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Abstrakt

Luminiscenéni senzory na bazi LED byly pfipraveny modifikaci polykarbonatového
povrchu LED a naslednym navézanim luminiscencnich barviv na tento povrch. Byly
provedeny dva zplisoby modifikace. Prvnim zplisobem byla oxidace povrchu za vzniku
volnych karboxylovych skupin. Na takto modifikované LED bylo nasledné navazano
kationogenni barvivo kresylviolet. Druhym zplsobem modifikace byla nitrace a nasledna
redukce povrchu za vzniku volnych aminoskupin a dile navazéni anionogenniho barviva
sulforhodamin. Byla zkouméana stabilita zafeni pouzivanych LED a stabilita navazani barviva.

Déle byla prométena odezva pfipravenych senzorti na analyt toluen v plynné a kapalné fazi.

Abstract

Luminescence sensors based on LED were prepared by modification of LED poly-
carbonate surface and following binding of luminescence dyes on this surface. Two methods
of modification were utilized. The first one was the oxidation of the surface yielding free
carboxylic groups. Such modified LEDs were then covered by cationic cresyl violet dye. The
second modification consisted of nitration and consequent reduction to free amino groups
followed by binding of anionic sulforhodamine dye. The stability of emission and the stability
of dye binding were studied. Then, the response of constructed sensors to toluene as analyte in

gas and liquid phase was measured.
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1. Cile prace

Cilem prace bylo navrhnout a prakticky vyzkouSet postupy derivatizace povrchu
polykarbonatu s cilem navézat kladn¢ a zaporn¢ nabité funkéni skupiny. Bude systematicky
prostudovana moznost chemické oxidace polykarbonétu:za vzniku volnych karboxylovych
skupin a déle nitrace polykarbonatu s naslednou redukci na aminoderivat.

Dale bylo cilem prace prostudovat moznost navazani vybranych fluorescencnich barviv
na funkcionalizovany povrch polykarbondtu s pomoci elektrostatickych interakci.

Dale popsanymi metodami upravit povrch standardnich elektroluminiscen¢nich diod a

tyto vyuzit pro konstrukei jednoduchého fluorosenzoru analyti v plynné a kapalné fazi.

2. Chemické senzory

2.1. Definice, popis a rozdéleni chemickych senzort

Definice chemického senzoru, uvedena v Review Chemical Senzor v roce 1988, jejimiz
autory jsou Jifi Janata a Bezeght, zni, ze chemicky senzor je pfevodnik poskytujici piimé
informace o chemickém sloZeni ve svém okoli. Sklad4 se z fyzického pfevodniku a chemicky
citlivé vrstvy. [1] Chemicky citliva vrstva senzoru miize byt uméle vytvoiena pii konstrukei
senzoru, ale mize se jednat i naptiklad o elektrickou dvojvrstvu, tvofenou automaticky na
povrchu kovovych elektrod. Tato aktivni vrstva reaguje na pfitomnost analytu chemickou,
nebo fyzikdlni zménou, kterd je poté pfevedena na zménu fyzikdlni veli¢iny. Zéakladni

uspofadani chemického senzoru je znazornéno na obrazku 1.
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Obr. 1 zakladni usporadani chemického senzoru [2]



Existuje vice moznosti klasifikace senzord. Jednou z nich je rozdéleni podle nosice informaci
na elektrické, optické a neelektrické (napf. teplotni). Elektrické senzory dominuji a dale je lze
délit na elektronické, polovodicové a mikroelektronické. Jiny zplsob déleni mize byt
napiiklad na dotykové a bezdotykové, nebo podle zplisobu transformace signalu na aktivni a
pasivni [3]

V oblasti senzorii se Casto setkdme také s pojmem biosenzor. Jedna se o chemicky
senzor, ktery k rozpozndvani analytu vyuziva biochemickych latek. Mtze se jednat naptiklad
o enzym, pficemz analyt je jeho substratem. Dale mize rozpoznavaci prvek a analyt tvorit
dvojice antigen — protilatka, receptor a jeho specificky ligand, pfipadné muze byt
rozpoznavaci slozka tvorena zivymi bunikami. [4]. Prvnim biosenzorem byl amperometricky

biosenzor pro méfeni koncentraci glukosy, ktery vyvinul Clarke v roce 1962. [5]

2.2. Pracovni parametry chemickych senzoru

2.2.1. Citlivost

Citlivost je definovana jako pomér zmény signalu detektoru ku zméné€ koncentrace,

nebo hmotnosti analytu. To je vyjadfeno vztahem
AR

F=
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2.2.2. Selektivita

Selektivitou se rozumi schopnost senzoru detekovat analyt vedle dalSich latek
pritomnych ve vzorku. Selektivni méteni je tedy vhodné, stanovujeme-li naptiklad jednu latku

ve smesi. Pokud latku predem od ostatnich oddélime, 1ze pouzit univerzalni detektor.

2.2.3. Mez detekce, mez stanovitelnosti

Mez detekce je definovana jako koncentrace nebo hmotnost sledované latky, kterou lze
kvalitativné postfehnout. Mez stanovitelnosti je definovana jako nejniz§i mnozstvi sledované
latky, kterou lze kvantitativné stanovit. Mez detekce lze pocitat jako nasobek smérodatné

odchylky Sumu



_ k=
Cmden, = T
Kde s je smérodatnd odchylka Sumu a S je citlivost. Hodnota k je pfiblizn¢ mezi 2 az 4

v zavislosti na hladiné vyznamnosti (o= 0,01 az o = 0,1).

2.2.4. Dynamicky rozsah a linearni dynamicky rozsah

Pojmem dynamicky rozsah se rozumi rozsah koncentraci, ve kterém se zmeéna
koncentrace projevi zménou odezvy. Linedrni dynamicky rozsah je pak oblast dynamického

rozsahu, ve které je zavislost odezvy na koncentraci linearni.

2.2.5. Spolehlivost

Spolehlivost méfeni se ziskdva béznymi statistickymi metodami a vyjadiuje se tdaji o
presnosti a spravnosti. Pfesné méfeni je takové, kdy se od sebe vysledky vyznamné neodlisuji,
ale mohou se od skute¢né hodnoty lisit soustavnou chybou. Spravné vysledky se v priméru
shoduji se skute¢nou hodnotou, ale nejsou-li zaroven ptresné, mohou byt zatizeny ndhodnou

chybou. Za spolehlivé vysledky jsou oznacovany ty, které jsou zaroven spravné i presné.

2.2.6. Sum

Celkova odezva detektoru se sklada z odezvy zplisobené piitomnosti analytu a Sumu.
Sum mize byt zpisoben napiiklad necistotami zpisobenymi v nosné kapaling vzorku.

V idedlnim ptipad¢ by mél byt pomér signalu analytu k Sumu co nejvyssi.

2.2.7. Dynamické charakteristiky

Jedna se o charakteristiky detektoru, které vyjadiuji schopnost méfeni sledovat zmény
koncentrace analytu. V ptipad¢ idedlniho detektoru by byla funkce €asu vérnym odrazem
Casové zmény koncentrace analytu ve vzorku. V redlu tomu tak neni, coz je ptedevSim
disledkem omezené rychlosti odezvy ¢idla a zkreslenim koncentra¢niho profilu analytu
béhem dopravy vzorku od mista dadvkovani k ¢idlu. Dynamické vlastnosti detektoru zavisi na
celé fad¢ faktort (princip méfeni, konstrukce analyzatoru, experimentalni podminky) a musi

byt ur¢ovany experimentalné. [6][7]
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2.3. Elektrochemické senzory

Elektrochemické senzory jsou déleny do dvou zékladnich kategorii: amperometrické a
potenciometrické. V piipadé potenciometrickych senzori vznika na membrané elektrody
potencidl, jehoz velikost zavisi na mnozstvi analytu a tento potencial je méfen v porovnani
s referentni elektrodou. [8]

Jednim z nejstarSich a nejpouzivanéjSich zastupcti potenciometrickych senzort je
sklenénd elektroda. Tu poprvé pouzil Max Cremer vroce 1906 a pozdéji se stala hojné
vyuzivanym ndstrojem pro meéteni pH, vyuzivanym v medicin€, biologii, primyslovych
laboratotfich a dalSich oblastech. [9] Jinymi typy potenciometrickych senzorli jsou senzory
s krystalickou membranou (napt. fluoridova elektroda)[10] nebo tvz. senzory s kapalnou
membranou, jejichz aktivni vrstva je tvofena kapalinou uchycenou na polymerni membrané.
[11]

U amperometrickych senzort je vkladano napéti mezi pracovni a referentni elektrodu.
Diky tomu probihaji na elektrodach redoxni reakce, které maji z nasledek pritok proudu
obvodem. Velikost tohoto proudu zavisi na koncentraci analytu. [8]. Jednim z nejznaméjSich
zastupcl amperometrickych senzort je Clarkova kyslikova elektroda [12]

Vyhodami elektrochemickych senzorti jsou vysoka citlivost, rychla odezva a nizké cena.

[13]

2.4. Optické senzory

Optické senzory vyuzivaji k méfeni optickych jevi jako absorbance, luminiscence,
reflektance, nebo plazmonové rezonance. Na chemicky citlivou vrstvu senzoru, reagujici na
analyt zménou optickych vlastnosti, je pfivedeno svételné zafeni (mohou byt vyuzivéana UV,
VIS, IR, NIR spektra) Po interakci s chemicky citlivou vrstvou je toto zafeni pfivedeno na
detektor. K transportu zatreni byva vyuzivano optickych vlaken. [14]

Vyhodami optickych senzorii jsou ptedevSim nizkd cena, snadnd miniaturizace a
nepotiebnost referencni cely. K zadsadnim nevyhoddam patii interference okolniho svétla a

nizké analytické rozpéti. [15]
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2.4.1. Luminiscen¢ni optické senzory

2.4.1.1. Princip luminiscenc¢nich senzori

Luminiscen¢ni senzor funguje na principu zhaSeni nebo naopak zvysSovani luminiscence
v pfitomnosti analytu. [16] Luminiscence se nazyva jev, kdy latka po absorpci zéateni (UV,
nebo VIS) emituje Cast pfijaté¢ energie jak tzv. luminiscencni zafeni. Energii potfebnou
k emisi luminiscen¢niho zafeni muze latka ziskat bud pfijetim svételného zafeni
(fotoluminiscence), chemickou reakci (chemiluminiscence) nebo biologickymi pochody
(bioluminiscence). V analytické chemii md vSak nejvys$i vyznam fotoluminiscence. Podle
délky dosvitu rozliSujeme dva typy luminiscence: fluorescenci, jejiz délka dosvitu je kratsi,
v rozmezi 10® az 107, s a fosforescenci s dosvitem del§im nez 107 s. [17]

Jako aktivni vrstva senzoru tedy slouzi luminiscenéni barvivo. To je aplikovdno na
vhodny pevny materidl naptiklad rozetfenim rozpusténého barviva na povrch, fyzickou
adsorpci, nebo miize byt vazano chemicky. [18]. Jako vhodny podklad pro uchyceni barviva
se nejcasteji pouziva poréznich gelt, tzv. sol-gel. [19] Prikladem vhodného a Casto uzivaného
barviva je rhodamin a jeho derivaty, vzhledem k jejich vysoké fotostabilit¢ a intenzivni

fluorescenci. [20]

Metody méfeni vyuzivajici fluorescenci maji oproti jinym optickym metodam vyhody
ve vyssi citlivosti, vy§§im dynamickém rozsahu a niz$im detekénim limitu. Pozadi signalu je
u fluorescencich metod zanedbatelné v disledku Stokesova posunu. [21]. Nedostatky jsou

nizka stabilita a reprodukovatelnost. [22]

2.4.1.2. Casté oblasti vyuZiti luminiscen¢nich senzori a jejich konkrétni

priklady

Pro konstrukci méfeni pH pomoci optickych senzort je pouzivano pH indikatord,
imobilizovanych na povrchu prostupném pro protony. Pfikladem vyuZivanych
luminiscen¢nich pH indikdtord vhodnych pro tyto senzory je 8-hydroxy-1,3,6-pyren
trisulfonnova kselina (HPTS) [23], ¢i derivat azlaktonu [24]

pH indikatorti se vyuzivd také pii konstrukci senzori pro méfeni oxidu uhli¢itého.

V tomto ptipad¢ je ptred aktivni vrstvu umisténa membrana prostupnd pro oxid uhli€ity. [25]
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Fluorescencni senzory pro méfeni kysliku jsou zalozené na polycyklickych
uhlovodicich. Prvni takovy senzor byl na bazi fluoranthenu imobilizovaném na poréznim
sklenéném povrchu. Dalsi ptiklady jsou optické senzory zalozené na derivatech pyrenu
s karboxylovou skupinou. [26], [27]

Ptikladem wvyuziti luminiscen¢nich senzorii v oblasti klinické analyzy jsou rtzné
varianty senzort pro detekci glukosy. Jednou z nich jsou senzory, jejichz specifita je zajisténa
pomoci konkanvalinu A. Jedna se o rostlinny lektin, ktery glukosu vaze. [28]

Dalsi zoblasti vyuziti luminiscenénich senzorti je detekce stopovych mnozstvi
toxickych kovli. Napf. senzor zalozeny na rhodamin-platnatém komplexu ureny k méteni
rtutnatych iontd v zivych bunkach, [29] senzory na bazi 1,8-nafthyridinu pro detekci
kademnatych iontl [30], nebo senzor pro detekci olovnatych iontil, kde jako fluorescencni

indikator slouzi tetra-(3-bromo-4-hydroxyfenyl)porfyrin [31]

2.4.2. Optické senzory zaloZzené na povrchové plazmonové

rezonanci

Povrchova plazmonova rezonance je jev, kdy dopad zafeni na rozhranni mezi kovem a
dielektrikem za urcitych podminek vyvola tzv. evanescentni vlnu, $ifici se timto rozhrannim a
interagujici s povrchovymi elektrony kovu (plazmony). Na zékladé toho dojde ke zménam
v odrazeném paprsku zaieni. Konkrétnim ptikladem vyuziti v praxi je plazmonovy rezonan¢ni

senzor pro detekci olovnatych iontd. [32] [33]

2.4.3. Optické senzory zaloZené na absorbanci

Absorbance je jev, kdy pii prichodu elektromagnetického zafeni vzorkem je c¢ast tohoto
zafeni pohlcena a intenzita prochdzejiciho zafeni je snizena. [34]. Ptikladem absorbancich
optickych senzort jsou senzory pro detekci oxidu uhli¢itého, zaloZzené na absorbujicich pH
indikéatorovych barvivech. Funguji tedy podobné, jako je tomu u luminiscenc¢nich senzort pro

detekci oxidu uhli¢itého. [35]
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2.5. DalSi typy chemickych senzoru

2.5.1.Akustické senzory

Akustické senzory jsou uzivany pro analyzu a detekci plynll. Zaznamenavaji zmény
akustickych vin na aktivni ploSe. Nejznamnéj$im zastupcem akustickych senzord jsou
kiemenné mikrovahy. (QCM, =z anglického quartz crystal microbalance). Jejich hlavni
soucasti je tenkd kiemennd desticka a elektrody. Elektrické pole zplsobuje deformaci a
rezonanci krystalu (tzv. piezoleketricky jev). Frekvence rezonance je pak ovliviiovana
hmotnosti plynu, ktery se shromazd’uje na povrchu krystalu. [36], [37]

Tyto typy senzori vykazuji vysokou spolehlivost, jsou odolné vii¢i vysokym teplotam
¢1 agresivnimu prostfedi a maji kratkou dobu odezvy. Jejich hlavni nevyhodou je nizka

selektivita. [38]

2.5.2. Termosenzory

Jedna se o senzory, které pracuji na principu méfeni zmén teploty. Radime mezi né. tzv.
termistory a pelistory. V pfipad¢ termistori méfime zménu odporu v zavislosti na zménach
teploty. RozliSujeme dva typy termistord: tzv. NTC termistory, jejichz odpor s rostouci
teplotou klesa a PTC termistory (pozistory), jejichz odpor s teplotou roste. Vyrab&ji se
slisovanim smési oxidid, naptiklad smési oxidu Zzelezitého, titani¢itého, manganatého a
kobaltnatého.

Pelistory méti reakéni teplo uvolnéné pii katalytickém spalovani stanovovanych latek
v plynné smési. Hlavni soucasti pelistorii jsou topny platinovy dratek a katalyzator. Platinovy
dratek se zahtiva na teploty do 500 °C, pfi této teploté dojde k reakci. Dratek se dale zahtiva

v zavislosti na koncentraci analytu a slouZi tak jako odporovy senzor teploty. [39]

3. Diody LED

Néazev LED je zkratka pojmu Light Emitting diode, tedy svétlo emitujici dioda.
Obsahuje ptechod P-N (ptfechod polovodic¢i, ktery propousti proud pouze jednim smérem).
LED funguji na zaklad¢ elektroluminiscence. Pfilozime-li napéti v propustném smeéru,
ptechodem prochazi elektricky proud. Dojde k rekombinaci elektronli s dérami a elektrony

ptejdou na vyssi energetickou hladinu. Pfi ptechodu zpét na nizsi energetickou hladinu vyzaii
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elektromagnetické kvantum a dioda tak vyzatuje svételné zareni. Toto zafeni mize byt
v infraCervené, viditelné i1 ultrafialové oblasti, v zavislosti na pouzitém materialu. Ma-li dioda
generovat bilé optické zafeni, pouzivd se kombinace LED a luminoforu, naptiklad modra
LED a zluty luminofor. Pouzdro diod je obvykle konstruovdno z prihledného plastu. [40]
Schéma uspotadani LED je zndzornéno na obrazku 2

V oblasti chemickych senzorG maji tedy LED Siroké praktické vyuziti jako zdroje
svételn¢ho zafeni. Jsou uZitecné pro moznost vybéru LED v Sirokém spektru vinovych délek
emitovan¢ho zareni. Maji také nizkou energetickou spotfebu, dlouhou zivotnost a jimi

emitované zafeni je stabilni. Vyhodou je téz nizka cena a variabilita velikosti ¢i tvart. [41]

zlaty dratek
LED & X e,
“p._ / epoxidovy obal
I a ¢ocka
Reflektor —
anoda
katoda

Obr. 2 Pfiklad standardniho uspotadani LED [40]

Byly vyuzity napiiklad jako soucast optického senzoru pro detekci metanu, kde byla
pouzita LED s vinovou délkou zaieni v blizké infraCervené oblasti [42] nebo fluorescencni
senzor pro méfeni SO, na bazi indikatoru rhodamin B-thiokianatu, kde byla zdrojem zéfeni

modra LED. [43]

4. Polykarbonat

Polykarbonat byl poprve ptipraveny Einhornem v roce 1898. Jedna se o transparentni,
amorfni termoplast. NejbéznéjSim typem polykarbonatu je bisfenol — A — polykarbonat
pfipravovany kondenzacni polymeraci bisfenolu A a fosgenu. Jeho struktura je zndzornéna na
obrazku 3.

Polykarbonat je ¢asto komeréné vyuzivany pro svou vysokou mechanickou odolnost,

tepelnou odolnost a pruhlednost. Pouziva se napiiklad k vyrobé vysoce odolnych cocek,
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kompaktnich diskti ¢i optickych vlaken. [44] [45] M4a vSak také nizkou tvrdost, povrch se

snadno poskrabe a dochazi k jeho degradaci UV zafenim.

GHy i
FO-E0%

CHjy n
Obr. 3 Struktura bisfenol-A-polykarbonatu

Modifikaci povrchu karbonatu mizeme vylepsit jeho vlastnosti a rozsifit oblast vyuziti.
V praxi pouzivané zptisoby modifikace polykarbonatu mohou byt mechanické ¢i chemické.
Modifikace muize probihat pomoci vystavovani povrchu riznym druhtm zéfeni, ¢i
chemickym latkdm jako jsou oxida¢ni Cinidla, silné kyseliny nebo zéasady. Obecné lze
techniky modifikace rozd¢lit do tii kategorii:

1)Cisténi odstrafiovanim materialu z povrchu

2)Chemické reakce poskytujici vznik novych funkénich skupin na povrchu materialu

3)Nanos tenkého filmu na povrch

Konkrétnimi ptiklady modifikaci jsou modifikace plazmou, (tedy navdzanim funkcnich
skupina na povrch polymeru v plazmovém vyboji) [46] [47] [48] UV zéatenim [49] [50]
chemickd modifikace ionty tézkych kovi [51], ¢i chemické derivatizace povrchu nitraci,

redukcei a chlormethylaci. [52]

16



5. Experimentalni ¢ast

5.1. Pouzité chemikalie

Kyselina sirova 96% Cista Lach — Ner s.r.0.
Peroxid vodiku 30% p.a. Lach - Ner. s.r.o
Manganistan draselny p.a. Penta

Amoniak 25% p.a. Penta

Kyselina dusi¢né 65% Cista Lach — Ner, s.r.o.
Kyselin chlorovodikova 35% p.a. Lach - Ner s.r.o
Cin p.a. Lachema

Sulfid sodny p.a. Penta

Ethanol 96% p.a. Penta

Methanol p.a. Merck

TMPyP

[=a,B,y,0-Tetrakis
(1-methylpyridinium-4-yl)

Porphyrin p-Toluenesulfonate] TCI America
Kresilviolet’ Lambda Physic
Sulforhodamin 101 Lambda Physic
KCl p.a. Lachema
Toluen p.a. Penta

5.2. Pouzité LED
Zelena CM 15 (Amax = 530 nm) GM — Electronic, Ceska republika

Modra blue dark 2000/30°
(Amax = 450 nm) GM — Electronic, Ceska republika



5.3. Pouzita instrumentace

Pro ptipravu plynnych smési analyti byla pouZita v laboratoti zkonstruované jednotka

vyuzivajici dva pratokové kontroléry Hastings (Teledyne, U.K.) a dva solenoidové tficestné

ventily Valco (Italie). Schema aparatury je uvedeno na Obr. 4.

MC

PK @

MC - membranové cerpadlo

PK - prittokovy kontrolér

TV - tiicestny ventil

TEJ - termostatova evaporaéni
Jednotka

Obr. 4. aparatura pro miseni plynnych smési analysu

Aparatura

Pouzivané LED byly napajeny z laboratorniho zdroje Goldstar (Korea) pies zdroj

konstantniho proudu, ktery byl sestaveny zbéznych elektronickych soucastek (GM

Electronic, Ceské republika) podle schematu na Obr. 5.

BC307
T

@ y_/

R1
R2 10k
out]
- 712\ )
Qv BC307 out?2

0,

Obr. 5 Schéma zapojeni zdroje konstantniho proudu pro napajeni LED
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Me¢éfeni senzorické odezvy modifikovanych LED na plynné a kapalné analyty bylo
provadéno v laboratoii sestavené teflonové detekéni cele (Obr. 6), méfeny signal byl

zaznamenan a zpracovan s pomoci vlaknového spektrofotometru AvaSpec-USB1 (Avantes,

USA).

shérny svétlovod

otocny ventil 1 otocny ventil 2

teflonova
komurka

LED

Obr. 6 schema detekéni cely s modifikovanymi LED

Ptiprava modifikovanych LED byla provadéna v termostatované olejové lazni
s pouzitim vyhfivaného termostatu IKA RCT Basic (IKA, USA). Pro méteni absorpénich
spekter byl pouzit Absorpéni spektrofotometr Evolution 60 (Thermo Scientific, USA )
s drzakem kyvet upravenym pro méieni pevnych vzorki.

Pro zpracovani a grafické zobrazeni experimentalnich dat byl pouZit program Origin 8.0

(OriginLab, USA).
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6. Vysledky a diskuse

6.1. Stabilita zareni pouzitych LED

Pro méteni bylo potieba zjistit, je-li zafeni LED dostatecné stabilni. Za timto ucelem
byla métena odezva fotondsobice na zareni modré a zelené LED pfi napéjecich proudech 5,
10 a 20 mA po dobu 10 minut. Hodnota odezvy byla odectena vzdy po jedné minuté.

Zavislosti odezvy detektoru na ¢ase jsou znazornény na obrazku 7 a 8.

= 5mA
¢ 10mA
A 20 mA
400 4 A a N A A N A
A A
rFy
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E 300 5 L ® o ™ ™
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100 : T 2 T . I
0 4 8 12
cas (min)

Obr. 7 Zavislost odezvy fotonasobice na ¢ase zafeni pro modrou LED a pro napajeci proudy 5, 10 a 20 mA.
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Obr. 8 Zavislost odezvy fotonasobice na ¢ase zateni pro zelenou LED a pro napajeci proudy 5, 10 a 20 mA
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Ze zavislosti je patrné, ze zpocatku intenzita zafeni mirné stoupd, a to zhruba do paté
minuty, dale se vSak odezva detektoru vyraznéji neménila a nedochéazelo k jejimu
pravidelnému klesani ¢i stoupani. Pro hodnoty odezvy od péaté minuty az do konce méfeni
byly spocitdny relativni smérodatné odchylky. Hodnoty relativnich smérodatnych odchylek

jsou zaznamenany v tabulce 1.

5 mA 10 mA 20 mA
Modra LED 1,48% 0,78% 0,81%
Zelena LED 1,65% 0,98% 1,15%

Tab. 1 Smérodatné odchylky hodnot odezvy detektoru na zafeni LED od 5. minuty méteni

Z uvedenych zavislosti a hodnot smérodatnych odchylek vyplyva, Ze po péti minutach
dosahne zateni LED dostatecné stability. Je tedy vhodné pouzit LED jako soucast optického

luminiscenéniho senzoru.

6.2. Chemicka modifikace polykarbonatového povrchu

LED

Byly systematicky prostudovany moznosti skeletalni nespecifické oxidace
polykarbonatu za vzniku volnych karboxylovych skupin a moznost navazani aminoskupin po

nitraci aromatickych jader v polymernim fetézci a nasledné redukci nitroskupin.

6.2.1. Oxidace

V ramci predbéznych experimentii byla prostudovana moznost oxidace polykarbonatu
peroxodisiranem sodnym v kyselém prostfedi, manganistanem draselnym v kyselém a
alkalickém prostiedi a peroxidem vodiku v kyselém prostiedi. Pouze posledni uvedené ¢inidlo
prokazalo dostate¢nou schopnost oxidace polykarbonatu. Jako optimalni oxidacni byla proto
zvolena smé&s peroxidu vodiku (30%) a kyseliny sirové (96%) v objemovém poméru 1:1. Do
této smési ve zkumavce bylo ponotfeno celé plastové pouzdro LED. Kovové ptivody byly
chranény s pomoci teflonovych hadi¢ek pfedem naplnénych teflonovym vakuovym tukem.
Zkumavka s oxidacni smési byla ponofena v olejové lazni o teplot¢ 60°C. Po vyjmuti
z oxidacni smési byla dioda opakovan¢ oplachnuta deionizovanou vodou. Pfitomnost volnych
karboxylovych skupin byla prokazovdna na zaklad¢ jejiho vybarveni barvivem TMPyP
s absorpénim maximem 430 nm. Je znamo, Ze toto kationogenni barvivo se sorbuje vyhradné
na povrchy svdzanym zdpornym nabojem, navazané mnozstvi je umérné hustoté
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povrchového zaporného naboje, v naSem piipadé poctu vzniklych karboxylovych skupin.
LED byla nejprve aktivovana ponoienim do 12% vodného roztoku amoniaku a po oplachnuti
deionizovanou vodou byla ponofena na n¢kolik sekund do vodného roztoku barviva TMPyP o
koncentraci mg/20ml. Poté byla vysusend LED umisténa do prostoru pro kyvetu absorpéniho
spektrofotometru tak, aby paprsek prochazel kulovym vrchlikem pouzdra a byla proméfeno
absorp¢ni spektrum v rozsahu 350 — 500 nm. Jako blank byla pouzita ¢istd nemodifikovana
LED. Pribéh oxidace polykarbonitu byl vySe uvedenym postupem sledovan v ¢asovém
rozmezi 1 — 5 hodin. Zavislost zmén absorpcnich spekter na dobé oxidace je uvedena na obr.
9. Na obrazku 10 je vynesena zavislost rozdilu absorpéniho maxima pii 430 nm od zakladni

linie v zavislosti na dobé oxidace.

< 0,2 4

0,0 v

T T T g T 1
350 420 480

vinova délka (nm)

Obr. 9 Absorpéni spektra LED po oxidaci a navdzani barviva TMPyP
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Obr. 10 zavislost rozdilu absorbance v absorpénim maximu a absorbance zakldni linie barvenych LED na ¢ase

Nasledné byl sledovan vliv oxidace na destrukci povrchu pouzdra LED. JiZ na zékladé
predbézného vizudlniho hodnoceni bylo zfejmé, ze delsi doby oxidace vedou ke zmatnéni
jejiho povrchu. Byl proveden experiment, kdy byly LED vystaveny ptisobeni oxida¢ni smési
po dobu 1,2,3,4,6 a 8 hodin a nasledné, bez navazani barviva TMPyP, proméfena jejich
absorpc¢ni spektra a odecteny hodnoty absorbance pii 430 nm. Vysledky jsou uvedeny na obr.
11 a 12. Je zfejmé, Ze po 6 a 8 hodinach oxidace jiz dochéazi k vyraznému naruseni povrchu
LED, coz se objektivné projevuje zvySenim celé zakladni linie absorpcnich spekter.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki byl odhadnut optimdlni ¢as oxidace za zvolenych
podminek na 4 hodiny, kdy dochéazi diky pfitomnosti vzniklych karboxylovych skupin
k maximalni chemisorpci barviva TMPyP a zaroveil nedochédzi k viditelnému naruSeni
povrchu polykarbonatu. Veskeré LED s vazanymi karboxylovymi skupinami pouzivané dale

byly pfipraveny za téchto podminek.
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Obr. 11 Absorpéni spektra nebarvenych oxidovanych LED
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Obr. 12 Zavislost absorbance nebarvenych oxidovanych led na ¢ase oxidace, hodnoty byly ziskany zpramériiovanim

hodnot absorbanci v nékolika bodech absorpéniho spektra
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6.2.2. Nitrace a redukce

Ucelem této modifikace bylo nejprve povrch LED nitrovat a poté redukovat za vzniku
volnych aminoskupin. Béhem nitrace dochazi k obarveni polykarbonatu do zluta a v prabéhu
redukce opét k jeho odbarveni. Pravé diky vyrazné absorpci nitroskupiny pii 380 nm a faktu,
ze aminoskupina ve viditelné oblasti neabsorbuje, je mozno priibé¢h nitrace a nasledné redukce
monitorovat spektrofotometricky na zékladé zmén absorbance pti vinové délce 430 nm.

V ramci provedenych experimentli byla pouzitd Cistd 65% kyselina dusicnd a nebo
klasicka nitra¢ni smés 65% kyseliny dusicné a 96% kyseliny sirové v objemovém pomeéru 1:3,
ktera byla dale fedéna deionizovanou vodou v objemovém poméru 1:1 a 3:1. Nitrace se
provadéla v olejové lazni pii teploté¢ 60°C, kovové piivody LED byly chranény s pomoci
teflonovych hadicek pfedem naplnénych teflonovym vakuovym tukem.. Pribéh nitrace byl
monitorovan v ¢asovém rozmezi do 120 minut. Vysledky monitorovani pribéhu nitrace 65%
kyselinou dusi¢nou a smési 65% kyseliny dusi¢éné a nitraéni smési fedéné deionizovanou
vodou v objemovém poméru 3:1 jsou uvedeny na obrazcich 13, 14.

Po nitraci smési s kyselinou sirovou byl povrch LED po nitraci hladky, po nitraci pouze
65% kyselinou dusi¢nou byl povrch lehce matny. Nitrace nefedénou nitracni smési vedla
k velmi rychlému naruseni povrchu polykarbonatu a je tedy prakticky nepouzitelna. Byla tedy
zvolena smes kyseliny sirové a kyseliny dusi¢né v poméru 1:3 fedéna vodou v poméru 3:1.

Optimalni Cas nitrace touto nitra¢ni smési je 30 minut.

cas (min)

Obr. 13 Zavislost Absorbance maxima na ¢ase pro LED nitrované smeési kyseliny sirové s kyseliny dusi¢né v poméru

1:3, fedéné vodou v poméru 3:1
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Obr. 14 Zavislost absorbnce v maximu na ¢ase pro nitraci LED 65% kyselinou dusi¢nou

Jako redukéni Cinidlo byl otestovan vodny roztok chloridu cinatého ptipraveného
reakci vypocten¢ho ekvivalentniho mnoZzstvi €istého cinu s 35% kyselinou chlorovodikovou,
dale roztok sulfidu sodného v 96% ethanolu o koncentraci 0,1 mol.I" a nasyceny roztok
sulfidu sodného v ethanolu. Za optimalnich podminek nitrované LED byly ponechany
v reduk¢nich ¢inidlech po dobu 24 hodin pfi teploté 60°C. Na zaklad¢ vizualniho hodnoceni
stupn¢ odbarveni bylo mozno konstatovat, Zze pouze nasyceny roztoku sulfidu sodného
v ethanolu umoziuje efektivné provést redukci nitroskupiny. V obou dalSich ptipadech byl
stupent odbarveni zanedbatelny, ptipadné bylo viditelné oranzové zbarveni nitrosoderivat
jako redukénich meziprodukti.

Byla provedena redukce nasycenym roztokem sulfidu sodné¢ho v ethanolu na olejové
lazni pii teploté¢ 60°C, kovové piivody LED byly chranény s pomoci teflonovych hadicek
pfedem naplnénych teflonovym vakuovym tukem.. Kadinka s redukénim roztokem musela
byt v prubéhu reakce piikrytd hodinovym sklickem, aby se ethanol neodpatil. Ve zvolenych
casovych intervalech byla LED zroztoku vyjmuta, opldchnuta deionizovanou vodou a
prométeno absopcni spektrum v rozsahu vinovych délek 300 — 500 nm. Nésledné byla znovu
ponoiena do redukéniho roztoku. Casova zavislost zmény absorbance pii 380 nm je uvedena
na obr. 15. Je zfejmé, Ze po Sesti hodinach doslo k Gplnému odbarveni, tento optimalni cas byl
pouzit pii ptipravé vSech dale pouzivanych LED s aminoskupinou.

Pfitomnost volné aminoskupiny na povrchu polykarbonatu byla nezavisle potvrzena

ninhydrinovou reakci. Modifikovana LED byla kratce ponofena do 5% ethanolického roztoku
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ninhydrinu a ponechana pti 100°C po dobu 20 min. v laboratorni susarné. Po jejim vyjmuti
bylo mozno pozorovat vyrazné fialové zbarveni dokazujici pfitomnost aminoskupin na

povrchu polykarbonatu.

cas (h)

Obr. 15 Zavislost absorbance LED v maximu na ¢ase redukce

6.3. Priprava vzorki toluenu pro testovani odezvy

navrzeného fluorosenzoru

Pro praci s plynnym vzorky o definovaném obsahu toluenu byla nejprve provedena
kalibrace pouzitého zafizeni pro piipravu plynnych smeési. Do piedem zvazené zasobni
nadobky bylo odpipetovano 100 ml toluenu, po jejim uzavieni byl nastaven pritok vzduchu
jako nosného plynu na hodnotu 5 ml/min a systém termostatovan na teplotu 20 + 0,1 °C po
dobu 20 minut. Poté byl v periodickych intervalech po jedné minuté sledovan ubytek
hmotnosti toluenu v nadobce. Graf zavislosti ubytku hmotnosti toluenu na ¢ase je uveden na
obr. 16. Z obrazku je zfejmé, Ze tato zavislost je linedrni a zdroj poskytuje stalou koncentraci
toluenu 26,28 mg/ml. Dalsi plynné vzorky pro sledovani koncentra¢ni odezvy detektoru byly
ptipraveny naslednym fedénim této smési proudem vzduchu o pritoku 5, 15, 25 a 45 ml/min.

s vyslednou koncentraci toluenu ve vzorku 13,14; 6,57; 4,38 a 2,63 mg/ml.
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Obr. 16 Zavislost zmény hmotnosti toluenu v zasobni nadobce zdroje na Case.

Pro praci s kapalnymi vzorky byl nejprve pfipraven zdsobni nasyceny roztok toluenu ve
vodé. Bylo navdzeno 100 mg toluenu do 100 ml odmérmé nadobky. Po doplnéni nadobky
deionizovanou vodou byl roztok kratce sonifikovan v ultrazvukové ldzni a ponechan ptes noc
v termostatu pfi teploté 20 °C. Z takto pfipraveného zasobniho roztoku o koncentraci toluenu

0,47 mg/ml byly fedénim deionizovanou vodou ptipraveny dalsi pouzité kalibracni roztoky.

6.4. Priprava LED modifikovanych fluorescen¢nimi

barvivy

Pro modifikaci LED s volnymi karboxylovymi skupinami bylo pouzito kationogenni
fluorescen¢ni barvivo kresylviolet hydrochlorid. Byl pfipraven jeji roztok v 96% etanolu o
koncentraci 0,005 mg/ml. LED byla kratce aktivovdna ponofenim do 12% vodného roztoku
amoniaku (zajisténi plné disociace karboxylovych skupin) a ihned na 10 minut ponofena do

roztoku barviva. Po vyjmuti byla oplachnuta deionizovanou vodou pro odstranéni
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nenavazanych zbytkd barviva, po dobu tii minut sonifikovana v deionizované vod¢ a na
konec oplachnuta 96% ethanolem. Takto ptipravené LED byly ptfed dalSim pouZitim
uchovévany v laboratornim exikatoru.

Pro modifikaci LED s volnymi aminoskupinami bylo pouzito anionogenni fluorescen¢ni
barvivo sulforhodamin 101. Byl piipraven jeho roztok v 96% ethanolu o koncentraci 0,005
mg/ml. LED byla kratce aktivovdna ponofenim do 12% vodného roztoku kyseliny
chlorovodikové (zajisténi uplné protonizace aminoskupin) a ihned na jednu minutu ponofena
do roztoku barviva. Po vyjmuti byla opliachnuta deionizovanou vodou pro odstranéni
nenavazanych zbytkd barviva, po dobu tii minut sonifikovana v deionizované vod¢ a na

konec oplachnuta 96% ethanolem. Takto ptfipravené LED byly ptfed dalSim pouZitim

uchovéavany v laboratornim exikatoru.
Na obr. 17 jsou vyobrazena absorpéni spektra naméfend pro LED po expozici

v roztocich barviv. Z obrazkii je ziejma uspés$na depozice pouzitych barviv na povrch

polykarbonatu chemisorpci.
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Obr. 17 absorpéni spektra LED po expozici kresylvioleti a sulfrhodaminem
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6.5. Stabilita LED s navazanymi fluorecen¢nimi barvivy

Zejména pro pouziti k analyze kapalnych analyti je dilezité prostudovat stabilitu vrstvy
fluorescencniho barviva ve styku s kapalnou fazi. Oba typy LED s navazanym kationogennim
a anionogennim barvivem byly po dobu 24 hodin ponotfeny do deionizované vody, 50%
vodného roztoku methanolu, 0,1 M a 1M vodného roztoku KCl. Ve zvolenych casovych
intervalech byly LED zroztokli vyjmuty, osuSeny a byla proméfena piisluSna absorpcni
spektra. Hodnoty absorbance pfi vlnovych délkach absorpénich maxim barviv (585 nm pro
sulforhodamin 101 a 495 nm pro kresylviolet’ hydrochlorid), v ¢asovych intervalech 0, 4, 8 a
24 hodin jsou uvedeny na Obr. 18, 19. Z obou obrazk je zfejmé, Ze voda ani vodné organicka
faze nezpisobuje méfitelné vymyvani barviv z povrchu polykarbonatu. Ke zjevnému
vymyvani vsak dochazi v roztocich KCI, efekt roste s jeho rostouci koncentraci. Tento jev
zjevné souvisi s charakterem elektrostatick¢é vazby barviva na povrch polykarbonatu.
Obdobné¢ jako v pifipadé iontoménicl roztoky s rostouci iontovou silou naruSuji vazbu s
navazanou latkou a zpisobuji jeji desorpci. Z praktického hlediska, predpokladajiciho analyzu

kapalnych analytii s nizkou iontovou silou, vSak tento efekt nebude vyznamny.
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Obr. 18 Absorbance LED s navazanou kresylvioleti pii vinové délce 492 nm v pravidelnych intervalech po ponofeni

do deionizovné vody, 50% véodného roztoku methanolu, 0,1M KCl a 1M KCI
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Obr. 19: Absorbance LED s navazanym sulfrhodaminem pfi vlnové délce 585 nm v pravidelnych intervalech po

ponofeni do deionizovné vody, 50% véodného roztoku methanolu, 0,1M KCl a IM KCl

6.6. Méreni senzorické odezvy pro analyt v plynné fazi

Pro ptipravu plynnych smési par toluenu se vzduchem byla pouzita nakalibrovana
aparatura popsand v experimentalni ¢asti. Pro vlastni méfeni byly pouzity zelené LED (emisni
maximum 530 nm) s navazanymi fluorescenénimi barvivy. Volba tohoto typu LED je dana
kompromisem mezi dostatecnou excitaci barviva a nutnosti odfiltrovat budici zafeni pouzitym
hranovym filtrem pied vlastni detekci, znemozilujici pouZzit excita¢ni vinové délky vyssi nez
550 nm. S pomoci vlaknového spektrofotometru byla snimana luminiscence pii vinové délce
610 nm. Pfislusné LED byly pfipajeny k pfivodnim kabelim zdroje konstantniho proudu a
umistény do méfici cely. Vysledky méfeni pro pritokové usporadani se schodovité rostouci
koncentraci toluenu jsou uvedeny na Obr. 20, 22. Na obrazku 21, 23 jsou znazornény
kalibra¢ni zéavislosti pro ob&é méfeni. V pfipadé obou barviv dochazi k pfedpoklddanému
zhéaseni fluorescence, nelinedrné zavislému na koncentraci analytu. V obou piipadech dochazi
k rychlé saturaci vrstvy barviva analytem, doprovazené klesajici citlivosti pro jeho vyssi
koncentrace. Z obou obrazki je zfejma velmi rychld odezva detektoru na zménu koncentrace

analytu. pozorovand Casovd prodleva viadu vtefin je dana spiSe charakterem redlné¢ho
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koncentra¢niho profilu pifi zméné koncentrace a nikoliv prodlevou

fluoreskujici vrstvy.
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Obr. 20 Odezva detektoru v pti schodovité rostouci koncentraci toluenu pro LED s navazanou kresylvioleti
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Obr. 21 kalibra¢ni zavislost odezvy na koncentraci toluenu pro LED s navazanou kresylvioleti

koncentrace toluenu (mg/ml)
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Obr. 22 Odezva detektoru pii schodovité rostouci koncentraci toluenu pro LED s navazanym sulfrhodaminem
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Obr. 23 kalibracni zavislost odezvy na koncentraci toluenu pro LED s navazanym sulfrhodaminem



6.7. Méreni senzorické odezvy pro analyt v kapalné fazi

Pouzitd aparatura neumoznovala analyzovat kapalné analyty pritokovym zptsobem. Pfi
métfeni vodnych roztokli toluenu jsem postupovala nasledujicim zplisobem: do predem
vysusené méfici cely s umisténou LED byly odpipetovany 2 ml analyzovaného roztoku, cela
uzaviena a v prib&éhu jedné minuty provedeno meéfeni intenzity luminiscence. S pomoci
vlaknového spektrofotometru byla snimana luminiscence pii vinové délce 610 nm. Bylo
prabézné odecteno 5 hodnot odezvy detektoru v mV, vypocten jejich aritmeticky pramér,
ktery byl vyneseny do sloupcového grafu. Méteny roztok byl odsat automatickou pipetou a
mérnd cela naplnéna dal$im analyzovanym roztokem. Kalibra¢ni zavislosti pro zelené LED
modifikované obéma barvivy jsou uvedeny na Obr. 24, 25. Z obrazkl je zfejmé, Ze i
v kapalné fazi s rostouci koncentraci analytu klesd intenzita luminiscence a obé kalibra¢ni
zéavislosti zavislosti jsou nelinedrni. Ve srovnani s méfenim v plynné fazi vSak i pro nejvyssi
meétenou koncentraci nedochézi k saturaci senzoru. Relativni smérodatna odchylka priméru

namétenych odezev pro zadnou z méfenych koncentraci nepiekrocila 3%.
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Obr. 24 Zavislost odezvy detektoru na koncentraci vodného roztoku toluenu pro LED s navazanou kresylvioleti
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Obr. 25 Zavislost odezvy detektoru na koncentraci vodného roztoku toluenu pro LED s navazanym sulfrhodaminem.

7. Z.avér

Je mozZno konstatovat, Ze cile definované v zadani prace byly splnény.

Podafilo se navrhnout a optimalizovat chemické reakce umoziujici modifikaci
polymerniho fetézce polykarbonatu zaporné a kladn€ nabitymi skupinami umoziujicimi
navazani ionogennich fluorescencnich barviv na povrch polymeru s pomoci elektrostatickych
interakci. Bylo potvrzeno, Ze interakce mezi barvivem a modifikovanym polymerem je
dostatecné stala, s vyjimkou roztoki s vysokou koncentraci soli nedochéazi k vyznamnéj$imu
vymyvani barviva z povrchu polymeru. Strukturné nespecificka interakce umoznuje vazat na
povrch celou Skalu riznych latek ovliviuyjicich fyzikalné chemické vlastnosti povrchu.
Ptitomnost karboxylové skupiny a zejména aminoskupiny je zajimava i1 z hlediska dalsi
mozné modifikace kovalentné¢ véazanymi slouceninami. Ptikladem mize byt pouzitd
ninhydrinova reakce pro dikaz pfitomnosti volné aminoskupiny. Jist¢ bude mozno navézat i
komeréné¢ dostupnd derivatizacni ¢inidla, naptiklad dansylchlorid, nebo dalsi cilené
piipravené slouceniny.

S vyuzitim LED modifikovanych béZznymi fluorescencnimi barvivy byl sestaven

jednoduchy prototyp fluorosenzoru s integrovanou budici a snimaci casti. Byl Uspésné
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otestovan pfi méteni koncentrace toluenu v plynné fazi a v roztoku. V ptipadé plynného a
kapalného vzorku a pro obé pouzitd fluorescencni barviva byl pozorovan jednoduchy
mechanizmus detekce na zakladé¢ zhaSeni fotoluminiscence vrstvy barviva vdzaného na
povrchu polymeru. Mezi hlavni pozitiva navrzeného detekéniho uspofadani patii
jednoduchost, kompaktnost a nizkd cena pouzitého zafizeni a rychlost odezvy na zménu
koncentrace analytu. Ze zméfenych kalibracnich zavislosti vyplyvaji 1 nékteré nedostatky
navrzeného prototypu fluorosenzoru souvisejici s malou plochou aktivni plochy senzoru.
Monomolekularni vrstva navazané¢ho barviva poskytuje relativné nizkou intenzitu
luminiscen¢niho zafeni a je rychle saturovdna jiz nizkymi koncentracemi analytu. Tento
problém by mohlo vytesit pouziti chemickych reakci vhodnym zplisobem zvySujicim povrch
chemicky modifikovaného polykarbonatu. V této praci byly vyuzity pouze chemické reakce
zachovavajici transparentni hladky povrch polykarbonatu. Jak v piipadé oxidace a predevs§im
nitrace byl pro delsi Casy reakce a vyssi koncentrace pouzitych ¢inidel pozorovan vznik
matnych povrchtl s vétsi aktivni plochou. Je mozné, ze z hlediska dynamického rozsahu
odezvy by bylo jejich pouziti vyhodnéjsi. DalSim problémem ovliviiujicim citlivost detekce je
nemoznost optimalniho buzeni luminiscence pouzitych barviv s pomoci vinovych délek
vyssich nez 550 nm. Pfi pokusu o pouziti oranzovych luminiscen¢nich diod doslo k zahlceni
detektoru budicim zafenim. Uvedeny problém by bylo mozné fesit cilenym vybérem
flurescencnich barviv s absorpénimi pasy blizkymi emisnim ¢aram pouzitych budicich LED a
luminiscencnimi emisnimi Carami dostate¢né¢ odliSnymi od energii budiciho zafeni.
Z predloZzenych experimentalnich vysledkl pfimo nevyplyva piedpokladand nizka selektivita
navrzeného prototypu fluorosenzoru. Je mozno piedpokladat, ze mechanizmus detekce na
zéklad¢ zhaSeni fotoluminiscence se bude uplatinovat pro Sirokou Skalu analytd. Moznym
feSenim tohoto problému je vytvotfeni komplexnich vrstev na povrchu polymeru, obsahujicich

napiiklad nejen fluorofory, ale i slouceniny se strukturné rozpoznavacimi schopnostmi.

8. Podékovani

Tato diplomova prace vznikla za finanéni podpory vyzkumného zdméru MSM

0021620857.
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