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Об’єкт дослідження - фізико-хімічні процеси при виготовлені електродів, модифікованих функціональними органічними плівками, та їх взаємодії з окисниками при електролізі.

Мета роботи - розробка і створення нової аналітичної системи для аналізу водних середовищ на вміст органічних та неорганічних окисників із використанням ефекту електрогенерованої хемілюмінесценції на електродах, модифікованих функціональними органічними плівками.

Методи дослідження - аналіз наукової літератури за тематикою досліджень, пошук полімерів для використання в якості матриці та вибір оптимального люмінофора до внесення до структури плівки на поверхні модифікованих електродів; нанесення полімерних плівок з розчину шляхом розкапування на підкладку, що обертається та методом фізичної адсорбції; дослідження модифікованих електродів методам циклічної вольтамперометрії, імпульсної вольтамперомтрії та ЕХЛ; дослідження оптичних властивостей полімерних розчинів методами оптичної флуоресцентної та абсорбційної спектроскопії.

Розроблена композиція для нанесення на скловуглецеві електроди на основі полімеру полівінілбутіраль та люмінофору 9,10-дифенілантрацен. Визначені оптимальні параметри нанесення розчину на підкладку: частота обертання, концентрація.

Досліджені електрохімічні та ЕХЛ властивості модифікованих електродів. Оцінено вплив параметрів нанесення плівок на аналітичні властивості електродів. Апробовано модифіковані електроди на визначення певних окисників.

Шляхом узгодження програмно-апаратних комплексів ЕЛАН-3Ц і ЕЛАН-1 (з потенціостатом PGSTAT 301n Autolab), та модуля вимірювання оптичних сигналів Pulsar, розроблено установку, що здатна проводити вимірювання імпульсної ЕХЛ в модифікованих скловуглецевих електродах і визначати концентрацію певних типів неорганічних окисників (гіпохлорит іон, перекис водню) за тушінням сигналу ЕХЛ в модифікованих електродах.

Аналіз вмісту в водних пробах потужних окисників, таких як пероксиди, гіпохлориди, хлорати, є важливим для контролю якості води та водних середовищ для технологічних процесів в багатьох галузях, зокрема в промисловій, екологічній, біологічній та медичній. Використання електрогенерованої хемілюмінесценції в розробленій аналітичній системі дозволяє забезпечити ефективне визначення вказаних типів аналітів, що характеризується зниженням межі визначення та зменшенням собівартості аналізу.
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ВСТУП

Аналіз вмісту потужних окисників, таких як пероксиди, гіпохлориди, хлорати в водних пробах є важливим для контролю якості в багатьох галузях, зокрема на промислових підприємствах, в об’єктах навколишнього середовища, в галузях біології та медицини. Використання електрогенерованої хемілюмінесценції (ЕХЛ) дозволяє забезпечити розробку аналітичної системи для проведення ефективного визначення аналітиків, що характеризуватиметься зниженням межі визначення, та зменшенням собівартості аналізу.

Великий обсяг робіт у напрямку дослідження ЕХЛ органічних люмінофорів зроблено одним із перших дослідників ефекту ЕХЛ проф. А. Бардом з університету м. Остiна, США, який починаючи з 1968 р. опублікував багато робіт у серіях "Електрогенерована хемілюмінесценція", "Напiвпровiдниковi електроди", "Полімерні плівки на електродах" та інші. Фундаментальні дослідження, що проведено школою проф. Барда, дозволили встановити механізми ЕХЛ-реакцiй вивчених органічних та металоорганічних сполук, сформулювати i розв'язати окремі теоретичні проблеми даного явища, визначити деякі сфери його застосування, вирішити ряд методичних питань. Використання досліджень школи проф. Барда і вчених фірми IGEN, США дозволило реалізувати імуно-ЕХЛ аналіз у приладі "ORIGEN 1.5 Analyzer", призначеного для визначення біологічних об'єктів в потоці тестового розчину. Існує ряд інших університетів, організацій та фірм, що проводять роботи по дослідженню i застосуванню ЕХЛ.

Саме аналіз розчинів, включно з біомедичними дослідженнями та імунохімічним аналізом, є найперспективнішими сферами використання явища ЕХЛ. Однак розвиток цих напрямків стримується низкою причин: недостатньо з’ясованими принципами застосування ЕХЛ-систем у аналізі; дуже обмеженою кількістю ефективних тестових ЕХЛ-систем, основою яких є органічні електрохемілюмінофори; малою кількістю відповідних сучасних аналітичних ЕХЛ-технологій і технологій розробок оптохемотронних пристроїв молекулярної електроніки, насамперед, сенсорів. Існуючі ЕХЛ-технології, що використовують в аналітичних цілях, мають високу вартість, недостатню специфічність та ефективність. Взагалі існує багато прогалин у розумінні складних механізмів фізико-хімічних процесів випромінювання ЕХЛ, особливо в упорядкованих тонкошарових плівках з люмінофорами, що нанесені на електродні поверхні та знаходяться у водних розчинах. Останнє є суттєвим для біомедичних цілей, таких, як аналіз та дослідження біорідин. 

Зокрема в галузі застосування явища ЕХЛ та модифікованих електродів останнім часом з’явилась велика кількість робіт закордонних вчених. Слід відзначили деякі з них. Наприклад, суттєвих результатів було досягнуто в детектуванні тетрациклінів на електродах, що модифіковано плівками полімеру нафіон з поруватими кремнієвими наночастками, що насичені органолюмінофором Ru(bpy)32+ [1]. Також методом ЕХЛ вдається успішно визначати вміст аскорбінової кислоти у водних розчинах за допомогою скло-вуглецевого електроду, модифікованого золотими наночастками та графеном [2]. Ще одним досягненням є чутливе визначення третинного аміну трипропіламіну за допомогою електроду, вкритого пористим графеном з органолюмінофором Ru(bpy)32+ [3].

В галузі застосування ЕХЛ для визначення органічних та неорганічних окисників робот значно менше. Зокрема слід відзначити фундаментальну роботу з виявлення механізмів впливу окисників на інтенсивність ЕХЛ люмінофора Ru(bpy)32+ [4], досягнення по детектуванню перекису водню за допомогою ЕХЛ квантових точок CdTe [5] та досить загальну роботу по визначенню механізмів тушіння ЕХЛ з Ru(bpy)32+ [6], деякі також можуть працювати при визначені окисників. 

Основною особливістю запропонованого проекту та досліджень в галузі застосування явища ЕХЛ є їх міждісциплінарність. Роботи за проектом поєднують в собі електрохімічні дослідження, оптичну реєстрацію аналітичного сигналу, розробку та модернізацію експериментального електронного обладнання, дослідження хімічних процесів, що протікають при електрохімічних реакціях в об’ємі розчину в електрохімічній кюветі та в структурі полімерних плівок на поверхні модифікованого електрода-сенсора. Це в свою чергу вимагає як експериментальних, так і теоретичних робот, що виконуватимуться шляхом математичного моделювання. Зважаючи на те, що мета проекту полягає в розробці аналітичної системи та методів для ЕХЛ визначення окисників, чого на даний момент в світі в завершеному вигляді не існує, а також на те, що автори проекту належать до єдиної в Україні групи, яка займається дослідженнями та розробками в галузі ЕХЛ, заплановані роботи є абсолютно новими та оригінальними. 

Метою проекту була розробка і створення нової аналітичної системи для аналізу водних середовищ на вміст органічних та неорганічних окисників із використанням ефекту електрогенерованої хемілюмінесценції на електродах, модифікованих функціональними органічними плівками.

Завдання, що було вирішено:

- дослідити механізми впливу окисників на емісію ЕХЛ в модифікованих електродах;

- оптимізувати структуру модифікованих електродів для отримання максимальної чутливості сигналу ЕХЛ до присутності органічних та неорганічних окисників;

- оптимізувати технологію виготовлення модифікованих електродів для отримання максимальної стабільності та відтворюваності сигналу;

- визначити оптимальний тип та вміст співреагенту у розчині електрохімічної ячейки для максимальної чутливості до окисників;

- розробити процедуру аналізу типових окисників за допомогою модифікованих електродів;

- реалізувати процедуру ЕХЛ аналізу окисників на базі раніше розробленого ЕХЛ аналізатору ЕЛАН-3Д, шляхом вдосконалення його апаратної та програмної частин.
1 ФІЗИКО-ХІМІЧНІ ОСНОВИ АНАЛІЗУ ОКСИДАНТІВ МЕТОДОМ ЕЛЕКТРОГЕНЕРОВАНОЇ ХЕМІЛЮМІНЕСЦЕНЦІЇ 
1.1 Основи електрохімічної люмінесценції
Електрогенерована хемілюмінесценція (електрохімічна люмінесценція, електрохемілюмінесценція, ЕХЛ) - це люмінесценція, що збуджується неоптичні за рахунок послідовності електрохімічних і рекомбінаційних процесів при електролізі розчину, що містить органічні люмінофори [7]. Виділяють такі основні стадії процесу утворення збуджених молекул люмінофору - емітерів ЕХЛ [8]:
· реакції окислення і відновлення молекул розчиненого люмінофора на електродах з утворенням аніон-радикалів (АР) і катіон-радикалів (КР), що представляють собою гетерогенну реакцію перенесення електрона між молекулою люмінофора в розчині і електродом;
· перенесення за допомогою дифузії, конвекції або міграції електрогенерованих іонних форм в що знаходиться поблизу від електрода в зону реакції;

· зближення АР і КР люмінофора аж до утворення перехідного стану (так званого активованого комплексу), з якого можливі переходи реагентів в кінцевий стан, а саме, в залежності від енергетики активованого комплексу, з утворенням молекул в збудженому синглетному і тріплетном стані, в основному стані, а також формування ексімера або ексіплекса (в разі кількох електрохемілюмінофорів).

На схемах 1.1-1.4 (рис. 1.1) показані схеми основних гомогенних і гетерогенних реакцій перенесення електрона, що протікають в ЕХЛ-пристрої, із зазначенням орієнтації спіна електронів і молекулярних орбіталей (МО) які беруть участь в реакції (( - вища заповнена МО, (* - нижча вакантна МО, n - так звана незв’язуюча МО).
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1 - утворення АР (відновлення молекули); 2 - утворення КР (окислення молекули); 3 - утворення триплетних станів при бірадікальній рекомбінації; 4 - утворення збуджених синглетних станів при бірадікальній рекомбінації. 
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 - константи швидкості відновлення і окислення електрохемілюмінофора 
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, відповідно; 
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 - константи швидкості гомогенної бірадікальної рекомбінації з утворенням збудженого синглетного та триплетного станів електрохемілюмінофора, відповідно

Рисунок 1.1 - Схеми утворення частинок при ЕХЛ

При подачі напруги на електрод при відповідних стандартних потенціалах окислення 
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 і відновлення 
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 в розчині поблизу електрода починають протікати фарадєєвські одноелектронні процеси відновлення (на катоді) і окислення (на аноді) молекул електрохемілюмінофорів за схемами (1.1), (1.2).

При рекомбінації АР і КР можливо два механізми, за якими буде розвиватися ЕХЛ-реакція - S- і T-механізми [7]. Якщо ЕХЛ-реакція розвивається по S-механізму, то в результаті бірадікальної рекомбінації одна з молекул електрохемілюмінофора 
[image: image13.wmf]A

, які беруть участь в реакції, переходить в збуджений синглетний стан за схемою (1.4).

При розвитку ЕХЛ-реакції по T-механізму в результаті бірадікальної рекомбінації утворюються молекули електрохемілюмінофорів 
[image: image14.wmf]A

 в збудженому тріплетному стані за схемою (1.3). В цьому випадку збуджені синглетні стани молекул електрохемілюмінофорів будуть утворюватися через стадію триплет-триплетної анігіляції за наступною схемою:
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де 
[image: image16.wmf]S
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 – константа швидкості триплет-триплетної анігіляції з виходом збуджених синглетних станів молекул електрохемілюмінофора
[image: image17.wmf]A

.

Крім класичних S і T механізмів розвитку ЕХЛ при бірадікальній рекомбінації АР і КР електрохемілюмінофорів можливе утворення квазістійкого збудженого перехідного комплексу - ексимера або ексіплекса [9, 10]. Утворення останнього можливо при використанні багатокомпонентної ЕХЛ-системи, тобто тоді, коли в процесах електролізу і рекомбінації беруть участь молекули різних електрохемілюмінофорів:
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де 
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 – константа швидкості бірадікальної рекомбінації з утворенням ексимерів; 
[image: image21.wmf]EP
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 – константа швидкості бірадікальної рекомбінації з утворенням ексиплексів.

Відмінною особливістю ексимерів і димарів є те, що вони не можуть існувати в незбудженому стані, і, отже, після їх випромінювальної або безвипромінювальної дезактивації вони розпадаються на складові молекули в основному стані.

Кванти світла 
[image: image22.wmf]ecl

g

 випромінюються при випромінювальної дезактивації збуджених синглетних станів молекул електрохемілюмінофорів за наступною схемою:
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де 
[image: image24.wmf]S
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 – константа швидкості випромінювальної дезактивації збуджених синглетних станів молекули електрохемілюмінофора 
[image: image25.wmf]A

.

Мають місце інтеркомбінаційні переходи зі збудженого синглетного стану в триплетний за наступною схемою:
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де 
[image: image27.wmf]ST

k

 – константа швидкості процесу внутрішньомолекулярної інтеркомбінаційної конверсії.
Слід зазначити, що явище люмінесценції при електролізі відомо вже давно. Випромінювання світла реактивами Гріньяра при застосуванні високої напруги описано ще в 1927 р [11]. У 1929 році була вперше описана електрогенерована хемілюмінесценція люмінолу в лужних розчинах [12]. Інтенсивні дослідження проводилися з початку 1960-х років в області ЕХЛ поліциклічних ароматичних вуглеводнів (ПАВ) і метало-комплексів з метою виявлення механізмів і природи ЕХЛ-реакцій [13, 14].

1.2. Водна ЕХЛ

З відкриттям водорозчинного люмінофора трис(біпіріділ) рутенію (II) (Ru(bpy)32+) з'явилися перспективи для отримання електрогенерованої хемілюмінесценції у водному середовищі, особливо з огляду на той факт, що про стабільність катіон-радикалів Ru(bpy)33+ у водному середовищі було добре відомо [15]. Проблему, однак, становить мала область доступних електродних потенціалів в воді в порівнянні з органічними апротонними розчинниками, такими, як диметилформамід (ДМФА) або ацетонітрил (близько 1.25 В, але може бути трохи більше через кінетичні ефекти, пов'язані з властивостями матеріалу електродів) і тому важко генерувати на катоді аніон-радикали, здатні брати участь в ЕХЛ реакції. Для отримання водної ЕХЛ реакції було необхідно знайти водорозчинну речовину, здатну формувати відновник при реакції з Ru(bpy)33+ при окисленні, а не при відновленні. Пізніше такі речовини отримали назву співреагентів. Незважаючи на те, що речовини, здатні слугувати співреагентами для наведених середовищ, були відомі досить давно, вони не підходили для водного середовища. Виявлення реакції аніону оксалату (С2О42-) за схемою 1.10 означало, що оксалат може використовуватися в воді як співреагент, а ЕХЛ можна генерувати, просто окислюючи композицію: оксалат - Ru(bpy)32+ [16]. З тих пір було вивчено багато водорозчинних метало-комплексів рутенію і осмію і їх реакцій з різними співреагентамі. Через кілька років було знайдено більш ефективний співреагент для Ru(bpy)32+ - трипропіламін (ТПА) [17].


[image: image28.wmf](

)

(

)

ï

î

ï

í

ì

+

®

+

+

®

-

+

·

-

+

·

-

-

2

2

3

2

3

3

2

2

2

4

2

*

CO

bpy

Ru

CO

bpy

Ru

CO

CO

e

O

C

.                         (1.10)

1.3 ЕХЛ системи зі співреагентами

Як уже згадувалося вище, в зв'язку з високою енергією анігіляційних реакцій (близько 2-3 еВ) і вузьким вікном доступних потенціалів води, пряма генерація на електродах окислених і відновлених форм молекул, що беруть участь в ЕХЛ-реакції, у водному середовищі практично неможлива або дуже утруднена . При використанні деяких речовин - співеагентів, які вводяться в розчин з люмінофором ЕХЛ-реакцію можна отримати при поляризації електрода одним потенціалом (анодним або катодним в залежності від типу співреагента і люмінофора). Це відкриває шлях до отримання водної ЕХЛ і її аналітичного застосування. Залежно від полярності напруги, що подається, люмінофор і співреагент спочатку окислюються / відновлюються на електроді з утворенням радикалів. Потім проміжні сполуки, що утворюються зі співреагента, розпадаються з утворенням сильного агента, здатного окислювати або відновлювати, який реагує з відновленою або окисленої формою люмінофора, приводячи до утворення його збуджених молекул - емітерів ЕХЛ. Оскільки агент, що окислює, утворюється при електрохімічному відновленні співреагента, а той, що відновлює - при окисленні співреагента, то такий спосіб збудження ЕХЛ часто називають «відновлювальне окислення» або «окислювальне відновлення», відповідно [18, 19]. Таким чином, співреагентамі є частинки, які при електрохімічному окисленні або відновленні відразу хімічно розпадаються і утворюють сильний  продукт - окисник або відновник, який може реагувати з окисленим або відновленим люмінофором для його збудження. Найбільш поширеними співреагентамі для генерації ЕХЛ шляхом окисного відновлення є оксалати і третинні аміни. При окисленні іони оксалату втрачають 
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 з утворенням 
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 - сильного відновного агента, а третинні аміни депротонуються з утворенням сильних відновних радикальних частинок. Типовим співреагентом, використовуваним для реалізації механізму ЕХЛ типу відновного окислення є пероксідісульфат, який при відновленні утворює 
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 - сильний окислювач. Цілком очевидно, що в порівнянні з анігіляційної ЕХЛ, де всі вихідні частинки регенеруються після емісії світла, в ЕХЛ системі зі співреагентами регенерується тільки люмінофор, а співреагент необоротно витрачається в хімічних і електрохімічних реакціях.

ЕХЛ зі співреагентамі, перш за все у водному середовищі, використовується для різних аналітичних цілей [20 - 23]. Оскільки інтенсивність ЕХЛ, як правило, пропорційна концентрації співреагента і люмінофора, то її можна використовувати для аналізу різних речовин. При цьому в якості аналізованого об'єкта може виступати або співреагент, або люмінофор, або частка, пов'язана з люмінофором (міткою). Незважаючи на широке різноманіття речовин, здатних давати ЕХЛ, переважна більшість робіт по ЕХЛ зі співреагентамі пов'язана з люмінофором Ru(bpy)32+ і деякими його похідними, що обумовлено його високою хімічною, електрохімічної і фотохімічної стабільністю, в тому числі у водних середовищах і в присутності кисню.

1.4 ЕХЛ в плівках на поверхні електродів
Іммобілізація електрохемілюмінофорів на тверді підкладки або в мембрани дає ряд переваг. Перш за все, це очевидна економія реагентів. Якби можна було іммобілізувати люмінофор на тривалий час без істотної втрати його активності, це дало б можливість створювати сенсори без необхідності доставляти реагент до електрода. Такий підхід може істотно знизити витрату люмінофорів і спростити конструкцію аналітичного обладнання. При цьому не буде необхідності в додаткових системах подачі реагентів, змішувальних камерах, прокачуванні розчину, як у випадку звичайної гомогенної ЕХЛ. Так, Ru(bpy)32+ добре рециклюється при ЕХЛ-реакції і, отже, є відповідним реагентом для регенерованих ЕХЛ-сенсорів. Для іммобілізації Ru(bpy)32+ на електродах використовується кілька підходів. Моношари можна отримати, використовуючи метод Ленгмюра-Блоджетт [24] або шляхом формування самоорганізованих моношарів на золотих електродах з рутенієвих комплексів, модифікованих тіолами [25, 26]. Іншим популярним методом іммобілізації Ru(bpy)32+ є використання іонообмінного полімеру Nafion [27 - 29]. Наприклад, в роботі [29] Ru(bpy)32+ було іммобілізовано в Nafion або катіон-обмінний полімер AQ55 для детектування нікотинамідадениндинуклеотида (НАД). Ензими, що перетворюють окислену форму НАД+ в НАД, можуть також бути іммобілізовані в полімері AQ55. Субстрати, наприклад глюкоза, лактат або етанол ініціюють процес синтезу НАД і таким чином можуть селективно детектуватися в проточній системі. Іммобілізація ензиму і Ru(bpy)32+ в одній плівці (AQ55) істотно знижує активність ензиму, в той час як двошарова структура Ru(bpy)32+ в Nafion / ензим в AQ55 є більш ефективною. Властивості Nafion можна змінювати шляхом його впровадження в силікатний золь [30]. Так звані Nafion-кремнієві нанокомпозити можна використовувати для отримання угруповань, більш доступних для іммобілізації, а також для більш швидкої дифузії електроактивних катіонів. ЕХЛ Ru(bpy)32+, впровадженого методом іонного обміну в такі композитні матеріали на скловуглецевому електроді, досліджувалася як функція кількісного співвідношення Nafion / кремній [31]. При оптимальному складі такі стабільні композитні плівки дають інтенсивність ЕХЛ на порядок вище і кращу чутливість до тест-систем ТПА / оксалат, ніж Ru(bpy)32+, впроваджений в чистий Nafion.

Іншим підходом до іммобілізації рутенієвого комплексів є іммобілізація в золь-гелі [32]. Цей метод також був використаний для визначення оксалату. ЕХЛ також можна отримати в системі з Ru(bpy)32+, утримуваним у силікагелі, і ТПА, молекули якого захоплюються гелем [33]. Відомо використання платинових мікроелектродів, на яких утримувалися Ru(bpy)32+ разом з амінами або оксалатом, для генерації ЕХЛ [34]. Платинові мікроелектроди занурювалися в золь, що містить Ru(bpy)32+ та співреагенти, з його подальшим застиганням до гелевого стану.

Комбінування золь-гель технології і мембран з полі-2-гідроксил метакрилата (поліГЕМА) використовувалося для іммобілізації Ru(bpy)32+ на платинові мікроелектроди в мініатюрній ЕХЛ комірці [35]. Ru(bpy)32+ впроваджувався в золь-гелеву матриці, яка перемелюється в порошок і потім впроваджується в поліГЕМА мембрану. Сам по собі золь-гель не володів достатньою механічною стабільністю, а з поліГЕМА мембрани відбувалося вимивання Ru(bpy)32+. Ця система була застосована для детектування алкалоїду кодеїну і мала лінійний діапазон залежності інтенсивності ЕХЛ від концентрації аналіту 20 мкМ - 2 мМ (для порівняння, реакція Ru(bpy)32+ в розчині має лінійний діапазон 0.5 мкМ - 1мМ). ЕХЛ відгук в матриці склав лише 20% від інтенсивності сигналу в об'ємі розчину. Отримані таким чином мембрани показали хорошу відтворюваність властивостей, а сенсор на кодеїн мав термін служби один тиждень.

Крім того, відомі роботи по модифікації електродів хітосаном з включеним Ru(bpy)32+ [36] або комбінацією хітосана з Ru(bpy)32+ та золь-гелем [37]. Хітосан є поліамідосахарід; його використання істотно підвищує селективність ЕХЛ детектування щавлевої кислоти. Електроди, модифіковані хітосаном з Ru(bpy)32+, дають істотно більш інтенсивний ЕХЛ відгук на присутність щавлевої кислоти, ніж на тріалкіламіни і інші речовини, здатні бути ЕХЛ співреагентами. Однією з причин такої селективності може бути характер електростатичної взаємодії між катіонною мембраною хітосана, аніонами щавлевої кислоти і катіонами тріалкіламінов. Лінійний діапазон детектування щавлевої кислоти з використанням таких електродів склав 0.1 - 10 мМ, а межа виявлення 3 × 10-5 М. Електроди з хітосаном могли бути повторно використані до 10 разів і мали термін служби до 7 днів при щоденному використанні.
1.5 Аналітичне застосування ЕХЛ
В останнє десятиліття електрогенерована хемілюмінесценція стала важливим і цінним аналітичним методом детектування, що в першу чергу пов'язано з її низькою межею виявлення і високою селективністю. Великий інтерес у світовій науці до даного методу аналізу відбивається в зростаючій кількості опублікованих оглядів [21 - 23, 38 - 41]. Звичайна хемілюмінесценція (ХЛ) є добре відомим методом детектування з низькою межею виявлення, який використовується для визначення великого числа аналітів, а методики відповідних аналізів досконально відпрацьовані [42 - 46]. ХЛ дозволяє детектувати аналіти з низькими концентраціями, і має при цьому широкий діапазон лінійності. Частково це пов'язано з хімічним способом збудження люмінесценції при ХЛ реакції. Відсутність джерела оптичного збудження дозволяє досягти низького фонового сигналу без необхідності застосування заходів для відсікання розсіяного і перевідбитого випромінювання джерела. Це дозволяє отримати високочутливе детектування без коштовного додаткового обладнання. Оскільки ЕХЛ є електрохімічно ініційованою ХЛ реакцією, вона має додаткові переваги. ЕХЛ може бути електрохімічно запущена і зупинена, що дозволяє управляти реакцією в часі шляхом зміни потенціалу електрода. Можливість варіювати останнім дає додаткові засоби управління реакцією і може використовуватися для підвищення селективності детектування. Генерація світла в безпосередній близькості від електрода дозволяє просторово управляти процесом визначення аналіту. Висока чутливість детектування може бути досягнута шляхом оптимізації структури електродів і їх розташування щодо фотоприймача. Комбінування хроматографічних і електрофоретичних систем з ХЛ і ЕХЛ детектуванням використовується для виявлення розділених компонентів проби [47 - 49]. Багато аналітичних методів, таких як високоефективна рідинна хроматографія (ВЕРХ), рідинна хроматографія (РХ), капілярний електрофорез (КЕ) і проточно-інжекційний аналіз (ПІА) вимагають введення реагентів через роздільні канали для отримання ХЛ. Зазвичай це істотно здорожує аналітичне обладнання, призводить до розведення проби і розширення піку. У випадку ж ЕХЛ детектування ці труднощі можуть бути подолані за рахунок електрохімічної генерації реагентів «за місцем», тобто попередники активних реагентів можуть бути присутніми в самій пробі. Крім того, для ЕХЛ детектування доступний більш широкий діапазон реагентів і аналітів. Аналіти, не здатні давати звичайну ХЛ, можуть бути хімічно модифіковані та таким чином зареєстровані. Реагенти, які є занадто нестабільні для звичайної ХЛ реакції, можуть бути зроблені «за місцем» і безпосередньо вступати в реакцію. У порівнянні з електрохімічними методами виявлення, вихідний оптичний сигнал ЕХЛ стійкий до електричних наведень. Реєстрація оптичного сигналу дозволяє здійснювати багатопараметричне детектування, а різні частки можуть детектуватися одночасно за рахунок розділенню за довжиною хвилі люмінесценції. Додаткову інформацію про аналіт можна отримати з електрохімічних вимірювань під час ЕХЛ реакції. Деякі електрохемілюмінофори, наприклад металоорганічні комплекси рутенію, рециклюються під час реакції, тобто одна молекула здатна багаторазово випромінювати кванти світла. Це не тільки збільшує стабільність і інтенсивність люмінесценції і таким чином чутливість детектування, але також дозволяє економити реагенти. У разі їх іммобілізації, такі сполуки можуть використовуватися в багаторазових безреагентних сенсорах.

Хоча відома велика кількість реагентів, здатних випромінювати ЕХЛ, для більшої частини аналітичних застосувань використовується всього кілька реакцій. Найбільш важливою є ЕХЛ реакція комплексів рутенію, зокрема Ru(bpy)32+ та його похідних. Різні реакції в органічних розчинниках і водних розчинах, а також велика номенклатура потенційних аналітів роблять цю ЕХЛ реакцію цінної для аналітичних цілей. Вона використовується в чистому вигляді як мітка в ВЕРХ, КЕ, РХ і біоаналізах. Іншою важливою ЕХЛ реакцією є реакція з люмінолом. Її чутливість до перекису водню дозволяє застосовувати її в ферментних сенсорах. ЕХЛ реакції за участю ПАВ є одними з найбільш добре вивчених, однак необхідність в органічних розчинниках в більшості випадків обмежує їх придатність в аналітиці.
Из Шматько

Метою проекту є розробка і створення нової аналітичної системи для аналізу водних середовищ з використанням ефекту ЕХЛ на електродах, модифікованих функціональними органічними плівками. Об'єктом визначення є органічні і неорганічні окислювачі, присутність яких у водних середовищах підлягає контролю і визначення яких є актуальним для галузей екологічного моніторингу, промисловості, біології, медицині та ін. Перш за все до них відносяться певні пероксиди, гіпохлорити, хлорати. Використання явища ЕХЛ дозволить забезпечити розробку аналітичної системи для проведення ефективного визначення аналітів з низькою межею визначення та зменшенням собівартості і часу аналізу [50].

Удосконалення чутливості, витрати часу, легкість використання, надійність або вартість може відкрити абсолютно нові ринки діагностичних послуг, де раніше ніяка технологія не могла б задовольнити потребу ринку. Деякі діагностичні технології можуть володіти високою чутливістю, але є занадто дорогими для задоволення потреб ринку. Інші технології можуть бути рентабельними, але не досить надійними в експлуатації для різних ринків. Нова діагностична техніка, яка здатна об'єднати ці якості, є значним прогресом і має перспективу в області діагностики. Є ряд різних аналітичних методів, що використовуються в діагностичних цілях. Ці методи включають радіоактивні мітки, імуноферментний аналіз, хімічний колориметричний аналіз, флуоресцентні мітки, хемілюмінесцентні мітки і електрохемілюмінесцентні мітки. Кожен з цих методів має виняткову комбінацію рівнів чутливості, легкості використання, надійності, швидкості і вартості, які визначають і обмежують їх застосовність на різних ринках діагностичних послуг. Ці відмінності частково обумовлені фізичними обмеженнями, властивими кожному методу. Радіоактивне мічення, наприклад, є по суті нестійким, оскільки мітка спонтанно розпадається, а видалення відпрацьованих радіоактивних відходів призводить до проблем економічних витрат, безпеки і охорони навколишнього середовища для багатьох застосувань. Розробка багатьох із сучасних чутливих діагностичних методів обмежена існуючим ринком насамперед через потребу в кваліфікованих лаборантах для здійснення вимірювань. Сучасні технологічні методи електрохемілюмінесценціі вимагають не тільки кваліфікованих лаборантів, але і неодноразових промивань і підготовчих процедур. Це збільшує як вартість, так і потребу в процесі видалення відходів. Новітні методи діагностики, які спрощують вимірювальні процедури, а також зменшують вартість кожного вимірювання, будуть мати велике значення і застосування в нових ринках, що відкриваються, а також в удосконаленні методів, представлених на існуючих ринках.
1.6 Гасіння ЕХЛ окисниками
1.6.1 Гасіння люмінесценції та її види
Підвищення ймовірності безвипромінювальних переходів призводить до гасіння люмінесценції. Гасіння люмінесценції залежить як від природи люмінесцентної речовини та її агрегатного стану, так й від зовнішніх умов [51].

У кристалах гасіння пов'язано з перепоглинанням люмінесценції на рівнях центрів гасіння і перезахопленням ними утворених нерівноважних носіїв заряду. У ряді випадків спостерігається концентраційне гасіння люмінесценції, що виникає при збільшенні концентрації центрів світіння. Причиною його виникнення є та обставина, що при великих концентраціях центрів світіння, коли вони розташовуються близько один від одного, між ними може виникнути взаємодія, в результаті якої ймовірність радіаційного переходу зменшиться. Гасниками люмінесценції можуть бути деякі точкові дефекти (деякі домішки в кристалах), а також радіаційні дефекти. В цьому випадку гасіння пов'язано з перепоглинанням люмінесценції на рівнях центрів гасіння і перезахопленням ними утворених нерівноважних носіїв заряду.
Види гасіння:

1. Температурне гасіння. Підвищення температури викликає зменшення виходів флуоресценції і фосфоресценції. Зокрема, в області кімнатних температур вихід флуоресценції зазвичай зменшується на кілька відсотків з підвищенням температури на 1 ° С. Це пов'язано з тим, що безвипромінювальна дезактивація електронно-збуджених станів здійснюється переважно при зіткненнях випромінюючих молекул, а частота таких зіткнень в розчинах прямо пропорційна температурі. Одночасно зі зменшенням виходу люмінесценції відбувається зменшення тривалості світіння.

2. Концентраційне гасіння. Ефект концентраційного гасіння спостерігається при великих концентраціях люмінофора. Зазвичай він починає проявлятися з деякої граничної концентрації c0, при цьому має місце експоненціальна залежність виходу люмінесценції від концентрації:
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 - вихід люмінесценції при безкінечному розведенні; υ- константа. 
Величина порогової концентрації c0 і константа θ специфічні для різних речовин. При c = c0 φ = φ0 = const. Ефект концентраційного гасіння оборотний: при розведенні концентрованих розчинів вихід люмінесценції знову досягає максимального значення, вказуючи на відсутність складних фізико-хімічних перетворень молекул люмінофорів.

Зменшення виходу люмінесценції зі збільшенням концентрації люмінофора викликано, з одного боку, асоціацією молекул люмінофора з утворенням нелюмінесцентних агрегатів різного складу (теорія молекулярної асоціації), з іншого - передачею енергії від збуджених молекул до незбуджених (теорія міграції енергії).

Теорія молекулярної асоціації задовільно описує явище концентраційного гасіння у відносно концентрованих розчинах. Наявність в розчинах люмінофорів полімерних агрегатів легко виявляється спектроскопічними дослідженнями. Рисунок 1.2 ілюструє зміни спектра поглинання родаміну 6Ж в суміші пропілового спирту і чотирихлористого вуглецю з ростом концентрації барвника. В області малих концентрацій (до 10-6 г/мл), де асоціація практично не спостерігається, спектр поглинання залишається незмінним. При зростанні концентрації барвника інтенсивність смуги поглинання мономерів при l = 535 нм зменшується, а інтенсивність смуги поглинання димерів при l = 505 нм, навпаки, зростає. Всі спектри поглинання перетинаються в ізобестичній точці з l = 515 нм, що свідчить про те, що досліджувані розчини являють собою бінарну суміш мономерів і димерів. Хоча об'єднання молекул люмінофору в асоціати викликає зменшення виходу люмінесценції, форма спектра люмінесценції при цьому залишається незмінною.

Теорія міграції енергії задовільно описує ефект концентраційного гасіння у відносно розведених розчинах люмінофорів. Відповідно до цієї теорії, між будь-якими сусідніми молекулами люмінофора, при наявності перекривання їх спектрів поглинання та люмінесценції, виникає резонансна взаємодія, що приводить до безвипромінювальної перенесення енергії від збудженої молекули до незбудженої. Чим сильніше накладаються один на одного спектри поглинання і люмінесценції, тим менше величина порогової концентрації c0. Якщо спектри поглинання і люмінесценції не накладаються один на одного, то концентраційне гасіння не спостерігається в широкому діапазоні концентрацій люмінофора. Концентраційне гасіння може розвиватися внаслідок передачі енергії від збуджених молекул на нелюмінесцентні асоціати молекул люмінофору. [52]
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концентрації родаміну 6Ж c, г/мл: 1 – 2,0 × 10-6; 
2 – 1,0 × 10-5; 3 – 5,0 × 10-5; 4 – 1,0 × 10-4; 5 – 5,0 × 10-4
Рисунок 1.2 – Спектри поглинання розчинів родаміну 6Ж різної концентрації в суміші пропіловий спирт - чотирихлористий вуглець 
Обидва явища - самоасоціація молекул люмінофору і передача енергії від збуджених молекул люмінофору до незбуджених або їх асоціатів - вносять різний внесок в сумарне концентраційне гасіння люмінесценції. Наприклад, концентраційне гасіння родаміну 6Ж обумовлено переважно утворенням нелюмінесцентних димерів, в той час як концентраційне гасіння флуоресцеїну в основному визначається передачею енергії збудження на нелюмінесцентні  агрегати.

3. Гасіння сторонніми речовинами. Вихід люмінесценції може зменшуватися в присутності сторонніх речовин - гасників. До найбільш активних гасників люмінесценції відносяться: важкі аніони і катіони I-, Br-, Cs+, Cu2+ і ін .; парамагнітні іони і молекули Mn2+, O2 та ін.; молекули розчинника. Взаємодія гасників з люмінофором за своєю природою може носити або хімічний (статичне гасіння), або фізичний (динамічне гасіння) характер (рис. 1.3).
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Рисунок 1.3 – Взаємодія гасника з люмінофором
4. Механізми динамічного гасіння. Процес динамічного гасіння може характеризуватися різними механізмами. Ключовою його стадією є утворення електронно-збуджених комплексів зіткнення L*...Q або ексіплексів LQ*. Між комплексами зіткнення і ексіплексамі існує певна відмінність. Компоненти комплексу зіткнення віддалені один від одного на відстань 0,7 нм і більше і довільно орієнтовані одна відносно іншої. Єдиною вимогою, що обумовлює утворення комплексу зіткнення, є максимальне перекривання орбіталей компонентів комплексу. Ексіплекс є утворенням, що відповідає мінімуму потенційної енергії збудженого стану і має з цієї причини певну геометрію. Зокрема, в ексіплексах, що містять ароматичні компоненти, молекули розташовані таким чином, що їх площині виявляються паралельними.

1.6.2 Механізм ЕХЛ-гасіння на прикладі бензохінона
У 1992 році Хоффман і його колеги повідомили про гасінні збуджених молекул Ru(bpy)32+ фенолом. У 1999 році, Макколл і ін. спостерігали, що реакція ЕХЛ системи Ru(bpy)32+ / TPA ефективно гасилася фенолами і бензохіноном, і показали, що механізм гасіння ЕХЛ пов’язаний з переходом енергії зі збудженої молекули Ru(bpy)32+ до проміжних продуктів бензохінону. Механізм гасіння бензохіноном також був розширений іншими дослідниками. Пізніше, Лі, Чи і їх співробітниками встановлено, що гасіння бензохіноном сильно залежить від рН (рис. 1.4). [44].
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Рисунок 1.4 – Механізм електрохімічного окислення на скло-вуглецевому електроді
1.6.3 Гасіння ЕХЛ окисниками
Деякі інші типи електроактивних сполук, наприклад, HNO2, так само є сильним інгібітором Ru(bpy)32+, хоча продукт його електроокислення, HNO3, є малоймовірним гасителем збудженого люмінофора. Чи й ін. припустили, що окислення цього типу інгібітора, у якого потенціал окислення був нижче, ніж Ru(bpy)32+, призводить до збільшення омічного падіння потенціалу, і, таким чином, зниження в потенціалі робочого електроду і зниження інтенсивності ЕХЛ. Цей механізм може використовуватися для пояснення багатьох видів загальмованої ЕХЛ. Знайдено участь в гасінні неорганічних сполук, таких як NO, і Fe(CN)6, і органічних сполук, таких як фенол (рис 1.5) [53].

[image: image38.emf]
Рисунок 1.5 – Механізм гасіння системи Ru(bpy)32+ неорганічними окисниками
2 РОЗРОБКА АНАЛІТИЧНОЇ ЕЛЕКТРОХЕМІЛЮМІНЕСЦЕНТНОЇ СИСТЕМИ
2.1 Аналіз конструкцій ЕХЛ аналізаторів

2.1.1 Імунохімічний електрохемілюмінесцентний аналізатор Cobas e 411

Принцип дії аналізаторів заснований на збудженні електронно-енергетичних рівнів продуктів хемілюмінесцентних реакцій в електричному полі та механізм переносу енергії з хімічно збуджених продуктів реакції "антиген-антитіло" на здатний до люмінесценції акцептор. Для забезпечення високої чутливості, точності, збіжність і відтворюваності результатів вимірювань в аналізаторах передбачені автоматизовані системи підготовки магнітних мікрочастинок і реагентів, що надходять до спеціального електрохемілюмінесцентний реактор – кювету з електродами для подачі напруги та ініціювання процесу хемілюмінесценції. При подачі напруги на електроди кювети, в ній генеруються кванти оптичного випромінювання, які реєструються фотопомножувачем зі спеціальною системою обробки імпульсних сигналів. Всі тест системи для хемілюмінесцентних аналізаторів розроблені на основі стрептовідінбіотінової технології із застосуванням рутенієвої мітки, що характеризується високою стабільністю. Управління процесом вимірювань здійснюється за допомогою спеціалізованого програмного забезпечення та комп'ютерного комплексу [54].

Cobas e 411 є повністю автоматизованим, багатоканальним аналізатором, що використовують складну технологію (ЕХЛ), щоб забезпечити високу чутливість методу та широкий динамічний діапазон аналізу. На рисунку 2.1 наведено зовнішній вид аналізатора.

З інтуїтивно зрозумілим для користувача інтерфейсом сенсорного екрану цей аналізатор пропонує користувачеві зручну можливість коригувати процес проведення аналізу та швидко отримувати результати з високим ступенем точності та надійності.

Аналізатор Cobas e 411 є більш досконалою та більш сучасною модифікацією аналізатора Elecsys 2010, який використовується в більш ніж 10 000 лабораторій у всьому світі. Аналізатор cobas e 411 втілив в собі найостанніші досягнення в області імуннохімічної електрохемілюмінесцентної діагностики. Методологія ЕХЛ, ексклюзивна технологія аналізаторів фірми Roche Diagnostics, яка дозволяє проводити аналізу з точністю, порівнянної з точність полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР).

За бажанням користувача, імунохімічний електрохемілюмінесцентний аналізатор Cobas e 411 може бути  поєднано в єдину систему з біохімічним аналізатором Cobas c 311. Така система дозволить розмістити на невеликій площі обладнання, яке дозволить проводити з високою ступінь точності більшу частину аналізів, які використовуються в клінічній діагностиці.

Аналізатор Cobas e 411 має широкий діапазон проведених тестів. Спеціальний 9-хвилинний STAT-режим дає користувачеві унікальну можливість швидкого проведення тестів, які використовуються для діагностики критичних станів пацієнта: хоріонічний гонадотропін людини +ß; тропонін T 4-ої генерації; креатинфосфокінази-MB; міоглобін; паратиреоїдний гормон.

Можливість швидкого проведення тестів, які використовуються для діагностики критичних станів, робить цей аналізатор незамінним в лікарнях ЛШМД.

Возможность быстрого проведения тестов, используемых для диагностики критических состояний, делает этот анализатор незаменимым в лікарнях швидкої медичної допомоги.

Аналізатор Cobas e 411 дає користувачеві можливість проведення гетерогенних імунологічних досліджень, список його тестів включає такі найважливіші параметри, як детектування кардіомаркерів, включаючи мозковий натрійуретічеський пептид, більш ніж 50 тестів для детектування анемії, хвороб кісткової тканини, раку, аналізу гормонального статусу та виявлення інфекційних хвороб.

Конструкція приладу дозволяє здійснювати детектування згустків в зразках рідини, що аналізується. Продуктивність аналізатора становить до 88 тестів/годину, можливе проведення 18 тестів з прямим доступом.
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Рисунок 2.1 – Імунохімічний електрохемілюмінесцентний аналізатор Cobas e 411

Технічні характеристика аналізатора Cobas e 411 наведено нижче: 

- Система cobas e 411 повністю автоматизована, що підтримує довільний доступ для проведення імунологічного досліджень. Доступне завантаження зразків у вигляді дискової системи або системи з штативами.

- Система cobas e 411 полностью автоматизирован, система произвольного доступа для проведения иммунологического исследований. Доступен в виде дисковой системы и системы со штативами.

- Компоненти системи це аналітичний модуль, включаючи Window XP вбудований сенсорний екран для управління процесом аналізу. 

- Продуктивність за зразками до 88 зразків за годину.

- Продуктивність за тестами до 88 тестів за годину.

- Кількість каналів 18 для проведення 18 різних тестів.

- Програмовані параметри 60 методів, які визначаються за допомогою 2D-штрихового коду.

- Зразки, що можуть аналізуватися: сироватка, плазма, сеча та інші.

- Ємність для зразків: 30 зразків на диску, 75 зразків на 15 штативах, штатив: RD стандартний 5-позиційний штатив, термінові тести: будь-який вільний гніздо на диску для зразків, спеціальний STAT-порт на штативі.

- Типи контейнерів для зразків, що можуть використовуватися: первинні пробірки ємністю 5-10 мл; 16×100, 16×75, 13×100, 13×75 мм, чашечки для зразків ємністю 2,5 мл, чашечки на верхівці пробірки 16×75/100 мм, мікроячейки не застосовуються.
- Обсяг зразків: первинні пробірки – 600 мкл (13 мм пробірки) або 1000 мкл (16 мм пробірки), чашечки для зразків: 200 мкл (стандартна чашка на пробірці), 150 мкл (зменшена чашка).

- Система керування – вбудований ПК з кольоровим сенсорним 15" SVGA монітором.

- Методи проведення тестів. Попередньо встановлені протоколи проведення аналізів (сендвіч-аналіз, конкурентний, або титрування). Гетерогенні імунологічні тести, конкурентні та сендвіч-аналіз (компліментарне зв’язування) тести 9-, 18- та 27-хвилинні тести, 9-хвилинні STAT тести.

- Умови роботи. Зовнішня температура: від 18 до 32 ° C, зовнішня вологість: від 20% до 80%, шум: 60 dbA під час паузи, 63 dbA при роботі.

- Розміри. Ширина – 1200 або 1700 мм (дискова або штативна система завантаження зразків), глибина – 730 або 950 мм (дискова або штативна система завантаження зразків), висота – 560 мм (без ПК).
2.1.2 Аналізатори Elecsys 1010 та Elecsys 2010

Розроблені для потреб як малих, так і великих лабораторій. Завантаження реактивів в спеціальних касетах, програмування методик за допомогою штрихового коду, можливість виконання екстреного аналізу без переривання поточного процесу, короткий час аналізу (9 або 18 хвилин) створюють умови для мінімізації трудових витрат і робочого часу.

Використання новітньої технологій електрохемілюмінісцентного аналізу дозволило розробити тест-системи з високою точністю, чутливістю, специфічністю і відтворюваністю. Даний метод дозволяє вимірювати концентрацію речовин в широкому діапазоні, що скорочує частоту застосування розведень та похибки в аналізах. При необхідності можливе автоматичне пред- та пост-розведення зразків, яке гарантуватиме отримання точного результату [55, 56].

Широкий перелік тест-систем відповідає потребам лабораторій широкого профілю. На рисунку 2.2 показаний аналізатор Elecsys 1010.
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Рисунок 2.2 – Аналізатор Elecsys 1010

Характеристика аналізатора Elecsys 1010:

- метод аналізу – твердофазний пробірочний (магнітні мікрочастинки);

- робочі режими – рутинний аналіз, екстрений аналіз, стандартний аналіз;

- Режим калібрування, рекалібрування за 2 точкам, стабільність калібрування до 8 тижнів;

- паралельні аналізи – до 6 тестів одночасно (та до 15 тестів для Elecsys 2010);

- ідентифікація – штрих-коди для реагентів, калібраторів і зразків;

- пробірки для зразків – первинні та вторинні різних розмірів;

- робочий екран – чорно-білий у Elecsys 1010 та кольоровий сенсорний екран у Elecsys 2010;

- реагенти – готові до використання, установка в стандартних касетах.

- продуктивність – до 60 аналізів за годину (до 90 аналізів за годину для Elecsys 2010), перший результат через 9 або 18 хвилин.
2.2 Аналізатор «ЭЛАН-3d»

Всі електрохімічні та ЕХЛ-дослідження проводилися на установці «ЕЛАН-3d», що розроблено в лабораторії «Аналітичної оптохемотроніки» Харківського національного університету радіоелектроніки (рис. 2.3).
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Рисунок 2.3 – Комплекс для електрохімічних та ЕХЛ-досліджень «ЕЛАН-3d»

Програма розгортки потенціалів синтезується в ПК на підставі параметрів експерименту, що встановлені оператором, за допомогою програмного забезпечення, який керує комплексом «ЕЛАН-3d». Ця програма у вигляді дискретних відліків надходить до плати вводу-виводу інформації Advantech PCI -1711 та через аналоговий вихід подається на вхід потенціостата, який подає заданий потенціал на електродну систему та здійснює потенціостатування. Управління режимами потенціостата та комутація виходів на допоміжний та робочий електроди здійснюється потенціостатом при отриманні відповідної інформації з боку плати вводу-виводу через її цифрові виходи [57].

Комплекс «ЕЛАН-3d» реалізує методику циклічної вольтамперометрії. Всі параметри експерименту (напруга реверсу, полярність потенціалу, що прикладається до робочого електроду, швидкість розгортки потенціалу, кількість циклів розгортки і т. інш.) задаються у відповідному інтерфейсному вікні програми, що управляє комплексом. На основі заданих параметрів програма синтезує набір вихідних даних – програму розгортки потенціалу робочого електрода в часі. Після запуску програми ці дані через задані інтервали часу за допомогою плати Advantech PCI -1711 перетворюються в аналоговий сигнал і надходять до потенціостату, що забезпечує подачу відповідного напруги між робочим і допоміжним електродами ЕХЛ ячейки. Одночасно з посилкою даних, керуючих потенціалом робочого електрода, здійснюється оцифровування та запис сигналів електрохімічного струму через робочий електрод і фотоструму ФЕП. Отримані дані відображаються як функції від керуючої напруги (так звана циклічна вольтамперограма) в реальному режимі часу та функція ЕХЛ відповідно.

Структурна схема комплексу «ЕЛАН-3d» наведено на рисунку 2.4. До складу комплексу входять такі модулі: (1) персональний комп'ютер, (2) плата вводу-виводу інформації Advantech PCI -1711, (4) модуль управління електрохімічними й оптичними вимірюваннями, (3) кюветний модуль, (5) модуль ФЕП, (6 ) оптопари.
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Рисунок 2.4 – Структурна схема аналізатора «ЕЛАН-3d»

Управління комплексу ЕЛАН-3d здійснюється за допомогою персонального комп'ютера з відповідним програмним забезпеченням та плати вводу-виводу інформації PCI -1711 серії PC-LabCard фірми Advantech Co., Ltd., що розміщено на PCI шині ПК. Такі плати збору даних широко використовуються для автоматизації промислового та лабораторного обладнання, забезпечуючи введення та виведення цифрової й аналогової інформації, управління різними процесами і пристроями. За допомогою кабелю плату з'єднуються з модулем управління.

Структурна організація комплексу обумовлена необхідністю забезпечення наступних функцій, що необхідні для проведення ЕХ та ЕХЛ досліджень: потенціостатування трьохелектродної ячейки, одночасне вимірювання емісії фотонів та струму, що протікає через робочий електрод, з їх прив'язкою до сигналу збудження (потенціалу робочого електрода відносно до потенціалу розчину). Крім цього додатково для забезпечення більшої функціональності приладу реалізується можливість відключення допоміжного електрода і електрода порівняння. Відключення допоміжного електрода дозволяє вимірювати рівноважний потенціал робочого електрода. Можливість відключення електрода порівняння дозволяє знизити ризик виходу з ладу електроніки потенціостата під дією статичної електрики, оскільки електрод порівняння підключені до підсилювача з високим опором. Ця ситуація може виникнути під час проведення маніпуляцій з електрохімічною ячейкою, як наприклад, при заміні електродів або розчину, додаванні реагентів тощо.

Реєстрація оптичного сигналу в системі здійснюється за допомогою модуля фотоелектронного помножувача (ФЕП) фірми Hamamatsu H5784-20 (робочий діапазон довжин хвиль 300 – 920 нм). Особливостями останнього є висока чутливість, мініатюрність, низька споживана потужність, наявність вбудованих джерела високовольтного живлення та перетворювача фотострум-напруга, легкість інсталяції та управління. Зважаючи на високу вартість та високу чутливість до інтенсивного зовнішнього опромінення модуля ФЕП в комплексі ЕЛАН-3d передбачено функції його захисту від нештатного режиму експлуатації при знятої кришці світлонепроникного боксу. Це реалізовано за допомогою схеми контролю положення кришки боксу на базі оптичних датчиків, яка відключає модуль ФЕП при відкритті боксу. Крім цього, модуль ФЕП обладнаний захисним пелюстковим затвором, що дозволяє закривати фотокатод ФЕП для захисту від можливої деструктивної дії зовнішнього світу, коли фотоприймач не експлуатується. Це також дозволяє проводити контроль темнового струму ФЕП без необхідності вилучення зразка з світлонепроникного боксу, що є важливою функцією контролю характеристик роботи модуля ФЕП [58].

До основних технічних характеристик комплексу слід віднести можливість роботи з трьохелектродною ЕХ- або ЕХЛ-ячейкою, здійснювати поляризацію допоміжного електрода в діапазоні ± 10 В струмом до 10 мА, при цьому забезпечується дискретизації зміни потенціалу в 1 мВ. Використання чутливих операційних підсилювачів з МОП-транзисторами на вході забезпечує вимірювання аналітичного струмового сигналу, що проходить через ячейку, від 1 пА. Це дозволяє здійснювати високоточне потенціостатування ячейки, що є важливим в дотриманні відповідної аналітичної методики в обраних ЕХ- та ЕХЛ-методів. Використання модуля ФЕП з струмовою схемою реєстрації оптичного сигналу з інтегрованим пікоампернім операційним підсилювачем для перетворення фотострум-напруга та наявність схеми управління вбудованим джерелом високовольтного живлення дозволяє проводити дослідження оптичного сигналу з динамічним діапазоном до 7 порядків величини (70 дБ), при цьому максимальна чутливість фотокатоду досягає значення 78 мА/Вт для 680 нм. Завдяки цьому є можливість досліджувати широкий спектр аналітичних реакцій, що супроводжуються як високим, так і слабким рівнем випромінювання оптичного аналітичного сигналу.

Відповідно до технічних параметрів ЕХЛ аналізатора «ЕЛАН-3d» був розроблений кюветний модуль. Він складається з таких елементів: кварцової ячейки, електродотримача, що виконано у вигляді кришки для кварцової ячейки, робочого скловуглецевого електрода, електрода порівняння, додаткового електрода та двох газопроводів. Все це розміщено в світлозахисному боксі.

На рисунку 2.5, що наведено нижче, складальне креслення кюветного модуля для проведення експерименту. 

Важливою особливістю комплексу є наявність світлозахисного боксу, де розміщується кварцева ячейка в спеціальній системі кріплення, роз’єми для підключення електродів комірки, модуль ФЕП на рухомий підставці, система газопроводів для підведення захисної аргонової атмосфери в ячейку. Система кріплення електродів виконана у вигляді ексцентричних затискачів для швидкої установки електродів різної товщини та конфігурації. Необхідність в цьому обумовлена потребою в дослідженнях різних електродів, що мають циліндричну конструкцію, яка найбільш зручна при побудові тонкошарових сенсорів.
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Рисунок 2.5 – Складальне креслення кюветного модуля для проведення експерименту
2.3 Технології модифікації електродів
Для зменшення кількості зразка (об’єму проби) від об'ємних ЕХЛ-ячейок перейшли до тонкошаровим осередкам, в яких відстань між робочим та допоміжним електродами становить сотні і навіть десятки мікрометрів. Однак таке технічне рішення ускладнило використання режиму потенціостатування робочого електрода, що вимагає розміщення між двома електродами – робочим і допоміжним третього – електрода порівняння, мініатюризація якого виявилася вкрай складним завданням. Використання тонкошарового ЕХЛ-сенсора в двоелектродної варіанті різко знизило точність управління потенціалом робочого електрода і, як наслідок, вибірковість визначення. Іншим суттєвим недоліком традиційного підходу є застосування апротонних розчинників замість доступною дистильованої води, в якій далеко не всі з'єднання, що необхідно аналізувати, розчиняються.
2.3.1 Технологія Ленгмюра-Блоджетт
Використання технології Ленгмюра-Блоджетт (ЛБ) дозволяє вдосконалити ЕХЛ метод за рахунок переведення визначених речовин з аналізованого обсягу в ЛБ моношари на поверхні електрода-сенсора та здійснити проведення аналізу виключно в водній фазі. Запропонована методика найбільш ефективно може бути використана для визначення нерозчинних у воді екотоксикантів, які досить легко можуть бути екстраговані з води органічними розчинниками. Такими екотоксикантами є поліаце, більшість з яких мають потужно виражені канцерогенні або мутагенні властивості. Поліацени утворюються в процесі спалювання різних видів палив (автомобілі, коксохімічне виробництво і т.п.). Найвідомішим поліаценом є 3,4-бензпірен – найсильніший канцероген, що відноситься до речовин 1-го класу небезпеки (ГДК = 0,001мкг/м3). Таким чином, визначення змісту поліаценів в навколишньому середовищі, в першу чергу в природних водах, є дуже актуальним завданням. Поліацени володіють люмінесцентними властивостями, але їх визначення традиційними аналітичними методами ускладнює та обставина, що вони не розчиняються у воді, а перебувають в ній у вигляді нанорозмірних частинок [59].

Для зменшення кількості розчинника може бути використана технологія ультразвукового емульгування. В отриманий екстракт додається необхідна кількість амфіфільної речовини, здатної створювати ЛБ-шари. Отриманий розчин наносять на водну поверхню ЛБ-ванни та за допомогою рухомого бар'єру формують моношар, що складається з упорядкованих молекул амфіфільних речовини, між якими затиснуті молекули поліаценів. При необхідному тиску стиснення отриманий монослой переносять на поверхню електрода-сенсора, який поміщається в якості робочого електрода в трьохелектродну ЕХЛ-ячейку. Ячейка заповнюється водним розчином фонового електроліту, в який додано необхідну кількість сореагента (наприклад, тріпропіламіна). До робочого електроду прикладається задана потенційна програма та вимірюється інтенсивність ЕХЛ, що визначається вмісто поліаценів.

Реалізація запропонованого методу вимагає рішення ряду технологічних завдань, основні з яких - вибір ленгмюрогенної амфіфільної речовини для формування ЛБ-шару (матеріалу матриці), визначення умов формування упорядкованого (рідкокристалічного) ЛБ-моношару та способу його перенесення з поверхні субфази на електрод-сенсор, визначення оптимальної кількості ЛБ-моношарів на електроді-сенсорі, вибір сореагента та його оптимальної концентрації. Для визначення оптимальних умов проведення запропонованої аналітичної процедури були проведені дослідження модельної системи, в якій використовувалися поліацен рубрен та 9,10-діфенілантрацен (ДФА).

Поверхнева структура отриманих моношарів контролюється на нанорівні атомно-силовим мікроскопом NT-206 фірми Micritestmashine. Co. Аналітичні дослідження проводилися за допомогою ЕХЛ-аналізатора «ЕЛАН-3D» методом циклічної вольтамперометрії з одночасною реєстрацією інтенсивності ЕХЛ. У цих вимірах швидкість зміни потенціалу робочого електрода становила 100мВ/с. Для вимірювання інтенсивності люмінесценції використовували фотоелектронний помножувач з мультілужним фотокатодом «ФЕУ-140» при напрузі на катоді -1400В.

Технологія ЛБ дозволяє отримати моно та багатошарові високоорганізовані плівки з контрольованою товщиною, орієнтацією та високою поверхневою щільністю люмінесцентних центрів. Однак поліацени, зокрема рубрен та ДФА, не є амфіфільними та не здатні самостійно утворювати однорідні та стабільні ленгмюровскі моношари на поверхні водної субфази та, таким чином, ЛБ-плівки. Одним з підходів до вирішення такої проблеми є створення ЛБ-плівок змішаних, бінарних систем на основі термодинамічно стабільних амфіфільних мономерних або полімерних з'єднань з іммобілізованими в них молекулами поліаценів. Головна вимога до компонентів - здатність утворювати фазово-однорідну систему. З урахуванням останнього, як ленгмюрогенні матриці в роботі використані відомі ленгмюрогенні як мономерні, так і полімерні сполуки - стеаринова кислота, октадециловий спирт, поліметилметакрилат (ПММА), поліамідокислота та суміш поліамідокислоти та октадецилового спирту. Для всіх цих речовин були досліджені умови формування та перенесення моношарів на поверхню струмопровідної підкладки з плівкою індію-оксиду олова (ITO), визначені люмінесцентні властивості отриманих ЛБ-плівок і розроблена технологія створення впорядкованих молекулярних структур з інкорпорованими модельними поліаценами.

Аналіз наведеного на (рис.2.6) атомно-силового зображення поверхні ITO-електрода, модифікованого ЛБ-шарами системи ПММА/рубрен, показує, що полімерні молекули ПММА згорнуті в плоскі глобули розміром близько 100 нм. Можливо, саме цим пояснюється суттєво більша в порівнянні з іншими дослідженими матрицями поверхнева концентрація модельних поліаценів. Ймовірно, молекули рубрена інкорпоровані між спіральними кільцями вертикально орієнтованих амфіфільних мономерних ланок ПММА.
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Рисунок 2.6 – Атомно-силове зображення поверхні ITO електрода, модифікованого ЛБ-шарами системи ПММА/рубрен
2.3.2 Електрод модифікований плівками полівінілового спирту
Електрод, модифікований плівками полівінілового спирту (ПВС), що містить люмінофор трісбіпіридільний комплекс рутенію – Ru(bpy)32+, та вуглецеві нанотрубки (ВНТ). Для формування плівки на поверхні електродів використовувався метод центрифугування, тобто розчин плівкоутворюючих компонентів наносився на поверхню підкладки, що обертається, де розтікався тонким шаром з подальшим випаровуванням розчинника та формуванням плівки. В роботі досліджені електрохімічні та ЕХЛ властивості плівок на поверхні плоских скловуглецевих (марка матеріалу СУ-2000) електродів розмірами 15 × 25 мм. Плівки складалися з плівкоутворюючих матриць ПВС, ВНТ і молекул водорозчинного органічного люмінофора Ru(bpy)32+. Використаний в даній роботі комплекс рутенію Ru(bpy)32+ володіє високою стабільністю властивостей у водному середовищі і здатний продукувати ЕХЛ з високою квантовою ефективністю. Для приготування розчину плівкоутворюючої матриці 15 мг ПВС (молекулярна маса M 100 000) розчинялося в 2-х мл суміші бідистильованої води та диметилформаміду в об'емному співвідношенні 1:1. Суміш витримувалася при температурі 90 °С протягом 2-х годин, потім охолоджувалася до температури 4 °С в холодильнику і витримувалася ще 12 годин. Для приготування плівок структури ПВС/Ru(bpy)32+ без ВНТ в приготований таким чином розчин ПВС (2 мл) додавали 5 мг комплексу рутенію [Ru (bpy)32+]Cl2 і перемішували при кімнатній температурі протягом 5 хвилин. Для приготування плівок з ВНТ в приготований розчин ПВС (2 мл) додавали 2 мг вуглецевих нанотрубок і 5 мг комплексу рутенію [Ru (bpy)32+]Cl2, після чого перемішували при кімнатній температурі протягом 1 години. Нанесення на підкладку здійснювалося методом центрифугування, для чого 50 мкл розчину наносили на стекло вуглецеву підкладку, яка оберталася зі швидкістю 3000 об / хв, протягом 60 с. Після нанесення підкладка з плівкою витримувалися при температурі 80 °С протягом 1 години. Для збудження ЕХЛ в розчин додавали сореагенти – добре відомий в області водної ЕХЛ тріпропіламін (ТПА) і новий сореагент тетрафенілбората натрію (ТФБН). В якості фонового електроліту використовувався 0,1 М розчин NaClO4. Всі дослідження електрохімічних та ЕХЛ властивостей модифікованих електродів проводилися методом циклічної вольтамперометрії при швидкості сканування потенціалу 100 мВ/с.

Модифікована плівкою підкладка розміщувалася в прямокутну кварцову кювету так, що покрита плівкою сторона була звернена до зовнішньої межі кювети, за якою розташоване вікно фотоелектронного помножувача. Допоміжний електрод являє собою платинову фольгу, згорнуту у вигляді циліндра для збільшення робочої поверхні. Не модифіковані поверхні скло вуглецевої підкладки закривалися парафіном, а в робочій поверхні залишалося відкрите вікно площиною 50 мм2. Об’єм розчину в ячейці з'єднаний з насиченим хлор-срібним електродом порівняння, щодо якого вимірюються всі потенціали, за допомогою поліетиленового капіляра. Результати дослідження електрохімічної та ЕХЛ поведінки електродів, модифікованих люмінофором Ru(bpy)32+ в матриці ПВС в анодній області потенціалів наведено на рис. 2.7. Аналогічні результати для електродів, модифікованих люмінофором Ru(bpy)32+ в матриці ПВС з додаванням вуглецевих нанотрубок наведені на рис. 2.7. Як видно з порівняння результатів двох досліджень, при додаванні в матрицю ПВС вуглецевих нанотрубок фоновий струм розряду розчинника (крива 1 на рис. 2.7а і 2.8а) збільшується майже в 2 рази. За всіма ознаками, це обумовлено збільшенням провідності плівки за рахунок переносу заряду уздовж ВНТ, які мають досить високу латеральну електропровідністю.
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Рисунок 2.7 – Циклічна вольтамперограма (а) та відгук ЕХЛ (б) скловуглецевих електродів, модифікованого Ru(bpy)32+ в матриці ПВС у воді без додавання сореагента (1) та з додаванням 0,1 мМ ТПА (2). Фоновий електроліт 0,1 М NaClO4.
Також з порівняння рисунків 2.8 а та 2.8 б слід, що хвиля електрохімічного окислення ТФБН чітко видна при потенціалі 0,55 В (рис. 2.8а, крива 2), в той час як хвилі окислення ТПА практично не видно (рис . 2.7а, крива 2). Така поведінка може мати двояке пояснення. По-перше, це вплив на провідність плівки самих ВНТ. Саме ВНТ сприяють високому току окислення сореагента ТФБН. Також така поведінка може бути пов'язано зі структурою матриці ПВС в різних умовах. З огляду на той факт, що ПВС частково розчиняється у воді, перетворюючись в гелеподібну плівку, не виключено сильний вплив на його структуру pH середовища, який в даному випадку може значно зміщуватися в лужну область при наявності в розчині ТПА. При цьому ТФБН на даний параметр розчину практично не впливає [60]
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Рисунок 2.8 – Циклічна вольтамперограма (а) та відгук ЕХЛ (б) скло вуглецевих електродів, модифікованих Ru(bpy)32+ з ВНТ в матриці ПВС у воді без додавання сореагента (1) та з додаванням 0,13 мМ ТФБН (2). Фоновий електроліт 0,1 М NaClO4
Аналіз відгуку ЕХЛ досліджених плівок показує достатню схожість процесів в обох випадках. Емісія ЕХЛ починається при потенціалі близько 1 В після початку окислення люмінофора Ru(bpy)32+. У другому випадку максимальна інтенсивність світіння приблизно в 1,5 рази вище, але з проведених досліджень неможливо зробити однозначний висновок про те, що це обумовлено саме наявністю в плівці ВНТ. Слід зазначити, що зворотна хвиля ЕХЛ на рис. 2.7б (крива 2) істотно зрушена за потенціалом щодо прямої і має більшу інтенсивність. Це побічно може підтверджувати факт сповільненості процесів в плівках при відсутності в них ВНТ. Також очевидно, що при додаванні в розчин сореагентів ТПА та ТФБН інтенсивність ЕХЛ зростає щодо фонового світіння в 5 (рис. 2.7б) та 20 (рис. 2.8б) разів відповідно, в той час як зміна електрохімічного струму в першому випадку несуттєво, а у другому випадку становить приблизно 15 раз. Тобто застосування електрохімічного аналізу для визначення ТПА, використовуючи розроблені електродні структури вкрай важко, в той час як ЕХЛ метод дозволяє впевнено детектувати обидва з'єднання в розчині з досить низькою межею виявлення. Для визначення стабільності запропонованого типу плівок для створення ЕХЛ сенсорів також проведено дослідження впливу водного середовища на тимчасову стабільність люмінесцентних властивостей плівок структури ПВС/ВНТ Ru(bpy)32+. Для цього була вивчена залежність інтенсивності фотолюмінесценції плівки такого складу від часу витримування у воді при температурі 24°C. Було виявлено зниження інтенсивності фотолюмінесценції в смузі випускання комплексу Ru(bpy)32+. Кінетика інтенсивності люмінесценції на довжині хвилі максимуму випущення λLum = 600 нм при порушенні в максимумі смуги поглинання на довжині хвилі λEx = 450 нм.
2.3.3 Метод нанесення плівок «Spin Coating»
Метод нанесення плівок на підкладку, що обертається (Spin Coating) використовується для нанесення тонкої плівки (кілька нм до декількох мкм). нанесення розчину цільового матеріалу в розчиннику зазвичай здійснюється шляхом крапельного рівномірно нанесення по всій поверхні підкладки під час її обертання (рис 2.9).
[image: image49.png]



Рисунок 2.9 – Нанесення покриття з розчину низькомолекулярного з'єднання з використанням статичного дозування.

Спочатку підкладка покривається розчином, що містить молекули, цільового матеріалу в розчиннику (1). Потім підкладка обертається на високій швидкості, і більшість розчину скидається з підкладки в сторону (2). Потім повітряний потік висушує розчинник, що виходить з плівки, що залишилася на поверхні підкладки (3). Після повного випаровування розчинника на поверхні підкладки залишаються тільки молекули цільового з'єднання (4).
Обертання підкладки з високою швидкістю (зазвичай > 10 обертів на секунду, тобто > 600 оборотів в хвилину) означає, що доцентрова сила в поєднанні з поверхневим натягом розчину витягують шар рідкого покриття в рівномірну плівку. Протягом цього часу розчинник випаровується, залишаючи потрібний матеріал на підкладці у вигляді покриття [61].

Переваги нанесення покриття центрифугуванням є простота і відносна легкість процедури, що дозволяє отримати тонкі та рівномірні покриття. У зв'язку з високою швидкістю обертання сильний повітряний потік призводить до малого часу сушіння, що в свою чергу призводить до високої впорядкованості на макро- та нанорівні.

Недоліком центрифугування є те, що за своєю суттю метод є одиничним, отже, має відносно низьку продуктивність. Час швидкого сушіння також може призвести до зниження продуктивності для деяких конкретних нано-технологій, які вимагають часу для себе самоорганізації та/або кристалізації.

Незважаючи на ці недоліки, spin coating, як правило, є відправною точкою і орієнтиром для більшості дослідницьких та виробничих процесів, що використовуються для створення тонких і рівномірних покрить.

Іноді цю область називають "наукою про висихання фарби" оскільки у всіх наведених нижче прикладах частина або весь ключовий процес відбувається під час сушіння плівки розчину, тому контроль цього процесу є критичним.

Це означає, що властивості плівок для оптоелектроніки та нанозастосунків не просто залежать від фізичних характеристик (товщина, однорідність), але також дуже сильно від обробки (часу сушіння і умов центрифугування). Це можна порівняти з багатьма процесами нанесення подібних покриттів в різних галузях взагалі, таких як наприклад, нанесення фоторезиста, де кінцевий результат в цілому залежить від точності дотримання відповідних етапів центрифугування. З цієї причини є широке розмаїття методик, які часто використовуються в органічній електроніки та нанотехнологіях – особливо в науково-дослідницькому середовищі.

Діапазон швидкостей обертання важливий, оскільки це визначає діапазон товщини, які можуть бути досягнуті в даному методі нанесення. Виробляти однорідні плівки можна відносно легко при обертанні підкладки близько 1000 оборотів за хвилину, в більшості випадків якісні плівки можуть бути досягнуті при зниженні швидкості близько 500 або 600 оборотів за хвилину. В найбільш поширених машинах для формування плівок методом обертання підкладки мають максимальну швидкість 6000 обертів за хвилину, що обумовлено можливістю розчину взаємодіяти з підкладкою, та оставатися на ній до висихання.

У зв'язку з вище перерахованих, проаналізувавши методи модифікації нанесення плівки на електрод, можна зробити висновок про те, що метод spin coating, використаний у даній роботі, є одним з найбільш поширених методів нанесення тонких плівок на підкладки.

Він використовується в різних галузях промисловості і технологічних секторах. Перевага метода, є його здатність швидко і легко виробляти дуже однорідні плівки, починаючи від кількох нанометрів до декількох мікрон в товщину. Завдяки здатності мати сильний повітряний потік на високих швидкостях обгортання підкладки, це призводить до короткого часу сушіння, що в свою чергу призводить до високої концентрації речовини на обох макро- та нано- масштабах довжини.

Недоліком покриття центрифугуванням є те, що воно за своєю природою є одичним процесом (один субстрат) і, отже, має відносно низьку продуктивність у порівнянні з виготовленням за рулонною технологією. Збільшення часу сушіння також може бути необхідним для деяких нанотехнологій, які вимагають часу для самостійної збірки та / або кристалізування.

Для зручності нанесення плівки застосовувався циліндричний електрод, його робоча поверхня використовувався як підкладка. Його конструкція виглядає наступним чином (рис 2.10).
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Рисунок 2.10 – Циліндричний скловуглецевий електрод
3 ВИЗНАЧЕННЯ ОКИСНИКІВ ЗА ДОПОМОГОЮ РОЗРОБЛЕНОЇ ЕХЛ СИСТЕМИ
Для оцінки ефективності аналітичної системи проведено тестування системи на модельних зразках. 
Тетрафенілбората аніон (ТФБ) потужний сореагент для електорогенерованої ХЛ, що працює як в водному так і неводному середовищах. Це дає хорошу можливість для його прямого і чутливого виявлення ЕХЛ з урахуванням того, що тетрафенілбората натрію можна використовувати в якості аналітичного реагенту для деяких неорганічних і органічних катіонів, що викликають його осадження у воді, також він використовується як реагент для хімічного синтезу [60].

У той же час його пряме виявлення ЕХЛ з використанням Ru(bpy)32+ флуорофору, що зазвичай використовується в ЕХЛ аналізі, незручно в наслідку утворення Ru(bpy)32+ - ТФБ - комплексу, який, в свою чергу, випадає в осад. Це призводить до концентраційного гасіння калібрувальної кривої при порівняно низьких ТФБ та Ru(bpy)32+ концентрації. Випромінювання фону ЕХЛ з водного розчину Ru(bpy)32+, зазвичай приписується реакції з ОН-, яка визначає межу визначення ТФБ. Крім того, кінетика утворення комплексу дає ще один фактор, що робить експерименти з ЕХЛ Ru(bpy)32+ - ТФБ менш відтвореними.
Для вирішення зазначених проблем можна використовувати деякі ефективні неіонні флуорофори. Для застосування їх в водних розчинах, вибрані з класу поліциклічних ароматичних вуглеводнів можуть бути осаджені на поверхні електрода в полімерній плівці. Для відпрацьовування відповідної технології формування плівки та перевірки гіпотези її ефективного застосування в ЕХЛ аналізі булі відібрані рубрен та 9,10- діфенілантрацен (ДФА). Вони відомі в якості ефективних випромінювачів світла в гомогенних ЕХЛ реакціях в апротоних розчинниках, та є добре дослідженими речовинами, що є доступними на ринку. Відомі різні методи, що можуть бути використані для осадження цих флуорофорів на електрод у вигляді легованих плівок, серед яких покриття, що отримані методом центрифугування, є одним з найпростіших і в той же час пропонує досить високу якість отриманих плівок.
У проекті досліджувалося ЕХЛ від ДФА в електрохімічній реакції у водному розчині ТФБ. Флуорофор було включено в плівку полівінілбутіралю (ПВБ), що нанесено на поверхню циліндричного скловуглецевого електрода.

Всі електрохімічні та ЕХЛ вимірювання проводилися в стандартній 3х-електродній електрохімічній ячейці, яка містить 6 мм скловуглецевий робочий електрод, Au дротяний допоміжний електрод та Ag/AgCl (у насиченому KCl розчині) електрод порівняння. Виміри проводилися за допомогою CHI 660C потенціостата та BPCL-1KIC хемілюменометра, що обладнано ФЕП. Напруга живлення останнього в усіх експериментах складала - 900 В. Циклічну вольтамперометрію проводили при швидкості розгортки 100 мВ/с. Всі вимірювання ЕХЛ були зроблені при дезоксигенації розчинів шляхом пропущення азоту протягом 10 хвилин через розчини. Розчин 0,1 фосфатного буфера (PBS, рН = 6,85) отримували шляхом змішування рівних кількостей 0,1 моль Na2HPO4 та 0,1 моль NaH2PO4 в бідистильованій воді, та використовували в якості фонового електроліту у всіх експериментах. Вихідний розчин ТФБ готували шляхом розчинення 3,4 мг тетрафенілборату натрію.

Матковий розчин 10 мл ДФА (Aldrich, 97%) отримали шляхом розчинення 3,3 мг флуорофора в 1 мл толуолу. Розчин розділили на 50 частин по 20 мкл кожен. Ці партії були пізніше використані у повторному розчиненням в 20 мкл толуолу для приготування робочих сумішей ПВБ/ДФА. Вихідний розчин ПВБ (Sinopharm хімічні Co, Ltd.) отримували шляхом розчинення 10 мг полімеру в 1 мл етанолу. Робочі ПВБ/ДФА покриття отримували методом центрифугування, для чого готовили розчин змішуванням 20 мкл ДФА в толуолі з відповідною кількістю ПВБ вихідного розчину для подальшого розведення суміші етанолу в співвідношенні 1:18 для отримання в'язкості, необхідної для осадження. У всіх наступних матеріалах співвідношення ПВБ/ДФА приведено в мольному відсотку, що розраховується на мономер ПВБ (тобто 1% відповідає 1 молекули ДФА на 100 мономерних ланцюгів ПВБ) [62].

Плівки наносилися на скловуглецевий циліндричний електрод Ø 6 мм. Перед осадженням електроди миють етанолом, які попередньо отполіровані з суспензією оксиду алюмінію (0,05 мкм), потім промивають у бідистильованій воді та сушать потоком азоту. Одна крапля об’ємом 8 мкл поміщається на підкладку, що обертається зі швидкістю 2000 оборотів за хвилину, що триває протягом 1 хв, часу достатнього для випаровування розчинника. Електроди були додатково залишені для сушіння, ще на 20 хвилин до їх використання. На рисунку 3.1 показані циклічні ВАХ та ЕХЛ відгук від 2% ПВБ/ДФА плівки в реакції з 100 мкМ ТФБ в розчині PBS. По-перше, відзначено провідну або напівпроникний характер отриманих плівок. Окислення ТФБ на плівці модифікованого електрода показує 3 незворотні хвилі. Ті ж 3 хвилі спостерігаються при електролізі розчину чистим (вільним від плівки) скловуглецевим електродом з піками на 0,43 В, 0,61 В та 0,93 В. Потенціал першого піку на електроді модифікованого плівкою зміщений близько 200 мВ в сторону більш позитивного значення, в той час як інші піки демонструють істотно більші зрушення. Амплітуди хвиль приблизно в 1,7 рази нижче, ніж у чистого електрода при тих же самих умовах.

ПВБ/ДФА плівка має 2 різних хвилі з піками приблизно 1,27 В та 1,72В. З огляду на запропонований механізм реакції ЕХЛ з ТФБ аніоном, можна припустити, що піки ЕХЛ, що спостерігаються, відповідають першому і другому окисленню ДФА тобто генерації ДФА+ та ДФА2+ катіонів та їх подальшої реакції з ТФБ- іонами (рис.3.1).
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Рисунок 3.1 – Порівняння окислення ТФБ на чистому скло вуглецевому електроді та електроді, що модифіковано ПВБ/ДФА плівкою 
Для того, щоб переконатися, що обидва піку ЕХЛ обумовлють генерацію збудженого стану ДФА*, випромінювання було записано через набір оптичних фільтрів. Рисунок 3.2 показує ЕХЛ відповідь ПВБ/ДФА плівки для реакції з 100 мкМ ТФБ розчину через 425 нм фільтр. Форма і співвідношення інтенсивностей піків обох такі ж, як для реакції ЕХЛ без будь-якого фільтра (вставка на рис. 3.2), що свідчить про те, що обидва випромінювання мають однакові спектри та генеруються з одних і тих же збуджених частинок. 

На рисунку 3.3 наведено спектри першого та другого піків ЕХЛ, записаних з використанням набору інтерференційних фільтрів. Як видно з рисунка 3.3, обидва спектру випромінювання аналогічні ДФА флуоресценції з деяким зрушенням в бік більших довжин хвиль через вплив навколишнього середовища плівки.
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Рисунок 3.2  – Гасіння реакції 2% ДФА/ПВБ плівки, записаної через 425 нм інтерференційний фільтр. На вставці показаний той же ЕХЛ сигнал, що зареєстровано без фільтра
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Рисунок 3.3 – Спектри першого та другого піків ЕХЛ 2% ДФА/ПВБ - плівки в реакції з розчином ТФБ
Вивчення ефектів у плівці, що супроводжують ЕХЛ емісію та її гасіння, показує, що найбільш важливу роль відіграє рівень розведення розчину полімеру, який разом з швидкістю обертання електрода-підкладки, визначає товщину плівки. На рисунку 3.4 показана залежність інтенсивності ЕХЛ для 2% ПВБ/ДФА плівок в залежності від рівня розведення робочого розчину полімеру, що використовувався для нанесення плівки. Як видно з рисунка 3.4, оптимальний рівень розведення приблизно до 5%, що відповідає максимуму сигналу, таким чином, співвідношення компонентів розчину для нанесення 1:18 ПВБ/ДФА - етанол було використано в інших експериментах. Більш розбавлені розчини характеризуються швидким спадом інтенсивності ЕХЛ в той час як більш щільні з них дають більш товсті плівки з істотно спотвореною циклічною вольтамперометрією та зростання ЕХЛ потенціалів, та спостереження двох піків ЕХЛ стають менш помітним (рис.3.4).
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Рисунок 3.4 – Залежність пікового випромінювання гасіння (пік 2) в залежності від швидкості розведення реакцій розчину полімеру
Іншим параметром, що впливає на ЕХЛ поведінку нанесених плівок на електрод є рівень легування матриці ПВБ за допомогою ДФА люмінофора. На рисунку 3.5 показана залежність амплітуди обох піків ЕХЛ в порівнянні з процентним вмістом ДФА у розрахунку на мономер полімерної матриці (1%, 2%, 3%, 5%). Як видно з рисунка 3.5, при низькому вмісті ДФА випромінювання ЕХЛ, що обумовлено реакцією з його дікатіоном (пік 2), по суті переважає, в той час як при збільшенні концентрації флуорофора перший пік ЕХЛ зростає набагато швидше, ніж другий. Така поведінка добре збігається зі спостереженнями ЕХЛ системи рубрен-ТФБ в ацетонітрилі та викликається по суті різними механізмами ЕХЛ реакції катіона та дікатіона флуорофора з ТФБ. Запропонований механізм, відповідно до отриманих експериментальних даних, описує взаємодію з катіоном ДФА, що включає саме окислення TФБ -ДФА+ з утворенням відновлюючого агента, який, в свою чергу взаємодіє з іншим ДПА+ зі створенням збудженої молекули ДФА*. Взаємодія з ДФА дікатіоном відбувається ефективно в одну стадію, де обидві реакція окислення ТФБ- та реакція ДПА+ з відновником залучають одну й ту ж частку ДФА. Другий механізм, безумовно, більш енергетично ефективний, але загальна ефективність страждає за рахунок низької стабільності дікатіона ДФА (рис.3.5).
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Рисунок 3.5 – Вплив вмісту ДФА на інтенсивність ЕХЛ в 5% ДФА/ПВБ плівках
Таким чином, через високу чутливості запропонованої системи ЕХЛ до концентрації ТФБ вона має потенціал для використання її в якості аналітичної платформи для виявлення речовин, що здатні до гасіння TФБ ЕХЛ реакції або можуть вступати у хімічну реакцію з ТФБ.

Було виявлено, що розчинений кисень викликає досить сильне гасіння випромінювання ЕХЛ запропонованої системи. Зважаючи на сильний вплив кисню на реакцію ЕХЛ з ТФБ, розумно припускати, що деякі інші окисники / гасники можуть перехоплювати сильний відновлювач, який утворюється після окислення іонів ТФБ, і, таким чином, призводити до гасіння ЕХЛ [4]. На рисунку 3.6 показано ефект іону гіпохлориту натрію і перекису водню на ЕХЛ у реакції з 1 мкМ співреагента ТФБ. Як видно з рисунка, обидві речовини викликають істотне зниження інтенсивності ЕХЛL, наприклад додавання 0,33 мМ ClO- призводить до майже 20 кратного зменшення емісії ЕХЛ, тоді як ефект перекису водню менш сильний.
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Рисунок 3.6 – Дослідження впливу концентрації неорганічних окисників на ЕХЛ в плівці 5% ДФА/ПВБ 

Однією з істотних проблем розробленої системи ЕХЛ є стабільність ПВБ/ДФА плівки в процесі окислення. Для вивчення впливу тривалості окислення на деградацію плівки, спостерігався вплив інтенсивність ЕХЛ різної часової ширини імпульсів окислення. Результати досліджень наведені на рисунку 3.7. Як видно з рисунка 3.7, зменшення тривалості імпульсу окислення викликає деяке поліпшення стабільності відгуку плівки (тобто більш низькій швидкості гасіння ЕХЛ реакції від імпульсу до імпульсу), але супроводжується відповідним зменшенням інтегралу загальної ЕХЛ емісії першого імпульсу. Таким чином, щоб досягти достатньої стабільності реакції ЕХЛ потрібне істотне скорочення тривалості імпульсу, яке також призводить до істотного падіння ЕХЛ емісії реакції, відповідно вибір ширини імпульсу є компромісним рішенням [62].
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Рисунок 3.7 – Дослідження впливу ширини імпульсів окислення на стабільність відгуку, гасіння ЕХЛ від 5% ДФА/ПВБ плівки
ЕХЛ емісія з плівок ПВБ/ДФА в реакції з ТФБ має 2 різні хвилі, що приписуються до реакцій з ДПА+ та з ДПА2+ відповідно. Так як окислення ТФБ на електроді не сприяють росту емісії ЕХЛ, а тільки зменшує його концентрацію поблизу електрода, використання імпульсного режиму збудження дає значне поліпшення інтенсивності випромінювання. Наявність ПВБ-плівки також зменшує електрохімічне споживання сореагентом. Спостереження обох хвиль ЕХЛ сильно залежить від вмісту ДФА в плівці, концентрації TФБ та швидкості сканування потенціалом поляризації електрохімічної ячейки, та визначається концентрацією доступного до реакції сореагента під час першої та другої хвилі окислення флуорофора.

Запропонований підхід до розробки методики ЕХЛ аналізу на основі ПВБ/ДФА плівки, що отримано методом цинтрофугування, на скло вуглецевому електроді може бути успішно використано для чутливого виявлення окислювачів у водних розчинах. Розроблена методика виявлення пропонує цілий ряд переваг у порівнянні із загальною гомогенною реакцією з Ru(bpy)32+, а саме більшу емісію ЕХЛ реакції, яка визначає більш високу чутливість, економію дорогих люмінофорів. Система показала потенціал для використання в якості чутливої платформи для виявлення речовин, що здатні перешкоджати відновлення, що має місце в ЕХЛ реакції після окислення ТФБ та люмінофора.

Алгоритм для проведення експерименту наведено на рисунку 3.8.
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1 – підготовка електродної поверхні; 2 – підготовка розчину полімера; 3 – нанесення полімера на електрод; 4 – оцінка якості плівки (мікроскопія); 5 – встановлення електродів в тримач; 6 – барботування розчину інертним газом; 7 – заповнення кювети розчином для аналізу; 8 – завантаження кювети в кювет ний модуль аналізатора; 9 – перевірка вмісту кисню в пробі; 10 – встановлення параметрів аналізу; 11 – запуск експерименту

Рисунок 3.8 – Алгоритм для проведення ЕХЛ експерименту з ПВБ/ДФА плівками
ВИСНОВКИ
У першому розділі звіту проведений аналітичний огляд електрохемілюмінісценціі, розглянуто і проаналізовано електролізне світіння в розчинах, також були розглянуті фізико-хімічні основи електрохімічної люмінесценції, основні електрооптичні та електрохімічні характеристики ЕХЛ систем, також було розглянуто механізми гасіння ЕХЛ окисниками.

Другий розділ звіту описує розробку аналітичної електрохемілюмінісцентной системи для визначення окисників. Проведено аналіз існуючих конструкцій ЕХЛ аналізаторів та основних тенденцій при їх розробці. Розглянуті деякі методи модифікації електродів, зокрема скловуглецевих, що дозволило на основі їх порівняння обрати метод, який буде використовуватися в даній роботі – а саме – спін-коутинг.

Запропонований підхід до розробки методики ЕХЛ аналізу на основі нанесених методом спін коутингу плівок ПВБ / ДФА на скловуглецевих електродах може бути успішно використаний для чутливого виявлення окисників у водних розчинах. Розроблена методика виявлення пропонує цілий ряд переваг в порівнянні із загальновідомою гомогенною реакцієї з Ru(bpy)32+, а саме більш високу інтенсивність ЕХЛ і чутливість, економію дорогих люмінофорів. Розроблена ЕХЛ система показала потенціал для використання в якості чутливої платформи для виявлення речовин, здатних перешкоджати відновнику, що утворюються в процесі окислення ТФБ люмінофором.
Запропонована в даній роботі структурна схема модифікованої установки на базі аналізатора «ЕЛАН-3d», а також процедура проведення вимірювань вмісту окисників позволяють аналізувати вміст неорганічних окисників за допомогою ЕХЛ на скловуглецевих електродах, модифікованих плівками ПВБ / ДФА.
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