Polimer wdrukowany molekularnie, sposéb jego wytwarzania oraz chemiczny
czujnik piezoelektryczny do wykrywania i oznaczania substancji biologicznie
czynnych wybranych z grupy amin biogenicznych, zwtaszcza melaminy

Przedmiotem wynalazku jest polimer wdrukowany molekularnie, w skrécie zwany
dalej MIP, o wzorze 1a, 1b, 1c lub 1d, sposéb jego wytwarzania oraz chemiczny czujnik
piezoelektryczny do wykrywania i oznaczania substancji biologicznie czynnych wybranych z
grupy obejmujgcej aminy biogeniczne, korzystnie melaminy, histaminy, dopaminy albo
adeniny zawierajacy warstwe MIP. Czujnik wedlug wynalazku przygotowuje sie z
dedykowanego monomeru funkcyjnego, ktdrym jest, korzystnie, bis(2,2'-bitienylo)metan
(wzor 2), podstawiony eterem koronowym 18-korona-6 (wzdr 3) oraz z monomeru
sieciujacego, ktdrym jest, korzystnie, bis(bitiofenobenzotiofen) (wzér 4). Wedtug wynalazku,
czujnik sktada sie z warstwy MIP stanowiacej jego element rozpoznajacy. Warstwa MIP jest
osadzona za pomoca polimeryzacji elektrochemicznej na elektrodzie, korzystnie platynowej,
rezonatora kwarcowego, korzystnie ciecia AT, o poprzecznych drganiach $cinajacych
'oqutoéciowej fali dzwiekowej. Rezonator ten jest przetwornikiem analitycznego sygnatu
detekcji.

Melamina  (2,4,6-triamino-1,3,5-triazyna, wzor 5) heteroaromatyczna zasada
triazynowa zawierajaca 66% wagowych azotu, jezeli trafi do w paszy lub produktow
spozywczych, to sztucznie zawyza dla nich wyniki laboratoryjnych oznaczer biatka. Melamina
jest trujacym metabolitem insektycydu cyromazyny, cykiopropylowej pochodnej melaminy
(wzdr 6). Rosliny metabolizujg cyromazyne do melaminy. Melamina jest stosowana do
produkcji réznych materiatéw polimerowych stosowanych do wytwarzania blatéw
kuchennych i klejéw, do produkcji niegniecacej sie odziezy oraz Srodkdw gasniczych, ktére
pod wptywem ptomieni uwalniajg gazowy azot (jak np. w gasnicach proszkowych). W reakgji
melaminy z formaldehydem powstaje zywica, stosowana jako trwate termoutwardzaine

tworzywo sztuczne lub pianka uzywana jako polimerowy $rodek czyszczacy. Co wiecej,



melamina jest gtownym sktadnikiem wielu nawozéw sztucznych, zéitego pigmentu 150
(barwnika dodawanego do tuszu i tworzyw sztucznych) oraz pochodnych lekéw
zawierajacych arszenik, stosowanych do leczenia $piaczki afrykaniskiej (trypanosomozy).!

Niestety, melamina zostala niedawno wykryta jako zanieczyszczenie w paszy dla
zwierzat domowych i hodowlanych, mlecznych odzywkach dla dzieci oraz produktach
biatkowych, takich jak gluten pszeniczny i kukurydziany oraz w biatkowych koncentratach
ryzowych.? Produkty spozywcze moga ulec zanieczyszczeniu melaming w wyniku ich kontaktu
z tworzywami sztucznymi® wykonanymi z melaminy. Melamina moze powodowacd $miertelng
kamice nerkowa® szczegdlnie w pofaczeniu z kwasem cyjanurowym (wzér 7), z ktdrym
tworzy nierozpuszczalny cyjanuran melaminy. Toksyczne dziatanie tego cyjanuranu polega
na tym, ze w trakcie resorpcji w wypetnionych moczem kanalikach nerkowych melamina i
kwas cyjanurowy ulegajg zatezeniu. WéWczas oddziatywujg ze sobg i krystalizujq tworzac
ztogi z0itych krysztatdw. Ztogi te blokujg i niszcza kanaliki zaburzajac funkcjonowanie nerek.
Kwas cyjanurowy jest stosowany do produkcji i sterylizacji opakowan zywnosci. Diugotrwaty
kontakt z produktami o wysokiej zawartosci melaminy byt przyczyng powstawania kamieni
nerkowych oraz wzrostu zachorowalno$ci na raka pecherza moczowego u samcéw szczura.®
Dlatego oznaczanie melaminy jest istotne nie tylko w przemysle spozywczym, ale réwniez z
punktu widzenia klinicznego i biologicznego. Przedstawiony w niniejszym zgtoszeniu
selektywny czujnik chemiczny pozwala w prosty i przejrzysty sposdb oznaczaé zawartosé
melaminy na bardzo niskim poziomie stezen, tj. nanomolowym.

Melamina jest oznaczana w mleku, odzywkach dla niemowlat, paszy dla zwierzat i w
innych produktach spozywczych za pomocg szeregu technik analitycznych, takich jak
chromatografia gazowa,® chromatografia gazowa sprzezona ze spektometriag mas (GC-MS),®
wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektometria mas (HPLC-MS),’
wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja fotodiodowa (HPLC-DAD), ultrasprawna
chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa spektrometria mas (UPLC-MS/MS),
wysokosprawna kapilarna  elektroforeza strefowa (HPCZE),® spektometria mas z
desorpcja/jonizacjq laserowa z matrycy (MALDI-MS),'° spektometria mas z jonizacjq za
pomocg rozpylania ekstrakcyjnego (EESI-MS),!! spektometria mas z jonizacjq za pomoca
rozpylania desorpcyjnego (DESI-MS),? spektometria mas z desorpcyjng jonizacjq chemiczng
pod ciénieniem atmosferycznym (DAPCI-MS),"® spektometria mas z bezpoérednia analiza w
czasie rzeczywistym (DART-MS),* test immunoenzymatyczny (ELISA),'* spektroskopia UV,
spektroskopia w zakresie bliskiej i poéredniej podczerwieni (IR),” spektroskopia Ramana z
transformatg Fouriera (FT-Raman)'® i chemoluminescencja (CL).!® Mimo iz sg to w wiekszosci
precyzyjne i czute techniki, s one przewaznie kosztowne. Ponadto wymagajg zastosowania



zaawansowanych, wyspecjalizowanych urzadzen obstugiwanych przez wyszkolony personel.
W wielu przypadkach oznaczanie melaminy za pomoca powyzszych technik musi by¢ tez
poprzedzone wykonaniem zmudnych przygotowan obejmujacych ekstrakcje, zatezanie, lub
chemiczne reakcje wytwarzania pochodnych.

Okazato sie, ze mozna uniknal tych niedogodnosci stosujac selektywny czujnik
chemiczny z warstwg MIP jako elementem rozpoznajacym, wedtug wynalazku.? |

Polimer wdrukowany molekularnie, MIP, o wzorze 1a, jest polimerem monomeru
funkcyjnego bis(2,2"-bitienylo)metanu o wzorze 2 podstawionego eterem koronowym 18-
korona-6 o wzorze 3, oraz monomerem sieciujacym, bis(bitiofenobenzotiofenem) o
wzorze 4.

Polimer, przedstawiony wzorem 1b, y4 dodatkowo wbudowanym
trihexylo(tetradecylo)fosfoniowym tris(pentafluoroetylo)trifluorofosforanem o wzorze 8.

Polimer przedstawiony wzorem 1c¢, z wdrukowang substancjq biologicznie czynng z
grupy amin biogenicznych, korzystnie melaming o wzorze 5, jako szablonem.

Polimer przedstawiony wzorem 1d, z wdrukowang substancja biologicznie czynng z
grupy amin biogenicznych, korzystnie melaming o wzorze 5, jako szablonem, oraz
wbudowanym trihexylo(tetradecylo)fosfoniowym tris(pentafluoroetylo)trifluorofosforanem o
wzorze 8.

Sposéb  wytwarzania  polimeru  wdrukowanego  molekularnie, MIP, o
wzorze 1a, 1b, 1c albo 1d, wedlug wynalazku, polega na tym, ze prowadzi sie
polimeryzacjg elektrochemiczng monomeru funkcyjnego, tj. bis(bitiofenu) o wzorze 2,
podstawionego eterem koronowym 18-korona-6 o wzorze 3, w obecnosci substancii
biologicznie czynnej z grupy amin biogenicznych, korzystnie melaminy o wzorze 5, jako
szablonu oraz monomeru sieciujacego, bis(bitiofenobenzotiofenu) o wzorze 4, przy czym
szablon melaminy jest wdrukowywany w trakcie polimeryzacji elektrochemicznej,
ewentualnie w roztworze mieszanych rozpuszczalnikdw, korzystnie, acetonitrylu i cieczy
jonowej,  trihexylo(tetradecylo)fosfoniowego  tris(pentafluoroetylo)trifiuorofosforanu o
wzorze 8, w stosunku wagowym 1 : 1, po czym, ewentualnie, wyekstrahowuje sie melamine
z warstwy MIP za pomoca alkalicznego roztworu wodnego.

Chemiczny czujnik piezoelektryczny do wykrywania i oznaczania melaminy, wedtug
wynalazku, charakteryzuje sie tym, ze sktada sie z elementu rozpoznajacego, ktorym jest
warstwa MIP o wzorze 1a, 1b lub 1c, osadzona na elektrodzie platynowej rezonatora
kwarcowego, korzystnie cigcia AT, o poprzecznych drganiach Scinajacych objetosciowej fali
dZwiekowej, stanowigcego przetwornik sygnatu detekgcji, jak pokazano na fig. 1.



Czujnik, wedtug wynalazku, wyposazony jest w element rozpoznajacy, ktorym jest
warstwa MIP, otrzymany z dedykowanego monomeru funkcyjnego, bis(bitiofenu)
podstawionego eterem koronowym (wzdr 3) i dedykowanego monomeru sieciujacego,
bis(bitiofenobenzotiofenu) (wzér 4), ktdra osadzona jest za pomocq polimeryzacji
elektrochemicznej na elektrodzie, korzystnie platynowej, rezonatora kwarcowego, korzystnie
ciecia AT, o poprzecznych drganiach Scinajacych objetosciowej fali dzwiekowej, petnigcego
role przetwornika sygnatu detekcji, jak pokazano na fig. 1.

Sposéb przygotowania chemicznego czujnika piezoelektrycznego do wykrywania i
oznaczania melaminy, wedtug wynalazku, polega na tym, ze na elektrodzie platynowej
rezonatora kwarcowego osadza sie metoda elektropolimeryzacji warstwe MIP (wzér 1d) w
obecnosci melaminy jako szablonu. Elektrochemicznej polimeryzacji ulega
samouporzadkowany w roztworze kompleks melaminy z monomerem funkcyjnym (wzor 3),
usieciowany w polimerze za pomocg monomeru sieciujgcego, bis(bitiofenobenzotiofenu)
(wzér 4). Szablon melaminy wdrukowuje sie w polimer polimeryzujac elektrochemicznie
kompleks opisany powyzej w, ewentualnie, roztworze mieszanych rozpuszczalnikow,
ewentualnie, acetonitrylu i cieczy jonowej, trihexylo(tetradecylo)fosfoniowym
tris(pentafluoroetylo)trifluorofosforanie (wzér 8) o stosunku wagowym, ewentualnie, 1 : 1.
Po czym, ewentualnie, wyekstrahowuje sie melamine z warstwy MIP za pomocq alkalicznego
roztworu wodnego.

Warstwy MIP mozna w prosty sposob otrzymaé w wyniku polimeryzacji

elektrochemicznej.”

Wiasciwie dobrane warunki tej polimeryzacji, takie jak wielkos¢
przeptywajacego fadunku, kwasowo$¢ roztworu oraz rodzaj rozpuszczalnika i elektrolitu
podstawowego, jak réwniez rodzaj monomeru funkcyjnego i sieciujacego pozwalajq
dogodnie kontrolowaé, odpowiednio, grubos¢, wiasciwosci wiskoelastyczne i morfologie
(przede wszystkim porowatos¢) powstajacej warstwy MIP. Ponadto, warstwe te otrzymuje
sie, korzystnie, w zaledwie jednym etapie elektropolimeryzacji. Osadzona na powierzchni
przetwornika warstwe MIP przemywa sie rozpuszczalnikiem (acetonitrylem), w celu usuniecia
zaadsorbowanych fizycznie pozostatosci. Po wyekstrahowaniu wdrukowanego szablonu z
warstwy MIP, warstwa ta moze by¢ bezposrednio stosowana do oznaczen analitu -
melaminy.

Dotychczas, w projektowaniu czujnikdw chemicznych z wykorzystaniem MIP, do
przetwarzania sygnatu detekcji stosowane byly takie techniki analityczne, jak techniki
elektrochemiczne,  spektroskopowe, akustyczne, w tym piezoelektryczne  (PZ).2
Przetwarzanie sygnatu detekcji za pomocg mikrograwimetrii piezoelektrycznej (PM), ze

wzgledu na subnanogramowy prég wykrywalnosci niektrych analizowanych substancji,”



jest jedna z najbardziej ekonomicznych i wiarygodnych metod oznaczeh analitdw waznych z
biologicznego i klinicznego punktu widzenia.** Polaczenie selektywnej warstwy MIP, jako
elementu rozpoznajacego, z wysoce czutym przetwornikiem PZ prowadzi do wytworzenia
czujnika chemicznego o wysokiej selektywnosci, czutosci i wykrywalnoéci.?

W niniejszym wynalazku, wykorzystanie warstwy MIP jako elementu rozpoznajacego
a rezonatora kwarcowego mikrowagi kwarcowej (QCM), ciecia AT, o poprzecznych drganiach
$cinajacych objetosciowej fali dzwiekowej, jako przetwornika sygnatu detekcji pozwolito
opracowac nowy czujnik chemiczny do oznaczania melaminy. Czujnik ten charakteryzuje sie
zZnaczng stabilnoscig, odtwarzalnoscig i wykrywalnoscia.

Cel ten osiggnieto przez opracowanie nowatorskiego sposobu wytwarzania warstwy
MIP. Procedura ta polega na przygotowaniu kompleksu melaminy (wzor 5) z bis(bitiofenem)
(wzér 2) podstawionym eterem koronowym 18-korona-6 (wzdr 3), zastosowanym jako
monomer funkcyjny. Otrzymany kompleks polimeryzowany jest elektrochemicznie w
obecnosci monomeru sieciujacego, bis(bitiofenobenzotiofenu) (wzdér 4), w warunkach
woltamperometrii cyklicznej (CV) w roztworze mieszanych rozpuszczalnikdw, acetonitrylu i
cieczy jonowej, trihexylo(tetradecylo)fosfoniowego tris(pentafluoroetylo)trifluorofosforanu
{wzor 8).

Poniewaz melamina jest stabo rozpuszczalna w wodzie i rozpuszczalnikach
organicznych, wdrukowano jg stosujac roztwdr acetonitrylowy zakwaszony kwasem
trifluorooctowym (TFA) do pH = 3.0. Przy tej wartosci pH, melamina ulega wielokrotnemu
sprotonowaniu (wzér 1c i 1d).%® Ponadto, przy tej wartoéci pH tworzone jest wiazanie
niekowalencyjne pomiedzy sprotonowanymi grupami aminowymi —NHs;* a podstawnikami
benzo-[18-korona-6] (wzér 3).% Utworzony kompleks melaminy i monomeru funkcyjnego z
podstawnikiem benzo-[18-korona-6] jest polimeryzowany elektrochemicznie w obecnosci
monomeru sieciujacego, bis(bitiofenobenzotiofenu) (wzdér 4). Nastepnie melamina jest
wyekstrahowywana z warstwy MIP za pomoca wodnego roztworu mocnej zasady. W tym
roztworze proton grupy —NH;* oddysocjowuje pozostawiajac melamine w postaci obojetnej.
Dlatego spolimeryzowany kompleks melaminy i monomeru funkcyjnego z podstawnikiem
benzo-[18-korona-6] rozpada sie uwalniajac szablon melaminy z warstwy MIP. Po usunieciu
tego szablonu, w warstwie MIP pozostajg dysponujace miejscami wigzacymi luki
molekularne, ktore sg komplementarne pod wzgledem wielkosci i ksztattu do czasteczek
melaminy. Obecno$¢ tych luk w warstwie MIP oraz fatwy do nich dostep czasteczek
melaminy odgrywa kluczowa role w jej selektywnym wigzaniu, co byto zamierzonym celem
dziatania niniejszego czujnika chemicznego.



W uproszczonej procedurze przygotowywania MIP opisanej w niniejszym zgtoszeniu,
zrezygnowano z cieczy jonowej (wzoér 8)% jako mniej polarnego rozpuszczalnika, uzyskujac
warstwe MIP o mniejszej porowatosci (wzdr 1c).

W  warunkach  przeptywowej analizy wstrzykowej (FIA) z  detekcjq
piezomikrograwimeryczng (PM) z wykorzystaniem QCM zostaly wyznaczone state szybkosci
wigzania analitu z warstwg MIP i state trwatosci kompleksu MIP-melamina, jak réwniez
okreslono wiasciwosci analityczne czujnika chemicznego w obecnosci  substancji
przeszkadzajacych.

Ponizej przedstawiono przykfady wykonania wynalazku, nie ograniczajace jego
zakresu.

1. Materialy i techniki badawcze
1.1 Substancje chemiczne

Melamina (wzdr 5), cyromazyna (wzér 6), ammelina (4,6-diamino-2-hydroksy-1,3,5-
triazyna (wzor 9) i acetonitryl zakupiono w firmie Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, U.S.A.).
Kwas cyjanurowy, kwas trifluorooctanowy (TFA) i nadchloran tetra-n-butyloamoniowy
[(TBA)CIO4] zakupiono w firmie Fluka (Buchs, Szwajcaria). Ciecz jonowa,
tertahexylo(tetradecylo)fosfonianowy tris(pentafluoroetylo)trifluorofosforan, zakupiono w
firmie Merck (Darmstadt, R.F.N.). Wszystkie odczynniki stosowano bez uprzedniego
oczyszczania. Monomer funkcyjny, bis(2,2"-bitienylo)-benzo-[18-korona-6]metan® (wzér 3) i
monomer  sieciujacy  2,2-bis(2,2-bitiofeno-5-yl)-3,3"-bi-1-benzotiofen®  (wzdér  4),
zsyntetyzowane zostaty zgodnie z opisanymi procedurami.

1.2 Aparatura, techniki badawcze i postepowanie

1.2.1 Woltamperometria cykliczna (CV), rézniczkowa woltamperometria
pulsowa (DPV), elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS) i
mikrograwimetria piezoelektryczna (PM) '

W pomiarach woltamperometrii cyklicznej (CV), rézniczkowej woltamperometrii
pulsowej (DPV) i elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS) stosowano
skomputeryzowany zestaw elektrochemiczny AUTOLAB™ firmy Eco Chemie (Utecht,

Holandia) wyposazony w karte rozszerzajagcg potencjostatu PGSTAT 12 i analizatora



odpowiedzi czestotliwosciowej FRA2. Do sterowania tym zestawem i naboru danych
stosowane byto oprogramowanie GPES 4.9 tego samego producenta. Do opisu impedancji
naczyfka elektrochemicznego zastosowano obwéd zastepczy Randlesa,® sktadajacy sie z
opornosci elektrolitu (R;) oraz impedancji elektrody pracujacej zawierajacej pojemnos¢
warstwy podwdijnej (Gy) i rdwnolegtej do niej impedancii procesu elektrodowego (Rc). Dane
doswiadczalne przedstawiono na ptaszczyznie zespolonej zaleznosci skladowej urojonej
impedancji od sktadowej rzeczywistej. Do danych tych dopasowano krzywe teoretyczne
dobierajac  odpowiednie parametry elektryczne zastepczego obwodu Randlesa.! W
pomiarach zastosowano szklane jednokomorowe trdjelektrodowe trdjszyjne mininaczynko
elektrochemiczne, w ksztatcie litery V i objetosci roztworu badanego ponizej 0,5 mil.
Zatopiona w osnowe ze szkta sodowego dyskowa elektroda platynowa o $rednicy 1 mm, drut
srebry pokryty warstwg AgCl i zwiniety w spirale o $rednicy ~5 mm drut platynowy
stosowane byly, odpowiednio, jako elektroda pracujaca, pseudoodniesienia i pomochnicza.
Pomiary za pomocg DPV przeprowadzono dla 1 mM Ki;Fe(CN)s w 0,1 M KNO; na dyskowej
elektrodzie Pt o $rednicy 1 mm. Amplituda pulsu wynosita 25 mV, czas trwania pulsu 50 ms,
skok potencjatu 5 mV. |

Pomiary PM, przeprowadzone zarowno w warunkach stacjonarnych jak i
przeptywowych, wykonane zostaty za pomocg mikrowagi kwarcowej EQCM typu,
odpowiednio, 5710 i 5610,3 Instytutu Chemii Fizycznej (Warszawa, Polska), pod kontrolg
oprogramowania EQCM 5710-S2 tego samego producenta. Naparowana elektroda Pt,
100-nm grubosci o $rednicy 5 mm, na 10-MHz rezonatorze kwarcowym o $rednicy 14 mm,
ciecia AT, ptasko-rownolegtym, jednoczesnie stuzyta jako elektroda pracujaca oraz substrat
czujnika chemicznego. Przed osadzaniem za pomocg polimeryzacji elektrochemicznej warstw
MIP rezonatory kwarcowe czyszczono przez 30 s roztworem ,piranii” (H,0;, : H,SO4; 1: 3,
Vv: v, uwaga: roztwor ,pirania” jest niebezpieczny dla skory i oczu, poniewaz gwattownie
reaguje z wiekszoscig substancji organicznych). Pierscienn Pt (EQCM 5610) lub zwiniety w
spirale drut Pt (EQCM 5710) oraz pokryty warstwa AgCl pierscien Ag (EQCM 5610) lub drut
Ag (EQCM 5710) zastosowano, odpowiednio, jako elektrode pomocnicza i elektrode
pseudoodniesienia. Zmiany czestotliwosci rezonansowej byly mierzone z 1-Hz rozdzielczoscia.
Pomiary FIA byly wykonane przy 150-um odlegtosci pomiedzy wylotem zespotu,
sktadajacego sie z kapilary doprowadzajacej roztwor i elektrody odniesienia, a powierzchnia
rezonatora przeptywowej oprawki do kwarcow elektrochemicznej mikrowagi kwarcowej typu
EQCM 5610.%

Réwnoczesne pomiary elektrochemiczne i piezomikrograwimetryczne prowadzone
byly za pomocg elektrochemicznej mikrowagi kwarcowej EQCM 5710 (Instytut Chemii



Fizycznej PAN, Warszawa) sprzegnietej z potencjostatem EP-20 Instytutu Chemii Fizycznej
(Warszawa). W badaniach elektrochemicznej polimeryzacji oprawka do kwarcow byta
zamontowana poziomo z rezonatorem skierowanym do gdry. Niewielka ilo$é, ~100 pL,
roztworu wypetniajacego wneke nad rezonatorem, byla wystarczajaca do osadzenia warstwy
MIP.

1.2.2 Spektroskopia w nadfiolecie i zakresie widzialnym (UV-vis)
Widma UV-vis zarejestrowano z rozdzielczoscig 0,1 nm za pomocg spektrofotometru
UV 2501-PC firmy Shimadzu (Tokio, Japonia).

1.2.3 Rentgenowska spektroskopia fotoelektrondéw (XPS)

Widma XPS zarejestrowano za pomocq spektrometru ESCALAB-210 firmy VG Scientific
(East Grinstead, Wielka Brytania) stosujac promieniowanie rentgenowskie Al K,
(hv = 1486.6 eV). Cidnienie w komorze spektrometru utrzymywano na poziomie ~5 x 107
'mbar. Widma wysokiej rozdzielczosci zarejestrowano dla elektronu powtoki N 1s przy energii
przejscia analizatora 20 eV i skoku 0,1 eV. O$ analizatora byta ustawiona prostopadle do
powierzchni probki. Widmo XPS zanalizowano za pomocg oprogramowania Avantage Data
System firmy Thermo Elektron Corp. (East Grinstead, Wielka Brytania).

1.2.4 Elektrochemiczna mikroskopia skaningowa (SECM)

Pomiary elektrochemicznej mikroskopii skaningowej (SECM) przeprowadzono za
pomocq elektrochemicznego mikroskopu skaningowego CHi900B (Austin, TX, U.S.A.).
Umieszczone w klatce Faradaya, tréjelektrodowe naczynko elektrochemiczne zawierato sonde
SECM - dyskowa mikroelektrode Pt o $rednicy 10-um (stosunek $rednicy szklanej osnowy do
Srednicy elektroaktywnej powierzchni elektrody: RG ~ 7), elektrode Ag|AgCl{KCl(nas.) oraz
drut Pt jako, odpowiednio, elektrode pracujaca, odniesienia i pomocnicza. Mikroelektroda
byta pozycjonowana w ptaszczyznie (x-y ) réwnolegtej do prébki z rozdzielczoscia 5 um oraz
w kierunku (z) prostopadtym do prdbki z rozdzielczoscig 1 um. Wszystkie eksperymenty
SECM byly wykonane stosujac 1 mM Ky[Fe(CN)s] w 0,1 M KNO;, w temperaturze pokojowej.

Wykresy SECM przedstawiajg prady rejestrowane na mikroelektrodzie w funkgcji jej
potozenia nad powierzchnig prébki MIP w ptaszczyznie x-y, przy statej odlegtosci w kierunku
osi z** Prady te zostaly zarejestrowane badajac dyfuzje prébnika redox Fe(CN)s* w trybie
sprzezenia zwrotnego. W trybie tym warto$¢ pradu elektroutleniania probnika zalezy od
elektrochemicznej aktywnosci tej czesci probnika, ktéra znajduje sie bezposrednio pod
mikroelektrodg. Najpierw zarejestrowano tzw. krzywa zblizania, tj. prad mikroelektrody w



funkcji jej odlegtosci od powierzchni prébki. W tym celu do mikroelektrody przytozono
potencjat 0,50V, tj. potencjat, przy ktérym szybkos¢ elektroutlenieniania Fe(CN)5‘" jest
ograniczona szybkoscig dyfuzji. Mikroelektrode ustawiono w takiej odlegtosci od
nieprzewodzacej czesci rezonatora kwarcowego, aby rejestrowany na mikroelektrodzie prad
wynosit 0,80 nA, tj. 50 % wartosci pradu rejestrowanego przy kwazi-nieskonczonej
odlegtosci mikroelektrody od prébki. Odlegtos¢ ta jest wtedy w przyblizeniu réwna Srednicy
aktywnej czesci mikroelektrody (~10 pum). Przy niezmienionym potencjale mikroelektrody,

skanowano obszar w ksztatcie kwadratu o boku 200 pm z predkoscig 25 pum s,

1.2.5 Elektronowa mikroskopia skaningowa z emisja polowg (FE SEM)

Obrazowanie za pomocy elektronowej mikroskopii skaningowej z emisjq polowg
(FE SEM) warstw MIP wykonano za pomocg niskoenergetycznego mikroskopu SEM SUPRA
firmy Zeiss (Jena, R.F.N.). Energia przy$pieszanej wigzki elektronéw wynosita 2,00 kV.

1.2.6 Mikroskopia sit atomowych (AFM)

Zdjecia warstw MIP wykonano za pomocg mikroskopii sit atomowych (AFM) stosujac
mikroskop Multimode NS3D firmy Digital Instruments/Veeco Metrology Group (Woodbury,
NY, U.S.A.).

1.2.7 Przygotowanie czujnika chemicznego

Element rozpoznajacy piezoelektrycznego czujnika chemicznego to warstwa MIP. Jest
ona przygotowywana za pomocq polimeryzacji elektrochemicznej, wykonanej w warunkach
CV w zakresie potencjatéw od 0,50 do 1,50V, przy szybkosci zmian potencjatu 50 mV/s.
Grubos$¢ warstwy MIP na elektrodzie Pt rezonatora kwarcowego jest kontrolowana za
pomocq liczby cykli CV oraz monitorowana za pomocg pomiaru zmian czestotliwosci
rezonansowej stosujac EQCM. Przygotowano trzy rodzaje warstw MIP rdznigce sie sktadem.

Warstwa MIP A byta przygotowana za pomocg polimeryzacji elektrochemicznej
0,3 mM 3, w 0,1 mM melaminy 5, 0,1 M (TBA)CIO, i 0,9 mM TFA w acetonitrylu (pH = 3,0).

W celu przygotowania warstwy MIP B (wzér 1c), powyzszy kompleks melaminy 5 z
monomerem funkcyjnym 3, byt elektrochemicznie kopolimeryzowany z monomerem
sieciujgcym 4, w stosunku molowym 5 : 3 : 4 réwnym, odpowiednio, 1: 3 : 3.

Warstwe MIP C (wzdér 1d) osadzono za pomocq kopolimeryzacji elektrochemicznej
monomeru funkcyjnego 3 z monomerem sieciujacym 4 w obecnosci melaminy 5, w stosunku
molowym 3 :4:5, odpowiednio, 3:3:1, w roztworze mieszanych rozpuszczalnikow,
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takich jak ciecz jonowa 8 i acetonitryl, o stosunku wagowym 1 :1, zakwaszonym TFA
(pH = 3,0).

W poréwnaniu do poprzednio opracowanego i wykonanego PZ czujnika chemicznego
z warstwa MIP do oznaczania histaminy,? istotne jest, ze warstwa zaporowa poli(bitiofenu)
nie byta potrzebna do poprawnego dziatania czujnika chemicznego do oznaczania melaminy,
przedstawionego w niniejszym zgtoszeniu (patrz ponizej w Czesci 2.1).

Po polimeryzacji elektrochemicznej wszystkie warstwy MIP obficie przemyto
acetonitrylem, w celu usuniecia nadmiaru elektrolitu podstawowego. Nastepnie szablon
melaminy wyekstrahowano za pomoca 0,01 M NaOH. Catkowite usuniecie melaminy z
warstwy MIP C zostato potwierdzone za pomoca pomiaréw XPS, spektroskopii UV-vis i
elektrochemicznych. Kontrolny polimer niewdrukowany molekularnie (NIP C) przygotowano
za pomocg podobnej procedury jaka zastosowano do otrzymania warstwy MIP C, ale w
nieobecnosci szablonu melaminy.

W badaniach wstepnych zastosowano rdéwniez borinianowg pochodng
bis(2,2"-bitienylo)metanu jako monomer funkcyjny. Monomer ten z tatwosciq tworzyt
kompleksy z heterocyklicznymi aminami aromatycznymi koordynujac ich atomy azotu.
Kompleksowanie to wykazano na przykiadzie histaminy, ktéra ma imidazolowy atom azotu.
Podczas kopolimeryzacji powyzszego monomeru z monomerem funkcyjnym 3, w obecnosci
histaminy, otrzymano warstwe MIP jako element rozpoznajacy PZ czujnika chemicznego do
oznaczania histaminy.?® Jednakze w niniejszym przypadku chemoczujnika do oznaczania
melaminy okazato sie, ze powyzszy monomer funkcyjny bardzo stabo kompleksowat
melaming, prawdopodobnie z uwagi na znaczng zawade przestrzenng. Dlatego tez nie
zastosowano go do budowy czujnika chemicznego do oznaczania melaminy.

1.2.8 Wstrzykowa analiza przeplywowa (FIA)

Parametry analityczne warstw MIP i NIP pokrywajacych elektrody Pt rezonatora
kwarcowego, ich wilasciwosci kinetyczne i trwato$¢ wigzania analitu wyznaczono w
warunkach FIA za pomocg PM stosujac przeptywowg oprawke typu EQCM 5610. W tym celu
1 mM roztwér nosny HCl byt pompowany przez oprawke za pomocg pompy strzykawkowej
model KDS100 firmy KD Scientific, Inc. (Holliston, MA, U.S.A.). Pomiary FIA przeprowadzono
przy szybkosci przeptywu 35 uL/min. Do wstrzykiwania probek badanego roztworu o
objetosci 100 pL lub 1 mL zastosowano szesciopozycyjny zawor obrotowy, model 7725i firmy
Rheodyne (Cotati, CA, U.S.A.). Prdbki analizowane]j substancji rozpuszczono w roztworze o
tym samym sktadzie jak roztwdr nosny, tj. 1 mM HCI.
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2. Wyniki i dyskusja

Utworzony w roztworze kompleks melaminy z monomerem funkcyjnym 3 poddano
polimeryzacji elektrochemicznej (MIP A) lub kopolimeryzacji z monomerem sieciujagcym 4 w
niobecnosci (MIP B) lub obecnosci (MIP C) cieczy jonowej 8 w celu przygotowania
wdrukowanej melaming warstwy MIP na elektrodzie Pt rezonatora kwarcowego. Skiad
roztwordw do elektropolimeryzacji zebrano w Tabeli 1. Do wdrukowania melaminy za
pomocg polimeryzacji elektrochemicznej zastosowano kwasny, bezwodny roztwdr o
pH < pK,. Przy pH = 3,0 melamina byta sprotonowana (patrz wzér 1c i 1d oraz wzor 5a).
Ponadto melamina nie ulegta elektroutlenieniu podczas polimeryzacji elektrochemicznej
(patrz ponizej w Czesci 2.1). Nastepnie szablon melaminy zostat usuniety za pomocg
przemywania warstwy MIP wodnym roztworem mocnej zasady. Catkowite usuniecie
melaminy z warstwy zostato potwierdzone za pomocg pomiardw XPS, spektroskopii UV-vis, a
takze elektrochemicznych. Ponowne wigzanie analitu melaminy z warstwg MIP nie
zawierajacaq melaminy zarejestrowano w warunkach FIA wykorzystujac detekcje PM za
pomocg QCM. Wyznaczono w tych warunkach parametry kinetyczne, termodynamiczne i
analityczne chemoczujnika.

2.1 Przygotowanie warstw MIP wdrukowanych oraz warstw NIP nie-
wdrukowanych szablonem melaminy za pomocq polimeryzacji elektrochemicznej
oraz ich wiasciwosci

W pierwszych dwodch cyklach woltamperogramu cyklicznego dla melaminy w
roztworze 0,1 M (TBA)CIO,4 i 0,9 mM TFA w acetonitrylu (pH = 3,0), na dyskowej elektrodzie
Pt (krzywe 1i 2 na fig. 2), nie zaobserwowano piku anodowego. To zachowanie bierze sie
stad, ze w roztworach kwasnych sprotonowane grupy aminowe melaminy nie sg utleniane
elektrochemicznie.® Dlatego, korzystnie, nie ma potrzeby stosowania warstwy zaporowej,
ktéra zapobiegataby elektroutlenianiu szablonu melaminy.?

Wielocykliczne krzywe CV na fig. 3a przedstawiaja elektropolimeryzacje monomeru
funkcyjnego 3 w obecnosci szablonu melaminy, w acetonitrylowym roztworze 0,1 M
(TBA)CIO, i 0,9 mM TFA (pH = 3,0), bez monomeru sieciujacego 4. Elektropolimeryzacja ta
prowadzi do osadzenia warstwy MIP A na elektrodzie Pt rezonatora kwarcowego. Pik
anodowy przy ~1,03V, odpowiadajacy elektropolimeryzacji monomeru funkcyjnego,
zmniejsza sie w kolejnych cyklach. Najprawdopodobniej polimeryzacja elektrochemiczna jest
stopniowo blokowana z powodu utrudnionej dyfuzji monomeru do powierzchni elektrody



12

przez warstwe MIP o coraz wiekszej grubosci. Jednocze$nie rejestrowane ujemne zmiany
czestotliwosci rezonansowej wyraznie $wiadcza o wzroscie grubosci warstwy MIP A w trakcie
elektropolimeryzacji (fig. 3b). Brak zmian rezystancji dynamicznej (fig. 3c) dodatkowo
wskazuje, ze wilasciwosci wiskoelastyczne polimeru pozostalty niezmienione w trakcie
elektropolimeryzaciji.

W celu poprawienia parametréw analitycznych warstw MIP, skompleksowang
monomerem funkcyjnym 3 melamine skopolimeryzowano z monomerem sieciujgcym 4.
Celem tej kopolimeryzacji byto wytworzenie warstwy MIP, ktorej bardziej otwarta struktura
tréjwymiarowa (3D) utatwiataby dostep analitu do jej luk molekularnych. Uzyskanie struktury
3D warstwy MIP B, w przeciwienstwie do struktury 2D warstwy MIP A, bylo mozliwe dzieki
zastosowaniu monomeru sieciujacego 4 do przygotowania warstwy MIP B. Piki anodowe
przy ~1,03 i 1,10V (fig. 4a) wskazuja, odpowiednio, na polimeryzacje elektrochemiczng
monomeru 3 i 4. Jednocze$nie zarejestrowane spadki czestotliwosci rezonansowej
odpowiadaja osadzaniu warstwy MIP B (fig. 4b). W trakcie osadzania, warstwa MIP B
praktycznie nie zmieniata wiasciwosci wiskoelastycznych, jako ze nie obserwowano w tym
czasie zadnych znaczacych zmian rezystancji dynamicznej (fig. 4c).

Aby przygotowal warstwy MIP o wiekszej porowatosci, szablon melaminy
wdrukowano za pomocg kopolimeryzacji elektrochemicznej monomerdw 3 i 4 w obecnosci
cieczy jonowej 5. Ciecz jonowa odgrywata role zarowno rozpuszczalnika porogenicznego jak i
elektrolitu podstawowego. Szeroki pik anodowy na krzywej CV przy ~1,10V (fig. 5a)
odpowiada elektrochemicznej kopolimeryzacji monomeréw. Jednoczes$nie zarejestrowany
wyrazny (3,05 kHz) spadek czestotliwosci rezonansowej potwierdza osadzanie warstwy
MIP C (fig. 5b). Spadkowi temu towarzyszy wzrost rezystancji dynamiczniej o 350 Q (fig.
5¢). Wazrost ten odpowiada ~25-Hz zmianie czestotliwosci rezonansowej spowodowanej
utrata sztywnosci warstwy (Afs), zgodnie z réwnaniem (1).

K*RY,
Af:/Is == . 72 (1)
M ARy

W réwnaniu tym, wyprowadzonym dla rezonatora zwilzanego ciecza lepka,®
k?=774x10%A2s> cm® oznacza wspdiczynnik  sprzezenia  elektromechanicznego
rezonatora kwarcowego, R -rezystancje dynamiczng rezonatora kwarcowego, f -
podstawowg czestotliwo$C rezonansowg przetwornika kwarcowego (10 MHz), A — aktywng
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akustycznie powierzchnie rezonatora (0,2827 cm?), - modut  $cinajacy kwarcu
(2,947 x 10" g s? cm™) a py — gestoéé kwarcu (2,648 g cm™).

Kontrolna warstwa NIP C, opowiadajaca warstwie MIP C, przygotowana byta w
nieobecnosci melaminy (fig. 6). Pik anodowy przy ~1.15V na krzywych CV (fig. 6a),
odpowiadajacy elektropolimeryzacji monomeréw, wzrasta w kolejnych cyklach CV.
Jednoczednie  zarejestrowano spadek czestotliwosci rezonansowej  potwierdzajacy
powstawanie warstwy NIP C (fig. 6b). Rownoczednie zarejestrowany wzrost rezystancji
dynamicznej o 83 Q (fig. 6¢c) $wiadczy o tym, ze warstwa NIP C czesciowo utracita swoja
sztywnos$¢ podczas osadzania za pomocg polimeryzacji elektrochemicznej (Afs = 6 Hz).

2.2 Ekstrakcja szablonu melaminy z warstwy MIP C

Po osadzeniu, warstwy MIP przemyto duza iloScig acetonitrylu, w celu usuniecia
zaadsorbowanych  fizycznie pozostatosci. Ze zmian czestotliwosci rezonansowej
zarejestrowanej podczas osadzania warstwy MIPC za pomocg polimeryzacji
elektrochemicznej oszacowano jej objetos¢ réwna ~1 nL. W tym celu gestos¢ monomeru
funkcyjnego przyjeto za réwnag 1,1 g/cm?, tj. taka jaka wykazuje poli(bitiofen).>® Szablon
melaminy wyekstrahowano z warstwy MIP C za pomocg wodnego roztworu mocnej zasady,
czemu towarzyszyt wzrost czestotliwosci rezonansowej. Na podstawie tego wzrostu
oszacowano mase wymytej melaminy. Nastepnie wyznaczono efektywne stezenie luk
molekularnych w warstwie MIP C, tj. luk dostepnych dla analitu melaminy. Stezenie to byto,
korzystnie, stosunkowo wysokie, bowiem wynosito 0,9 M. Stezenie to jest prawie dwa razy
wyzsze od analogicznego stezenia dla warstwy MIP B (0,46 M) i prawie trzy razy wyzsze niz
dla warstwy MIP A (0,31 M). Zaréwno pomiary XPS jak i spektroskopii UV-vis, wykonane
przed i po ekstrakcji melaminy (patrz ponizej w niniejszej czesci), potwierdzajq catkowite
usuniecie szablonu melaminy z warstwy MIP C.

W pomiarach XPS, pasma odpowiadajace energii wigzan elektronéw N 1s
zastosowano jako wskazniki obecnosci melaminy w warstwie MIP C. Figura 7a i 7b
przedstawia widmo XPS w zakresie energii wigzania elektrondow N 1s atoméw azotu
wdrukowanej melaming warstwy MIP C zarejestrowane, odpowiednio, przed i po ekstrakcji
melaminy. Ztozone pasmo przy ~401 eV pochodzi od elektronéw N 1s atomdw azotu
szablonu melaminy w réznym otoczeniu w warstwie MIP C (fig. 7a). W roziozonym widmie
wystepujq pasma przy 401,2 i 403,0 eV, o stosunku intensywnosci 1 : 1, ktére mozna
przypisa¢, odpowiednio, atomowi azotu aromatycznego pierscienia 1,3,5-triazyny (-N=) oraz
sprotonowanej pierwszorzedowej alifatycznej grupie aminowej (-NHs*).3® Pasma te sg
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nieznacznie przesuniete ku nizszym wartosciom energii wigzania w poréwnaniu do wartosci
literaturowych dla wolnej zasady, przypuszczalnie z powodu innego otoczenia atomowego.”’
Widmo XPS, zarejestrowane po ekstrakcji warstwy MIP C za pomoca 0,01 M NaOH (fig. 7b),
nie wykazuje pasm odpowiadajacych atomom azotu szablonu melaminy, ani ewentualnej
pozostatosci rozpuszczalnika acetonitrylowego w warstwie. Dlatego mozna uznac iz szablon
melaminy zostat catkowicie usuniety z warstwy MIP C. _

Po zanurzeniu na 12 godz. wdrukowanej melaming warstwy MIP C do 0,01 M NaOH,
melamine wykryto w ekstrakcie za pomoca spektroskopii UV-vis. Zarejestrowane widmo
wyekstrahowanej melaminy (Krzywa 2C na fig. 8) zawiera pasmo przy ~217 nm, tj. przy tej
samej dlugosci fali, przy ktorej zarejestrowano pasmo dia melaminy rozpuszczonej w 0,01 M
NaOH (Krzywa I na fig. 8). Catkowite usuniecie melaminy z MIP C potwierdzono wykazujac
nieobecnos¢ tego pasma (Krzywa 3 na fig. 8) w widmie dwudziestego ekstraktu. Podobne
pomiary przeprowadzono dla warstw MIP A (Krzywa 24 na fig. 8) i MIP B (Krzywa 2B na
fig. 8). Okazato sie, ze najwieksze stezenie melaminy wykazat ekstrakt warstwy MIP C. Tak
wiec z jednej strony MIP C zawierat najwiecej melaminy a z drugiej - najtatwiej byto wymy¢
‘melamine z najbardziej porowatej warstwy, jaka jest warstwa MIP C.

Zdjecie SECM wdrukowanej melaming warstwy MIP C, osadzonej na elektrodzie Pt
rezonatora kwarcowego (fig.9), po ekstrakcji melaminy za pomocg 0,01 M NaOH,
potwierdza obecnos¢ wyraznych poréw o réznym ksztalcie i wielkosci. Dzieki tym porom
warstwa MIP C jest przepuszczalna, co utatwia dyfuzje analitu do wdrukowanych luk
molekularnych. Natomiast zdjecia SECM warstw MIP A i MIP B nie przedstawiajg tak
porowatych powierzchni (nie pokazano).

2.3 Elektrochemiczna, mikroskopowa i spektroskopowa charakterystyka
rezonatorowych przetwornikow sygnatu detekcji pokrytych warstwq MIP

Elektrochemiczna charakterystyka warstw MIP za pomoca probnika redox,
1 mM Ki[Fe(CN)¢] w 0,1 M KNOs;, dostarczyta informacji na temat morfologicznych cech
warstw MIP A, MIP B i MIP C. Odwracalne przeniesienie elektronu w uktadzie Fe(CN)s>
/Fe(CN)s* na niepokrytej dyskowej elektrodzie Pt nie bylo utrudnione, na co wskazywat
dobrze wyksztatcony pik DPV (Krzywa 1 na fig. 10a). Natomiast w przypadku wdrukowanej
melaming warstwy MIP pokrywajacej dyskowa elektrode Pt w ogdle nie zaobserwowano piku
DPV (Krzywa 24, 2Bi 2C, odpowiednio, dla warstwy MIP A, MIP B i MIP C na fig. 10a). Tak
wiec dyfuzja prébnika redox do powierzchni elektrody pokrytej warstwa MIP zawierajaca
wdrukowang melamine byta efektywnie zablokowana. Jednakze po ekstrakcji szablonu
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melaminy z tych warstw ponownie pojawity sie catkiem wyrazne piki DPV (Krzywa 34, 3Bi
3C, odpowiednio, dla warstwy MIPA, MIPB i MIPC na fig. 10a). W tym przypadku
elektroutlenianie Fe(CN)s* jest utatwione, poniewaz probnik moze dyfundowaé do elektrody
przez nieobsadzone melaming luki molekularne. Dla warstw MIP, o grubosci 130 nm, po
wyekstrahowaniu wdrukowanej melaminy, najwyiszy pik DPV dla Fe(CN)s* uzyskano w
przypadku warstwy MIP C. Po catkowitej ekstrakcji melaminy z luk molekularnych warstw,
anion Fe(CN)¢* szybciej dyfunduje przez warstwe MIP C niz przez warstwe MIP A, czy tez
MIP B.

Aby oszacowal wiasciwosci impedancyjne warstw MIP, dalsza ich charakterystyka
elektrochemiczna zostata przeprowadzona za pomoca EIS. Krzywe zaleznosci skiadowej
rzeczywistej impedancji od skiadowej urojonej dla wdrukowanych melaming warstw MIP,
pokrywajacych dyskowe elektrody Pt, dla 1 mM Ki[Fe(CN)s] w 0.1 M KNO; przed i po
ekstrakcji melaminy przedstawiono, odpowiednio, na fig. 11a i 11b. W przypadku transportu
tadunku, ktérego szybkos¢ jest ograniczona jedynie szybkoscig dyfuzji probnika Fe(CN)s* do
niepokrytej polimerem dyskowej elektrody Pt, uzyskano linie prosta o nachyleniu n/4
(Krzywa 1”na fig. 11a). Krzywe zaleznosci sktadowej rzeczywistej impedancji od sktadowej
urojonej dla elektrod pokrytych wdrukowanymi melaming warstwami MIP A, MIP B i MIP C
przedstawiono na fig. 11a za pomoca duzych pdtokregdw, odpowiednio, 24, 2B i 2C,
odpowiadajacych oporowi przeniesienia fadunku.® Pétokregi te to krzywe teoretyczne
dopasowane do punktdw eksperymentalnych po odpowiednim dobraniu parametrow
elektrycznych zastepczego obwodu Randlesa. Opdr przeniesienia fadunku jest najmniejszy
dla warstwy MIP C (1,8 MQ) w porédwnaniu z oporem warstwy MIP A (2,25 MQ) i MIP B
(2,1 MQ). Jest on réwniez znacznie wiekszy niz opdr niepokrytej dyskowej elektrody Pt
(0,80 k). Tak wiec warstwa MIP zawierajagca wdrukowang melamine utrudnia transport
tadunku prébnika redox do powierzchni elektrody. Jezeli do przygotowania warstwy MIP C
zastosowano ciecz jonowa 8 jako rozpuszczalnik porogeniczny, to opor przeniesienia tadunku
byt znacznie mniejszy. Krzywa zaleznosci sktadowej rzeczywistej impedancji od skladowej
urojonej, zarejestrowana po ekstrakcji szablonu melaminy z warstwy MIP A, MIP B i MIP C,
skiada sie z pétokregu i odcinka prostoliniowego, odpowiednio, w zakresie wysokich i niskich
czestotliwoéci (odpowiednio, Krzywa 34, 3B, i 3C na fig. 11b). Srednice otrzymanych
potokregdw s mniejsze od Srednic pétokregdw przedstawionych na Krzywych 24, 2B i 2G,
CO oznacza, Ze opoOr przeniesienia tadunku jest mniejszy w przypadku warstw MIP z
usunietym szablonem melaminy. Opdr przeniesienia fadunku w przypadku warstwy MIP A,
MIPB i MIP C bez melaminy jest, odpowiednio, rowny 1,85, 1,6 i 1,1 MQ. Nachylenia
prostoliniowych odcinkéw Krzywych 34, 3B, i 3Cw zakresie niskich czestotliwosci sq 'mniejsze
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niz nachylenie Krzywej 1% Po usunieciu szablonu melaminy, w warstwach MIP pozostajq
puste luki molekularne, dzieki ktérym warstwy staja sie przepuszczalne.®® Dyfuzja analitu
oraz jego dostep do luk molekularnych sg tym tatwiejsze im bardziej porowata jest warstwa
MIP.

Za pomocqy obrazowania SECM uzyskano mikroskopowe informacje o cechach
morfologicznych warstwy MIP A, MIP B i MIP C. Podczas skanowania mikroelektroda SECM
powierzchni rezonatora kwarcowego i sgsiadujacej z nig powierzchni wdrukowanej melaming
warstwy MIP C, osadzonej na elektrodzie Pt rezonatora kwarcowego, prad anodowy byt
niewielki i staty®® (fig. 9a). Zachowanie to jest wynikiem efektu ujemnego sprzezenia
zwrotnego zwiazanego z utrudniong dyfuzja prébnika redox Fe(CN)s" w sasiedztwie obu
nieprzewodzacych powierzchni, tj. powierzchni kwarcu i MIP. Natomiast efekt dodatniego
sprzezenia zwrotnego zaobserwowano, gdy mikroelektroda zblizata sie do warstwy MIP C, z
ktdrej catkowicie wyekstrahowano melamine. Wowczas prad ten byt wyraznie wiekszy przy
skanowaniu powierzchni warstwy MIP C z wyekstrahowang melaming, ale nie powierzchni
kwarcu (fig. 9b). Podczas skanowania powierzchni warstwy MIP C ponownie zawierajacej
melamine zarejestrowano nieco mniejszy prad (fig. 9¢) niz w przypadku warstwy MIP C z
catkowicie wyekstrahowana melaming, jak gdyby nie wszystkie luki ponownie ulegly
obsadzeniu melamina.

Wskutek ekstrakcji szablonu melaminy z warstwy MIP B prad mikroelektrody wzrost
tylko nieznacznie (nie pokazano). Natomiast prad ten, zarejestrowany w sasiedztwie warstwy
MIPA =z wyekstrahowang melaming, byt jeszcze mniejszy (nie pokazano).
Najprawdopodobniej przenikanie probnika redox przez warstwe MIP C bylo najtatwiejsze z
uwagi na obecnos¢ pustych luk molekularnych po wyekstrahowaniu szablonu melaminy.
Korzystnie, wyniki SECM sg zgodne z wynikami pomiaréw DPV i EIS.

Zdjecia FE SEM wdrukowanej szablonem melaminy warstwy MIP C osadzonej na
elektrodzie Pt rezonatora kwarcowego (fig. 12) przedstawiaja pory o réznych ksztattach i
roznej wielkosci. Po usunieciu szablonu melaminy, w warstwie MIP C pozostaty puste luki,
sprawiajace, Ze warstwa stata sie przepuszczalna.®® Dyfuzja analitu oraz jego dostep do luk
molekularnych w warstwie MIP C sg tym tatwiejsze im warstwa jest bardziej porowata.

Zdjecie AFM wdrukowanej melaming warstwy MIPC na elektrodzie ITO
przedstawiono na fig. 13.

2.4 Parametry analityczne chemicznego czujnika QCM z rozpoznajaca
warstwa MIP do oznaczania melaminy
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2.4.1 Oznaczanie melaminy

Melamine oznaczono w warunkach FIA z zastosowaniem QCM z detekcja PM. W tym
celu szablon melaminy wyekstrahowano z warstwy MIP, wdrukowanego melaming,
pokrywajacej elektrode Pt rezonatora kwarcowego, aby umozliwi¢ nastepnie wiazanie
melaminy w tych lukach w trakcie jej oznaczania. Komplementarnos$¢ przestrzennej budowy
czasteczki melaminy i luk molekularnych w MIP oraz powinowactwo miejsc wigzacych eteru
koronowego z grupami —NHs" analitu melaminy potwierdzono poprzez zwigzanie melaminy,
po jej wyekstrahowaniu, z warstwg MIP. Analit melaminy zostat zwigzany w postaci
sprotonowanej (wzér 5a), tj. przy pH = 3,0, stosujgc 1 mM HCl jako roztwdr nosny.
Wstrzykniety do roztworu nosnego roztwor analitu przeptywat nad warstwg MIP C z
wyekstrahowang melaming, czemu kolejno towarzyszyt odwracalny spadek a nastepnie
wazrost czestotliwosci rezonansowej (fig. 14). Oznacza to, ze wigzanie i wymywanie analitu z
warstwy jest odwracalne, co jest korzystne z punktu widzenia czutosci i odwracalnosci pracy
chemosensora. Kazde wstrzykniecie melaminy wywoluje najpierw spadek czestotliwosci
rezonansowej odpowiadajacej oddziatywaniu melaminy z miejscami wigzacymi w warstwie.
Nastepnie melamina jest stosunkowo szybko wymywana z warstwy przez nadmiar roztworu
nosnego co podwyzsza czestotliwo$¢ rezonansowg prawie do wartosci poczatkowej. Ogdinie,
czas przebywania melaminy w warstwie MIP, czyli czas potrzebny do regenerowania
chemoczujnika, jest tym dtuzszy im silniejsze jest oddziatywanie melaminy z warstwg MIP i
wiekszy jest opor przeniesienia masy przez warstwe MIP,

2.4.2 Czulos¢ i wykrywalnos¢ chemoczujnika

Fig. 15 przedstawia krzywe kalibracyjne oznaczania melaminy, skonstruowane na
podstawie zmian czestotliwosci rezonansowej, w warunkach FIA z detekcjg PM. Dla kazdej
warstwy MIP obserwowano liniowg zalezno$¢ zmian czestotliwosci od stezenia
wstrzykiwanego roztworu melaminy. Co istotne, nachylenie krzywej kalibracyjnej, tj. czutos¢
chemosensora, jest wieksza dla warstwy MIP C (Prosta 3 na fig. 15) niz dla warstwy MIP B
(Prosta 2 na fig. 15) i dla warstwy MIP A (Prosta I na fig. 15). Wyznaczony liniowy
stezeniowy zakres dynamiczny jest stosunkowo szeroki rozciggajac sie na dwa rzedy
wielkosci stezenia melaminy, tj. od 5nm do 1 mM. Czutos¢ chemosensora z kontrolng
warstwg NIP C byla cztery razy nizsza niz z warstwa MIP C (Tabela 2). Najwidoczniej
obecnos¢ luk molekularnych w warstwie MIP decyduje o czutosci oznaczen.

Wykrywalno$¢ chemosensora z warstwg MIP € wyznaczono w najbardziej korzystnych
warunkach FIA, tj. przy stosunkowo niewielkiej szybkosci przeptywu, rownej 35 pL/min, oraz
znacznej objetosci roztworu melaminy, wynoszacej 1 mL (fig. 16). W tych warunkach
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wykrywalno$¢ stezeniowa wynosita ~5 nM melaminy przy stosunku sygnatu do szumu A/S =
3.

2.4.3 Selektywnos¢ chemoczujnika

Selektywnos$¢ oznaczen czujnika chemicznego PZ z wdrukowang szablonem melaminy
warstwa MIP okreslono w warunkach FIA, w ktérych zastosowano strukturalnie podobne
substancje przeszkadzajace, takie jak cyromazyna (wzor 6), kwas cyjanurowy (wzdr 7) i
ammelina (wzor 9). Roztwory tych substancji w 1 mM HCl zastrzyknieto do roztworu
nosnego (1 mM HCl) omywajacego warstwe MIP C z wyekstrahowana melaming. Figura 17
przedstawia uzyskane w tych pomiarach krzywe kalibracyjne FIA. Okazalo sie, ze tak
przygotowany czujnik chemiczny jest prawie dziesie¢ razy czulszy wzgledem melaminy niz
wzgledem cyromazyny, cztery razy czulszy niz wzgledem kwasu cyjanurowego i péitora razy
czulszy niz wzgledem ammeliny (Tabela 3). Tak wiec czujnik ten wykazuje znacznie wyzszq
selektywnos$¢ wzgledem melaminy niz wzgledem jej interferantow.

Za pomocg badan kinetycznych wyznaczono wartosci obserwowanej statej szybkosci
wigzania ,goscia” (G) przez warstwe MIP, ks, i stalej trwatosci, A;, kompleksow MIP z
»g0$¢mi” w celu ilosciowego okreslenia sit oddziatywania analitu z warstwg MIP. Sposob w
jaki te wartosci zostaty wyznaczone jest opisany w poprzednim zgtoszeniu patentowym.*!

Zalezno$¢ poczatkowych zmian czestotliwosci rezonansowej od czasu dla
wdrukowanej melaming warstwy MIP C, dla roznych stezen analitu w zastrzykiwanych
prébkach, po skorygowaniu sygnatu na efekty aparaturowe, 2° zastosowano do wyznaczenia
wartosci s dla kompleksu MIP-G. Figura 18 przedstawia wykresy zalezno$ci ks 0od stezenia
»goscia”. Zgodnie z oczekiwaniem, otrzymano wykresy liniowe. Wartosci A;, obliczone ze
stosunku nachylenia otrzymanej prostej do wartosci punktu przeciecia tej prostej z osig
rzednych, sg zebrane w Tabeli4. Otrzymane wyniki wskazuja, iz strukturalnie
komplementarne luki molekularne we wdrukowanej melaming warstwie MIP C wigza analit
melaminy prawie jedenascie razy mocniej niz cyromazyne, sze$¢ razy mocniej niz kwas
cyjanurowy i trzy razy mocniej niz ammeline.

Krzywa 1, 2, 31 4 na figurze 19 przedstawia liniowa zaleznos$¢ kps wzgledem stezenia
melaminy dla, odpowiednio, warstwy NIP C, MIP A, MIP B i MIP C. Wyznaczone z tych
wykresow wartosci K; dla kompleksow MIP-melamina sg zebrane w Tabeli 5. Warstwa MIP C
z wyekstrahowang melaming wigzata ponownie ponad dwa razy (2,25) i prawie dwa razy
(1,7) silniej analit melaminy niz, odpowiednio, warstwa MIP A i warstwa MIP B. Dlatego
najbardziej selektywny czujnik chemiczny przygotowano stosujac warstwe MIP C.
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3. Whnioski

Powigzanie wdrukowanej melaming warstwy rozpoznajacej MIP i przetwornika
sygnatu detekcji jakim jest piezoelektryczny rezonator kwarcowy, korzystnie ciecia AT, o
poprzecznych drganiach $cinajacych objetosciowej fali dzwiekowej, umozliwia opracowanie i
wykonanie czujnika chemicznego do oznaczania melaminy, ktory charakteryzuje sie wysokq
czutoscia, selektywnoscig i wykrywalnoscia. Stosunkowo prosta procedura przygotowania
MIP za pomoca polimeryzacji elektrochemicznej pozwala kontrolowac grubo$¢ warstwy oraz
stezenie luk molekularnych z miejscami wigzacymi w polimerze. Charakterystyka czujnika
chemicznego jest znacznie lepsza, jezeli do przygotowania warstwy MIP stosuje sie monomer
sieciujacy i ciecz jonowa, jako ze wdwczas powstaje tréjwymiarowa, bardziej porowata
warstwa MIP. Przy starannie dobranych warunkach FIA, tj. przy niewielkiej szybkosci
przeplywu i duzej objetosci zastrzykiwanego roztworu, stezeniowy prog wykrywalnosci
wynosi 5 nM melaminy. Czujnik chemiczny jest znacznie bardziej selektywny wzgledem
melaminy niz zwigzkéw podobnych do niej strukturalnie, takich jak cyromazyna, kwas
cyjanurowy, czy tez ammelina. Wyznaczone state trwatosci komplekséw MIP z melaming,
kwasem cyjanurowym lub ammeling przemawiajq za tym, Ze luki molekularne odpowiadajq
wielkoscig i ksztattem czasteczce melaminy zastosowanej do wdrukowania molekularnego.
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Tabele

Tabela 1. Skiad roztwordw zastosowanych do przygotowania wdrukowanych (MIP) i
niewdrukowanych (NIP) warstw polimerdw.

Architektura czujnika Czutos¢ Wspdtczynnik
(£0.01) Hz/mM korelacji
Kwarc/Pt/(MIP C) 0.42 + 0.010 0.997
Kwarc/Pt/ (MIP B) 0.28 + 0,010 0.993
Kwarc/Pt/(MIP A) 0.05 + 0.001 0.998
Kwarc/Pt/(NIP C) 0.10 + 0.002 0.996

Tabela 2. Wyznaczona z pomiarow FIA czuto$¢ oznaczania melaminy za pomocg
chemoczujnika z warstwg NIP C niewdrukowanego melaming oraz réznymi warstwami MIP
wdrukowanymi melamina. Grubo$¢ warstw - ~130 nm, szybko$¢ przeptywu - 35 pL/min,
objetos¢ prébki - 100 pL.

Warstwa Stosunek molowy Obecnos¢ cieczy
polimeru 5:3:4 jonowej 5

MIP A 1:3:0 Nie

MIP B 1:3:3 Nie

MIP C 1:3:3 Tak

NIP C 0:3:3 Tak
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Tabela 3. Wyznaczona z pomiardw FIA czuto$¢ oznaczania melaminy i substancji
przeszkadzajacych za pomocg chemoczujnika z warstwa MIP C, wdrukowanego melamina, o
grubosci ~130 nm, na elektrodzie Pt rezonatora kwarcowego. Szybkos$¢ przeptywu wynosita

35 pl/min, objetos¢ probki - 100 L.

Substancja oznaczana Czutosc Wspétczynnik
(£0.01) Hz/mM korelacji
Melamina 0.42 + 0.010 0.997
Ammelina 0.27 + 0.007 0.996
Kwas cyjanurowy 0.07 + 0.005 0.990
Cyromazyna 0.04 + 0.002 0.983
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Tabela 4. Wartosci statej trwalosci, K, kompleksu (MIP C)-,,g0§¢”.

“GOéé" /(SI M~1
Melamina 1813
Ammelina 585

Kwas cyjanurowy 308
Cyromazyna 154
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Tabela 5. Wartosci statej trwatosci, A;, kompleksow melaminy z réznymi warstwami MIP
wdrukowanymi melaming i warstwa NIP C.

Polimer K, M1
MIP A 810
MIP B 1061
MIP C 1813
NIP C 333
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