

wodorotlenku sodu réwniez dostarczonych przez POCH. Z firmy POCH zakupiono
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rowniez kwas nadchlorowy, chlorek sodu, dimetyloformamid (DMF) oraz
heksacyjanozelazian(Il) 1 (II)  potasu. Zastosowano rowniez NADH
(B-nikotynoamidoadeninowy dinukleotyd w formie hydratu zredukowanej soli
disodowej), NAD" (hydrat dinukleotydu B-nikotynoamidoadeninowego), katechol (Cat),
3-metoksykatechol (3-MCat), chlorek heksaamminorutenu(Ill) (RuHex), L-glutation
(zredukowana forma), L-cysteing, metanol (MeOH), a takze dehydrogenaze glukozowa
(GDH) z Pseudomonas sp. (>200 U mg ') dostarczone przez wymieniong wcze$niej firme
Merck. Ponadto wykorzystano D (+) — glukozg (Glu) firmy Carl Roth (Niemcy), aceton
firmy Chemland (Polska) oraz fruktoze, laktoze, maltoze 1 sacharoze firmy Warchem
(Polska). Firma Fluka (Niemcy) dostarczyla nadtlenek wodoru (30% roztwor), kwas
moczowy i kofeing, a firma Chempur (Polska) siarczan kobaltu(I). Wszystkie stosowane
zwiazki chemiczne posiadaly czysto$¢ odczynnikows, wiec nie wymagaly dalszego

oczyszczania. Do sporzadzania roztworéw zawsze wykorzystywano wodg¢ destylowana.

Suplementy diety zawierajace NADH zakupiono w lokalnej aptece. Producentem
pierwszego suplementu jest firma Forest Vitamin (Polska). Jedna kapsutka zawiera 10 mg
substancji czynnej (NADH). Substancjami wypelniajacymi (zgodnie ze specyfikacja
podana przez Producenta) sg: skrobia pszenna i celuloza mikrokrystaliczna. Z kolei drugi
suplement diety jest produkowany przez firm¢ Kenay (Polska) i zawiera 15 mg NADH
w jednej kapsutce. Substancjag pomocniczg jest inulina. Rzeczywista probka glukozy
réwniez zostata zakupiona w lokalnym sklepie. Catkowita zawarto$¢ cukru w badanym
napoju izotonicznym wynosi 4 g na 100 mL (zgodnie ze specyfikacja Producenta).
Producent wymienia réwniez nastepujace substancje w sktadzie: woda, glukoza, kwas
cytrynowy, cytrynian sodu, sorbinian potasu, benzoesan sodu, cytryniany potasu,
aspartam, acesulfam K, guma arabska, estry glicerolu i Zywicy roslinnej, aromat, niacyna,

witamina B6, biotyna 1 blekit brylantowy FCF.

1.3.  Preparatyka materiatléw elektrodowych

Przed kazdym pomiarem elektrochemicznym elektrode GC polerowano przy
uzyciu wodnej zawiesiny AlbO3 o $redniej $rednicy rownej 50 nm (Buehler, USA) na

padzie polerskim, a nastgpnie poddawano sonikacji z wykorzystaniem phuczki
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ultradzwigkowej przez 10 minut w roztworze woda/aceton (1:1) w celu wyeliminowania
pozostalych zanieczyszczen. W dalszej kolejnoéci 2 uL MWCNT (1 mg mL~! w DMF)
naniesiono na czysta powierzchni¢ elektrody GC metoda naniesienia kropli (ang. drop-
casting). Tak przygotowana elektrode umieszczono w suszarce (w temperaturze

wynoszacej 60°C), aby utatwi¢ odparowanie rozpuszczalnika.

W celu przygotowania hybrydowego materialu MWCNT/1-AP, elektrode
GC/MWCNT zanurzono we wczesniej przygotowanym roztworze 1-AP w DMF
(0,5 mg mL™"). Przed kazdym eksperymentem roztwor 1-AP w DMF byt §wiezo
przygotowywany, aby unikng¢ wplywu dodatkowych czynnikow zewngtrznych (takich
jak tlen czy $wiatlo) na stabilno$§¢ odczynnika. Adsorpcja 1-AP na powierzchni
GC/MWCNT trwata 5 minut. Elektrochemiczng aktywacje elektrody GC/MWCNT/1-AP
przeprowadzano z wykorzystaniem woltamperometrii cyklicznej w wyniku skanowania
w zakresie potencjatéw od —0,1 do +0,7 V vs. Ag/AgCl w 0,1 M HC1O4 stosujac szybkos¢
przesuwu potencjatu réowna 50 mV s !. Elektroda zawierajaca piren (GC/MWCNT/Pyr)
zostata przygotowana wedlug tej samej procedury (poprzez adsorpcje pirenu na

powierzchni GC/MWCNT).

W celu przygotowania elektrody GC/MWCNT/1-AP/Cat z wykorzystaniem CV
skanowano elektrode GC/MWCNT/1-AP (adsorpcja 1-AP wedlug wczesdniej opisanej
procedury) w 0,1 mM roztworze katecholu w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4)
w zakresie potencjatow od —0,4 do +0,2 V vs. Ag/AgCl (5 skandéw, szybko$¢ przesuwu
potencjatu 50 mV s!). Wybrane warunki zostaly réwniez zastosowane podczas
opracowywania elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP/3-MCat (skanowanie
odbywalo si¢ w 0,1 mM roztworze 3-metoksykatecholu). Dalsza funkcjonalizacja
elektrod polegata na unieruchomieniu dehydrogenazy glukozowej (1 mg mL™' w PBS,
pH 7.,4). Przeprowadzono proces immobilizacji adsorpcyjnej GDH na powierzchni
elektrod GC/MWCNT/1-AP/Cat i GC/MWCNT/1-AP/3-MCat trwajacy 30 minut

w warunkach ciaglego mieszania.

Aby przygotowaé¢ elektrody modyfikowane GC/MWCNT/1-HP oraz
GC/MWCNT/PBA, wcze$niej przygotowang elektrode GC/MWCNT (wedlug opisanej
wczesniej procedury) zanurzono w odpowiednio przygotowanych roztworach zwigzkow
pochodzenia organicznego: 1-hydroksypirenu (0,25 mg mL™' w DMF) i kwasu
1-pirenoboronowego (I mg mL™' w DMF). Podobnie jak w przypadku elektrod
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modyfikowanych 1-aminopirenem, przed przystapieniem do prac badawczych roztwory
zawierajace 1-HP oraz PBA przygotowywano na §wiezo w celu wyeliminowania wptywu
innych czynnikéw pochodzacych z zewnatrz mogacych wplynaé na stabilnosé
odczynnikow. Adsorpcja pochodnych pirenu na powierzchni GC/MWCNT zawsze trwata
5 minut. Elektrochemiczna aktywacja GC/MWCNT/1-HP zostata przeprowadzona przy
uzyciu woltamperometrii cyklicznej poprzez skanowanie w zakresie potencjatow od
0,0 do +0,8 V vs. Ag/AgCl w 0,1 M HCIO4 przy szybko$ci przesuwu potencjatu
wynoszacej 50 mV s!. Z kolei w przypadku elektroaktywacji uktadu GC/MWCNT/PBA
rowniez wykorzystano technike CV w efekcie skanowania w zakresie od —0,5 do +1,0 V
vs. Ag/AgCl w PBS (pH 7,4) stosujac szybko$¢ przesuwu potencjatu réwnag
50 mV s,

Wszystkie  eksperymenty  elektrochemiczne  zostaly  przeprowadzone
w temperaturze laboratoryjnej (ok. 25°C). W razie potrzeby fiolke zawierajaca elektrolit

odtleniano poprzez wprowadzenie gazu obojetnego (azotu).
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2. Dyskusja wynikow

2.1. Elektrochemiczne wytwarzanie 1-aminopireno-4,5,9,10-tetrolu na
powierzchni MWCNT w celu katalitycznego utleniania NADH

przy niskim potencjale

2.1.1. Elektrochemiczna aktywacja elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP

Woltamperometria cykliczna jest jedng z fundamentalnych technik
elektrochemicznych, ktoéra jest szeroko stosowana do badan mechanizmu proceséw
elektrodowych, ich kinetyki, a takze obecno$ci reakcji chemicznych sprzezonych
z etapami elektrochemicznymi. Ta bardzo wszechstronna technika umozliwia ponadto
rozroznienie proceséw, w ktorych etapem limitujagcym jest dyfuzja, od tych zwigzanych

z adsorpcja.

W zwiagzku z tym, w pierwszym etapie badan przeprowadzono pomiary technika
woltamperometrii  cyklicznej majagce na celu scharakteryzowanie elektrody
modyfikowanej wielosciennymi  nanorurkami  weglowymi z  zaadsorbowanym
I-aminopirenem (GC/MWCNT/1-AP). Na Rys. 11 przedstawiono odpowiedz
elektrochemiczng ukladu GC/MWCNT/1-AP powstala w wyniku skanowania
w elektrolicie kwasnym (0,1 M HClO4) w zakresie potencjatow od —0,1 do +0,7 V vs.

Ag/AgCl przy szybkos$ci przesuwu potencjatu réownej 50 mV s~
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Rys. 11. Elektrochemiczna aktywacja uktadu GC/MWCNT/I-AP w 0,1 M HCIOy;
a - czarna linia (pierwszy skan), b - zielona linia (drugi skan). Szybkos¢ przesuwu
potencjatu wynosi 50 mV s

Mozna zauwazy¢, ze w pierwszym skanie w zakresie anodowym pojawia si¢
wyraznie zdefiniowany, nieodwracalny pik przy potencjale +0,49 V (oznaczony na
wykresie jako I). Po odwroceniu kierunku polaryzacji obserwuje si¢ katodowy pik przy
nizszym potencjale (+0,23 V, oznaczony jako II). Kolejny skan uwidacznia powstanie
anodowego piku przy potencjale +0,27 V (oznaczony jako IIl) oraz zanik piku przy
potencjale +0,49 V. Otrzymane wyniki sugeruja, ze elektrochemiczne utlenienie prowadzi
do restrukturyzacji materialu elektrodowego GC/MWCNT/1-AP oraz wytworzenia
nowych, elektrochemicznie odwracalnych struktur na powierzchni. Ksztatt krzywych
przedstawionych na powyzszym woltamperogramie jest charakterystyczny dla procesow
przebiegajacych wedlug mechanizmu ECE  (ang. electrochemical-chemical-
electrochemical) [175,178,179]. Jest to jeden z klasycznych mechanizmow
wystepujacych na granicy faz elektroda-elektrolit, charakteryzujacy si¢ tym, Zze proces
redoks nie ogranicza si¢ wytgcznie do wymiany elektron6w na elektrodzie, lecz obejmuje
roOwniez etap nastepczej reakcji chemicznej zachodzacej w roztworze lub na powierzchni
elektrody, po ktérym produkt tej reakcji podlega kolejnemu procesowi redoks.

W  konsekwencji na woltamperogramie pojawiaja si¢ nowe piki, zazwyczaj
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zlokalizowane przy nizszych potencjatach niz sygnat obserwowany w pierwszym skanie

[180] .

Przebieg krzywych woltamperometrycznych przedstawionych na Rys. 11
wskazuje, ze w pierwszym cyklu dochodzi do nieodwracalnego utlenienia
zaadsorbowanego 1-AP, ktéremu towarzyszy reakcja chemiczna - addycja grup
hydroksylowych pochodzacych z wodnego elektrolitu do pierscieni aromatycznych 1-AP.
W rezultacie, powstaje pochodna wykazujaca odwracalng aktywno$¢ procesow redoks
(para pikow II/III) przy potencjale formalnym istotnie nizszym niz pierwotny sygnat I,
co mozna tlumaczy¢ efektem dostarczania elektronéw do uktadu aromatycznego przez
nowo wprowadzone grupy hydroksylowe. Podobny efekt obserwowany byt przez
P. Mayuri i wspotpracownikow [175], ktorzy badali elektrochemiczne utlenienie
(aktywacj¢) indolu zaadsorbowanego na powierzchni MWCNT. Powstate utlenione
pochodne zawieraly w strukturze nowe grupy hydroksylowe 1 wykazywaty odwracalng
aktywnos$¢ redoks przy nizszych potencjalach niz indol. W pracy R. Shanmugam
1 wspotautoréw [179] wykazano natomiast, ze barwnik fenotiazynowy ulega procesowi
elektrochemicznego utlenienia na powierzchni MWCNT, w wyniku ktérego powstaje
pochodna fenotiazyny z podstawionymi grupami hydroksylowymi, wykazujaca

aktywno$¢ elektrochemiczng typu chinon/hydrochinon.

W celu potwierdzenia struktury produktu reakcji elektrodowych ekstrakt
metanolowy z aktywowanej elektrody poddano analizie spektrometrii mas. Na Rys. 12
przedstawiono widmo masowe, ktore uzyskano dla wyekstrahowanego zwiazku. Sygnat
przy m/z 282,0 mozna zidentyfikowa¢ jako utleniony 1-AP (oznaczony jako 1-APox),
ktory w swojej strukturze aromatycznej posiada cztery grupy hydroksylowe. Co wigcej,
podczas procesu elektrochemicznego zachodzi takze dimeryzacja otrzymanego zwigzku.
Z tego powodu dodatkowo na widmie masowym widoczny jest dimer o m/z wynoszacym

563,6 (oznaczony jako (1-APox)»).
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Rys. 12. Widmo masowe ekstraktu metanolowego z elektrody modyfikowanej za pomocg

MWCNT/1-APox.

Na Rys. 13 przedstawiono widmo fragmentacyjne tego sygnatu. Mozna wigc

wnioskowaé, ze widmo fragmentacyjne przedstawione na Rys. 13 jednoznacznie

wskazuje na obecno$¢ monomeru 1-APox (m/z 282,0) jako gtownego produktu reakcji

fragmentacji.
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Rys. 13. Widmo masowe fragmentacji zwigzku o m/z 563,6 (ekstrakt metanolowy

z elektrody MWCNT/1-APox).
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Dodatkowo obecno$¢ czwartorzedowej soli amoniowe] zawierajacej anion
nadchloranowy potwierdzono na podstawie obecnos$ci sygnatu odpowiadajacego jonowi
ClO4 (m/z 99,0), zarejestrowanego w trybie jondw ujemnych i przedstawionego na

ponizszym widmie masowym (Rys. 14).

30 Clo/~
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Rys. 14. Widmo masowe ekstraktu metanolowego z elektrody MWCNT/1-APox
(rejestrowane w trybie jonow ujemnych,).

Na podstawie przedstawionych powyzej wynikow analiz technikg spektrometrii
mas mozna stwierdzi¢, ze w wyniku elektrochemicznego utleniania 1-AP
zaadsorbowanego na MWCNT dochodzi do powstawania 1-aminopireno-4,5,9,10-tetrolu
jako gléwnego produktu (1-APox), a w kolejnym etapie do dimeryzacji powstalej
pochodne;.

Schemat przedstawiajacy etapy modyfikacji elektrody GC za pomocg MWCNT,
dalszej adsorpcji 1-AP i elektrochemicznej aktywacji GC/MWCNT/1-AP prowadzacej
do powstania elektroaktywnej formy GC/MWCNT/1-APox przedstawiono na Rys. 15.
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Rys. 15. Schemat przedstawiajgcy etapy przygotowania elektrody
GC/MWCNT/1-APox, w tym proces adsorpcji 1-AP na GC/MWCNT z pozniejszg
elektroaktywacjq. W ostatnim etapie przedstawiono odwracalne przejscie redoks

1-APox z udziatem ugrupowan chinonowych/hydrochinonowych.

W celach poréwnawczych przeprowadzono rowniez probe kontrolng polegajaca
na elektrochemicznym utlenieniu pirenu (Pyr) w warunkach identycznych jak
w przypadku 1-AP. Wyniki zestawiono na Rys. 16. W przypadku GC/MWCNT/Pyr
krzywe prad-potencjal zarejestrowane w zakresie od —0,1 do +0,7 V vs. Ag/AgCl maja
charakter pojemno$ciowy zwigzany z tadowaniem podwojnej warstwy elektrycznej na
granicy porowatej struktury MWOCNT 1 elektrolitu. W analizowanym zakresie
potencjatow nie zaobserwowano jednak pikéw utlenienia-redukcji, ktore bylty obecne
w przypadku elektrody GC/MWCNT/1-AP poddanej analogicznym badaniom.
Uzyskanie odwracalnej pary redoks w procesie aktywacji GC/MWCNT/Pyr wymagato
zwigkszenia zakresu potencjatu do +1,2 V vs. Ag/AgCl. Wskazuje to, ze proces
elektrochemicznego utlenienia Pyr zachodzi efektywnie dopiero przy wyzszych
potencjatach, co uwidoczniono we wstawce do Rys. 16, gdzie wyraznie mozna
zaobserwowac pare¢ pikow przy potencjale okoto +0,3 V vs. Ag/AgCl. Elektrochemiczne
utlenienie zaadsorbowanego Pyr na powierzchni MWCNT opisane zostatlo wcze$niej
przez Barathi i Kumara [164]. Procesowi temu towarzyszy przylaczenie czterech grup
hydroksylowych do pierscieni aromatycznych Pyr i wytworzenie pireno-4,5,9,10-tetrolu.
Autorzy wykazuja ponadto, ze powstata elektroda modyfikowana jest wysoce

elektroaktywna ze wzgledu na powstate formy chinon/hydrochinon.
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Rys. 16. Elektrochemiczna aktywacja uktadu GC/MWCNT/Pyr w 0,1 M HCIOy;
a - czarna linia (pierwszy skan), b - zielona linia (drugi skan). Wstawka na wykresie
przedstawia aktywacje pirenu w szerszym zakresie potencjatow (od —0,2 do +1,2 V).
Szybkosé przesuwu potencjatu wynosi 50 mV s .

Uzyskane wyniki wykazuja, ze utlenienie (aktywacja) elektrody GC/MWCNT/1-
AP do GC/MWCNT/1-APox przebiega przy zdecydowanie nizszym potencjale niz
podobny  proces na elektrodzie  poréwnawczej (GC/MWCNT/Pyr do
GC/MWCNT/Pyrox). Zjawisko to skorelowaé nalezy z obecnosciag grupy aminowe;j
w strukturze 1-AP. Grupa —NH; ma charakter elektrodonorowy, a zatem wzbogaca
pierscien aromatyczny w dodatkowe elektrony, utatwiajac proces elektroutleniania

1-aminopirenu na powierzchni prezentowanej elektrody [175,179].

Modyfikacja elektrody przy uzyciu nizszych potencjatéw jest korzystna przede
wszystkim ze wzglgedu na zmniejszenie zuzycia energii w procesie, co moze mie¢ istotne
znaczenie w konteks$cie opracowywania ekonomicznych, niskoemisyjnych i wydajnych

materialow elektroaktywnych.

Wytworzong elektrode GC/MWCNT/1-APox z dobrze wyksztatcong parg pikow
I/l poddano nastgpnie badaniom woltamperometrycznym w elektrolicie kwasnym
(0,1 M HCIOg4) stosujac rézne szybkosci przesuwu potencjalu w zakresie od 10 do
100 mV s™'. Procedura taka umozliwia uzyskanie informacji o kinetyce procesow

elektrochemicznych zachodzacych na elektrodzie, a takze ocen¢ udziatu zjawisk
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dyfuzyjnych, badz adsorpcyjnych, towarzyszacych reakcjom redoks na granicy faz
elektroda-elektrolit. Otrzymane woltamperogramy wraz z wykresem zaleznosci pradu

pikow w funkcji szybkos$ci przesuwu potencjatu przedstawiono na Rys. 17.
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Rys. 17. (4) Krzywe woltamperometryczne GC/MWCNT/1-APox przy roznych
szybkosciach przesuwu potencjatu (10-100 mV s) zarejestrowane w 0,1 M HCIOj.
(B) Zaleznos¢ prgdow (anodowego i katodowego) od szybkosci przesuwu potencjatu.

Obserwuje si¢ liniowa korelacje pradow pikow w funkcji szybko$ci przesuwu
potencjatu I = f{v) zaréwno dla pikéw anodowych (y = 658,34x — 2,86, R?= 0,994), jak
i katodowych (y = —683,37x + 3,39, R* = 0,996). Uzyskana zalezno$¢ wskazuje na
adsorpcyjny charakter badanego procesu redoks. Oznacza to, ze w tym przypadku
o wartosci pradu decyduje ilo$¢ czasteczek zaadsorbowanych na powierzchni elektrody,
a nie transport dyfuzyjny z glebi roztworu elektrolitu. Dodatkowo, przy szybkosSci
przesuwu potencjalu 10 mV s!, otrzymano relatywnie niskg warto$¢ separacji pikow
(5 mV), co jest charakterystyczne dla proceséw redoks zachodzacych na powierzchni

[181].

W kolejnym etapie wykonano badania majace na celu okreslenie wptywu czasu
adsorpcji  1-AP na elektroaktywno$¢ uzyskiwanych elektrod modyfikowanych
GC/MWCNT/1-AP. W tym celu przeprowadzono adsorpcje 1-AP o stalym st¢zeniu
rownym 0,5 mg mL™' w roznych czasach od 30 s do 10 min, a nastepnie wytworzone
elektrody GC/MWCNT/1-AP przenoszono do 0,1 M HCIO4 1 rejestrowano

woltamperogramy cykliczne, ktorych pierwsze skany pokazane sg na Rys. 18.
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Rys. 18. Wykresy woltamperometrii cyklicznej elektrod GC/MWCNT/1-AP
zarejestrowane podczas aktywacji w 0,1 M HCIOy (szybkos¢ przesuwu potencjatu
50 mV s7!) dla réznych czaséw adsorpcji 1-AP. Wstawka na wykresie
przedstawia zaleznos¢ prqdu anodowego od czasu adsorpcji 1-AP.

Na wykresie obserwuje si¢, ze poczatkowo wraz z wydtuzaniem czasu adsorpcji
wzrasta sygnal redoks przy potencjale +0,49 V vs. Ag/AgCl pochodzacy od
nieodwracalnego utleniania GC/MWCNT/1-AP. Po czasie 5 min sygnal osigga
maksymalng warto$¢, a wydtuzenie czasu adsorpcji do 10 min powoduje nieznaczny

spadek piku.

W procesach zachodzacych na powierzchni mamy do czynienia z dynamiczng
rownowaga pomigdzy czasteczkami przylaczajacymi si¢ do powierzchni (adsorpcja),
a czasteczkami ja opuszczajacymi (desorpcja). NajczeSciej w procesach fizykosorpeji
obserwuje si¢ poczatkowy wzrost ilosci substancji zaadsorbowanej, a nastepnie dochodzi

do nasycenia i na krzywej kinetycznej obserwuje si¢ plateau.

Wyrazne maksimum obserwowane we wstawce Rys. 18 prawdopodobnie nie jest
zwigzane ze zmniejszeniem si¢ ilosci 1-AP po dtuzszym czasie adsorpcji, a wynika¢ moze
ze zmniejszenia si¢ aktywnosci elektrochemicznej 1-AP, gdy jego ilo$¢ na elektrodzie
przekracza optymalng warto§¢. Wspomnie¢ warto, ze pomiar sygnatu redoks (fadunku,

badz pradu) nie jest bezposredniag metoda oszacowania ilo$ci zaadsorbowanego zwigzku,
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a na sam sygnal redoks (aktywnos$¢ elektrochemiczng) wptywaé moze wiele czynnikow,
wlacznie z czgSciowym utlenieniem zwigzku, dimeryzacja, a w szczegolnosci sposobem
utozenia na powierzchni. Bardzo istotna jest bowiem dobra komunikacja elektronowa
pomiedzy aromatycznym szkieletem 1-AP, a dobrze przewodzaca powierzchnig

MWCNT.

Do dalszych badan wykorzystywano zatem kazdorazowo elektrody

GC/MWCNT/1-AP uzyskane w procesie adsorpcji trwajagcym 5 min.

Dobor odpowiedniego stgzenia, ktore wykorzystywane jest w procesie adsorpcji
ma zazwyczaj istotny wplyw na wlasciwosci elektrokatalityczne elektrod
modyfikowanych. Nastgpny etap badan dotyczyl zatem wytworzenia elektrod
GC/MWCNT/1-APox z wykorzystaniem 1-AP o roznych stezeniach w zakresie od 0,125
do 2,0 mg mL!. Ustalony czas adsorpcji wynosit 5 min. W tym przypadku elektrody
zweryfikowano pod katem sygnatu amperometrycznego rejestrowanego po dodaniu do
elektrolitu 20 uM NADH. Pomiary przeprowadzono na kazdej z elektrod przy stalym
potencjale wynoszacym +0,1 V vs. Ag/AgCl, w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4),
w warunkach ciaglego mieszania. Uzyskane chronoamperogramy zamieszczone sg na

Rys. 19.
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Rys. 19. Krzywe chronoamperometryczne rejestrujgce odpowiedz na dodatek 20 uM
NADH w zaleznosci od stezenia 1-AP uzytego do przygotowania elektrody
GC/MWCNT/1-APox przy statym potencjale +0,1 V' vs. Ag/AgClw PBS (pH 7,4).
Wstawka pokazuje zaleznos¢ prqdu utleniania NADH od stezenia 1-AP
(od 0,125 do 2,0 mg mL™).
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Wida¢ na nich wyraznie, ze istnieje optymalne stezenie 1-AP (0,5 mg mL ™), dla
ktorego finalna elektroda GC/MWCNT/1-APox wykazuje najwyzsza warto$¢ pradu.
Powyzej tej wartosci zaobserwowano znaczny spadek sygnatu. Moze to wynikaé ze zbyt
wysokiego stezenia 1-AP, a w konsekwencji - blokowania powierzchni elektrody przez
modyfikator i spadku efektywnosci katalitycznej. W procesach elektrokatalitycznych
kluczowe znaczenie ma wilasciwa konstrukcja elektrody, ktora powinna taczy¢ wysokie
przewodnictwo elektryczne z odpowiednig porowatos$cia oraz taka dystrybucja
katalizatora, aby umozliwia¢ efektywna wymiang elektronow pomiedzy analitem,
centrami katalitycznymi, a przewodzacym podtozem - w tym przypadku wielo$ciennymi

nanorurkami weglowymi (MWCNT).

W zwigzku z wynikami zaprezentowanymi na Rys. 18 1 Rys. 19 zdecydowano, ze
optymalne stezenie 1-AP do modyfikacji powierzchni elektrody GC/MWCNT powinno

wynosié¢ 0,5 mg mL ™!, natomiast czas adsorpcji to 5 minut.

2.1.2. Analizy fizykochemiczne materiatu MWCNT/1-APox

Morfologie MWCNT 1 MWCNT/1-APox zbadano z wykorzystaniem mikroskopii
sit atomowych (AFM) 1 transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM).

Rys. 20 przedstawia wyniki otrzymane przy uzyciu AFM dla pojedynczych
struktur MWCNT (A 1 B) 1 MWCNT/1-APox (C 1 D). Oba badane materiaty
charakteryzuja si¢ typowa nanometryczng tubularng strukturg. Obserwowane nanorurki
maja dlugos$¢ znacznie przekraczajaca 100 nm. Porownanie przekrojow MWCNT/1-
APox 1 MWCNT ujawnia, ze $srednica MWCNT/1-APox (30,5 £ 3,7 nm, n = 10) jest
wigksza niz w przypadku niefunkcjonalizowanych MWCNT (22,2 + 4,7 nm, n = 10).
Sugeruje to, ze 1-APox pokrywa réwnomiernie powierzchni¢ MWCNT, co mozna
przypisa¢ oddziatywaniom typu m-n pomigdzy ich strukturg aromatyczng, a szkieletem

1-APox.
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Rys. 20. Obrazy AFM oraz wizualizacje 3D niemodyfikowanych MWCNT (A i B),
a takze MWCNT/1-APox (Ci D).

Rys. 21 przedstawia obrazy TEM dla niemodyfikowanych MWCNT (A 1 B)
1 materialtu MWCNT/1-APox (C 1 D). W obu przypadkach réwniez dostrzec mozna
typowy cylindryczny ksztalt nanorurek. MWCNT charakteryzuja si¢ wzglednie gtadka
powierzchnig (Rys. 21A 1 21B), natomiast materiat po modyfikacji (Rys. 21C i 21D) jest
wyraznie bardziej chropowaty. Wynikac¢ to musi z pokrycia powierzchni MWCNT przez
1-APox. Obrazy TEM ukazujace wickszy obszar dla niemodyfikowanych MWCNT (Rys.
21B) i MWCNT/1-APox (Rys. 21D) uwidaczniaja, ze tworzy si¢ sie¢ wzajemnie
nachodzacych na siebie wtokien. Uformowana w ten sposéb 1 polaczona sie¢ nanorurek
weglowych, pokryta dodatkowo warstwg 1-APox, moze stanowi¢ jednorodne,
przewodzace podioze, ktore umozliwia efektywny transport elektronéw pomigdzy

centrami redoks, a powierzchnig elektrody.
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Rys. 21. Obrazy TEM niemodyfikowanych MWCNT (A i B) i MWCNT/1-APox
(CiD).

W  kolejnym etapie badan wykonano spektroskopie¢ w podczerwieni
z transformacja Fouriera (FT-IR), aby przeanalizowa¢ sktad chemiczny poszczegdlnych
komponentow materiatu elektrodowego (MWCNT, 1-AP oraz MWCNT/1-APox).
Uzyskane widma FT-IR zestawiono na Rys. 22.
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Rys. 22. Widma FT-IR dla (a) niemodyfikowanych MWCNT, (b) 1-AP oraz
(c) MWCNT/I-APox.

Widmo FT-IR dla MWCNT (krzywa a, czarna linia) charakteryzuje si¢ pikiem
przy 3437 cm’!, ktéry jest zwigzany z charakterystycznymi drganiami rozciggajacymi
grup fenolowych O—H. Ponadto, piki przy 2922 cm™!, a takze 2849 cm™!' odpowiadaja
drganiom rozciagajacym C—H. Dodatkowo przy liczbie falowej wynoszacej 1382 cm™
obserwuje si¢ pik zwigzany z drganiami deformacyjnymi C-H [182]. Z kolei widmo
w podczerwieni dla l-aminopirenu (krzywa b, czerwona linia) charakteryzuje si¢
wyraznym pikiem przy 832 cm™!, ktéry przypisuje si¢ drganiom zginajacym N-H.

Drgania C=C pochodzace od pierécienia aromatycznego sa widoczne przy 1624 cm™!
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i 1483 cm™!, podczas gdy drgania rozciggajace C—H pierécienia aromatycznego s3
zwigzane z szerokimi pasmami przy liczbie falowej réwnej 3027 cm™' [183,184].
Wszystkie wyzej wymienione i opisane piki obserwowane dla widma MWCNT (krzywa
a, czarna linia) wystepuja rowniez na widmie FT-IR uzyskanym dla uktadu MWCNT/1-
APox (krzywa c, niebieska linia). Ponadto, dla widma MWCNT/1-APox obserwuje si¢
rowniez dodatkowe piki przy liczbach falowych rownych 1633 cm™ oraz 1083 cm™!
odpowiadajace odpowiednio drganiom deformacyjnym N—-H i drganiom rozciggajacym
C—N. Jednocze$nie mozna wyrdzni¢ drgania rozciggajace C—O, charakterystyczne dla
alkoholu drugorzedowego (przy liczbie falowej wynoszacej 1120 cm™), co potwierdza
przylaczenie grup hydroksylowych do MWCNT/1-AP. W wyniku tego przylaczenia
powstaje elektroaktywny materiat MWCNT/1-APox.

W celu bardziej doglebnej charakterystyki grup funkcyjnych materialow
MWCNT/1-AP i elektrochemicznie aktywowanego MWOCNT/1-APox wykonano
rentgenowska spektroskopie fotoelektronow (XPS). Wyniki tej analizy pokazano na
Rys. 23.
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Rys. 23. Widma XPS dla (A) MWCNT/1-AP i (B) MWCNT/1-APox. Z kolei (C) i (D) to
widma C 1s w wysokiej rozdzielczosci odpowiednio dla MWCNT/I-AP
i MWCNT/1-APox.
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Widmo XPS wykonane dla materialu elektrodowego MWCNT/1-AP
charakteryzuje si¢ obecnoscig sygnatéw C 1s (285 eV), O 1s (530 V), a takze niewielkim
sygnatem N 1s (402 eV). Analiza probki elektroaktywowanego materiatu
MWCNT/1-APox pozwala wyr6ézni¢ dodatkowo sygnat CI 2p (209 eV), co zwigzane jest
z zastosowaniem elektrolitu o kwasowym pH (0,1 M HClO4) do aktywacji elektrody. Na
widmach C 1s dla MWCNT/1-AP (Rys. 23C), a takze MWCNT/1-APox (Rys. 23D)
mozna wyr6znié piki przy 284,3; 284,8; 285,5; 286,2 oraz 287,0 eV. Przyporzadkowuje
sie je odpowiednio: wigzaniu C=C wegla sp?, wigzaniu C—H sp?, wigzaniu C-C wegla

sp’, wigzaniom C—OH oraz wigzaniom C—O—C [164,185].

W przypadku analizy MWCNT/1-APox (w porownaniu z MWCNT/1-AP)
obserwuje si¢ wzrost intensywnosci sygnatu przy 286,2 eV (C-OH) z 3,1% do 5,0%, co
moze by¢ bezposrednio zwigzane z przylaczeniem grup —OH podczas procesu
elektroaktywacji MWCNT/1-AP. W zwigzku z tym w Tabeli 3 poréwnano wartosci
sygnatbw XPS widm C 1s dla materialu kontrolnego (MWCNT/1-AP)
1 aktywowanego elektrochemicznie (MWCNT/1-APox).

Tabela 3. Poréwnanie warto$ci sygnalow XPS widm C 1s dla MWCNT/1-AP
i MWCNT/1-APox.

Material Sygnal ‘SZZI:;S: FWHM Powierzchnia / Stezenie

eV (RSF - T - MFP) ! %

MWCNT/1-AP  C=C sp* 284,34 0,73 307,127 88,1
C-Hsp® 284,84 0,74 4,097 1,2

C-Csp® 28547 0,74 12,981 3,7

C-OH 286,21 0,79 10,725 3,1

C-O0-C 287,00 0,75 5,099 1,5

C=0 287,55 0,75 2,258 0,7

COO- 288,68 0,75 3,867 1,1

COOR 289,48 0,75 2,592 0,7
MWCNT/1-APox C=Csp®> 284,27 0,74 243,409 85,8
C-Hsp® 284,77 0,75 6,917 2,4

C-Csp® 285,40 0,75 10,236 3,6

C-OH 286,13 0,81 14,251 5,0

C-O0-C 28692 0,76 4,684 1,7

C=0 287,47 0,76 0,010 0,0

COO- 288,60 0,76 2,154 0,8

COOR 289,40 0,76 2,111 0,7

Wyjasnienie wskaznikoéw XPS: FWHM - Pela szeroko§¢ w potowie maksimum, RSF - Wspdtczynnik
czuto$ci wzglednej, T - Transmisja analizatora, MFP - Srednia droga swobodna elektronu.

90



Nanostrukturalne materialy na bazie wielosciennych nanorurek weglowych oraz pochodnych
Dpirenu do zastosowan w elektroanalizie i biosensorach
Amanda Leda

Dodatkowo w Tabeli 4 zestawiono rowniez poréwnanie wartosci sygnatloéw XPS
dla materialu kontrolnego i aktywowanego elektrochemicznie. W wyniku procesu
elektroutlenienia zwigkszona zostata zawarto$¢ tlenu w probce (MWCNT/1-APox),

czego spodziewano si¢ podczas aktywacji elektrochemicznej elektrody modyfikowane;.

Tabela 4. Porownanie wartosci sygnatow XPS widm MWCNT/1-AP
i MWCNT/1-APox.

Wartos¢ Powierzchnia / Stezenie Odchylenie

Material Sygnal sygnalu (RSF-T- % Standardowe
/ eV MFP) ! %
MWCNT/1-AP Cls 2843 13400,500 97,8 0,7
Ols 5333 211,793 1,6 0,4
N 1s 399,0 83,554 0,6 0,6
MWCNT/1-APox Cls 284,3 11464,300 81,5 0,7
O ls 532,5 1646,160 11,7 0,4
N 1s 402,0 315,875 2,2 0,6
Cl 2p 207,8 413,652 2,9 0,2

Ponadto na Rys. 24 zaprezentowano widma O 1s (A) 1 N 1s (B) elektrochemicznie

aktywowanego materialtu MWCNT/1-APox w wysokiej rozdzielczoSci.

Ols

532,6 (C-0)

synw

L
524 526 528 530 532 534 536 538 540 542 110 408 106 104 102 100 398 396
BE/eV BE/eV

Rys. 24. (4) Widma O Is aktywowanego materiatu MWCNT/I1-APox przedstawione
w wysokiej rozdzielczosci. (B) Widma N 1s rowniez utlenionego materiatu
MWCNT/I-APox prezentowane w wysokiej rozdzielczosci.

Obserwowane sygnaty XPS widoczne na widmie O 1s (Rys. 24A) dla
MWCNT/1-APox moga wynika¢ z obecnosci grup C-O (532,6 eV) oraz anionu
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nadchloranowego (ClO4") przy 532,5 eV [186]. W widmie N 1s probki MWCNT/1-APox
mozna zaobserwowa¢ dwa piki: przy 402,2 eV oraz 399,6 eV, ktore przypisano
odpowiednio kationowi czwartorzedowego amonu (N'-Ry4) oraz wigzaniom C-N

(Rys. 24B) [187].

2.1.3. Charakterystyka elektrochemiczna elektrody GC/MWCNT/1-APox

Charakterystyke elektrochemiczng GC/MWCNT/1-APox wykonano nast¢pnie
w buforze fosforanowym o pH 7,4. Bufor ten jest powszechnie stosowanym elektrolitem
w badaniach nad sensorami elektrochemicznymi, poniewaz imituje warunki fizjologiczne
panujace w organizmie. Dzigki stabilnemu pH zapewnia on odpowiednie §rodowisko dla
biomolekut, co jest niezbgdne w ocenie wlasciwosci elektroanalitycznych elektrody.
W celu doktadnego wyjasnienia charakterystyki transferu elektronéw wykonano analizy
woltamperometryczne 1 chronoamperometryczne dla elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-APox w buforze fosforanowym zawierajacym marker redoks - 1 mM
[Fe(CN)¢]*". Para redoks [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)s]* jest powszechnie wykorzystywana
w testach elektrochemicznych jako uktad modelowy, charakteryzujacy si¢ odwracalnym
procesem jednoelektronowym. Uktad ten jest bardzo pomocny w analizie kinetyki
wymiany elektronéw, rozrdéznianiu mechanizmow ograniczanych przez dyfuzjg, badz
adsorpcje, a takze jego uzycie pozwala oceni¢ wystgpowanie oddzialywan
elektrostatycznych podczas kontaktu elektrody z ujemnie natadowanymi jonami
[Fe(CN)s]> /[Fe(CN)s]*. Eksperymenty kontrolne przeprowadzono rdéwniez na
niemodyfikowanej elektrodzie z wegla szklistego (GC) 1 elektrodzie modyfikowane;j
wielo$ciennymi nanorurkami weglowymi (GC/MWCNT) dla porownania. Wyniki tych

analiz zestawiono na Rys. 25A.
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Rys. 25. (4) Krzywe woltamperometryczne dla GC (a, czarna linia), GC/MWCNT
(b, czerwona linia) oraz GC/MWCNT/1-APox (c, niebieska linia) w obecnosci
1 mM [Fe(CN)q]>". Szybkos¢ przesuwu potencjatu wynosita 10 mV s .
(B) Wykresy Nyquista odpowiednich elektrod w elektrolicie obojetnym
(PBS, pH 7,4) zawierajgcym 1 mM [Fe(CN)g]>"*.

Na Rys. 25A dla niemodyfikowanej elektrody GC obserwuje si¢ dwa piki przy
potencjatach +0,16 1 +0,25 V vs. Ag/AgCl (a, czarna linia). Separacja w tym przypadku
jestrowna 90 mV, co jest wyzsza wartoscia niz oczekiwana, teoretyczna warto$¢ (60 mV)
dla procesow kontrolowanych dyfuzja. Zjawisko wyzszej niz 60 mV separacji pomig¢dzy
pikami dla niemodyfikowanych elektrod GC jest obserwowane dos$¢ czesto w wynikach
wielu badan naukowych [171,188]. Efekt ten jest raczej rzadko komentowany przez
Autorow, stad tez interpretacja tego zjawiska jest dos$¢ trudna. Przypuszcza¢ mozna, ze
powierzchnia wegla szklistego zawiera¢ moze sladowe ilosci grup funkcyjnych (na
przyktad tlenowych), ktore posiadaja czeSciowy ladunek ujemny, co sprawia, ze
anionowy marker redoks wykazuje zwigkszong separacj¢ pikow. Z drugiej strony,
separacja pikow wyzsza niz 60 mV $wiadczy o przebiegu procesu guasi-odwracalnego
zwigzanego z wolniejsza kinetyka wymiany elektronow na powierzchni. Dla elektrody
GC/MWCNT (b, czerwona linia) widoczne s3 dobrze zdefiniowane piki redoks przy
potencjatach +0,16 1 +0,23 V vs. Ag/AgCl. Separacja pikdw wynosi zatem 70 mV, co
oznacza, ze proces jest rowniez quasi-odwracalny. Zmniejszenie si¢ separacji pikow z 90
mV dla GC do 70 mV dla GC/MWCNT zwigzane by¢ moze z polepszeniem kinetyki
transferu elektronéw elektrody modyfikowanej nanorurkami w poréwnaniu do
niemodyfikowanej GC. Prady pikoéw anodowych i1 katodowych sa nieco wyzsze niz dla
elektrody GC. Z kolei woltamperogramy uzyskane dla elektrody GC/MWCNT/1-APox
charakteryzuja sie pikami redoks [Fe(CN)s]*~, dla ktérych separacja niezmiennie
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wynosita 70 mV, a piki dodatkowo nieznacznie wzrosty. Wzrost pradow obserwowany
dla elektrod GC/MWCNT i GC/MWCNT/1-APox jest zwigzany ze zwigkszeniem
powierzchni  elektroaktywnej, ktora wyznaczono na podstawie pomiaro6w
chronoamperometrycznych w obecnosci [Fe(CN)s]*". Powierzchnia elektroaktywna
zostala obliczona dla kazdej z elektrod przy uzyciu réwnania Cottrella [189], ktore

zostato przedstawione ponizej:
I=n-F-A-¢f Dj? g2 1? (10)

gdzie: I oznacza natezenie pradu (A); n okres$la liczbe elektronéw wymienionych
w reakcji (n = 1); F to stata Faradaya (F = 96 485 C mol!); 4 oznacza powierzchnie
elektroaktywna (cm?); ¢’ to stezenie analitu (mol cm>); D; okresla wspotczynnik dyfuzji
(dla [Fe(CN)e]*~ jest réwny 7,3 - 10°% cm? s'); ¢ to czas (s). Wyznaczone pola
powierzchni elektroaktywnej wynosza odpowiednio 0,079 cm? 0,089 cm? a takze

0,094 cm? dla GC, GC/MWCNT i GC/MWCNT/1-APox.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze =zastosowane modyfikacje (GC/MWCNT
1 GC/MWCNT/1-APox) znaczaco wptywaja na elektrochemiczng odpowiedz markera
redoks [Fe(CN)s]*". Obserwowane efekty $wiadcza o poprawie kinetyki transferu
elektronow. Wzrost elektroaktywnej powierzchni elektrody przypisa¢ mozna porowatej
strukturze nanorurek, dzigki ktérej powierzchnia zawiera duzo wigcej miejsc, gdzie

dochodzi do wymiany elektronow.

Ponadto na Rys. 25B przedstawiono réwniez wyniki pomiardéw elektrochemicznej
spektroskopii impedancyjnej (EIS), ktéra zostala wykonana, aby lepiej zrozumieé
procesy migdzyfazowe elektroda-elektrolit. Przedstawiono wykresy Nyquista dla
elektrod GC, GC/MWCNT oraz GC/MWCNT/1-APox zarejestrowane w obecno$ci
mieszaniny 1 mM [Fe(CN)s]*”* (stosunek molowy formy utlenionej do zredukowanej
to 1:1). Prezentowane krzywe potwierdzaja wyniki uzyskane wczesniej za pomoca
woltamperometrii cyklicznej. Wykres Nyquista dla elektrody GC (Rys. 25B, krzywa a)
charakteryzuje si¢ stosunkowo duzym potkolem w obszarze wysokich czgstotliwosci
1 prosta linia w obszarze nizszych czestotliwosci. Obszary wysokich czestotliwos$ci
koreluje si¢ z rezystancjg transferu elektronéw, natomiast liniowa czg$¢ krzywej w strefie
srednich 1 nizszych czestotliwosci prawdopodobnie jest zwigzana z pojemnos$cig

1 rezystancja dyfuzyjna. Z kolei krzywe EIS odpowiadajace elektrodom GC/MWCNT
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1 GC/MWCNT/1-APox posiadajag mniejszg srednice potkola (Rys. 25B, odpowiednio
krzywe b i c¢), co wskazuje na szybszy transfer elektronéw na powierzchniach elektrod
i dobrze koreluje z wynikami uzyskanymi technika CV [182,190,191]. Na podstawie
wynikow uzyskanych technikami CV i EIS mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze materiat
elektrodowy MWCNT/1-APox moze zosta¢ wykorzystany do modyfikacji elektrody GC,
ktora charakteryzowac bedzie wysoka przewodnos$¢ oraz szybki transfer elektronow, co

moze pozytywnie wplywac na elektroaktywno$c¢.

Dodatkowo na Rys. 26A zawarte sg woltamperogramy cykliczne zarejestrowane
przy réznych szybko$ciach przesuwu potencjatu (10-100 mV s ') w zakresie potencjalow

od —0,5 do +0,6 V vs. Ag/AgCl.

¥ =422,63x + 1,34
R’ =0.996

/uA

I

y =-42727x - 1,42
R’ =0.997

i -0.6 -0.4 -02 0.0 0.2 0.4 0.6 5 0,00 0,02 0.04 0.06 0.08 0,10
E/V vs. Ag/AgCl viVs!

Rys. 26. (4) Wykresy woltamperometrii cyklicznej dla elektrody GC/MWCNT/1-APox
przy réznych szybkosciach przesuwu potencjatu (10-100 mV s™) zarejestrowane w PBS
(pH 7,4). (B) Zaleznos¢ szybkosci przesuwu potencjatu od anodowego
i katodowego prqdu piku.

Dobrze zdefiniowana, odwracalna para pikéw redoks jest obserwowana przy
potencjale okoto 0 V vs. Ag/AgCl. Piki te sg zwigzane sg z odwracalnymi przejSciami
elektrochemicznymi 1-aminopirenu-4,5,9,10-tetrolu do 1-aminopirenu-4,5,9,10-tetronu
(chinon/hydrochinon), co pokazano schematycznie wczesniej na Rys. 15 niniejszej
rozprawy doktorskiej (str. 80). Wzrost szybkos$ci przesuwu potencjatu powoduje wzrost
pradu pikow, a obserwowane zaleznosci (Rys. 26B) I, = f(v) zarowno dla pikow
anodowych (Lu, y = 422,63x + 1,34, R? = 0,996), jak i katodowych
(Ic, y = —427,27x — 1,42, R? = 0,997), majg charakter liniowy. Sugeruje to zatem
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adsorpcyjny charakter procesow redoks, w ktorych transfer tadunku zachodzi pomiedzy
zaadsorbowanymi grupami chinonowymi pochodzacymi od 1-APox, a powierzchnig
elektrody. Ponadto zaobserwowano, ze potencjaty pikoéw nie zmieniajg si¢ znaczgco wraz
ze wzrostem szybkosci przesuwu potencjatu w wybranym zakresie nizszych szybkosci
przesuwu potencjatu (od 10 do 100 mV s™!), co sugeruje dobra kinetyke transferu
elektronow pomigdzy przewodzgcg matrycg nanorurek i przytagczonym modyfikatorem
(Rys. 26A). Otrzymane wyniki wskazuja na silne przylaczenie 1-APox do MWCNT
poprzez oddziatywania w-m [169,182,192]. Pokrycie powierzchni (I)) 1-APox
zaadsorbowanego na powierzchni mozna oszacowac na podstawie nachylenia krzywej 1,
w funkcji szybkos$ci przesuwu potencjatu (Rys. 26B), przy zatozeniun =41 A = 0,079

cm? (obliczona wcze$niej w pracy), za pomocg rownania [193]:
L=n-F-v-A-I'/4-R-T (11)

gdzie: I, okresla natezenie pradu piku (A); n to liczba elektronéw wymienionych
w reakcji; F oznacza statg Faradaya (F = 96 485 C mol!); v okre$la szybkoéé przesuwu
potencjatu (V s!); 4 oznacza powierzchnie elektroaktywng (cm?); I” to pokrycie
powierzchni (mol cm™); R oznacza stalg gazowa (R = 8,314 J mol™! K'); T okresla

temperaturg (K).

Pokrycie powierzchni (I") oszacowano na 3,71 = 0,19 - 107! mol cm2. W pracy
Golabi 1 wspotautorow jako material modyfikujacy zastosowano kwas chlorogenowy
spolimeryzowany na elektrodzie weglowej modyfikowanej MWOCNT. Pokrycie
powierzchni grupami chinonowymi oszacowano w tym badaniu na 4,5 - 107!° mol cm™
[194]. Uzyskana warto$¢ jest porownywalna z wynikami niniejszych badan, co wskazuje
na wielowarstwowe pokrycie elektroaktywnego 1-APox na powierzchni wielo$ciennych

nanorurek weglowych [195].

Dodatkowo na Rys. 27A przedstawiono krzywe woltamperometryczne
zarejestrowane dla elektrody GC/MWCNT/1-APox przy wyzszych szybkosSciach
przesuwu potencjatu (od 100 do 5000 mV s') w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4).
Wykres zaleznoéci E,. — E° vs. lg (v) dla wspomnianej elektrody modyfikowanej
przedstawiony jest na Rys. 27B. Teoria Lavirona opisuje zachowanie
elektrochemiczne uktadow unieruchomionych na powierzchni elektrody, ktére ulegaja

procesom redoks [196]. Przy duzych szybkos$ciach przesuwu potencjatu uktad redoks
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zmuszany do szybszej odpowiedzi i w takiej sytuacji moga pojawi¢ si¢ ograniczenia
kinetyczne transferu elektronow. Obserwuje si¢ tym samym duze separacje pikow
$wiadczace o nieodwracalnosci proceséw. W warunkach eksperymentalnych, w ktorych
odpowiedz elektrody staje si¢ ograniczona kinetycznie, mozliwe jest wyznaczenie statej
szybkosci transferu elektronow (ks) oraz wspotczynnika przeniesienia tadunku («),
zgodnie z teorig Lavirona [196-199], zakladajac, ze czasteczki redoks sg zwigzane

z powierzchnig elektrody.

A 800 .- B o3k

600 =

y=031x+0,06
R =0.986
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T
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Rys. 27. (A) Woltamperogramy uzyskane dla elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-APox przy roznych szybkosciach przesuwu potencjatu
(100-5000 mV s') zarejestrowane w PBS (pH 7,4). (B) Wykres Lavirona dla

opisanej elektrody modyfikowanej.

Wspoélczynnik przeniesienia ladunku (a) oraz stalg szybkosci transferu
elektronow (k;), opisujace kinetyke transportu elektronow pomiedzy 1-APox,
a powierzchnig elektrody, mozna oszacowa¢ na podstawie danych z Rys. 27B

1 zastosowaniu ponizszych rdwnan [196]:
1/(1-0)=va/ ve (12)
ks=n-F-ave/R-T=n-F(Il-a)va /R-T (13)

gdzie: a okresla wspolczynnik przeniesienia tadunku; v, 1 ve s3 prawdopodobnymi
szybko$ciami przesuwu potencjatlu w punktach przecigcia prostych dopasowanych do
danych w zakresach anodowych i katodowych; ks oznacza statg szybkosci transferu

elektronow (s7!); n to liczba elektronéw wymienionych w reakcji; F to stata Faradaya
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(F = 96 485 C mol™); R oznacza stala gazowa (R = 8,314 J mol™! K'); T okresla
temperature (K).

Na podstawie nachylenia i punktu przeciecia krzywej E.c — E = f (lg v)
oszacowano warto$¢ statej szybkosci transferu elektronéow (k) na 14,8 s’
1 wspotczynnika przeniesienia tadunku (o) na 0,38. Ocena warto$ci stalej szybkos$ci
transferu elektronow (k) ma znaczenie w przypadku okreslania efektywnosci
powierzchniowych mediatoréw redoks. Warto$¢ otrzymana w ramach niniejszych badan
jest porownywalna z danymi literaturowymi dla pochodnych o-chinonéw, fenazyn oraz
fenotiazyn, co jednoznacznie wskazuje, ze uktad GC/MWCNT/1-APox pehni rolg
skutecznego mediatora redoks [179,197,200,201].

Warto podkreslic, ze pomimo unieruchomienia czasteczek 1-APox na
powierzchni MWCNT, przy wyzszych szybko$ciach przesuwu potencjatu
(1005000 mV s™') obserwuje si¢ rowniez wyrazne efekty dyfuzyjne. Wynika to
z koniecznosci transportu protondw i aniondw z roztworu elektrolitu, ktore biorg udziat
w rownowazeniu tadunku w procesie redoks Q/QH:. Znaczace efekty dyfuzyjne sa
zwigzane z faktem, ze modyfikator nie stanowi monowarstwy, a elektroda pokryta jest
wielowarstwowa strukturg 1-APox, ktéry jest rozmieszczony w porowatej strukturze
MWCNT. Ograniczona szybkos¢ dyfuzji powoduje, Ze przy bardzo szybkich przesuwach
potencjatu zalezno$¢ pikow pradowych od szybkosci przesuwu potencjalu odbiega od
liniowoscti 1 staje si¢ proporcjonalna do pierwiastka kwadratowego z szybkosci przesuwu

potencjatu.

Podsumowujac, przy niskich szybkos$ciach przesuwu potencjatu obserwuje si¢
typowy charakter adsorpcyjny z niewielkg separacja pikow. Natomiast w przypadku
duzych szybkosci przesuwu potencjatu uzyskane wyniki wskazuja na ztozony charakter
procesu elektrochemicznego. Z jednej strony, znaczna separacja pikéw potwierdza
kinetyczny charakter przemian zgodnie z teorig Lavirona, z drugiej za$ obecno$¢ efektow
dyfuzyjnych sugeruje wspotistnienie dodatkowych etapéw zwigzanych z transportem
masy w elektrolicie lub wewnatrz porowatej warstwy powierzchniowej. Podobne

zalezno$ci zostaty wczesniej opisane w pracy [194].

Ponadto przeprowadzono réwniez testy majace na celu okreslenie stabilnos$ci

elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox. W tym celu wykonano 500 skandw na
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jednej elektrodzie w elektrolicie obojetnym (bufor fosforanowy o pH 7,4). Krzywe

woltamperometryczne przedstawiono na Rys. 28.
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Rys. 28. Wykresy woltamperometrii cyklicznej zarejestrowane dla elektrody
modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox w PBS (pH 7,4) przedstawiajgce 500 skanow.
Szybkosé przesuwu potencjatu wynosi 50 mV s .

Na podstawie prezentowanego wykresu mozna zaobserwowac, ze zarOwno
anodowe, jak 1 katodowe piki zmniejszajg si¢ wraz z iloscig wykonanych skanéw. Po
500 skanach widoczny jest spadek sygnatu o okoto 30%. Ponadto przy potencjale —0,1 V
vs. Ag/AgCl obserwuje si¢ stopniowe powstawanie nieznacznych pikéw. Ich
pochodzenie nie jest znane, jednakze przypuszcza¢ mozna, ze zwigzane S3g one
z sukcesywnym podstawieniem kolejnych grup hydroksylowych do pierscieni
aromatycznych w trakcie starzenia si¢ materiatu. Na podstawie przedstawionych
rozwazan stwierdzono, ze elektroda modyfikowana w ramach niniejszych badan

charakteryzuje si¢ stabilnos$cig na relatywnie zadowalajagcym poziomie.

Typowym zachowaniem w przypadku uktadow chinonowych jest zalezno$é
potencjatu piku redoks od pH, poniewaz proces utleniania i redukcji zwigzany jest
z przeniesieniem nie tylko elektronow, ale réwniez protonéw. Aby to potwierdzi¢

wykonano badania technikg woltamperometrii cyklicznej elektrody modyfikowane;j
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w roztworach o réoznym pH. Do tego celu wykorzystano bufory Brittona-Robinsona.
Woltamperogramy zarejestrowane w elektrolitach o ré6znym pH (od 1,0 do 13,0)

pokazano na Rys. 29A.

y =-0.030x +0,027
R =0.985
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-
T
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E/V vs. Ag/AgCl pH

Rys. 29. (4) Woltamperogramy cykliczne dla elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-APox zarejestrowane w buforach Brittona-Robinsona o roznych pH (od
1,0 do 13,0). Szybkos¢ przesuwu potencjatu byta réwna 50 mV s™'. Wstawka na wykresie
przedstawia zaleznosé 1,4 od pH. (B) Wykres pokazujgcy zaleznosé E od pH.

Zgodnie z odpowiedziami zarejestrowanymi na Rys. 29A wraz ze wzrostem
warto$ci pH, piki redoks przesuwaja si¢ w kierunku ujemnych wartos$ci potencjatow.
Dodatkowo zaobserwowano rowniez tendencj¢ ukazujaca spadek pradow pikow wraz ze
wzrostem pH, jednak po ponownym zanurzeniu elektrody w elektrolicie kwasnym, prad
pikow wrocit do pierwotnej wartosci. Zjawisko to mozna skorelowac ze stabsza kinetyka
pary redoks w elektrolitach o wyzszym pH. Warto rowniez zwrdci¢ uwage, ze separacja
pikow zarejestrowanych przy 50 mV s™! wzrasta z 40 mV (w 0,1 M HCIO4) do 53 mV
(w buforze o pH 7,4). Zalezno$¢ pomiedzy E® i pH (przedstawiono na Rys. 29B)
charakteryzuje si¢ liniowoscia w dwoch zakresach. W pH od 1,0 do 8,5
(y =-0,030x + 0,027, R* = 0,985) oraz od 10,0 do 13,0 (y =—0,061x + 0,580, R? = 0,998)
z nachyleniem wynoszacym odpowiednio —30 i —61 mV pH!. Nachylenie —61 mV pH!
jest zgodne z wartoécia przewidywang przez rownanie Nernsta (—59 mV pH™!) dla
procesow o tej samej liczbie protonow i elektrondow, wskazujac na przejscie 4H /4e™.
Z kolei zmiana (—30 mV pH™") sugeruje, Ze liczba protondéw bioracych udziat w reakcji

elektrochemicznej jest w tym przypadku o polowe mniejsza niz liczba elektrondw.
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W zwigzku z tym warto§¢ —30 mV pH™' prawdopodobnie jest zwigzana z przejsciem

2H/4e.

2.1.4. Oznaczanie NADH na elektrodzie modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox

Elektroaktywne wiasciwosci elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox
zostaly nastgpnie zbadane w procesie utlenienia NADH. Elektrochemiczne utlenienie
NADH do NAD" zachodzi zwykle przy stosunkowo wysokich potencjatach dodatnich,
co wigze si¢ z duza barierg energetyczng i mozliwoscig powstawania produktow
ubocznych. Z tego wzgledu w praktyce stosuje si¢ modyfikowane elektrody
z mediatorami redoks, ktore obnizajg potencjal utlenienia i umozliwiajg selektywng oraz
efektywna detekcje NADH [202]. Przeprowadzono wigc analizy technikg
woltamperometrii cyklicznej w obecnosci 2 mM roztworu NADH, aby poréwnaé
odpowiedzZ elektrochemiczng elektrod: niemodyfikowanej elektrody GC, GC/MWCNT
oraz finalnie GC/MWCNT/1-APox. Wyniki tych testow zestawiono na Rys. 30.

I/ pA
T/pA
I/uA

-6

' L . L L L : L . " L L . A : . .
0.6 04 0.2 0.0 02 04 0.6 06 -04 -02 0.0 02 0.4 0.6 -0.6 04 0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E/Vvs. Ag/AgCl E/Vvs Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl

Rys. 30. CV zarejestrowane dla (A) niemodyfikowanej elektrody GC, (B) GC/MWCNT
oraz (C) GC/MWCNT/1-APox w buforze fosforanowym o pH 7,4
(a, czarne krzywe) i PBS zawierajgcym 2 mM NADH (b, zielone krzywe).
Szybkos¢ przesuwu potencjatu wynosi 10 mV's .

Zgodnie z przewidywaniami na Rys. 30A (b, zielona krzywa) obserwuje si¢

wzrost pragdu anodowego przy potencjale okoto +0,6 V vs. Ag/AgCl. Zwigzane jest to
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z utlenianiem NADH na powierzchni elektrody z wegla szklistego, poniewaz proces ten
zachodzi przy wysokim nadpotencjale ze wzgledu na ograniczong kinetyke transportu
elektronéw [202]. Z kolei na Rys. 30B (b, zielona krzywa) widoczny jest nieodwracalny
pik zwigzany z utlenianiem NADH przy potencjale wynoszacym okoto +0,15 V, co
sugeruje poprawe transferu elektronéw i zdolno$¢ katalityczng nanorurek weglowych do
utlenienia analitu [203,204]. Dla elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox
(Rys. 30C) w obecnosci 2 mM NADH (b, zielona krzywa) pik utlenienia NADH jest
obserwowany przy potencjale okoto 0 V. Jest on przesunicty o okoto 600 i 150 mV
w poréwnaniu do niemodyfikowanej elektrody GC 1 elektrody GC/MWCNT.
Przesuniecie w kierunku ujemnych warto$ci potencjatow wskazuje na znaczacg poprawe
kinetyki transferu elektronéw 1 wlasciwosci elektrokatalitycznych elektrody

GC/MWCNT/1-APox [101,103,203,204].

Elektrochemiczne utlenienia NADH na elektrodach weglowych jest procesem,
ktéry zachodzi z udzialem dwoéch elektronéw 1 jednego protonu [108], zgodnie

Z ponizszymi rOwnaniami:

NADH — NADH'* + ¢ (14)
NADH'* — NAD" + H' (15)
NAD® — NAD" + & (16)

Gdzie rownanie (14) przedstawia nieodwracalny etap elektrochemicznego utlenienia,
rownanie (15) opisuje proces chemicznego odszczepienia protonu, z kolei rownanie (16)
ponownie wskazuje na elektrochemiczny etap utleniania [205]. W postaci ogdlnej mozna

to przedstawi¢ nastgpujaco:
NADH — NAD" + H" + 2e¢” (17)

Jednakze elektrokatalityczne utlenianie NADH moze zachodzi¢ w obecnosci
akceptorow zdolnych do przyjmowania dwoch elektrondw 1 jednego protonu (np.
chinonow, fenazyn czy fenoksazyn), ktore pelnig rol¢ mediatoréw redoks [95].
Mechanizm elektrodowy zaktada wigc, ze reakcja miedzy utleniong formg mediatora
1 NADH przebiega poprzez posredni kompleks przeniesienia tadunku zgodnie
z rownaniami od (1) do (6) przedstawionymi w Czesci Literaturowej (Rozdzial 2,

str. 35-36) niniejszej rozprawy doktorskie;j.
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W zwiazku z tym potencjatl utlenienia NADH moze zosta¢ obnizony do potencjatu
formalnego zastosowanego mediatora redoks [95]. W przypadku elektrody
GC/MWCNT/1-APox postuluje si¢ wilasnie taki mechanizm elektrodowy podczas
elektroutlenienia NADH. Utleniona forma mediatora to 1-aminopiren-4,5,9,10-tetron,

a zredukowang formg mediatora jest 1-aminopiren-4,5,9,10-tetrol.

Kolejnym zagadnieniem wartym poruszenia w ramach niniejszej pracy jest
porownanie wilasciwosci elektrokatalitycznych w  kierunku utlenienia NADH dla
elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox z rowniez elektrochemicznie
aktywowang elektroda zawierajaca piren (GC/MWCNT/Pyrox). W celu wytworzenia
odwracalnej pary pikow redoks na elektrodzie zawierajacej piren, elektroaktywacje
nalezalo przeprowadzi¢ w szerszym zakresie potencjatdow, podobnie jak zostalo to
przedstawione przez Barathi 1 wspotpracownikow [164]. W takich samych warunkach
przeprowadzono réwniez elektrochemiczng aktywacje elektrody GC/MWCNT/Pyr,
ktorej wykres przedstawiono wezesniej na Rys. 16 (str. 81). Elektrochemiczne utlenienie
elektrod GC/MWCNT zawierajacych zarowno piren, jak i 1-aminopiren przeprowadzono
w elektrolicie obojetnym (PBS, pH 7,4) i kwasnym (0,1 M HCIO4). Poréwnanie

warunkow aktywacji zestawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Porownanie warunkow aktywacji elektrod GC/MWCNT zawierajacych piren
1 1-aminopiren.

Zakres Potencjal piku
potencjalow / Elektrolit oraz pH utlenienia
\Y% NADH'/V
Piren (Pyr)? od-0,2 do+1,2 0,1 M HCIO4; pH 1,0 +0,20
Piren (Pyr)? od-0,5 do +1,2 PBS; pH 7.4 +0,25
1-aminopiren (1-AP)} 0d -0,1 do +0,7 0,1 M HCIO4; pH 1,0 +0,02
1-aminopiren (1-AP)} 0d —0,5 do +0,6 PBS; pH 7,4 +0,12*

! - na podstawie woltamperometrii cyklicznej w obecnosci 2 mM NADH w PBS, szybko$¢ przesuwu

potencjatu 10 mV s' (Rys. 31); 2 - elektroda modyfikowana GC/MWCNT/Pyrox; 3 - elektroda
modyfikowana GC/MWCNT/1-APox; 4 - nienormatywny pik sugerujacy przebieg kilku procesow,
w literaturze angloj¢zycznej okreslany jako tzw. broad peak

Dodatkowo przedstawiono rowniez woltamperogramy cykliczne zarejestrowane

dla elektrod modyfikowanych GC/MWCNT/1-APox 1 GC/MWCNT/Pyrox w obecnosci
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2 mM NADH. Krzywe woltamperometryczne w buforze fosforanowym i w roztworze

zawierajacym analit zestawiono na Rys. 31.
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Rys. 31. Porownanie odpowiedzi elektrod modyfikowanych zarejestrowanych
w obecnosci 2 mM NADH w zaleznosci od srodowiska aktywacji dla Pyri 1-AP:
(A) Pyr aktywowany w 0,1 M HCIOy, (B) Pyr aktywowany w PBS, (C) 1-AP
aktywowany w 0,1 M HCIO4 i (D) 1-AP aktywowany w PBS. Szybkos¢ przesuwu
potencjatu 10 mV s™'. Czarne krzywe (a) zarejestrowano w PBS (pH 7,4), a zielone
(b) w roztworze zawierajgcym 2 mM NADH.

Na podstawie powyzszych woltamperograméw mozna zauwazy¢, ze elektrolit,

ktorym  przeprowadzano

elektroaktywacje

ma wplyw na

wlasciwosci

elektrokatalityczne wzgledem utleniania analitu. Lepsza aktywnos$cig katalityczng

charakteryzuja si¢ zaréwno elektrody GC/MWCNT/1-APox, jak i GC/MWCNT/Pyrox

aktywowane w elektrolicie kwasnym (0,1 M HCIO4), co ujawnia si¢ nizszym potencjatem

piku utlenienia NADH (wartosci poréwnano w Tabeli 5). Ponadto anodowe piki

utlenienia analitu zarejestrowane dla elektrod GC/MWCNT/1-APox (Rys. 31C 1 D)
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obserwowane s3 przy nizszych wartosciach potencjaléw niz dla elektrod
GC/MWCNT/Pyrox (Rys. 31A 1 B). W przypadku elektrod aktywowanych w 0,1 M
HCIlO4 jest to odpowiednio +0,02 1 +0,2 V vs. Ag/AgCl. Warto réwniez zwrdci¢ uwagg,
ze ksztalty krzywych woltamperometrycznych w obecno$ci analitu na elektrodzie
GC/MWCNT/Pyrox sugerujg brak wtasciwosci elektrokatalitycznych Pyrox. Anodowy
pik utlenienia NADH jest widoczny przy wyzszym potencjale niz odwracalna para pikow
redoks zwigzana z elektroutlenieniem pirenu. W zwiazku z tym elektrokatalizatory na
bazie 1-APox stanowig bardziej atrakcyjng alternatyw¢ w rozwoju materiatow

katalitycznych do reakcji utleniania NADH niz Pyrox.

Postanowiono zatem przeprowadzi¢ analizy technikg chronoamperometrii przy
statym potencjale +0,1 V vs. Ag/AgCl. Oceniono wigc odpowiedz amperometryczng na
dodatki NADH elektrody GC/MWCNT/1-APox w warunkach mieszania. Na Rys. 32
przedstawiono wyniki tych badan.
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Rys. 32. (4) Odpowiedz amperometryczna roznych stezen NADH zarejestrowana dla
elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox w buforze fosforanowym (pH 7,4)
w warunkach mieszania przy statym potencjale +0,1 V oraz (B) Krzywa kalibracyjna
dla elektrod: a - GC/MWCNT i b - GC/MWCNT/1-APox.

Powyzej przedstawiono krzywe chronoamperometryczne prad-czas dla kolejnych
dodatkow analitu. Dodanie niewielkich ilosci NADH do elektrolitu (PBS, pH 7.4)
sprawia, ze prad utleniania gwattowanie rosnie, po czym osiaga stalg i stabilng wartos¢.
Zaprezentowane wyniki sugeruja, ze elektroda GC/MWCNT/1-APox (b, zielona krzywa)
charakteryzuje si¢ bardzo dobrymi wtasciwosciami elektrokatalitycznymi i umozliwia

wykonywanie pomiardw przy relatywnie niskim potencjale (w poréwnaniu z elektroda
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GC/MWCNT, czarna krzywa). Dodatkowo wykreslono krzywe kalibracyjne pradu
utlenienia NADH w funkcji stezenia analitu (Rys. 32B). Wielomian kwadratowy st¢zenia
NADH w zakresie od 1 do 210 uM charakteryzuje si¢ bardzo dobrym dopasowaniem do
pradow anodowych (y = —0,00003x> + 0,01384x + 0,00049, R? = 0,999). Odchylenie od
liniowosci dla utlenienia NADH wynika z kinetyki Michaelisa-Menten, ktorg czesto
obserwuje si¢ dla réznych mediatoréw redoks (fenotiazyn czy pochodnych chinonow)
[95,179]. Ponadto na podstawie przedstawionych danych wyznaczono réwniez parametry
analityczne, w tym granice wykrywalnosci (LOD) réwng 0,08 uM, a takze granice
oznaczalnosci (LOQ) wynoszacg 0,23 puM. Zakres liniowej odpowiedzi oznaczania
NADH (wstawka do Rys. 32B) dla prezentowanej elektrody GC/MWCNT/1-APox
wynosi od 1 do 110 uM analitu (y = 0,01x + 0,02, R? = 0,997). W Tabeli 6 poréwnano
parametry analityczne elektrody modyfikowanej w ramach niniejszej pracy z innymi

elektrodami stuzgcymi do detekcji NADH dostgpnymi w literaturze.

Tabela 6. Poréwnanie parametrow analitycznych dla roznych elektrod
modyfikowanych stosowanych do elektrochemicznej detekcji NADH.

Granica Granica Zakres

Elektroda , . , . . Odnie-

modyfikowana wykrywalnosci oznaczalnosci analityczny sienie
/ pM / pM / pM

PCA24h@MWCNT 0,12 0,39 0,5-1270 [182]
GC/MWCNT/AAQ/CAT 0,63 1,90 2,51-55,94 [197]
GC/MWCNT/Flu 5,00 15,00 15-84 [198]
GCE/MWCNT/poly-FA 17,73 59,10 59,1-1560 [200]
SPCE/RA 5,62 18,72 8,72-220 [201]
GC/SWCNT/PzNO; 0,16 0,48 0,5-6 [206]
Polylumino/MWCNT 0,60 5,00 5-150 [207]
POA/GR/GCE 1,30 4,97 0,17-1,77 [208]
GCE/MWCNT/poly-Xa 0,10 0,51 0,5-10 [209]
SPCE/RGO/PNR/AuNP 0,72 2,36 5-3170 [210]
35DNBpy/MWCNT/GCE 0,89 3,15 1-5 [211]

GC/MWCNT/1-APox 0,08 0,23 1210 Ninicjsza

1-110° praca
* - zakres liniowy dla elektrody GC/MWCNT/1-APox

Na podstawie powyzsze] Tabeli mozna stwierdzi¢, ze zakres analityczny

otrzymanego sensora NADH jest porownywalny z innymi wymienionymi w literaturze.
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Dodatkowo w pordéwnaniu z innymi sensorami NADH, elektroda modyfikowana

GC/MWCNT/1-APox charakteryzuje si¢ relatywnie niskim LOD.

2.1.5. Selektywno$¢, stabilno$¢, powtarzalno$¢ 1 odtwarzalnos¢ materialu

elektrodowego MWCNT/1-APox

W kolejnym etapie badan postanowiono okresli¢ selektywnos$¢ elektrody
GC/MWCNT/1-APox. Jako substancje interferujace wybrano cukry takie jak: glukoza,
fruktoza, laktoza, maltoza czy sacharoza. Ponadto postanowiono przeprowadzié testy
réwniez na analitach, takich jak nadtlenek wodoru, kwas moczowy, glutation, chlorek
sodu, kofeina, L-cysteina i siarczan(VI) kobaltu(Il). Na Rys. 33 przedstawiono
odpowiedz amperometryczng elektrody modyfikowanej na dodatki 50 uM NADH i tej

samej ilo$ci wymienionych wyzej analitow przy stalym potencjale +0,1 V vs. Ag/AgCl.
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Rys. 33. Krzywa chronoamperometryczna zarejestrowana dla elektrody
GC/MWCNT/1-APox po dodaniu 50 uM NADH oraz tej samej ilosci wybranych
interferentow. Pomiary wykonano przy stalym potencjale +0,1 V' vs. Ag/AgCl
w elektrolicie obojetnym (PBS, pH 7,4) w warunkach mieszania.
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Na podstawie przedstawionych wynikéw technika chronoamperometrii
wykazano, ze wybrane substancje zakldcajace nie mialy znaczacego wpltywu na
amperometryczny sygnat utlenienia NADH. L-cysteina jest jedynym analitem, ktory
spowodowat minimalne zaktocenie w tym uktadzie, jednakze jest to warto§¢ mniejsza niz
5% w stosunku do pradu utlenienia NADH. W zwigzku z tym mozna stwierdzié, ze
prezentowany sensor charakteryzuje si¢ akceptowalng selektywnos$cig w obecnos$ci
interferentow wystepujacych w uktadach biologicznych, a takze tych zawierajacych
metale. Jako jedng z gtdwnych zalet elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-APox jest
mozliwos¢ utlenienia NADH przy relatywnie niskim potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl
w pH 7.4), co pozwala wyeliminowa¢ wplyw substancji zakldcajacych, ktore

w wigkszosci powoduja interferencje przy wyzszych potencjatach.

Wykonano rowniez analizy majace na celu okreslenie stabilno$ci sensora
GC/MWCNT/1-APox. W  tym celu rowniez przeprowadzono  badania
chronoamperometryczne przy stalym potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl) w buforze
fosforanowym. Na Rys. 34 pokazano krzywa chronoamperometryczng odpowiedzi

sensora na dodanie 10 uM NADH w czasie 2 godzin.
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Rys. 34. Stabilnos¢ sensora GC/MWCNT/1-APox rejestrowana w wyniku odpowiedzi na
dodatek 10 uM NADH w czasie 2 godzin. Badania prowadzono przy statym potencjale
(+0,1 Vvs. Ag/AgCl) w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4), w warunkach cigglego
mieszania.
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Po dodaniu 10 uM NADH widoczny jest gwaltowany wzrost pradu do 0,16 pA,
ktory spadat wraz z uptywem czasu. Na tej podstawie obliczono spadek sygnatu po jedne;j
1 dwoch godzinach pomiaru. Po 1 godzinie spadek sygnatu wynosit okoto 30%, natomiast
po 2 godzinach byt rowny okoto 50%. Obserwowany spadek sygnatu pradowego sugeruje
czesciowa dezaktywacje powierzchni elektrody lub stopniowe gromadzenie si¢ produktu
reakcji utlenienia (NAD") co jest typowym efektem ubocznym wystepujacym
w elektrokatalitycznych sensorach NADH bazujacych na chinonach i innych

organicznych katalizatorach [212].

Nastepnie oceniono powtarzalno$¢ odpowiedzi sensora, wykonujac seri¢
dziesigciu pomiaréw NADH (20 uM) na jednej elektrodzie. Uzyskane wzgledne
odchylenie standardowe (RSD) wyniosto 6,3%, co potwierdza dobra precyzje metody.
Odtwarzalno$¢ oceniono na podstawie odpowiedzi pigciu niezaleznie przygotowanych
elektrod GC/MWCNT/1-APox w obecnosci 20 uM NADH. W tym przypadku RSD
wyniosto okoto 7,0%, wskazujac na zadowalajaca wiarygodno$¢ i powtarzalno$¢ miedzy-

elektrodowa.

2.1.6. Analizy probek rzeczywistych

Finalnym etapem badan prowadzonych w tej czeSci niniejszej rozprawy
doktorskiej byto przeprowadzenie testow na probkach rzeczywistych. W zwiazku z tym
skonstruowana elektroda GC/MWCNT/1-APox zostata uzyta do oznaczenia NADH
w kapsutkach suplementéw diety (dwa rozne suplementy diety zawierajace NADH od
roznych producentow). Zgodnie ze specyfikacja producenta kapsutka pierwszego
suplementu diety (Forest Vitamin) zawiera 10 mg substancji, a drugiego (Kenay) 15 mg.
Poczatkowo probki rzeczywiste rozpuszczono w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4),
aby uzyskac¢ stezenie rowne 1 mM. Stegzenie to zostato wybrane ze wzgledu na wyniki
uzyskane podczas wczesniej przeprowadzonych testow oznaczania NADH w roztworach
modelowych (Rys. 32B). Po dodaniu 50 puL roztworéw zawierajacych probki rzeczywiste

do elektrolitu podstawowego (PBS, pH 7,4, 10 mL) uzyskano wzrost sygnatu pradowego
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1 nastepnie do takiego uktadu trzykrotnie dodano po 50 pL roztworu modelowego NADH.

Chronoamperogram przedstawiajacy opisany proces przedstawiono na Rys. 35.
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Rys. 35. Odpowiedzi amperometryczne zarejestrowane dla elektrody
GC/MWCNT/1-APox na dodatki rzeczywistych i modelowych roztworow zawierajgcych
NADH. Pomiar przeprowadzono przy statym potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl)

w elektrolicie obojetnym (PBS, pH 7,4), w warunkach mieszania.

Wyniki uzyskane w ramach tej analizy zestawiono réwniez w Tabeli 7.

Tabela 7. Oznaczanie NADH w probkach rzeczywistych (suplementy diety).

Oznaczone stezenie NADH / pM

Hlo$¢ pomiarow Supleme{gtgifltiifl)l (Forest Suplement diety 2 (Kenay)
1 4,84 5,05
2 4,40 4,39
3 4,53 4,44
Srednia 4,59 4,63
Odchylenie
standardowe 0,19 deld
Specyfikacja 5,00 5,00
producenta (10 mg NADH) (15 mg NADH)
Oznaczona ilos¢
NADH w jednej 9,17 mg NADH 13,88 mg NADH

kapsulce
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W pierwszym suplemencie diety (Forest Vitamin) $rednia zawartos¢ NADH
zostata okres$lona na 4,59 + 0,19 puM. Obliczono réwniez, ze jedna kapsutka tego
suplementu zawiera 9,17 mg NADH (warto$¢ deklarowana przez Producenta to 10 mg).
Z kolei w drugim suplemencie diety (Kenay) $rednia zawarto§¢ NADH wynosita
4,63 = 0,30 uM, a pojedyncza kapsutka zawiera 13,88 mg NADH (specyfikacja
Producenta - 15 mg).
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2.2. Elektrochemiczne osadzanie 3-metoksykatecholu i katecholu na
powierzchni wielo$ciennych nanorurek weglowych
modyfikowanych 1-aminopirenem, a nast¢pnie zastosowanie

materiatlu elektrodowego do detekcji NADH i glukozy

2.2.1. Elektrochemiczne przylaczanie katecholu 1 3-metoksykatecholu do

powierzchni elektrody GC/MWCNT/1-AP

Pierwszy etap badan prowadzonych w ramach niniejszej cze$ci rozprawy
doktorskiej  zaktadal wykonanie badah  woltamperometrycznych w  celu
scharakteryzowania odpowiedzi katecholu i 3-metoksykatecholu na powierzchni
elektrody GC/MWCNT. W zwiazku z tym na Rys. 36 przedstawiono krzywe
woltamperometryczne zarejestrowane w zakresie potencjatéw od —0,4 do +0,2 V vs.

Ag/AgCl w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4).
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-0.4 0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 -0.4 -03 0.2 0,1 0.0 0.1 0.2

E/Vwvs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl

Rys. 36. Porownanie woltamperogramow dla elektrod GC/MWCNT w buforze
fosforanowym (a, czarna linia) i pierwszych skanow wykonanych w roztworach
odpowiednich modyfikatorow (b, zielona linia): w (A) 0,1 mM 3-metoksykatecholu
i (B) 0,1 mM katecholu. Szybkos¢ przesuwu potencjatu 50 mV s~

Zgodnie z przewidywaniami w przypadku skanowania elektrod GC/MWCNT
w elektrolicie obojetnym (a, czarna linia) nie obserwuje si¢ zadnych pikéw redoks,

a krzywe maja charakter jedynie pojemnosciowy. Z kolei skanowanie w roztworach
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3-metoksykatecholu (3-MCat) i1 katecholu (Cat) ujawnia odwracalne piki redoks przy
potencjatach odpowiednio wynoszacych E* =+0,1 Vi E® =+0,15 V, ktdre przypisuje si¢
charakterystycznym przej$ciom chinon/hydrochinon [213,214]. Ponadto warto zwrocié
uwage, ze w wyniku skanowania w roztworach Cat i 3-MCat nie pojawiaja si¢ zadne

dodatkowe piki redoks.

Inng odpowiedz elektrochemiczng zarejestrowano podczas skanowania elektrod
GC/MWCNT/1-AP w roztworach odpowiednich katecholi. Wykresy woltamperometrii

cyklicznej w takich uktadach zestawiono na Rys. 37.

[/pA
T
1/pA

_ i L 1 i 1 i
-04 03 0.2 -0.1 0.0 0.1 02 0.4 -0.3 -0.2 0.1 0.0 0.1 0.2
E/Vvs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl

Rys. 37. Elektrochemiczny proces formowania adduktow na powierzchni elektrod
modyfikowanych GC/MWCNT/1-AP zarejestrowanych w PBS (pH 7,4) zawierajgcym
odpowiednio (A) 0,1 mM 3-MCat i (B) 0,1 mM Cat. Szybkos¢ przesuwu
potencjatu 50 mV s

W pierwszym skanie obserwowane sa oczekiwane piki, ktore zarejestrowano
réwniez wczesniej (podczas skanowania elektrody GC/MWCNT w roztworach
odpowiednich katecholi, Rys. 36). Jednakze po odwrdéceniu kierunku polaryzacji
w zakresie katodowym ujawniajg si¢ dodatkowe piki przy nizszych potencjatach.
Obserwuje sie wiec ponadto odwracalne pary redoks przy E® =-0,05 Vi EY =-0,15V
odpowiednio dla Cat i 3-MCat. Po wykonaniu pigciu skandw uzyskuje si¢ stabilny
woltamperogram, na ktorym uformowane s3 nowe pary redoks. Wyniki uzyskane na
prezentowanym wykresie (Rys. 37) wskazuja, zZe powierzchnia elektrody
GC/MWCNT/1-AP ulegta restrukturyzacji w wyniku skanowania CV, a w efekcie

dochodzi do powstania nowych form aktywnych elektrochemicznie. W tym przypadku
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rowniez ksztatt krzywych sugeruje, ze na powierzchni elektrody zachodzi mechanizm
ECE, gdzie wskutek elektrochemicznego utlenienia dochodzi do powstania adduktu na
powierzchni elektrody GC/MWCNT/1-AP. Utlenione grupy chinonowe sa wysoce
podatne na atak nukleofilowy, co umozliwia tworzenie kowalencyjnych adduktow
z szeroka grupa nukleofilow, w tym tioli 1 amin [215,216]. Podczas utleniania grup
katecholowych na elektrodzie zawierajgcej 1-AP zachodzi reakcja addycji Michaela,
prowadzaca do powstania adduktu na pierScieniu aromatycznym [217]. Proces ten
objawia si¢ pojawieniem nowej pary redoks przy nizszych potencjatach. Utworzenie tej
nowej pary redoks, obserwowanej przy nizszych potencjatach niz ta pochodzaca od
badanych katecholi, przypisywane jest efektowi donorowemu grupy aminowe;j

w addukcie, ktory zwigksza gestos¢ elektronowa pierscienia katecholowego [218].

Powstaly addukt charakteryzuje si¢ dobrze zdefiniowanymi, odwracalnymi
pikami przy nizszych potencjatach niz katechol i 3-metoksykatechol [172,179,197] . Na
Rys. 38 schematycznie przedstawiono etapy modyfikacji elektrody podczas opisanego

procesu (dla 3-metoksykatecholu jako przyktadu).

OH

+ 1 AP [ o_CH

Rys. 38. Schematyczne przedstawienie etapow przygotowania elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat, w tym adsorpcji 1-AP na MWCNT oraz
przytgczenia 3-MCat (reakcja addycji Michaela).

Na Rys. 38 schematycznie pokazano, w jaki sposéb modyfikowano elektrode
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat. Proces zwigzany jest z S-minutowg adsorpcja
l-aminopirenu na powierzchni GC/MWCNT, a nastgpnie z przylaczeniem

3-metoksykatecholu do materialtu MWCNT/1-AP w wyniku elektrochemicznego
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skanowania w roztworze 3-MCat. Analogicznie wygladatby proces w przypadku

zastosowania katecholu (Cat) jako modyfikatora elektrody GC/MWCNT/1-AP.

2.2.2. Analizy fizykochemiczne materiatéw elektrodowych

Nastepnie przeprowadzono analizy technikg spektroskopii FT-IR majace na celu
okreslenie sktadu chemicznego zaréwno pojedynczych komponentow uktadu, jak
1 poszczegolnych materiatow elektrodowych: MWCNT, 1-AP, MWCNT/1-AP, 3-MCat
1 MWCNT/1-AP/3-MCat. Rys. 39 przedstawia uzyskane widma FT-IR.

——MWCNT
—1-AP
—MWCNT/1-AP
—3-MCat
——MWCNT/1-AP/3-MCat

4000 3000 2000 1000 0

transmitancja / j.u.

-1
v/cm

Rys. 39. Widma FT-IR uzyskane dla MWCNT, 1-AP, MWCNT/I-AP, 3-metoksykatecholu
(3-MCat) i MWCNT/1-AP/3-MCat.

W przypadku widma FT-IR dla MWCNT (czarna krzywa) mozna wyrozni¢ pik
przy 3437 cm! odpowiadajacy za charakterystyczne drgania rozciagajace grupy

I oraz 2840 cm™!, ktore

fenolowej O—H. Dodatkowo widoczne sg piki przy 2920 cm™
koreluje sie z drganiami rozciagajagcymi wigzah C—H. Ponadto przy 1390 cm’!
obserwowany jest pik zwigzany z deformacyjnymi drganiami wigzan C—H. Widmo
FT-IR otrzymane dla 1-AP (czerwona krzywa) charakteryzuje si¢ wyraznym pikiem przy
832 cm!, ktory odpowiada drganiom zginajacym N-H. Dodatkowo wyrdznia sie
szerokie pasma przy 3027 cm!, ktére przypisuje sie drganiom rozciggajacym C-H

pierScienia aromatycznego, natomiast charakterystyczne drgania C=C pierScienia
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obserwuje sie przy 1610 i 1502 cm™ [184] . Z kolei pik widoczny przy 1275 cm™
odpowiada drganiom rozciagajacym C—N, ktérymi cechujg si¢ aminy aromatyczne. Na
widmie uzyskanym dla materialu MWCNT/1-AP (niebieska krzywa) mozna wyr6znié
piki przy 1644 cm™' odpowiadajace drganiom deformacyjnym N-H oraz przy 1097 cm™!
zwigzane z drganiami rozciggajagcymi C—N. Co wiecej, przy dtugosci fali rownej 3437
cm™' widoczny jest pik skorelowany z drganiami rozciagajacymi O-H, ktory jest
wzmocniony w poréwnaniu do niemodyfikowanych MWCNT (czarna krzywa). Widmo
FT-IR uzyskane dla 3-metoksykatecholu (zielona krzywa) charakteryzuje si¢ pikiem przy
3416 cm™! skorelowanym z drganiami rozciagajacymi O—H. Ponadto warto wyrdznié piki
przy 1340 cm™! odpowiadajace drganiom zginajacym grup O—H oraz przy 1080 cm™!
zwigzane z drganiami rozciagajacymi wigzania C—O. Na widmie otrzymanym dla
materiatu MWCNT/1-AP/3-MCat obserwuje sie piki przy 1644, a takze 1097 cm ™!, ktore
przypisuje si¢ odpowiednio drganiom rozciggajacym C=N oraz C—N. Intensywnos$¢ tych
pikow jest mniejsza niz w przypadku widma uzyskanego dla MWCNT/1-AP, co
w posredni sposob pozwala potwierdzi¢ przytaczenie 3-MCat. Pik przy 3437 cm ™!, ktory
wczesniej widoczny byl réwniez na widmach MWCNT (czarna krzywa) i MWCNT/1-
AP (niebieska krzywa), zwicksza swoja intensywnos¢, co $wiadczy o wiekszej iloSci grup

O-H.

Na Rys. 40 przedstawiono rowniez widma FT-IR dla katecholu (Cat) oraz

materiatu elektrodowego MWCNT/1-AP/Cat.

transmitancja / j.u.

——MWCNT
—1-AP
—— MWCNT/1-AP

Cat
— MWCNT/1-AP/Cat

1 1 1 1 i
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1
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Rys. 40. Widma FT-IR uzyskane dla MWCNT, 1-AP, MWCNT/I-AP, Cat
i MWCNT/1-AP/Cat.
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Rys. 40 zawiera dodatkowo widma dla MWCNT, 1-AP i MWCNT/1-AP (opisane
wczesniej), w celu ulatwienia interpretacji. W zwiazku z tym warto wyrozni¢ piki
charakterystyczne dla widma FT-IR uzyskanego dla Cat: przy 3459 i 3320 cm ™' zwigzane
z drganiami rozciggajacymi O—H, a takze przy 1372 cm™!, ktére koreluje si¢ z drganiami
zginajacymi O—H (typowymi dla zwiazkéw fenolowych). Co wiecej, przy 1631 cm™
obserwuje si¢ pik odpowiadajagcy drganiom rozciggajacym C=C, ktéore s3a
charakterystyczne dla zwigzkéw aromatycznych. W poréwnaniu do widma uzyskanego
dla MWCNT (czarna krzywa) i MWCNT/1-AP (niebieska krzywa) pik przy 3437 cm™!
zwigksza swojg intensywnos¢, co koreluje si¢ z wigkszg iloscig grup —OH w uktadzie po
dodaniu katecholu. Podobne zalezno$ci obserwowano w przypadku analizy widm FT-IR
dla materiatu MWCNT/1-AP/3-MCat (prezentowanymi wcze$niej). Analogicznie
widoczne jest réwniez zmniejszenie intensywnosci pikow przy 1644 i 1097 cm ..
Dodatkowo, warto zwroci¢ uwage, ze podobne zalezno$ci obserwuje si¢ takze w wyniku
dodania kolejnego komponentu (Cat) do uktadu (MWCNT/1-AP), w wyniku czego
widmo uzyskane dla MWCNT/1-AP/Cat rowniez charakteryzuje si¢ zwigkszong liczba
grup —OH (po wprowadzeniu katecholu i jego pochodnej) [219,220].

W celu dalszej charakterystyki fizykochemicznej materiatow elektrodowych
wykonano badania technikg mikroskopii sit atomowych. Obrazowanie AFM wykonano
na specjalnie zaprojektowanej elektrodzie GC ze zdejmowang koncowka. Dzigki temu
mozliwe byto okreslenie morfologii materialu przed i po modyfikacji doktadnie w tych
samych miejscach na powierzchni elektrody. Na Rys. 41 przedstawiono zdj¢cie elektrody

GC ze zdejmowang koncowka.

Rys. 41. Zdjecie elektrody GC ze zdejmowang koncowkq, ktorej uzyto do
pomiarow AFM.
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Mikroskopia AFM zostala wiec wykorzystana do analizy topografii
niemodyfikowanych MWCNT 1 materialu MWCNT/1-AP/3-MCat. Wyniki uzyskane
przy uzyciu tej techniki przedstawiono na Rys. 42.
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Rys. 42. Obrazy AFM uzyskane dla: (A i C) niemodyfikowanych MWCNT, a takze
materiatu (B i D) MWCNT/1-AP/3-MCat. Zaznaczone biate pola na zdjeciach A i B
wskazujg obszary, z ktorych wykonano powiekszenia pokazane na Ci D.

Na obrazach AFM obserwuje si¢ typowy cylindryczny ksztatt charakterystyczny
dla nanorurek weglowych. Porownanie obrazéw wykonanych w wysokiej rozdzielczo$ci
dla pojedynczej nanorurki weglowej przed (Rys. 42C) 1 po modyfikacji (Rys. 42D)
ujawnia zwickszenie $rednicy, co przypisuje sie pokryciu warstwa 1-AP/3-MCat. Srednia
warto$¢ przekroju niemodyfikowanych MWCNT wynosita 22,2 + 1,4 nm (n = 10),
podczas gdy po modyfikacji wzrosta do 27,5 £ 2,4 nm (n = 10). Dodatkowo na Rys. 43
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przedstawiono obrazy AFM uzyskane dla niemodyfikowanych MWCNT 1 materialu
MWCNT/1-AP/3-MCat wraz z zaznaczonymi profilami, co umozliwito okreslenie

wzrostu opisanej wczesniej srednicy.
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Rys. 43. Obrazy AFM dla: (A) niemodyfikowanych MWCNT oraz (B) MWCNT/I1-AP/3-
MCat wraz z profilami zaznaczonymi biatymi liniami dla (C) MWCNT, a takze
(D) MWCNT/1-AP/3-MCat.

Technika obrazowania za pomoca mikroskopii sit atomowych zostata rdwniez
wykorzystana do porownania topografii drugiego uktadu analizowanego w tej czeSci
pracy: niemodyfikowanych MWCNT z modyfikowanym materiatem elektrodowym
MWCNT/1-AP/Cat. Obrazy AFM dla tych modyfikacji zestawiono na Rys. 44.
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Rys. 44. Obrazy AFM: (A i C) przedstawiajgce niemodyfikowane MWCNT oraz
(B i D) materiat MWCNT/1-AP/Cat.

Mozna zauwazy¢, ze w przypadku obrazow przedstawionych na Rys. 44
obserwuje si¢ bardzo podobny sposob i rozmieszczenie nanorurek weglowych (jak
w przypadku analizy obrazow AFM przedstawionych na Rys. 42). W tym przypadku,
rowniez MWCNT przed (Rys. 44C) 1 po (Rys. 44D) modyfikacji posiadaja cylindryczne
1 dobrze zdefiniowane ksztatty. Ponadto zmierzono rowniez $rednice losowo wybranych
nanorurek w skupiskach (na podstawie obrazéw zaprezentowanych na Rys. 44A i B).
W zwigzku z tym dla niemodyfikowanych MWCNT S$rednica byta rowna 28,56 + 5,15
nm (n = 10), natomiast po modyfikacji (dla MWCNT/1-AP/Cat) wynosita 34,46 + 5,80
nm (n = 10). Pomiary te przeprowadzono réwniez analogicznie dla MWCNT
1 MWCNT/1-AP/3-MCat (na podstawie obrazow AFM przedstawionych na Rys. 42A
i B). Srednica MWCNT przed modyfikacja byta réwna 27,77 + 2,42 nm (n = 10), a po
31,89 + 4,23 nm (n = 10). Na podstawie analizy obrazow AFM mozna potwierdzié¢
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fizyczng adsorpcje 1-AP 1 przylaczenie czasteczek Cat 1 3-MCat do materiatu

elektrodowego.

Aby jeszcze wnikliwiej przeprowadzi¢ analiz¢ materiatu elektrodowego
MWCNT/1-AP/3-MCat  wykonano roéwniez charakterystyke fizykochemiczna
z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej. Obrazy SEM dla
niemodyfikowanych MWCNT 1 materiatu po modyfikacji (MWCNT/1-AP/3-MCat)

zaprezentowano na Rys. 45.

1,00 pm 1,00 um

Rys. 45. Obrazy SEM przedstawiajgce (4) niemodyfikowane MWCNT oraz
(B) modyfikowany materiat elektrodowy MWCNT/1-AP/3-MCat. Pomiar wykonano
przy powigkszeniu 30 000x.

Na podstawie obrazéw SEM (przedstawionych na Rys. 45) mozna zaobserwowac,
ze MWCNT utozone sa w rownomierng, porowata sie¢. Dzigki poréwnaniu obrazéw
przed i po modyfikacji mozna stwierdzi¢, ze morfologia nanorurek weglowych nie zostata
zmieniona w znaczacy sposob. Zarowno MWCNT, jak i MWCNT/1-AP/3-MCat
charakteryzujg si¢ cylindrycznym ksztattem, a takze nie obserwuje si¢ wyraznych miejsc

agregacji nanorurek.
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2.2.3. Charakterystyka elektrochemiczna GC/MWCNT/1-AP/Cat oraz
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat

Po wytworzeniu elektroaktywnych form na powierzchni elektrody
GC/MWCNT/1-AP (jak pokazano na Rys. 37) elektrody przeplukano wodg destylowang
1 przeniesiono do elektrolitu obojetnego (PBS, pH 7,4). Na Rys. 46 przedstawiono
woltamperogramy cykliczne dla elektrod modyfikowanych GC/MWCNT/1-AP/Cat
1 GC/MWCNT/1-AP/3-MCat zarejestrowane w buforze fosforanowym.

-8 1 i 1 i 1 i 1 i 1 i i i 1
-0.4 -0.3 -0,2 -0.1 0.0 0.1 0.2

E/Vvs. Ag/AgCl

Rys. 46. Porownanie krzywych woltamperometrycznych dla elektrod modyfikowanych
GC/MWCNT/1-AP/Cat (a, czarna linia) oraz GC/MWCNT/1-AP/3-MCat (b, zielona
linia) zarejestrowanych w PBS (pH 7,4). Szybkos$¢ przesuwu potencjatu 50 mV s~

Zgodnie z przewidywaniami na woltamperogramie obserwuje si¢ dobrze
zdefiniowane piki, co sugeruje, ze zarowno katechol, jak 1 3-metoksykatechol zostaty
przylaczone do powierzchni elektrod GC/MWCNT/1-AP. Na Rys. 46 mozna rowniez
zauwazy¢, ze pik pochodzacy od 3-MCat jest przesunigty o okoto 10 mV (w kierunku
ujemnych warto$ci potencjatlow) w poréwnaniu z pikiem dla Cat, co prawdopodobnie jest
zwigzane z obecnoscig donorowego podstawnika —OCH3 obnizajacego potencjat

utlenienia 3-metoksykatecholu [182,213]. Selektywne wprowadzenie modyfikatorow
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aktywnych katalitycznie (opartych na chinonach) bezposrednio na powierzchnig
elektrody, jest procesem nieskomplikowanym i nie wymagajacym przyktadania wysokich

potencjatow, co sprawia, ze jest to procedura efektywna energetycznie.

Proces przylaczania czasteczek do powierzchni elektrody, ktory w literaturze
anglojezycznej okreslany jest jako electrografting analizowano réwniez za pomoca
woltamperometrii cyklicznej (CV) sprz¢zonej z elektrochemiczng mikrowaga kwarcowa

(EQCM). Wyniki tej analizy dla Cat i 3-MCat przedstawiono na Rys. 47.

1/pA
B
T

E/Vvs Ag/AgCl E/Vvs. Ag/AgCl

Rys. 47. Pomiary in situ CV sprzezonej z EQCM dla elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-AP w roztworach zawierajgcych (A) 0,1 mM katechol
i (B) 0,1 mM 3-metoksykatechol. Szybkos¢ przesuwu potencjatu 50 mV s .

Podczas skanowania elektrod GC/MWCNT/1-AP w roztworach Cat i 3-MCat
w kierunku dodatnich potencjatéw obserwowano ciagly spadek czestotliwosci sygnatu
EQCM (rozpoczynajacy sie okoto +0,1 V), co wskazuje na poczatek procesu przytaczania
adduktu. Jest to wynik zgodny z obserwowanymi pikami anodowymi rejestrowanymi
jednocze$nie na krzywych woltamperometrycznych. Wraz ze wzrostem wykonanych
cykli, zarowno w przypadku skanowania w roztworze Cat, jak 1 3-MCat, widoczny jest
stopniowy spadek czestotliwosci, co z kolei potwierdza, ze przytaczenie katecholu
1 3-metoksykatecholu zachodzi podczas polaryzowania elektrody do potencjatow
anodowych. Dla elektrody modyfikowanej materialem MWCNT/1-AP/3-MCat
obserwuje si¢ wigksze pole powierzchni piku niz w przypadku elektrody modyfikowane;j
materiatem  MWOCNT/1-AP/Cat, co mozna  przypisa¢  wigkszej  masie

3-metoksykatecholu wprowadzonej podczas procesu. W celu potwierdzenia obserwacji
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dokonanych podczas przeprowadzania tych pomiarow, wykonano rowniez dodatkowe
testy EQCM w warunkach potencjostatycznych, w ktérych polaryzacja elektrody
zmieniala si¢ od —0,2 V do +0,2 V. Uzyskane krzywe technikg chronoamperometrii (CA)

sprzezonej z elektrochemiczng mikrowaga kwarcowa (EQCM) zilustrowano na Rys. 48.

-02V +0,2V

Af/ Hz
o
[==]
[}
¥

b

1
~J
[=}
[

0 20 40 60 80 100

Rys. 48. Pomiary in situ CA (E; =—0,2 Voraz E> = +0,2 V' vs. Ag/AgCl) sprzezonej
z EQCM dla elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP w roztworach zawierajgcych
(a) 0,1 mM katechol oraz (b) 0,1 mM 3-metoksykatechol.

Na podstawie przedstawionych powyzej krzywych mozna stwierdzi¢, ze
w obecnos$ci 3-MCat (przy statym potencjale +0,2 V vs. Ag/AgCl) obserwuje si¢ wyrazny
spadek czestotliwosci, co dodatkowo potwierdza wieksza mas¢ wprowadzang podczas
procesu przytaczania 3-metoksykatecholu 1 dobrze koreluje z wczesniejszymi wynikami
woltamperometrii cyklicznej sprz¢zonej z elektrochemiczng mikrowaga kwarcowa

(Rys. 47 niniejszej rozprawy doktorskiej).

Nastepnie zarejestrowano krzywe woltamperometryczne przy roznych
szybkosciach przesuwu potencjatu (od 10 do 100 mV s!) dla elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat w zakresie potencjalow od —0,4 do +0,2 V vs. Ag/AgCl
w buforze fosforanowym (PBS, pH 7.,4), co przedstawiono na Rys. 49A.
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Rys. 49. (4) Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla elektrody
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat przy roznych szybkosciach przesuwu potencjatu
(10-100 mV s~!) w PBS (pH 7,4) oraz (B) Zaleznos¢ szybkosci przesuwu
potencjatu od prgdu piku L4 i Iyc.

Mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem szybkosci przesuwu potencjatu anodowe
1 katodowe prady pikoéw zwiekszaja si¢ na woltamperogramie. Wykreslono zatem liniowa
zalezno$¢ migdzy pradami pikow (4 1 Ic), a szybkos$cig przesuwu potencjatu (v), co
przedstawiono na Rys. 49B (dla pradow pikow anodowych: y = 132,646x — 0,441,
R? = 0,999 oraz dla pradow pikéw katodowych: y = —132,917x + 0,262, R> = 0,999).
W zwiazku z tym przyjmuje si¢, ze transfer tadunku miedzy czasteczkami,
a powierzchnig elektrody jest ograniczony procesami powierzchniowymi. Separacja
miedzy pikami zmieniala si¢ nieznacznie wraz ze wzrostem szybkoSci przesuwu

1

potencjatu i wynosita 5 mV przy v = 10 mV s™! oraz 23 mV przy v = 100 mV s, co

sugeruje adsorpcyjny charakter procesu [221,222].

Analogiczny eksperyment przeprowadzono dla elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-AP/Cat. Na Rys. 50A przedstawiono wykresy woltamperometrii
cyklicznej rowniez przy zmieniajacych si¢ szybkosciach przesuwu potencjatu (w zakresie
od 10 do 100 mV s') dla elektrody modyfikowanej katecholem. Analize takze
przeprowadzono w zakresie potencjalow od 04 do +0,2 V vs. Ag/AgCl
w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4).
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Rys. 50. (4) Wykresy woltamperometrii cyklicznej zarejestrowane dla elektrody
GC/MWCNT/1-AP/Cat przy zmieniajgcych sig szybkosciach przesuwu potencjatu
(10-100 mV s™!) w PBS (pH 7,4) oraz (B) Zaleznosé szybkosci przesuwu
potencjatu od prgdu piku 1,4 i I,c.

Zgodnie z przewidywaniami wraz ze wzrostem szybkosci przesuwu potencjatu
prady pikoéw utleniania i redukcji zwickszaja si¢ na wykresach woltamperometrii
cyklicznej (podobnie jak na Rys. 49A). W zwiazku z tym réwniez wykres§lono linowa
zalezno$¢ pomigdzy Ip4 1 Ipc, a v, co ukazano na Rys. 50B (dla 1,4: y = 97,777x — 0,217,
R?=0,999 oraz dla I,c: y = -89,771x + 0,265, R>= 0,999). Zaklada sie zatem takze, Ze
transfer tadunku zachodzi gltoéwnie na powierzchni elektrody, co wskazuje na jego
charakter powierzchniowy. Separacja w tym przypadku rowniez niewiele si¢ zmienila
z 7 mV do 15 mV (odpowiednio dla szybkosci przesuwu potencjalu 10 mV s’

i100mVs™).

Otrzymane wyniki na Rys. 49 1 Rys. 50 wykazuja, ze 1-AP potaczony ze §cianami
bocznymi MWCNT poprzez oddziatywania n-m, jest dobrym prekursorem do dalszej
modyfikacji 1 wprowadzenia dodatkowych grup chinonowych, ktore sa trwale
zimmobilizowane na powierzchni, wykazujac ponadto odwracalny charakter przemian
redoks, co jest pozadane z punktu widzenia p6zniejszego zastosowania elektrod jako

SENSorow.

Kolejne pomiary wykonano, aby doktadniej przeanalizowa¢ charakterystyke
transferu elektrondow dla elektrod modyfikowanych GC/MWCNT/1-AP/3-MCat
1 GC/MWCNT/1-AP/Cat. W tym celu przeprowadzono testy technika woltamperometrii

cyklicznej w wodnym roztworze zawierajacym 1 mM marker redoks - chlorek

126



Nanostrukturalne materialy na bazie wielosciennych nanorurek weglowych oraz pochodnych
Dpirenu do zastosowan w elektroanalizie i biosensorach
Amanda Leda

heksaamminorutenu(Ill) (RuHex). Dla dokladnego poréwnania analogiczne
eksperymenty wykonano réwniez dla niemodyfikowanej elektrody GC, a takze

GC/MWCNT. Zebrane krzywe woltamperometryczne prezentuje Rys. 51.

1/pA

6 PRI B [ P IR PR I B [ TR IR |
-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0,2 0.3

E/Vvs. Ag/AgCl

Rys. 51. Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla: (a) GC, (b) GC/MWCNT,
(c) GC/MWCNT/1-AP/Cat i (d) GC/MWCNT/1-AP/3-MCat w obecnosci 1 mM RuHex.
Szybkos¢ przesuwu potencjatu 10 mV s

Niemodyfikowana elektroda z wegla szklistego (GC) charakteryzuje si¢ dwoma
pikami przy potencjatach —0,22 1 —0,15 V vs. Ag/AgCl. Separacja migdzy pikami
katodowym 1 anodowym wynosi zatem 70 mV, co jest wartoscig nieco wiekszg od
teoretycznej dla procesu dyfuzyjnego (60 mV) [188]. Z kolei dla elektrody GC/MWCNT
(b, czerwona linia) mozna wyr6zni¢ dwa dobrze zdefiniowane piki redoks z separacja
rowng 64 mV. W przypadku elektrod modyfikowanych GC/MWCNT/1-AP/Cat
1 GC/MWCNT/1-AP/3-MCat separacja jest rowna 63 mV, co wskazuje na polepszong

kinetyke transferu elektronéw na powierzchniach badanych elektrod.

Wzrost pradéw  obserwowany dla elektrod GC/MWCNT/1-AP/Cat
1 GC/MWCNT/1-AP/3-MCat w poréwnaniu do niemodyfikowanej elektrody GC oraz
GC/MWCNT mozna przypisa¢ zwigkszonej powierzchni elektroaktywnej. Obliczono
zatem pole powierzchni elektroaktywnej dla kazdej elektrody przy uzyciu roéwnania

Randlesa-Sevcika [223]:
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L =2,69-10°-4-D"-p?-C-v'” (18)

w ktérym: I, to natezenie pradu piku (A); 4 oznacza powierzchnie elektroaktywng (cm?);
D okresla wspotczynnik dyfuzji (dla RuHex jest rowny 548 - 107° cm? s7! [224]);
n to liczba elektronéw wymienionych w reakcji (n = 1); v oznacza szybko$¢ skanowania

(V s71); oraz C okresla stezenie analitu (mol cm™).

Obliczone na tej podstawie warto§ci powierzchni elektroaktywnej wynosza
0,069 cm? dla GC, 0,085 cm? dla GC/MWCNT, 0,101 cm? dla GC/MWCNT/1-AP/Cat
oraz 0,116 cm? dla GC/MWCNT/1-AP/3-MCat. Na podstawie przedstawionych
wynikow mozna zatozy¢, ze proponowane modyfikacje zachowuja porowatg strukturg
MWCNT i zwigkszaja powierzchni¢ elektroaktywng. Moze to by¢ zwigzane z poprawa
zwilzalno$ci hydrofobowych nanorurek weglowych po zastosowaniu warstwy

modyfikatora organicznego.

2.2.4. Detekcja NADH przy uzyciu elektrod GC/MWCNT/1-AP modyfikowanych
katecholem (Cat) 1 3-metoksykatecholem (3-MCat)

Z uwagi na polepszong kinetyke transferu -elektronow (co wykazano
w poprzednim podrozdziale), elektrody modyfikowane w ramach tej czeSci pracy
doktorskiej (GC/MWCNT/1-AP/3-MCat i  GC/MWCNT/1-AP/Cat)  zostaty
zaproponowane Ww kierunku elektrokatalitycznego utlenienia NADH. Jak juz
wspomniano wczesniej, utlenianie  NADH jest katalizowane przez zwiazki
charakteryzujace si¢ aktywnos$cia elektrochemiczng (akceptory protonéw i elektronow).
Z reguly mechanizm elektrodowy obejmuje odwracalng wymiang dwdch protonow
i dwoch elektronow (2H'/2e¢7). Warto przypomnieé, ze do grupy najczescie;
wykorzystywanych mediatoréw redoks naleza m.in. chinony, iminochinony, fenotiazyny
czy fenazyny [91,95,173,225]. W celu poréwnania odpowiedzi elektrod
modyfikowanych na dodatek 50 uM NADH wykorzystano szes$¢ elektrod: GC/MWCNT,
GC/MWCNT/1-AP, GC/MWCNT/Cat, GC/MWCNT/3-MCat, GC/MWCNT/1-AP/Cat
oraz GC/MWCNT/1-AP/3-MCat (obejmujace rézne kombinacje modyfikacji elektrod).
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Testy technikg chronoamperometrii w warunkach mieszania przy statym potencjale +0,1

V vs. Ag/AgCl przedstawiono na Rys. 52.

| —— GC/MWCNT
—— GC/MWCNT/Cat
0.25 = ’ IJ ' )
— GC/MWCNT/1-AP 1 W r i |‘ f
F —— GC/MWCNT/1-AP/Cat Ll 1 .{
0.20 | —— GC/MWCNT/3-MCat

GC/MWCNT/1-AP/3-MCat I

I/ pA

0.10 =

0,05 =

000 - NI Wfﬂ'

L i

-0.05 i i 1 1 i 1 1
150 200 250 300 350 400 450

t/s

Rys. 52. Odpowiedzi chronoamperometryczne na dodatek 50 uM NADH w zaleznosci
od modyfikacji elektrody. Eksperyment prowadzono w warunkach mieszania przy statym
potencjale +0,1 V vs. Ag/AgCl, w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4).

Mozna zauwazy¢, ze krzywe chronoamperometryczne przedstawione wyzej
charakteryzuja si¢ wyraznym zwigkszeniem odpowiedzi pradowej na dodatek analitu,
aw szczegoOlnosci efekt ten jest widoczny dla elektrod modyfikowanych GC/MWCNT/1-
AP/Cat (zielona krzywa) 1 GC/MWCNT/1-AP/3-MCat (pomaranczowa krzywa).
Zaobserwowany wzrost jest okolo czterokrotnie wyzszy w pordwnaniu z elektrodami
modyfikowanymi  GC/MWCNT, GC/MWCNT/Cat oraz GC/MWCNT/3-MCat.
W zwigzku z tym modyfikacja elektrody w sposob przedstawiony w ramach tej czesci
pracy staje si¢ zasadna w kontek$cie zastosowania w amperometrycznych sensorach

NADH.

Bardzo istotnym czynnikiem determinujacym wydajno$¢ katalityczng elektrod
modyfikowanych jest nie tylko ilo$¢ centréw katalitycznych na powierzchni, ale réwniez
ich elektrochemiczna dostepnos¢, rozumiana jako tatwos$¢ z jaka moga one uczestniczy¢
w procesach wymiany fadunku i bra¢ udziat w reakcjach na granicy faz elektroda-

elektrolit. Nastepnie zbadano zatem wptyw uzytego stezenia katecholu (0,01; 0,05; 0,1;
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0,5 mM) do wytworzenia finalnej elektrody GC/MWCNT/Cat na wielko$¢ sygnatu
pradowego generowanego poprzez dodatek 50 uM NADH przy statym potencjale +0,1 V
vs. Ag/AgCl. Analizy technikg chronoamperometrii przedstawiono na Rys. 53.

030 b wf i
025k T \
020k /

It

0,01 mM
—0,05 mM

0.05 =

0.00 =

-0.05 i i i i 1 i 1 i i i i i i
150 200 250 300 350 400 450

t/s

Rys. 53. Odpowiedzi chronoamperometryczne na dodatki 50 uM NADH w zaleznosci od
stezenia katecholu (0,01; 0,05, 0,1, 0,5 mM) uzytego do przygotowania elektrody
GC/MWCNT/1-AP/Cat. Analize prowadzono w warunkach mieszania przy statym

potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl) w elektrolicie obojetnym (PBS, pH 7,4). Wstawka
ukazuje zaleznos¢ prgdu od stezenia modyfikatora.

Na podstawie chronoamperograméw przedstawionych na Rys. 53 mozna
zaobserwowac, ze najwyzszy prad utleniania NADH zostat zarejestrowany dla elektrody
GC/MWCNT/1-AP/Cat, ktérg zmodyfikowano przy uzyciu katecholu o st¢zeniu 0,1 mM.
Przy stezeniu katecholu wynoszacym 0,5 mM (zielona krzywa) odnotowano spadek
pradu, w porownaniu do krzywej zarejestrowanej dla stezenia katecholu 0,1 mM
(niebieska krzywa). Prawdopodobnie jest to zwigzane z zastosowaniem zbyt duzego
stezenia modyfikatora, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do blokowania powierzchni
elektrody. Ten eksperyment pozwolit dobra¢ odpowiednie stezenie katecholu do badan.
Wybrane warunki zostaty rowniez zastosowane podczas przygotowywania elektrody

modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP/3-MCat.
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Mechanizm utlenienia NADH na powierzchni elektrod modyfikowanych
GC/MWCNT/1-AP/Cat i GC/MWCNT/1-AP/3-MCat przedstawiono w niniejszej pracy,
w jej Czgsci Literaturowej (rownania (1)-(6), str. 35-36). Dodatkowo na Rys. 7 (Czgsé
Literaturowa, strona 36) przedstawiono réwniez schematycznie proces katalitycznego
utlenienia NADH dla katalizatora zawierajacego grupy chinonowe (obejmujace przejscie

chinon/hydrochinon). Jako przyktad w tym celu zaprezentowano katechol.

W  kolejnej czesci badan prowadzonych nad okresleniem efektu
elektrokatalitycznego w kierunku utlenienia NADH, na elektrodach modyfikowanych
wykonano analizy chronoamperometryczne. Na Rys. 54A zaprezentowano krzywa
chronoamperometryczng zarejestrowang dla dodatkbow NADH dla elektrody
modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP/3-MCat. Badania prowadzono w elektrolicie
obojetnym (PBS, pH 7,4) przy stalym potencjale +0,1 V vs. Ag/AgCl, w warunkach

ciggtego mieszania.
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Rys. 54. (4) Krzywa chronoamperometryczna zarejestrowana dla elektrody
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat po kolejnych dodatkach analitu. Jako elektrolit
wykorzystano PBS (pH 7,4), pomiar prowadzono w warunkach mieszania przy statym
potencjale (E = +0,1 V' vs. Ag/AgCl). (B) Zaleznos¢ pomiedzy prqdem rejestrowanym po
dodatku kolejnych porcji NADH, a jego stgzeniem.

Na Rys. 54 A przedstawiono charakterystyczng krzywa zalezno$ci pradu utlenienia
NADH od czasu (w zalezno$ci od dodatkow NADH). Kazdy dodatek powodowat wzrost
pradu utleniania. Nastepnie obserwowano stabilizacje, co potwierdza zdolnos¢

elektroutleniania NADH przy relatywnie niskim potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl).
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Ponadto wykreslono krzywe kalibracyjne zaleznosci pradu utlenienia NADH w funkcji
stezenia analitu, co przedstawiono na Rys. 54B. W tym przypadku wielomian
kwadratowy, ktory opisuje zalezno$¢ stezenia NADH (w zakresie od 1 do 213 uM)
charakteryzuje si¢ bardzo dobrym dopasowaniem do pradow anodowych
(y = —0,000008x*> + 0,0075x + 0,0009, R? = 0,999). Obserwowane odchylenie od
liniowego przebiegu krzywej wynika z kinetyki Michaelisa-Menten. Jest to zaleznosc¢,
ktorg bardzo czesto mozna zauwazyé w przypadku utleniania NADH na powierzchni
elektrod wykorzystujacych mediatory redoks, o czym wspomniano rowniez wczesniej
w ramach tej rozprawy doktorskiej. Dodatkowo wyznaczono réwniez szereg parametrow
analitycznych, w tym: granic¢ wykrywalnosci (LOD, 2,54 uM), granic¢ oznaczalno$ci
(LOQ, 7,70 uM) czy zakres liniowej odpowiedzi mieszczacy si¢ w granicach od 8,92 do
56,6 uM (y = 0,007x + 0,007, R? = 0,998, co przedstawiono jako wstawke do Rys. 54B).

Ponadto oszacowano réwniez czuto$¢ elektrody, ktora byta rowna 0,046 pA pM ! em 2.

W takich samych warunkoéw wykonano oznaczenie NADH wykorzystujac w tym
celu drugg elektrode modyfikowang w ramach prowadzonych badan (GC/MWCNT/1-
AP/Cat). OdpowiedZ amperometryczng rejestrowano takze w warunkach mieszania, przy
potencjale +0,1 V vs. Ag/AgCl, w PBS (pH 7,4), a wyniki tej analizy przedstawiono na
Rys. 55.
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Rys. 55. (4) Odpowiedz amperometryczna roznych stezen NADH zarejestrowana dla
elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP/Cat w buforze fosforanowym (pH 7,4)
w warunkach mieszania, przy stalym potencjale +0,1 V oraz (B) Krzywa kalibracyjna
dla opisanego uktadu.
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Podobnie jak na Rys. 54A, w tym przypadku réwniez widoczna jest krzywa
amperometryczna zalezno$ci pradu od czasu podczas kolejnych dodatkéw NADH. Dla
elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP/Cat takze wykreslono krzywe kalibracyjne
(Rys. 55B). Wielomian kwadratowy stezenia analitu w przedziale od 1 do 363 uM
charakteryzuje si¢ bardzo dobrym dopasowaniem do pradow anodowych
(y =-0,000007x% + 0,0068x + 0,0185, R? = 0,999). Wyznaczono granice wykrywalnosci
(LOD) i oznaczalno$ci (LOQ), ktére wynosza odpowiednio 1,98 uM i 5,99 uM. Zakres
liniowej odpowiedzi NADH dla prezentowanej elektrody GC/MWCNT/1-AP/Cat jest
réowny od 6,95 do 56,6 uM analitu (y = 0,007x + 0,014, R? = 0,998). Czutos¢ elektrody
oszacowano na 0,076 pA pM! cm™2. Mozna wiec stwierdzi¢, Zze zaréwno elektroda
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat, jak i GC/MWCNT/1-AP/Cat charakteryzuja si¢ do$¢
podobnymi parametrami. Nalezy réwniez podkresli¢c potencjal zastosowania Cat
1 3-MCat jako skutecznych mediatorow redoks, ktore mozna zastosowa¢ do oznaczania

NADH przy zadowalajacych parametrach analitycznych.

W Tabeli 8 porownano parametry uzyskane dla elektrod GC/MWCNT/1-AP/Cat
1 GC/MWCNT/1-AP/3-MCat z parametrami uzyskanymi przez Naukowcoéw dla innych
sensorow NADH dostgpnych w literaturze.

Tabela 8. Porownanie parametrow analitycznych dla réznych elektrod modyfikowanych
stosowanych do elektrochemicznego oznaczania NADH.

Czulos¢ / Z.akres

Elektroda modyfikowana LOD pA pM™  liniowy / O.d e

/ pM - sienie
cm pM
PTZ/AgSNPs/SPE 0,76 0,457 1,9-89 [103]
Au@PDA/TiC 0,0062 7,129 0,018-674 [104]
PGE/SWCNT/PCV 1,3 0,146 1,3-280 [173]
GC/MWCNT/AAQ/3-MCat 0,73 0,154  2,50-55,62 [197]
GC/MWCNT/AAQ/CAT 0,63 0,134 2,51-55,94 [197]
SPCE/RGO/PNR/AuNP 0,72 0,011 5-3170 [210]
SPCE/MWCNT/AuNP/PNR 3,72 0,081 12,4-150 [226]
NPG/Os(bpy)PVI/DIA 0,8 0,09 5-100 [227]
PEDOT CMs/GCE 53 0,219 20-240 [228]
Poly-Ng-MWCNT/GCE 0,1 0,1035 1-140 [229]
ZnO/CNT/BCB/CPE 0,3 1,845 1-650 [230]
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat 2,54 0,046 8,92-56,6  Niniejsza

GC/MWCNT/1-AP/Cat 1,98 0,076 6,95-56,6 praca
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Mozna zatem stwierdzi¢, ze elektrody modyfikowane w tej cze$ci pracy
charakteryzowaty si¢ poréwnywalnymi parametrami analitycznymi do innych elektrod
przedstawionych w publikacjach naukowych, w szczegdlnosci relatywnie niskim

wartosciami czutoS$ci.

2.2.5. Oznaczanie glukozy za pomoca elektrod modyfikowanych typu
GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH oraz GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH

W kolejnej czg$ci badan przeprowadzono immobilizacje enzymu - dehydrogenazy
glukozowej z Pseudomonas sp (GDH) na powierzchni elektrod modyfikowanych
GC/MWCNT/1-AP/Cat 1 GC/MWCNT/1-AP/3-MCat. Mechanizm 1 schematyczne
przedstawienie utlenienia glukozy na elektrodach modyfikowanych przedstawiono na
Rys. 8 i1 opisano rownaniami od (7) do (9) (Rozdziat 2 Czgs$ci Literaturowej niniejszej

pracy, str. 37).

Pierwsza czg$¢ badan zwigzanych z immobilizacja enzymu skupiata si¢ na
poréwnaniu woltamperograméw cyklicznych elektrody GC/MWCNT/1-AP/3-MCat

przed i po procesie immobilizacji GDH. Na Rys. 56 przedstawiono te krzywe.

I/pA
(=]
T

15 1 i i i 1 1 i

-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 02
E/Vvs. Ag/AgCl

Rys. 56. Porownanie krzywych woltamperometrycznych zarejestrowanych dla elektrody
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat przed (a, czarna linia) i po (b, zielona linia) immobilizacji
GDH. Eksperyment przeprowadzono w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4) przy
szybkosci przesuwu potencjatu 50 mV s~
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Mozna zauwazy¢, ze po procesie immobilizacji dehydrogenazy glukozowej na
powierzchni elektrody GC/MWCNT/1-AP/3-MCat obserwuje si¢ zmniejszenie
pojemnosci (b, zielona linia) w pordwnaniu do uktadu przed procesem immobilizacji
enzymu (a, czarna linia). Dodatkowo obserwuje si¢ zmniejszenie pradow pikdéw zarowno
anodowych, jak 1 katodowych. Widoczny jest rowniez wzrost separacji pomi¢dzy pikami
(odpowiednio z 19 do 56 mV). Obecnos¢ nieprzewodzacego materiatu biatkowego, jakim
jest GDH sprawia, ze powierzchnia elektrody jest w pewnym stopniu blokowana, co
zmniejsza aktywnos$¢ grup chinonowych. Otrzymane wyniki sugeruja, ze GDH zostata

unieruchomiona na powierzchni elektrody modyfikowanej.

Nastgpnie wykonano testy kontrolne technikg chronoamperometrii w celu
weryfikacji czy modyfikacja elektrody przeprowadzona w ramach niniejszych badan byta
niezbedna do skutecznego utlenienia glukozy. Poréwnano wigc odpowiedz
amperometryczng na dodatki 2 mM glukozy =zarejestrowang dla elektrod
GC/MWCNT/GDH, GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH  oraz  GC/MWCNT/1-AP/3-
MCat/GDH. Wyniki tej analizy przedstawiono na Rys. 57.
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Rys. 57. Odpowiedzi amperometryczne zarejestrowane dla dodatkow 2 mM glukozy
w zaleznosci od sposobu modyfikacji elektrody przy stalym potencjale +0,6 V
vs. Ag/AgCl w warunkach mieszania (w obecnosci 1 mM NAD").
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Zauwazono, ze zdecydowanie wyzsze odpowiedzi pradowe sg obserwowane dla
elektrod modyfikowanych z katalizatorami chinonowymi na powierzchni. W zwigzku
z tym elektrody GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH i GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH
wykorzystano w dalszym etapie do okreslenia wlasciwosci elektroanalitycznych

w kierunku utlenienia glukozy.

Przedstawione wczesniej rozwazania pozwalajg zalozy¢, ze mozliwe bedzie
oznaczanie glukozy technikami chronoamperometrycznymi. Zdecydowano si¢ zatem
wykona¢ eksperymenty przy uzyciu metod amperometrycznych w uktadzie z i1 bez
mieszania. Poczatkowo do monitorowania poziomu glukozy na elektrodzie
modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH wykonano dwuetapowy pomiar
amperometryczny bez mieszania. Pomiary prowadzono przy potencjatach E; = -0,2 V
przez 10 sekund i E> = +0,6 V przez 60 sekund (w obecnosci 1 mM NAD™, vs. Ag/AgCl).
Uzyskane wyniki zestawiono na Rys. 58A.
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Rys. 58. (4) Odpowiedzi amperometryczne na dodatki roznych stezen glukozy
zarejestrowane dla elektrody GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH przy E; =—0,2 V (10 s)
i E2=+0,6 V(60 s). Eksperyment przeprowadzono w buforze fosforanowym (PBS, pH
7,4) w obecnosci 1 mM NAD™ oraz (B) Zaleznos¢ stezenia glukozy od prgdu utleniania.

Zgodnie z zatozeniem, elektroda GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH nie
wykazywata odpowiedzi na dodatki glukozy przy potencjale Ei. Natomiast przy
potencjale E> obserwowano liniowy wzrost pradu podczas dodatkéw analitu w zakresie
od 0,909 do 12,1 mM (y = 1,030x +0,499, R? = 0,994), co zestawiono na krzywe;

kalibracyjnej na Rys. 58B (wstawka). Przeprowadzone testy umozliwity okreslenie
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kluczowych parametréw analitycznych, w tym: granice wykrywalnosci (LOD) réwng
0,166 mM, granic¢ oznaczalnosci (LOQ) wynoszaca 0,503 mM, a takze czuto$¢
6,82 pA mM' cm™. Warto réwniez wspomnieé, ze przebieg krzywej kalibracyjne;
w catym zakresie stezen jest zgodny z kinetyka Michaelisa-Menten, ktorg charakteryzuja
si¢ uktady enzymatyczne [99].

Jak wspomniano wczesniej glukoz¢ oznaczono réwniez z wykorzystaniem tej
samej techniki amperometrycznej przy uzyciu elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-
AP/Cat/GDH. Zarejestrowano zatem krzywe amperometryczne w analogicznych

warunkach i przedstawiono je na Rys. 59A.
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Rys. 59. (4) Krzywe amperometryczne zarejestrowane dla elektrody GC/MWCNT/I-
AP/Cat/GDH przy E; =—-0,2 V(10 s) i E2 = +0,6 V (60 s) dla roznych stezen glukozy.
Jako elektrolit wykorzystano PBS (pH 7,4) zawierajgcy 1 mM NAD", a takze
(B) Krzywa zaleznosci stezenia glukozy w funkcji prqdu utlenienia.

Mozna zatem réwniez zaobserwowac liniowy wzrost pradu podczas dodatkow
analitu w zakresie od 0,476 do 6,45 (y = 0,980x + 0,028, R? = 0,999). Takze w tym
przypadku okreslono podstawowe parametry analityczne dla oznaczania glukozy za
pomoca  elektrody = modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH.  Granica
wykrywalnosci (LOD) oszacowana zostata na 0,107 mM, granica oznaczalno$ci wynosita
0,325 mM, a czutoéé byta rowna 9,66 pA mM~' cm™. Przebieg krzywej kalibracyjne;j
(Rys. 59B) w calym zakresie stezen takze jest charakterystyczny dla uktadow
zawierajacych enzym na powierzchni elektrody (kinetyka Michaelisa-Menten), o czym

wspominano juz wezesniej w ramach tej czgsci pracy.
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Glukoza zostata rowniez oznaczona za pomocg techniki chronoamperometrycznej
w warunkach ciggtego mieszania przy statym potencjale +0,6 V vs. Ag/AgCl. W tym celu
zastosowano dwie elektrody modyfikowane w ramach niniejszej czg$ci rozprawy
doktorskiej: GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH oraz GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH.

Wyniki analizy dla pierwszej z nich zestawiono na Rys. 60A.
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Rys. 60. (4) Odpowiedz amperometryczna elektrody GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH
dla odpowiednich stezen glukozy przy statym potencjale +0,6 V vs. Ag/AgCl (pomiar
prowadzono w obecnosci 1 mM NAD" w PBS, w warunkach mieszania). (B) Zaleznos¢
stezenia glukozy od prgdu utlenienia.

Jak zaobserwowano na Rys. 60A po dodaniu okreslonej ilosci analitu widoczny
jest wzrost pradu, a nastepnie stabilizowanie si¢ krzywej amperometrycznej. Przebieg
krzywej kalibracyjnej w calym zakresie stezen dodawanego analitu charakteryzuje si¢
odchyleniem od liniowos$ci (Rys. 60B), co przypisuje si¢ wspomnianej juz wczesniej
kinetyce Michaelisa-Menten. Jest to zaleznos¢ bardzo czgsto obserwowana dla utlenienia
glukozy w uktadach enzymatycznych [100]. Z kolei zakres liniowej odpowiedzi zostat
wyznaczony od 0,990 do 4,76 mM Glu (y = 2,039x + 1,875, R* = 0,984). Ponadto
okreslono rowniez LOD 1 LOQ, wynoszace odpowiednio 0,103 mM i 0,313 mM.
Obliczono takze czulo$¢ elektrody, ktéra byta rowna 13,1 uA mM™' em™ (przy uzyciu
wyznaczonej wczesniej powierzchni elektroaktywnej). Okreslono réwniez wartos¢ Km,
ktéra wynosita 5,67 mM. Jest to warto§¢ zgodna z innymi danymi dostgpnymi

w literaturze dla biosensorow glukozy [231,232]. Stosunkowo niska warto§¢ Km
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wskazuje, ze opracowana w ramach niniejszych badan elektroda charakteryzuje si¢

relatywnie dobrg aktywno$cia enzymatyczng.

Przy uzyciu tej samej metody i w analogicznych warunkach wykonano rowniez
oznaczenie glukozy z wykorzystaniem drugiej elektrody modyfikowane;j:
GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH. Krzywa chronoamperometryczng 1 wyznaczong

odpowiednio krzywa kalibracyjng zaprezentowano na Rys. 61.
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Rys. 61. (4) Krzywa amperometryczna zarejestrowana dla elektrody GC/MWCNT/1-
AP/Cat/GDH dla dodatkow Glu. Pomiar prowadzono przy stalym potencjale +0,6 V vs.
Ag/AgClw buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4) w obecnosci 1 mM NAD*

(w warunkach mieszania). (B) Krzywa kalibracyjna wykreslona dla opisanego uktadu.

Mozna zauwazy¢, ze przebieg krzywej amperometrycznej jest bardzo podobny
jak przedstawiono wczesniej dla elektrody GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH (Rys.
60A). W tym przypadku rowniez krzywa kalibracyjna w catym zakresie stezen odbiega
od liniowo$ci, co jest zwigzane ze wspomnianymi wczesniej procesami (kinetyka
Michaelisa-Menten). Z kolei zakres liniowej odpowiedzi byl obserwowany od 0,990 do
6,54 mM glukozy (y = 1,584x + 1,728, R? = 0,983). Wyznaczono réwniez podstawowe
parametry analityczne, w tym LOD (0,268 mM), LOQ (0,811 mM) oraz czutos¢ elektrody
(15,4 p)AmM ' ecm ™).

W dalszej cze$ci niniejsze] rozprawy doktorskiej poréwnano parametry
analityczne uzyskane dla elektrod modyfikowanych GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH oraz
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH dla oznaczania glukozy dwoma metodami
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amperometrycznymi, z innymi biosensorami detekcji tego cukru dostgpnymi

w literaturze. Zebrane parametry zestawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Porownanie parametrow analitycznych réznych biosensorow uzywanych do

detekcji glukozy.
Czulos¢ / Zakres .
Elektroda modyfikowana LOD pA mM!  liniowy / O.d e
/ mM 5 sienie
cm mM
GDH/NPG/SPCE 0,015 2,04 0,1-3,0 [98]
GDH/AuNPs-DTNB/MWCNT 0,003 - 0,04-4 [99]
PPF/GDH/PTZ/CNT/PPF/Au 0,12 5,1 4,9-19 [231]
MWCNT/PMG/NADP/GDH/Nf/
Porowata elektroda z papieru - 50,8 0,05-20 [233]
weglowego
Nf/GDH-bakteria/MWCNT/GCE 0,004 139,2 0,05-0,8 [234]
GOx/Pt/rGO/P3ABA/SPCE 0,044 22,01 0,25-6,0 [235]
MWCNT/LS/NPt/PEI/GOx 0,016 4,77 0,05-1,4 [236]
Nf-GOx-fMWCNT-PPy/Pt 0,005 54,2 0,05-4,1 [237]
GOx-SWCNT-PVI-Os/SPCE 0,1 14,6 0,2-7,5 [238]
SPCE-CTS-MWCNT/GDH 0,016 - 1-5,5 [239]
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH! 0,166 6,82 0,909-12,1 Niniejsza
GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH! 0,107 9,66 0,476-6,45 praca
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH? 0,103 13,1 0,990-4,76  Niniejsza
GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH? 0,268 15,4 0,990-6,54 praca

! pomiar wykonany bez mieszania
2 pomiar wykonany w warunkach mieszania

Mozna zauwazy¢, ze w poréwnaniu z innymi biosensorami przedstawionymi
w publikacjach naukowych, elektrody modyfikowane w ramach tej czg$ci pracy
(GC/MWCNT/1-AP/Cat/GDH, a takze GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH), zar6wno
w warunkach mieszania, jak réwniez bez mieszania, charakteryzuja si¢ zdolno$cig
detekcji Glu przy relatywnie niskich (okoto 0,1 mM), jak i stosunkowo wysokich (nawet

okoto 12 mM) stezeniach.

Zakres stezen, w ktorym dzialaja prezentowane -elektrody, jest zgodny
z fizjologicznymi poziomami glukozy, szacowanymi na 3,9-5,5 mM w warunkach na
czczo oraz do 7,8 mM po positku, co stwarza prezentowanym elektrodom rozszerzenie

mozliwosci aplikacyjnych o pomiary w sektorze zdrowotnym [240].
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2.2.6. Wplyw substancji zaktdcajgcych oraz badania stabilnos$ci, powtarzalnosci

1 odtwarzalnosci elektrody GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH

W kolejnej czesci prowadzonych badan okreslono réwniez selektywnos¢
elektrody (GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH) skonstruowanej w ramach pracy. W tym
celu wykonano analiz¢ technika chronoamperometrii polegajaca na dodatku 1 mM
glukozy 1 1 mM odpowiednich cukrow, ktore sg czesto spotykane w produktach
przemystu spozywczego, w tym fruktozy, laktozy, maltozy i sacharozy. Wyniki tych

badan przedstawiono na Rys. 62.
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- 1 mM laktoza
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Rys. 62. Krzywa chronoamperometryczna zarejestrowana dla elektrody GC/MWCNT/1-
AP/3-MCat/GDH ukazujgca dodatek 1 mM glukozy i wybranych substancji
interferujqcych. Eksperyment prowadzono przy statym potencjale +0,6 V vs. Ag/AgCl
w warunkach mieszania (w buforze fosforanowym, w obecnosci 1 mM NAD™).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze Zaden z wymienionych cukrow nie wptywal na
dzialanie biosensora glukozy. Mozna zatem stwierdzi¢, ze prezentowana elektroda
charakteryzuje si¢ selektywnoscig na dobrym poziomie, nawet w obecnosci cukrow
(fruktoza, maltoza, laktoza i1 sacharoza) powszechnie wystepujacych w produktach

przemystu spozywczego.
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Postanowiono rowniez okresli¢ stabilnos¢ biosensora glukozy. W zwiazku z tym
wykonano test technika chronoamperometrii i rejestrowano odpowiedz elektrody
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH na dodatek 2 mM Glu w czasie 16 godzin ciaglego

pomiaru. Wyniki uzyskane podczas tej analizy przedstawiono na Rys. 63.
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Rys. 63. Krzywa chronoamperometryczna odpowiedzi biosensora GC/MWCNT/I1-AP/3-
MCat/GDH zarejestrowana dla dodatku 2 mM glukozy w czasie 16 godzin trwajqgcego
pomiaru. Eksperyment prowadzono przy stalym potencjale +0,6 V vs. Ag/AgClI,

w warunkach mieszania, w PBS w obecnosci I mM NAD".

Dodatek 2 mM glukozy do uktadu spowodowat gwaltowny wzrost pradu do okoto
3,85 nA, ktory zmniejszat si¢ stopniowo wraz z uptywem czasu. Na podstawie danych
przedstawionych na powyzszym wykresie obliczono procentowy spadek sygnatu po
8 116 godzinach nieprzerwanego pomiaru. Procentowy spadek po 8 godzinach byl réwny
okoto 7%, natomiast po 16 - okoto 17%. Eksperyment ten potwierdzit, ze elektroda
modyfikowana GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH charakteryzuje si¢ relatywnie dobrg

stabilnoscig przez stosunkowo dtugi czas ciaglej pracy.

Ponadto  postanowiono réwniez oceni¢  dlugoterminowag  stabilno$¢
skonstruowanego biosensora glukozy. W tym celu wykonywano pomiary technikg
chronoamperometrii polegajace na dodatkach 2 mM Glu. Pomiedzy eksperymentami

elektroda byla przechowywana w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4) w temperaturze
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+4°C. Wszystkie eksperymenty prowadzono w warunkach mieszania przy statym

potencjale +0,6 V vs. Ag/AgCl. Uzyskane wyniki zebrano na Rys. 64.
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Rys. 64. Krzywe chronoamperometryczne zarejestrowane dla elektrody GC/MWCNT/1-
AP/3-MCat/GDH dla 2 mM dodatkow Glu wykonywanych w czasie 30 dni. Eksperyment
prowadzono przy stalym potencjale +0,6 V vs. Ag/AgCl, w warunkach mieszania,

w PBS w obecnosci 1 mM NAD". Wstawka ilustruje zaleznos¢ prqdu od liczby dni,

w ktorych przechowywano elektrode.

Na podstawie przedstawionego wczesniej wykresu mozna stwierdzi€, ze po
trzydziestu dniach przechowywania elektrody sygnal ulegt zmniejszeniu o okoto 50%.
Moze to by¢ zwigzane ze spadkiem aktywnosci enzymu (np. z powodu denaturacji, badz
degradacji), starzeniem si¢ materiatu elektrodowego, a takze wplywem czynnikow
zewnetrznych (wahania pH czy substancje interferujace). Uwaza si¢ rowniez, ze mozliwe
jest poprawienie stabilno$ci dlugoterminowej 1 trwato$ci otrzymanego biosensora
poprzez odpowiednie modyfikacje lub zastosowanie technik stabilizacji enzymu na

powierzchni elektrody.

Przeprowadzone badania majace na celu okreslenie stabilno$ci biosensora
glukozy (GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH), zaré6wno w trakcie nieprzerwanego

pomiaru, jak 1 w trakcie miesiecznego przechowywania elektrody, wykazaty jego
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obiecujacy potencjatl zastosowania, jednak konieczne sg dalsze prace optymalizacyjne

1 udoskonalenia konstrukcji.

Finalnie oceniono rowniez powtarzalno$¢ 1 odtwarzalno$¢ prezentowanej
elektrody modyfikowanej. W celu okreslenia powtarzalno$ci wykonano oznaczenia
1 mM glukozy na pojedynczej elektrodzie (n = 5). Wzglgdne odchylenie standardowe
byto réwne 7,6%. Wynik ten wskazuje na akceptowalng precyzje metody. Z kolei
odtwarzalno$¢ elektrody modyfikowanej zbadano przy uzyciu trzech §wiezo
przygotowanych elektrod (n = 3) i ponownym oznaczeniu 1 mM Glu. RSD w tym
przypadku wyniosto 7,2%, co rowniez $wiadczy o wiarygodnej odtwarzalnosci

prowadzonych pomiarow.

2.2.7. Testy probki rzeczywistej

Koncowym etapem badan prowadzonych w drugiej czesci niniejszej pracy
doktorskiej byto wykonanie analiz w probce rzeczywistej glukozy. Jako probke
rzeczywista wybrano nap¢j izotoniczny zakupiony w lokalnym sklepie. Specyfikacja
Producenta wskazywata, ze zawarto$¢ glukozy w napoju jest rowna 4 g na 100 mL
(otrzymane stezenie to 202 mM). Przed przystgpieniem do oznaczania poziomu tego
cukru w roztworze probki rzeczywistej, najpierw rozpuszczono ja w buforze
fosforanowym (PBS, pH 7.,4) do stezenia 1 mM. Stezenie to wybrano na podstawie
wczesniejszych pomiar6w oznaczania poziomu glukozy w roztworach modelowych,
poniewaz miesci si¢ ono w liniowym zakresie stezen biosensora GC/MWCNT/1-AP/3-
MCat/GDH. Chronoamperogram dla oznaczania glukozy w probce rzeczywiste]

przedstawiono na Rys. 65A.
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Rys. 65. (4) Krzywa chronoamperometryczna zarejestrowana dla elektrody
GC/MWCNT/1-AP/3-MCat/GDH dla dodatkow probki rzeczywistej oraz 1 mM roztworu
glukozy. Pomiar prowadzono w warunkach mieszania, przy statym potencjale +0,6 V vs.
Ag/AgCl, w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4) w obecnosci 1 mM NAD". (B) Krzywa

dodatku wzorca wykreslona na podstawie wynikow zebranych na wykresie (A).

Po dodaniu probki rzeczywistej o stezeniu 1 mM do elektrolitu zarejestrowano
wzrost pradu, a nastgpnie do takiego uktadu trzykrotnie dodano modelowy roztwor
glukozy (rowniez o st¢zeniu 1 mM). Nastepnie wykreslono krzywa dodatku wzorca
(Rys. 65B) 1 na podstawie prezentowanych wyzej wynikéw ustalono, ze $rednia
zawarto$¢ tego cukru w napoju izotonicznym jest rowna 6,65 £ 0,26 g na 100 mL

(specyfikacja Producenta to 4 g na 100 mL).
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2.3. Elektrochemiczna aktywacja innych pochodnych pirenu

osadzonych na powierzchnt MWCNT

W niniejszym rozdziale prezentowanej rozprawy doktorskiej przedstawiono
mozliwosci elektrochemicznej aktywacji innych pochodnych pirenu na powierzchni
wielo$ciennych nanorurek weglowych. Elektrochemiczna aktywacja 1-hydroksypirenu
(1-HP) i kwasu 1-pirenoboronowego (PBA) daje mozliwos¢ zastosowania wymienionych
zwiazkow jako modyfikatorow elektrody, a w konsekwencji stwarza szans¢ na
zastosowanie ich jako wydajnych elektrokatalizatorow redoks. Postanowiono zatem
wykona¢ wstepne elektroaktywacje pochodnych pirenu (1-HP i PBA) na powierzchni
MWCNT, ktore moga zosta¢ dalej rozwinig¢te i wykorzystane w innych pracach

naukowych.

2.3.1. Elektroaktywacja 1-hydroksypirenu (1-HP)

W literaturze nie brakuje doniesien wskazujacych na oznaczanie
1-hydroksypirenu (1-HP) przy uzyciu elektrod modyfikowanych [241-243]. Jednakze
interesujacym zagadnieniem jest mozliwos$¢ aktywacji tej czasteczki na powierzchni
materiatu weglowego (MWCNT). W tym celu zaadsorbowano 1-HP na powierzchni
MWCNT, a nastgpnie wykonano testy technikg woltamperometrii cyklicznej
w elektrolicie kwasnym (0,1 M HCIO4) w zakresie potencjatéw od 0,0 do +0,8 V
vs. Ag/AgCl. Wyniki tej analizy przedstawiono na Rys. 66.
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Rys. 66. Elektrochemiczna aktywacja elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-HP
w 0,1 M HCIOy, a - czarna linia (pierwszy skan) i b - zielona linia (drugi skan).
Szybkosé przesuwu potencjatu wynosi 50 mV s .

Zgodnie z przewidywaniami ksztalt woltamperograméw jest podobny jak
w przypadku CV obserwowanych dla tworzenia elektroaktywnej formy GC/MWCNT/1-
APox. W pierwszym skanie mozna zaobserwowa¢ wyraznie zdefiniowany,
nieodwracalny pik w zakresie pradow anodowych przy potencjale okoto +0,65 V vs.
Ag/AgCl. Po odwroceniu kierunku polaryzacji widoczny jest katodowy pik przy nizszym
potencjale okoto +0,3 V. W kolejnym skanie pojawia si¢ anodowy pik przy potencjale
okoto +0,31 V, a takze zanika wcze$niejszy pik utlenienia (przy potencjale +0,65 V).
Uzyskane w ramach tego eksperymentu wyniki sugeruja, ze nastgpila restrukturyzacja
materiatu elektrodowego GC/MWCNT/1-HP. W zwigzku z tym uwaza si¢, ze podczas
skanowania technikg woltamperometrii cyklicznej doszto do powstania nowych,
elektroaktywnych form redoks na powierzchni elektrody modyfikowanej. Ksztalt
krzywych $wiadczy o zaj$ciu charakterystycznego procesu ECE (elektrochemiczno-
chemiczno-elektrochemiczny), ktéry postulowano juz przy wczesniej przedstawionych
aktywacjach w pracy doktorskiej. Uwaza si¢ zatem, ze powstaty na powierzchni addukt
bedzie cechowata odwracalna elektroaktywnos¢ [175,179]. Elektrochemicznie

aktywowang elektrod¢ oznaczono jako GC/MWCNT/1-HPox.
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Po wytworzeniu elektroaktywnej formy na powierzchni elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/1-HP (co pokazano na Rys. 66), elektrode przeptukano woda destylowang
1 przeniesiono do -elektrolitu obojetnego (PBS, pH 7,4). Rys. 67 przedstawia
woltamperogramy zarejestrowane w zakresie od —0,3 do +0,15 V vs. Ag/AgCl (szybkos¢
przesuwu potencjatu 10 mV s') dla elektrody GC/MWCNT/1-HPox.

1 i ' i 1 i 1 i 1 i i
-0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

E/Vvs. Ag/AgCl

Rys. 67. Porownanie krzywych woltamperometrycznych dla elektrod GC/MWCNT
(a, czarna linia) oraz GC/MWCNT/I-HPox (b, zielona linia) zarejestrowanych w PBS
(pH 7,4). Szybkos¢ przesuwu potencjatu 10 mV s

Na podstawie krzywych woltamperometrycznych zarejestrowanych dla elektrody
GC/MWCNT/1-HPox (b, zielona krzywa) mozna zaobserwowac¢ dobrze zdefiniowang,
odwracalng pare pikow redoks przy potencjale okoto —0,08 V vs. Ag/AgCl. Uwaza sig,
ze piki te s zwigzane z odwracalnym przejsciem pomiedzy utleniona, a zredukowana
forma mediatora redoks na powierzchni elektrody (chinon/hydrochinon). Ponadto warto
zwrdci¢ uwage na szczegodlnie niskg separacje pomigdzy pradami pikow (ponizej 10 mV),
co sugeruje bardzo dobrg kinetyke transferu elektronow 1 stwarza dalsze mozliwosci

zastosowania takiej modyfikacji w elektrokatalizie.

Postanowiono rowniez przeprowadzi¢ eksperymenty przy roznych szybkosciach
przesuwu potencjatu (10-100 mV s!) w elektrolicie obojetnym (PBS, pH 7,4),
zarejestrowane dla utlenionej formy elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-HPox.

148



Nanostrukturalne materialy na bazie wielosciennych nanorurek weglowych oraz pochodnych
Dpirenu do zastosowan w elektroanalizie i biosensorach
Amanda Leda

Krzywe woltamperometryczne w zakresie potencjatow od —0,3 do +0,2 V vs. Ag/AgCl

zestawiono na Rys. 68A.
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Rys. 68. (4) Wykresy woltamperometrii cyklicznej dla elektrody GC/MWCNT/1-HPox
przy réznych szybkosciach przesuwu potencjatu (od 10 do 100 mV s™!) zarejestrowane
w PBS (pH 7,4). (B) Zaleznos¢ szybkosci przesuwu potencjatu od anodowego
i katodowego prqdu piku.

Na podstawie Rys. 68 A mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem szybkosci
przesuwu potencjalu prady pikow anodowych 1 katodowych zwigkszaja si¢ na
woltamperogramie. Na tej podstawie wykreslone zostaly liniowe zaleznosci pomigdzy
pradami pikow (/p4 1 Ipc), a szybkoscig przesuwu potencjatu (v), co zestawiono na Rys.
68B. Odpowiednio, dla pradéw pikéow anodowych: y = 335,78x + 0,242, R>= 0,999 oraz
dla pradéw pikoéw katodowych: y = -293,1x — 0,603, R?= 0,998). Zaklada si¢ zatem, ze
transfer fadunku pomiedzy czasteczkami, a powierzchnig elektrody modyfikowanej jest
kontrolowany przez zjawiska powierzchniowe. Tak jak postulowano rowniez wczes$niej,
uwaza sie¢, ze grupa aromatyczna pochodzaca od 1-HP laczy si¢ ze Scianami bocznymi
nanorurek weglowych w wyniku oddzialywan n-m, co daje duze mozliwosci wigzania
w sposOb niekowalencyjny, a w konsekwencji dalsze mozliwosci modyfikacji

powierzchni elektrody [182].

Zauwazono rowniez, ze pik pochodzacy od utlenienia 1-hydroksypirenu
charakteryzuje si¢ stabilno$cig na bardzo wysokim poziomie. Aby to potwierdzi¢

wykonano 300 cykli technikg woltamperometrii cyklicznej dla elektrody
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GC/MWCNT/1-HPox w PBS (pH 7.,4) i obserwowano spadek sygnalu pradow

anodowych i katodowych, co pokazano na Rys. 69.

20 =

1. skan
——100. skan

-0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
E/Vvs Ag/AgCl

Rys. 69. Stabilnos¢ elektrody GC/MWCNT/I-HPox. Krzywe woltamperometryczne
zarejestrowano w buforze fosforanowym (PBS, pH 7,4), w zakresie potencjatow
od —0,3 do +0,2 V vs. Ag/AgCl. Szybkos¢ przesuwu potencjatu wynosi 50 mV s

Mozna zatem zauwazy¢, ze po wykonaniu trzystu cykli woltamperometrycznych
prady pikow pochodzacych od utlenienia i redukcji 1-HP na powierzchni elektrody
modyfikowanej GC/MWCNT/1-HPox niemalze nie zmienity swoich warto$ci. Wraz
z ilo$cig wykonanych skanow nie zmienily si¢ rowniez potencjaly pikow. Otrzymane

wyniki §wiadcza o bardzo wysokiej stabilnosci elektrody modyfikowanej.

Zarowno mozliwos¢  elektrochemicznej aktywacji, obecno$¢ dobrze
zdefiniowanej pary redoks w elektrolicie obojetnym, a takze bardzo dobry transfer
elektrondbw 1 doskonala stabilno$¢, sprawiaja, ze elektroda modyfikowana
GC/MWCNT/1-HPox stwarza ogromne mozliwosci zastosowania jej jako wydajnego
modyfikatora elektrody 1 nastepnie elektrokatalizatora redoks. Ponadto materiat
elektrodowy zawierajacy wieloScienne nanorurki weglowe 1 utleniong forme
1-hydroksypirenu moze by¢ wykorzystany do konstrukcji amperometrycznych sensorow

czy biosensordéw. Jednocze$nie uwazam, ze kontynuacja badan naukowych w tym
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obszarze wydaje si¢ mie¢ duzy potencjal i zdecydowanie zastuguje na rozwinigcie

w przysztosci.

2.3.2. Elektrochemiczne utlenienie kwasu 1-pirenoboronowego (PBA)

Wsrod licznych publikacji naukowych niewiele poswigconych jest modyfikacji
materiatow weglowych funkcjonalizowanych kwasem 1-pirenoboronowym (PBA).
Wsrod materiatow weglowych warto zwroci¢ uwage na wykorzystanie grafenu i grafenu
o strukturze piankowej (ang. graphene foam) [244,245]. Brakuje jednak doniesien
o mozliwosci modyfikacji elektrody za pomoca MWCNT, a nastgpnie PBA i dalszej
elektroaktywacji powstatego materialu elektrodowego. W zwigzku z tym postanowiono
wykona¢ réwniez adsorpcje¢ PBA na powierzchni MWCNT. Nastgpnie wykonano
elektrochemiczng aktywacje elektrody poprzez skanowanie w elektrolicie oboj¢tnym
(PBS, pH 7,4), w zakresie potencjatow od —0,5 do +1,0 V vs. Ag/AgCl, wykorzystujac
w tym celu technike woltamperometrii cyklicznej. Wyniki elektrochemicznego utlenienia

PBA na powierzchni nanorurek weglowych zaprezentowano na Rys. 70.
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Rys. 70. Elektroaktywacja elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/PBA, w zakresie
potencjatow od —0,5 do +1,0 V vs. Ag/AgClI, w elektrolicie obojetnym (PBS, pH 7,4);
a - czarna linia (pierwszy skan), b - zielona linia (drugi skan).

Szybkos¢ przesuwu potencjatu 50 mV s

151



Nanostrukturalne materialy na bazie wielosciennych nanorurek weglowych oraz pochodnych
Dpirenu do zastosowan w elektroanalizie i biosensorach
Amanda Leda

W tym przypadku réwniez widoczny jest charakterystyczny ksztalt
woltamperogramoéw, ktory byl juz obserwowany niejednokrotnie w poprzednich
czedciach niniejszej rozprawy doktorskiej (podczas elektroaktywacji 1-AP czy 1-HP).
Pierwszy skan (krzywa a, czarna linia) uwidacznia powstanie nieodwracalnego, dobrze
zdefiniowanego anodowego piku utlenienia przy potencjale okoto +0,96 V vs. Ag/AgCl.
Nastepnie po odwroceniu kierunku polaryzacji elektrody obserwuje si¢ pik w zakresie
pradow katodowych przy potencjale —0,09 V vs. Ag/AgCl. Kolejny skan powoduje
wytworzenie piku utlenienia przy potencjale —0,06 V oraz zanik wcze$niej powstatego
anodowego piku (przy potencjale +0,96 V). Rowniez w przypadku elektroutleniania PBA
na elektrodzie GC/MWCNT mozna sugerowaé, ze nastapita restrukturyzacja materiatu
elektrodowego. Podobnie jak dla elektrod modyfikowanych GC/MWCNT/1-AP
i GC/MWCNT/1-HP dochodzi do powstania nowych, elektroaktywnych form na
powierzchni. Ponadto ksztatt krzywych takze postuluje zajscie procesu ECE [175,179].
W zwiazku z tym powstaty addukt powinna cechowa¢ odwracalna elektroaktywnos$¢,
a elektrode aktywowana w opisany sposob oznaczono jako GC/MWCNT/PBAox. Na
ponizszym rysunku (Rys. 71) przedstawiono potencjalng struktur¢ PBAox.

OH C|>H
lB—OH B—OH
HO OH O o
4H"/4e"
-_—
HO OH o o)

Rys. 71. Schematyczne przedstawienie struktury kwasu 1-pirenoboronowego po
aktywacji w wyzej opisanych warunkach uwzgledniajgce przejscie redoks PBAox
z udziatem ugrupowan chinonowych/hydrochinonowych.

Nastepnie wykonano analize technikg CV przy réznych szybkos$ciach przesuwu

potencjalu (10-100 mV s') w elektrolicie obojetnym (PBS, pH 7.4). Krzywe
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woltamperometryczne zarejestrowane dla elektrody GC/MWCNT/PBAox w zakresie
potencjatéow od —0,3 do +0,2 V vs. Ag/AgCl zestawiono na Rys. 72A.

y =355.47x+ 0,141
R’ =0999

100mV's'

1/pA
1/pA
=

T

10mvs’ _10
y=-343,15x - 0,445
R’ =0,999

-0.3 -0.2 -0.1 0,0 0,1 0,2 0,00 0,02 0,04 0,06 0.08 0.10
E/V vs. Ag/AgCl v/Vs'

Rys. 72. (4) Krzywe woltamperometryczne dla elektrody GC/MWCNT/PBAox przy
réznych szybkosSciach przesuwu potencjatu (10-100 mV s!) zarejestrowane
w PBS (pH 7,4) oraz (B) Zaleznos¢ szybkosci przesuwu potencjatu od prgdu pikow.

Na podstawie krzywych przedstawionych na Rys. 72A mozna zauwazy¢ dobrze
zdefiniowang, odwracalng pare¢ pikow redoks przy potencjale okoto —0,1 V vs. Ag/AgCl.
Dodatkowo warto zwrdci¢ uwage, ze wraz ze wzrostem szybkosci przesuwu potencjatu
prady pikow wspomnianej pary redoks rowniez si¢ zwiekszaja. Wykreslone zostaty zatem
liniowe zaleznosci pomigdzy pradami pikéw anodowych i katodowych (lps 1 Ipc),
a szybkoscig zastosowanego przesuwu potencjalu (v). Krzywe te zaprezentowano na Rys.
72B. W przypadku pradéw pikow anodowych otrzymano zalezno$¢: y =355,47x + 0,141,
R? = 0,999 oraz dla pradow pikoéw katodowych: y = —343,15x — 0,445, R? = 0,999.
W zwiagzku z powyzszym mozna zatem przypuszczac, ze transfer tadunku pomiedzy
czasteczkami, a powierzchnig elektrody modyfikowanej jest determinowany przez
zjawiska powierzchniowe. Grupa aromatyczna kwasu 1-pirenoboronowego i $ciany
boczne MWCNT 1aczg si¢ w wyniku oddzialtywan typu m-m (ten mechanizm réwniez

postulowano podczas wcze$niej opisanych modyfikacji).

Zatozono takze, ze potozenie pikow redoks bedzie zaleze¢ od pH. W celu
potwierdzenia tego zalozenia wykonano badania technika woltamperometrii cyklicznej
w roztworach o réznych pH (do przygotowania roztworéw o réznym pH wykorzystano

bufor Brittona-Robinsona). Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla elektrody
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GC/MWCNT/PBAox w elektrolitach o roznym pH (od 2,24 do 10,59) przedstawiono na
Rys. 73A.

y=-0.060x + 0366
R*=0.999

1/pA
T
E"/ Vvs. Ag/AgCl
2
T

-0.6 -04 -0.2 0,0 0.2 04 0.6 2 4 6 8 10 12
E/Vvs. Ag/AgCl pH

Rys. 73. (A) Woltamperogramy cykliczne elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/PBAox zarejestrowane w buforach Brittona-Robinsona o roznych pH
(2,24-10,59). Szybkos¢ przesuwu potencjatu 50 mV s, takze (B) Wykres ilustrujgcy

zaleznos¢ E° od pH.

Mozna zatem zaobserwowac, ze wraz ze wzrostem pH piki pradow anodowych
i katodowych przesuwaja si¢ w kierunku ujemnych wartosci potencjatéw. Zaleznosé
pomiedzy E” i pH charakteryzuje si¢ liniowoécig w catym zakresie (y = —0,060x + 0,366,
R? = 0,999), co przedstawiono na Rys. 73B. Nachylenie krzywej wynoszace
—60 mV pH! jest zgodne z przewidywana wartoscia Nernsta dla procesow
proton/elektron. Na podstawie przedstawionych danych mozna wigc stwierdzi¢, ze
elektroda GC/MWCNT/PBAox charakteryzuje si¢ dobra kinetyka transferu elektronow,

a to z kolei stwarza jej liczne mozliwosci aplikacyjne w elektroanalizie.

Zaobserwowano rowniez, ze potozenie pikow redoks (w buforze o pH 8,51)
zmienia si¢ po dodaniu glukozy. Wykonano zatem analizy technika woltamperometrii
cyklicznej dla elektrody GC/MWCNT/PBAox w buforze B-R o pH 8,51 rejestrujac
krzywe po kolejnych dodatkach glukozy. Wyniki tych eksperymentow wraz
z odpowiadajgcymi krzywymi zaleznosci st¢zenia od polozenia pikow zaprezentowano

na Rys. 74.
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Rys. 74. Krzywe woltamperometryczne dla elektrody modyfikowanej
GC/MWCNT/PBAox w buforze Brittona-Robinsona o pH 8,51 rejestrowane po dodaniu
kolejnych porcji analitu. Szybkos¢ przesuwu potencjatu 50 mV s, Wstawka a) pokazuje

wykres zaleznosci E° od stezenia Glu, natomiast b) to liniowa zaleznos¢ pomiedzy E°
a logarytmem ze stezenia analitu.

Przedstawione woltamperogramy charakteryzuja si¢ dobrze zdefiniowanymi,
odwracalnymi pikami redoks zwigzanymi z utlenieniem kwasu 1-pirenoboronowego
(PBA) na powierzchni elektrody GC zawierajacej wieloscienne nanorurki weglowe
(MWCNT). Po dodaniu kolejnych porcji glukozy obserwuje si¢ przesuniecie pary pikow
redoks w kierunku dodatnich warto$ci potencjatéw. Obserwowany zakres jest relatywnie
szeroki (od 2 do 500 mM dodanej Glu). Wstawka a) na wykresie ukazuje zaleznos¢
pomiedzy E® i stezeniem analitu, natomiast wstawka b) ukazuje liniowa zalezno$é
pomiedzy E i logarytmem ze stezenia glukozy (y = 0,026x — 0,138, R* = 0,990).

Odpowiedz ta sugeruje, ze moze to by¢ czujnik potencjometryczny glukozy.

Kwas 1-pirenoboronowy, podobnie jak szereg innych zwigzkéw aromatycznych
zawierajacych grupe boranowa, w §rodowisku kwasnym i obojetnym wystgpuje gldwnie
jako czasteczka obojetna o trygonalnej geometrii (sp?) z deficytem elektronowym
umozliwiajagcym dziatanie jako kwas Lewisa. W pH zblizonym lub wyzszym niz jego
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pKa (pKa najczesciej mieszczag si¢ w zakresie ~8,0 - 9,0) zachodzi reakcja pomigdzy
forma obojetng (akceptorem pary elektronowej) a jonami OH™ (zasada, donor pary
elektronowej), czemu towarzyszy zmiana geometrii grupy boranowej z planarnej na
tetraedryczna (sp®). Tetraedryczna forma anionowa, ktorej udzial powinien by¢é znaczacy
w zastosowanym pH = 8,51, charakteryzuje si¢ zwickszonym powinowactwem do
struktur cis-diolowych glukozy, co prowadzi do powstania stabilnych kompleksow
boronianowych w wyniku odwracalnej reakcji estryfikacji (grupa boranowa reaguje
z grupami hydroksylowymi glukozy) [246,247]. Schematyczne przedstawienie tego

procesu zaprezentowano na Rys. 75.
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Rys. 75. Konfiguracje utlenionej formy kwasu 1-pirenoboronowego (PBAox)

O

w srodowisku wodnym (w obecnosci jonow OH"), a takze struktura kompleksu powstata
w wyniku reakcji estryfikacji pomiedzy czgsteczkg PBAox, a glukozg, na podstawie
[248,249].

Proces estryfikacji nie jest zwigzany ze zmiang pH, dlatego tez obserwowane
przesuni¢cia pikow w strong dodatnig wynika¢ moga najprawdopodobniej ze zmiany
struktury elektronowej uktadu, gdy dochodzi do przylaczenia glukozy. Podczas
przeksztalcenia trygonalnej formy kwasu 1-pirenoboronowego w kompleks boronianowy
z udziatem ugrupowan cis-diolowych glukozy mozna spodziewac si¢ zmian zarOwno we
wlasciwosciach indukcyjnych, jak i rezonansowych ugrupowan boranowych, co objawia

si¢ zmiang potencjatu pobliskich grup chinonowych [250].

Opisane zjawisko stanowi kluczowy mechanizm determinujacy czuto$¢ uktadoéw

zbudowanych w oparciu o PBA wzgledem glukozy, dzigki czemu mozliwe staje si¢ ich
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wykorzystanie do konstrukcji sensorow czy zaawansowanych systemow kontrolowanego
uwalniania insuliny [251]. Uwazam, ze kontynuowanie tego tematu przyniesie
satysfakcjonujace wyniki w dziedzinie, zarowno elektrod modyfikowanych na bazie

pochodnych pirenu, jak rowniez uktadéw pomiarowych do mierzenia glukozy.
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3. Whioski

Elektrochemiczne utlenianie pochodnej pirenu - l-aminopirenu na elektrodzie
GC/MWCNT umozliwitlo wytworzenie elektroaktywnego adduktu na powierzchni
(1-aminopireno-4,5,9,10-tetrolu). Produkt ten dodatkowo charakteryzowal si¢
odwracalnym przej$ciem redoks pomigdzy chinonem/hydrochinonem. Struktura zwigzku
zostala potwierdzona dzigki analizie fizykochemicznej - MS. Innymi technikami, jak XPS
czy FT-IR, potwierdzono przylaczenie grup hydroksylowych do czasteczki 1-AP. Ponadto
technikami obrazowania (TEM 1 AFM) réwniez potwierdzono adsorpcje pochodnej
WWA na powierzchni nanomateriatu weglowego. Odwracalne i dobrze zdefiniowane piki
redoks pozwolily na okreslenie efektu elektrokatalitycznego w kierunku utlenienia
NADH. Udowodniono zatem, ze analit moze by¢ efektywnie utleniany przy relatywnie
niskim potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl) na powierzchni elektrody GC/MWCNT/1-APox.
Dodatkowo sensor charakteryzowat si¢ parametrami analitycznymi w zakresie
umiarkowanym (LOD réwne 0,08 uM, LOQ wynoszace 0,23 uM, czy zakres liniowej
odpowiedzi oznaczania NADH od 1 do 110 uM). Na podstawie przedstawionych
W niniejszej pracy rozwazan wnioskuje¢, ze tatwa procedura syntezy i bardzo dobry
transfer elektrondéw na powierzchni prezentowanej elektrody sprawia, ze stanowi ona
obiecujacy perspektywe w dalszym rozwoju sensorow NADH. Przedstawione badania
mogg takze przyczynic¢ si¢ do postepu w zakresie enzymatycznych biosensoréw opartych

na utlenionej pochodnej 1-aminopirenu.

Elektrochemiczne osadzenie katecholu (Cat) 1 jego pochodnej (3-MCat) na
powierzchni elektrody modyfikowanej GC/MWCNT/1-AP pozwolitlo na otrzymanie
elektroaktywnych produktow charakteryzujacych si¢ odwracalnym przejsciem
chinon/hydrochinon. Analiza fizykochemiczna FT-IR pozwolita potwierdzi¢ obecnos¢
grup hydroksylowych, co z kolei wskazuje na przylaczenie modyfikatorow do uktadu.
Wykazano réwniez, ze na powierzchni prezentowanych materialdow mozliwe jest
skuteczne utlenienia NADH przy relatywnie niskim potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl).
Elektrody GC/MWCNT/1-AP/3-MCat 1 GC/MWCNT/1-AP/Cat wykazywaty zatem
doskonatg aktywno$¢ elektrokatalityczng w kierunku utlenienia NADH. Dodatkowo
warto zwréci¢ uwage, ze niski potencjal oznaczania NADH minimalizuje wpltyw

substancji interferujacych na dziatanie sensora, co zwieksza jego selektywnos¢. Gtowna
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zaletg skonstruowanych w ramach pracy sensoréw jest prosty sposob syntezy, jak rowniez
bardzo dobre wiasciwosci zwigzane ze zdolno$cig przenoszenia elektronow. Udana
immobilizacja dehydrogenazy glukozowej (GDH) z Pseudomonas sp na powierzchni
elektrod modyfikowanych, umozliwita réwniez oznaczenie glukozy w relatywnie
szerokim zakresie st¢zen przy uzyciu dwoéch technik amperometrycznych. Dzigki temu
otrzymany materiat posiada potencjatl zastosowania w biosensorach monitorujgcych
poziom glukozy w produktach przemystu spozywczego czy diagnostyce kliniczne;.
Biosensor charakteryzuje si¢ rowniez zwigkszong czulo$cig i stabilno$cig w trakcie
dtugotrwatych pomiaréw w poréwnaniu z dostepnymi urzadzeniami shuzgcymi detekcji
Glu. Uwazam, ze materialy elektrodowe zawierajace wieloscienne nanorurki weglowe,
l-aminopiren oraz katechol i jego pochodng stanowig obiecujaca platforme do

konstrukcji zardowno sensorow NADH, jak i biosensorow glukozy.

Elektrochemiczna  aktywacja I-hydroksypirenu  (1-HP) 1 kwasu
1-pirenoboronowego (PBA) pozwala na otrzymanie nowych elektroaktywnych form
redoks na powierzchni elektrod modyfikowanych, odpowiednio GC/MWCNT/1-HPox
1 GC/MWCNT/PBAox. Elektrody te cechuje dobra kinetyka transferu elektrondw,
a w zwigzku z tym moga stanowi¢ potencjalne zastosowanie w elektroanalizie.
Zaprezentowane wyniki pozwalaja wnioskowaé, ze jest to kierunek warty rozwoju
1 kontynuowania w przysztosci. Otrzymane wstepne rezultaty badan stwarzajg mozliwos¢
rozwoju elektrod modyfikowanych na bazie pochodnych pirenu i ich elektroaktywacji,
jak réwniez daja szans¢ na postgp w zakresie nieenzymatycznych sensoréw, a takze

uktadow pomiarowych stuzacych do mierzenia glukozy.

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono dwa oryginalne sposoby
modyfikacji powierzchni elektrod przy uzyciu wielo$ciennych nanorurek weglowych
(MWCNT) 1 l-aminopirenu (1-AP). Pierwsze podejScie opieralo si¢ na
elektrochemicznym utlenianiu pochodnej pirenu, natomiast drugie polegato na
podstawieniu pierscienia aromatycznego grupami katecholu i 3-metoksykatecholu. Obie
koncepcje umozliwily utworzenie warstw aktywnych redoks zwigzanych z powierzchnia,
z ktorych kazda charakteryzowata si¢ odwracalnym przejsciem chinon/hydrochinon. Co
istotne, modyfikacje te stanowily inicjujgcy czynnik do oceny procesoOw

elektrokatalitycznych NADH.
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VI. STRESZCZENIE

Wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA), w tym piren i jego
pochodne, stanowig grup¢ zwigzkéw organicznych, ktéra do tej pory nie byta
powszechnie wykorzystywana w elektrochemii analitycznej, a w szczegdlnosci
w dziedzinie elektrod modyfikowanych i sensoréw/biosensoréw amperometrycznych.
Mozliwe wykorzystanie tej grupy zwigzkdw umozliwia sterowanie finalnymi

wlasciwosciami komponentow materiatu elektrodowego.

Potaczenie wielo$ciennych nanorurek weglowych (MWCNT), jako materiatu
weglowego, z pochodnymi pirenu sprawia, ze zasadna staje si¢ elektroaktywacja tych
zwigzkow na powierzchni elektrod modyfikowanych. W jej wyniku powstaja nowe formy
aktywne redoks, ktére cechuje bardzo dobra kinetyka transferu elektronéw i1 doskonata
odwracalno$¢ w elektrolitach obojetnych. Potaczenie $cian bocznych nanorurek
weglowych z pier§cieniem aromatycznym pochodnych pirenu, poprzez oddziatywania

typu m-n, umozliwia tatwy, niekowalencyjny sposob syntezy materiatoéw elektrodowych.

W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej skupiono si¢ zatem na adsorpcji pirenu
(Pyr) 1jego pochodnych, w tym 1-aminopirenu (1-AP), 1-hydroksypirenu (1-HP) i kwasu
1-pirenoboronowego (PBA) na powierzchni elektrody GC modyfikowanej MWCNT.
Przeprowadzono procesy elektrochemicznej aktywacji umozliwiajace powstanie
nowych, elektroaktywnych pochodnych na powierzchni elektrod. Powstanie
GC/MWCNT/1-APox umozliwito dodatkowo elektroutlenienie NADH przy relatywnie
niskim potencjale (+0,1 V vs. Ag/AgCl), a takze oznaczenie tego analitu w roztworach
modelowych 1 rzeczywistych (suplementy diety). Ponadto osadzenie katecholu
1 3-metoksykatecholu na powierzchni elektrody GC/MWCNT/1-AP pozwolito na
efektywng immobilizacj¢ enzymu - dehydrogenazy glukozowej z Pseudomonas sp.
Dzigki temu oznaczono glukozg dwoma technikami amperometrycznymi przy relatywnie
zadowalajacych parametrach analitycznych. Przeprowadzono réwniez oznaczenie

glukozy w roztworze probki rzeczywistej (napoju izotonicznym).
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VII.LABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), such as pyrene and its derivatives,
constitute a class of organic compounds that has, so far, seen limited application in
analytical electrochemistry - particularly in the design of modified electrodes and
amperometric sensors or biosensors. Nevertheless, the potential utilization of these
compounds offers a promising strategy for tailoring the final physicochemical properties

of electrode materials.

The integration of multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) as carbon-based
nanomaterials with pyrene derivatives provides a rational basis for the electrochemical
activation of these compounds on the surface of modified electrodes. This process leads
to the formation of novel redox-active species exhibiting excellent electron transfer
kinetics and high electrochemical reversibility in inert electrolytes. The n-m stacking
interactions between the sidewalls of carbon nanotubes and the aromatic rings of pyrene
derivatives offer a simple, non-covalent strategy for the construction of functional

electrode materials.

This dissertation focused on the adsorption of pyrene (Pyr) and its derivatives -
including 1-aminopyrene (1-AP), 1-hydroxypyrene (1-HP), and pyrene-1-boronic acid
(PBA) on the surface of glassy carbon (GC) electrodes modified with multi-walled carbon
nanotubes (MWCNT). Electrochemical activation processes were employed to generate
new electroactive species on the electrode surface. In particular, the formation of the
GC/MWCNT/1-APox system enabled the electrooxidation of NADH at relatively low
potentials (+0.1 V vs. Ag/AgCl) and facilitated its determination in both model and real
samples (diet supplements). Additionally, the deposition of catechol and
3-methoxycatechol on the surface of the GC/MWCNT/1-AP electrode allowed for the
efficient immobilisation of glucose dehydrogenase (GDH) from Pseudomonas sp. As
a result, glucose was successfully determined using two amperometric techniques,
yielding satisfactory analytical performance. Glucose quantification was also performed

in a real sample matrix (isotonic beverage).
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