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4 | wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 2003 r. o stopniach

naukowych i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

A ‘ rodzaj osiggniecia naukowego:

monotematyczny cykl publikacji zatytutowany:
»Sparowane Diody Elektroluminescencyjne i ich Zastosowania Analityczne.”
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Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania publikacji wchodzgcych w sktad monotematycznego
cyklu, bedacego podstawg wniosku o przeprowadzenie procedury habilitacyjnej:

HJIF2014=55.490
Hz IF, rokiem opublikowania=54. 183

(InCites™ Journal Citations Reports®)

HJcit=152
Hz ci trez autocytowan= 66

(Web of Science: 06.09.2015)

/ V"'e—"l{'.
7

C | omowienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikow wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

-

cel naukowy

Opracowanie  koncepcji metodologii  pomiaru  analitycznego
z detekcjg optyczng za pomocq sparowanych diod elektroluminescencyjnych
- ich charakterystyka, optymalizacja i przystosowanie do pomiarow w
systemach przeptywowych oraz zademonstrowanie mozliwosci zastosowania
proponowanych uktaddw detekcyjnych w rdznorodnych rzeczywistych

scenariuszach analitycznych.

Il | wprowadzenie

Chemia Analityczna jest dziedzing nauki utylitarng wobec potrzeb spoteczenstwa. Mimo
tego ze analitycy sg postrzegani czasem jako rzemieslnicy, to efekt ich badan naukowych
najszybciej znajduje odzwierciedlenie w praktyce, w postaci gotowych produktéw dla potrzeb
analityki. Rozwijajgce sie spoteczenstwa potrzebujg metod analitycznych jako narzedzi
diagnostycznych i monitorujgcych by skuteczniej leczyé, lepiej dbac o Srodowisko, kontrolowac
coraz bardziej wyrafinowane procesy technologiczne. W zwigzku z tym, opracowywane

sg nowatorskie schematy detekcji chemicznej, ale tez udoskonalana jest nieustannie aparatura
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do pomiaréw analitycznych. Korzystajac ze zdobyczy innych dyscyplin naukowych, chemicy
analitycy miniaturyzujg instrumentarium, minimalizujg wielkosci prdébek, niezbednych
do wykonania analiz, ograniczajg wptyw analiz na $Srodowisko poprzez opracowywanie metod
bardziej czutych, nie wymagajgcych zuzycia duzych ilo$ci reagentéw, a wcigz charakteryzujgcych
sie wysokg doktadnoscig i precyzjg oznaczenh.

Nieustanny postep umozliwia juz nie tylko mechanizowanie procedur analitycznych,
ale takze ich automatyzowanie. Nowoczesna aparatura do badan analitycznych, zastugujaca
jeszcze kilkanascie lat temu na miano ,,kosmicznej”, dzi$ jest na wyposazeniu wielu laboratoriow
naukowo-badawczych, a takze zajmujacych sie analitykg rutynowa. Z reguly, nowoczesne
instrumentarium analityczne to duze, bardzo skomplikowane urzadzenia, z mndstwem
dedykowanych (i nie przenoszacych sie miedzy aparatami réznych firm) rozwigzan. Sg to takze
urzadzenia niezwykle kosztowne i to zardwno w kwestii ceny samego urzadzenia jak i jego
eksploatacji. Ich niekwestionowang zaletg jest to, ze sg praktycznie bezobstugowe i osoba
zarzadzajgca jego pracg nie musi mie¢ wyksztatcenia analitycznego. Zaleta ta bilansuje
sie niestety kosztem drogich i czestych interwencji serwisowych. Pomiedzy firmami
wytwarzajgcymi sprzet do badan analitycznych trwa niekonczacy sie wyscig o palme
pierwszenstwa, i, paradoksalnie, efektem tego nie sg nizsze ceny oferowanych produktow,
lecz pojawianie sie w ofercie urzadzen drozszych, tylko niekiedy obiektywnie lepszych.
Ze wzgledu na oczywistg potrzebe realizacji zyskdw przez korporacje wytwarzajgce sprzet
analityczny, rutynowa analityka prowadzona w laboratoriach klinicznych, srodowiskowych oraz
przemystowych korzysta ze zdobyczy Swiata naukowego ze znacznym opdznieniem.

Ten trend moze by¢ zahamowany, a prawdziwie utylitarny charakter chemii analitycznej
przywrdcony poprzez opracowywanie urzadzen wcigz nie wymagajacych wiedzy do ich obstugi,
ale jak najprostszych, najtaniszych, automatycznych i maksymalnie niezawodnych. W ogromnej
czesci zastosowan praktycznych aparat uniwersalny i charakteryzujacy sie wysrubowanymi
parametrami pracy nie jest potrzebny. Tym bardziej jest to istotne, ze w wielu krajach, stabiej
rozwinietych od panstw Swiata zachodniego, w ogdle nie ma dostepu do nowoczesnych metod
analizy chemicznej. Niskobudzetowe systemy analityczne zyskujg na popularnosci i coraz wiecej
zespotéw badawczych przedstawia rozwigzania zrealizowane wedtug tej koncepcji. Zespdt,
w ktdrym realizuje swoje pasje badawcze, od wielu lat zajmuje sie tworzeniem prostych
mechaniczno-elektronicznych urzadzen i zintegrowanych miniaturowych przeptywowych
systemdéw pomiarowych, przeznaczonych do oznaczania konkretnych substancji za pomocg

wybranego schematu analizy chemicznej. Cze$¢ prac badawczych, prowadzonych przeze mnie,
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na przestrzeni ostatnich lat, skupiata sie na opracowaniu i zoptymalizowaniu przeptywowych
detektoréw optoelektronicznych, wykorzystujgcych rézne optyczne techniki pomiarowe, oraz
projektowaniu i walidowaniu w realiach rzeczywistych uktadéw przeptywowych z opracowanymi
detektorami. Wyniki tych badan, zebrane w monotematycznym cyklu publikacji [H1-H15]

stanowig podstawe wniosku o przeprowadzenie procedury habilitacyjnej.

Ill | diody elektroluminescencyjne jako Zrédta $wiatta i detektory promieniowania w
urzqgdzeniach analitycznych

Diody elektroluminescencyjne (ang. LEDs — Light Emitting Diodes, LEDy) od dziesiecioleci
sg uzywane w zyciu codziennym i od niemal tak dtugiego czasu uzywa sie ich przy konstrukgcji
aparatury analitycznej. Dioda $wiecaca jest potprzewodnikowym elementem elektronicznym,
ktorego gtdwnym zadaniem jest emisja promieniowania elektromagnetycznego. Energia fali
elektromagnetycznej emitowanej przez LED jest uzalezniona od sktadu warstw chipa diody.
Chip diody zbudowany jest w postaci ztgcza potprzewodnikowego typu p i n, przy czym typ
n charakteryzuje obecnoscia atoméw donorowych a typ p akceptorowych, co powoduje
pojawianie sie luk elektronowych w strukturze sieci krystalicznej. Luki te zwyczajowo nazywa sie
»,dziurami”. Stan réwnowagi termodynamicznej takiego uktadu przejawia sie w ciggtej
rekombinacji dyfundujgcych elektronéw z pétprzewodnika typu n z dziurami z pétprzewodnika
typu p, a w poblizu kontaktu obu potprzewodnikdéw istnieje tzw. warstwa zubozona — strefa
pozbawiona nosnikéw. Potencjat dyfuzyjny, jaki powstaje w wyniku tego procesu okresla
wielkos$¢ bariery energetycznej, koniecznej do pokonania przez nosniki w celu rekombinacji.
Polaryzacja ztgcza pétprzewodnikowego w kierunku przewodzenia i dostarczanie nowych
nos$nikéw powoduje zmniejszenie warstwy zubozonej oraz bariery energetycznej odpowiednio
do przytozonego napiecia. Dalszy wzrost napiecia i sukcesywne zmniejszanie bariery
energetycznej skutkuje zwiekszaniem sie ilosci rekombinujgcych nosnikéw, a co za tym idzie
wzrostem przewodzenia i wielkosci pradu ptyngcego przez diode. Polaryzacja w odwrotnym
kierunku — zaporowym — odwraca kierunek migracji no$nikéw. Konsekwencjg jest zwiekszenie
warstwy zubozonej [1].

Rekombinacja nosnikdbw w obszarze ztgcza, przy spetnieniu regut dotyczacych
zachowania energii oraz pedu pomiedzy kontaktujagcymi sie nosnikami, moze spowodowac
emisje fotondw, czyli rekombinacje promienistg. Im wyzsze napiecie przytozone do diody
w kierunku przewodzenia tym procesy rekombinacji promienistej sg bardziej prawdopodobne

i emisja diody zachodzi z wiekszg intensywnoscia. Istotnym dla tej rozprawy jest podkreslenie,
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ze odpowiednia manipulacja sktadem ztgcza pétprzewodnikowego pozwala na uzyskanie diody
o niemal dowolnej barwie emitowanego promieniowania. Ma to znaczenie w nietypowym
zastosowaniu diod elektroluminescencyjnych — w roli detektoréw promieniowania.

Budowa diody jest prosta — podtprzewodnikowy chip znajdujacy sie w lejkowatym
metalowym odbtysniku jest potaczony z elektrodami, a catosc jest zatopiona w przezroczystym
kloszu. Klosz diody wykonany jest z polimeru o wysokim wspétczynniku zatamania Swiatta, dzieki
czemu promieniowanie moze wydostac sie z przestrzeni gdzie jest generowane, a nastepnie
skierowane przed czoto diody S$wiecacej. Diody sg wydajnymi Zrédtami Swiatta,
charakteryzujacymi sie niskim poborem mocy, a w poréwnaniu do konwencjonalnych emiteréw
promieniowania, sg nieporéwnywalnie mniejsze, trwalsze, tansze i bardziej niezawodne.
Od wielu lat wzgledna monochromatycznosc emisji LED jest zaletg, ktéra powoduje stosowanie
ich w miniaturowych uktadach pomiarowych, takze analitycznych [2-3].

W celu tworzenia kompletnych zestawdw pomiarowych do réznych zastosowan, diody
elektroluminescencyjne, jako zrédta promieniowania, zazwyczaj sg tgczone z kompatybilnymi
z nimi rozmiarem i trwatoscig fotodiodami jako detektorami promieniowania. Fotodioda jest
zbudowana podobnie do diody Swiecgacej, lecz funkcjonuje w odwrotny do diody sposdb (dzieki
wykorzystaniu efektu fotoelektrycznego wewnetrznego). W celu poprawy wydajnosci pracy
fotodiod sktad potprzewodnikowego zfacza jest inny niz LEDSw, a takze obszar akwizycji $wiatta
przez fotodiode jest wiekszy niz obszar emisyjny LED. Fotodiody stosuje sie w uktadach
elektronicznych, podtagczone w kierunku zaporowym. Powoduje to wieksza réznice potencjatu,
szybszg separacje nosnikdow i w konsekwencji wiekszg czutos¢ urzadzenia.

Ze wzgledu na fakt podobnej budowy konwencjonalnie stosowanych fotodiod i diod
Swiecacych, od wielu lat zastanawiano sie nad mozliwoscig uzycia LED jako detektora
promieniowania elektromagnetycznego, takze w zastosowaniach analitycznych. Juz w 1976 roku
ukazata sie praca [4] opisujgca prosty fotometr ze Swiecgcg diodg w roli zrédta promieniowania
oraz drugiej diody potgczonej ze wzmacniaczem operacyjnym i petnigcej niekonwencjonalng
role detektora. Taki sposdb zastosowania diody elektroluminescencyjnej spopularyzowany
zostat w zastosowaniach nieanalitycznych w latach 90tych XX wieku przez F.M. Mimsa lll.
Skonstruowat on miernik do badania natezenia swiatta stonecznego majgcego stuzyé do oceny
stanu globalnego ocieplenia [5]. Miernik byt na tyle prosty, ze powielenie go nie nastreczato
trudnosci, co powodowato, ze pomiary z jego uzyciem mogty byé prowadzone przez pasjonatéw
na catym S$wiecie, a docelowo miato to umozliwi¢ stworzenie bazy globalnych zmian

klimatycznych. Pomimo iz zastosowanie LED w roli detektora wyglada na egzotyczne to literatura
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zawiera przyktady urzadzen, w ktdrych dioda elektroluminescencyjna, wraz ze wzmacniaczem
operacyjnym i miernikiem uniwersalnym, stanowi uktad detekcyjny. Wsrdd nich mozna odnalez¢
przyktady prostych fotometréw, ktérych uzyteczno$é¢ zostata potwierdzona w badaniach
z zakresu meteorologii, medycyny, telekomunikacji, astronomii oraz fizyki [6-12]. Mozna takze
znalez¢ publikacje opisujgce doniesienia na ten temat scisle zwigzane z chemig analityczng [13].
W literaturze mozna takze znalezé przyktady uktadéw pomiarowych, wykorzystujgcych
konwertery  natezeniowo-napieciowe wraz z zaporowo spolaryzowang diodg
elektroluminescencyjng w roli detektora [11,12]. Ciekawym odkryciem, majacym implikacje dla
wynikéw przedstawianych w tej pracy, jest takze to, ze dioda elektroluminescencyjna wykazuje
inng czutos¢ spektralng w poréwnaniu do fotodiody. W odrdznieniu od fotodiody dla ktdrej
wartosci prgdowe nie zmieniajg sie w szerokim zakresie dtugosci fal — LED reaguje zmiang
sygnatu prgdowego tylko dla swiatta o dtugosci fali krétszej niz sama emituje [11,12]. Ten fakt
jest kwestig istotng w kontekscie opisywanych w pracy osiggnied.

Podtagczona zaporowo dioda elektroluminescencyjna i oswietlona Swiattem
o odpowiedniej dtugosci fali generuje fotoprad o tak matej wielkosci (pA-nA), ze mierzenie
g0 wymaga zaawansowanego instrumentarium. Do lat 90tych jedyne zastosowania LED w roli
detektora miaty charakter demonstracyjny, jako$é otrzymywanych charakterystyk nie byta
zadowalajgca. Poza wymieniong pracg [13] zastosowan analitycznych takiej koncepcji nie byto
i dopiero w latach dziewiecédziesigtych, w grupie badawczej kierowanej przez prof. D. Diamonda
(Dublin City University — DCU) opracowano metodologie umozliwiajgcg praktyczne zastosowanie
LED jako detektorow swiatta oraz wprowadzono termin PEDD (ang. Paired Emitter Detector Diode)
— sparowany detektor diodowy [14]. W serii prac [14-21] przedstawiono ukfad elektroniczny,
pozwalajgcy na pomiar czasu roztadowania oswietlanej diody. Spolaryzowana zaporowo dioda
(podobnie jak fotodioda) zachowuje sie jak kondensator — przeptyw powstajgcego w wyniku
oswietlenia fotopragdu wymusza spadek napiecia przytozonego do elektrod diody. Czas, w jakim
nastepuje ten spadek, jest funkcjg wartosci fotopradu, a ten wynika z intensywnosci oswietlenia
diody. Ten mikrosekundowy czas roztadowania byt sygnatem analitycznym w sparowanym
detektorze diodowym. Cho¢ przetomowy i nowatorski to zaproponowany w DCU uktad nie byt
pozbawiony wad. Konstrukcja uktadu ztozonego z mikrokontrolera PIC i komponentdw zasilajgcych
oraz regulatoréw mocy a takze interfejsu komunikacyjnego jest na tyle skomplikowana
ze najprostsza modyfikacja wymaga wiadomosci i doswiadczenia z zakresu elektroniki praktycznej,
takze nie jest dostepna dla przecietnego chemika analityka. Co wiecej, Autorzy wspominajg

w jednej z prac, ze uktad charakteryzuje sie wprawdzie duzg czutoscig (ponad stukrotnie wiekszg
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od fotodiody zastosowanej w takim zestawie mikroelektronicznym) ale ma niekorzystny stosunek
sygnatu do szumu przez co zwraca mniej precyzyjne wyniki (chociazby w poréwnaniu
z fotorezystorem) [16]. Dodatkowo — prawidtowa praca uktadu mikroelektronicznego wymaga
tego by dioda swiecgca w uktadzie generowata impulsy swietlne o milisekundowym czasie

trwania.

tabela 1. Przyktady wybranych zastosowan koncepcji fotometrycznych sparowanych
detektoréow diodowych z pomiarem czasu roztadowania diody jako sygnafem
analitycznym, pochodzqce z grupy prof. D. Diamonda (DCU-Irlandia; dane obejmujg

okres do roku 2008).
analit / reagent Sparowany Detektor D:o-dowy (PEDD) REF.
(zastosowanie)
z6tcien nitrazynowa, purpura | refraktometryczny: LEDem* —621nm / LEDdet** — 621nm [14]
bromokrezolowa, rodamina B | (oznaczanie stezenia barwnikéw oraz wyznaczanie ich pKa,)
czerwien metylowa, purpura | refraktometryczny: LEDem — 400; 465; 565; 590; 630; 660;
bromokrezolowa, btekit 880nm / LEDdet — 940nm [15]
anilinowy (oznaczanie stezenia barwnikow)
ziele bromokrezolowa, absorbcyjny: LEDem — 610nm / LEDdet — 610nm
kompleksy Fe(ll) z (demonstracja dziatania fotometru diodowego w [16,17]
fenantroling pomiarach stacjonarnych i przeptywowych)
kompleksy Pb(ll) i Cd(1l) z abso'rbcyjny:'LEDem —610nm /'LE.Dd?t - 610nm
(pomiary stacjonarne: oznaczanie jonow metali w [18]

zielenig malachitowa prébkach)

absorbcyjny: LEDem — 636nm / LEDdet — 660nm
jony fosforanowe (demonstracja dziatania fotometru [19]
diodowego w warunkach przeptywowych)

absorbcyjny: LEDem — 500nm / LEDdet — 621nm
kompleksy Mn(Il) Co(ll) z PAR (demonstracja dziatania fotometru [20]
diodowego jako detektora HPLC)

absorbcyjny: LEDem — 500nm / LEDdet — 621nm
(demonstracja dziatania fotometru diodowego jako [21]
detektora w chromatografii jonowej)

kompleksy Mg(ll), Ba(ll),
Ca(ll), Sr(ll) z o-krezoloftaleing

*LEDem — dioda emitujgca;

**_EDdet — dioda w funkcji detektora
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Pomimo wspomnianych niedoskonatosci zaproponowanego uktadu pomiarowego zespot
prof. D. Diamonda konsekwentnie promuje w swoich publikacjach to rozwigzanie. Koncepcja
pomiaru czasu roztadowania oswietlanej diody jest na tyle skomplikowana, ze zniecheca to inne
osrodki naukowe do stosowania takiego instrumentarium w swoich badaniach naukowych
bowiem tylko jedna grupa, poza DCU (prof. Captain-Vallvey, Hiszpania [22]), wykorzystuje
w ostatnim czasie takie uktady pomiarowe w swoich pracach. Niemniej jednak literatura zawiera
wiele prac zespotu z DCU, demonstrujacych uzytecznos¢ analityczng PEDD na podstawie badan
z uzyciem substancji modelowych. Zestawienie analitéw, zastosowanych diod i zastosowan
zostato przedstawione w tabeli 1.

Przedstawione w tym rozdziale informacje przedstawiajg stan badan i zwigzane z nimi
doniesienia literaturowe opublikowane do momentu gdy rozpoczynatem realizacje projektu

badawczego, ktdrego dotyczy ta rozprawa habilitacyjna.

IV | alternatywna metodologia pomiardw z uzyciem sparowanych diod

IVa | pomiary fotometryczne

Przytoczone w poprzednim rozdziale prace zespotu kierowanego przez
prof. D. Diamonda byty inspiracjg dla moich badan. Wyszedtem z zatozenia, ze przedstawiony
przez te grupe pomyst zastosowania diody jako detektora jest atrakcyjny, poniewaz dwie diody
sg ze sobg kompatybilne materiatowo i wytworzenie z nich naczynia przeptywowego
ze zintegrowanym zrddtem sSwiatta i detektorem bedzie proste. W roku 2008 opublikowana
zostata praca [H1], ktdra rozpoczeta cykl, bedacy przedmiotem wniosku o wszczecie
postepowania habilitacyjnego. W pracy tej opisatem alternatywny, do opisanych wczesniej
w literaturze [14-21], sposdb akwizycji sygnatu wytwarzanego przez diode detektor. Oswietlona
LED generuje niewielki fotoprad, ale takze tatwa do zmierzenia rdznice potencjatu, ktérej
wielkos$¢ jest zalezna od intensywnosci Swiatfa, docierajgcego do potprzewodnikowego chipa
diody. Wartos¢ sity elektromotorycznej jest stabilna w czasie i moze byé w prosty sposdb
zmierzona warunkach bezpragdowych za pomocy zwyktego laboratoryjnego pH-metru
(wysokooporowego miliwoltomierza). Zaskakujaco, okazato sie ze uzyskiwane wartosci
potencjatu sg znaczne, co przy wysokiej rozdzielczosci aparatdw konwencjonalnie stosowanych
w potencjometrii stworzyto mozliwo$¢ uzyskania praktycznie bezkosztowo urzadzenia

o wysokiej precyzji i doktadnosci wskazan.
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Swiecagca dioda o okreélonej barwie, umieszczona byla naprzeciw podtgczonej
do pH-metru drugiej diody, majacej za zadanie petni¢ funkcje detektora promieniowania.
Pomiedzy diodami umieszczona byta standardowa kuweta do pomiaréw optycznych,
wypetniona barwnym roztworem, absorbujgcym s$wiatto diody emitera. Przy zastosowaniu
stabilizowanych parametréw prgdowo-napieciowych dla diody emitera, wskazania diody
detektora byty uzaleznione wytgcznie od wtasciwosci absorpcyjnych roztworu, znajdujacego sie
pomiedzy diodami. W ten sposéb powstat pierwszy prototyp dedykowanego fotometru.
W tej samej pracy [H1], podatem matematyczny opis dziatania fotometrycznego detektora
PEDD, zastosowanego w zaproponowanej przeze mnie konfiguracji pomiarowej. Matematyczne
przeksztatcenia prawa Shockley’a (réwnania (1-7)/[H1]) dla idealnej diody, dowodzg,
ze w warunkach pomiaru rdznica potencjatu wytwarzana na elektrodach oswietlanej diody
elektroluminescencyjnej moze by¢ traktowana jak jednostka absorbancji przy zachowaniu
liniowe]j charakterystyki w szerokim przedziale stezen. Innymi stowy, idealny uktad pomiarowy,
ztozony z dwéch diod elektroluminescencyjnych spetnia rownanie Lamberta-Beera.
Szybkos¢, z jakg ustala sie réznica potencjatu na elektrodach diody detektora, jest znaczna i
wynika to z tych samych powoddéw, co niemal natychmiastowe osigganie petnej wartosci
Swiattosci LED przy konwencjonalnym zastosowaniu emisyjnym [1-3].

W pierwszej pracy z cyklu zademonstrowatem proste fotometryczne oznaczenia
modelowego barwnika — btekitu bromotylowego, a takie jonéw Zelaza i kobaltu metoda
rodankowa. W trakcie badan potwierdzitem takie fakt spektralnej selektywnosci
diod elektroluminescencyjnych: odpowiednie kombinacje diod (Emiter: niebieska -
Detektor: czerwona, E: czerwona - D: czerwona, E: niebieska-D: niebieska) wykazywaty zmiany
sygnatu a inne (E: czerwona-D: niebieska) nie, co potwierdzato, ze LED wykazuje czutos$¢ tylko
gdy dociera do niej fala elektromagnetyczna o energii fali wiekszej (bgdz réwnej) niz sama jest
w stanie emitowa (rys.3/[H1]). Analityczng uzyteczno$é tego zjawiska wykazatem
demonstrujagc oznaczanie kompleksu Fe(SCN)e¢> (w zakresie 1-5 ppm Fe3*) w obecnosci
kompleksu Co(SCN)s> za pomocg pary diod niebieska-czerwona. Analogicznie — za pomoca pary
diod: czerwona-czerwona mozliwe byto wykonanie krzywej kalibracyjnej dla kompleksu kobaltu
(w zakresie 5-25ppm Co?*) w obecnosci kompleksu zelaza (rys.5/[H1]). Szczatkowa czutoéé dla
jondéw zelaza wynikata z dwéch faktéw — po pierwsze elektronowe widmo absorpcyjne
tiocyjanianowego kompleksu zelaza jest szerokie, a zatem mozliwa byta absorbcja
promieniowania emitowanego przez czerwong LED, a po drugie zakres czutosci spektralnej diod

jest trudny do skalkulowania lecz na pewno wystepuje po stronie fal krétszych.
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Reasumujagc — monotematyczny cykl publikacji, dokumentujgcych realizacje celu
naukowego, otwiera praca [H1], w ktérej dowiedziono, ze bardzo prosty wariant pomiaru
fotometrycznego z uzyciem zwyktych LEDOw jest mozliwy za pomocg instrumentarium
dostepnego w kazdym laboratorium analitycznym, a otrzymany sygnat potencjatowy jest
proporcjonalny do stezenia oznaczanej barwnej substancji. Kontynuacja prac zaktadata dalsze
uproszczenie systemu detekcji. Otrzymane i opublikowane [H2] wyniki potwierdzity
ze wysokooporowy pH-metr moze by¢ zastgpiony, w rdznych aplikacjach, niskobudzetowym
miernikiem uniwersalnym z funkcjg miliwoltomierza. Jednakze, ta zamiana nie odbywa sie bez
zmiany charakteru otrzymywanych sygnatéw analitycznych (rys.2/[H2]). Prostoliniowa
zaleznos¢ pomiedzy otrzymywang sitg elektromotoryczng diody detektora (sygnat analityczny)
a stezeniem barwnej substancji jest uzyskiwana dla pomiaréw z pH-metrem wskutek wysokiej
impedancji wejsciowej tego urzadzenia i praktycznie bezprgdowych warunkéw pomiaru.
Dodatkowo — pH-metr jest wyposazony w uktady elektroniczne wzmacniajagce sygnat,
co skutkuje akwizycjg sygnatu w niemal idealnych warunkach. Proste, niskooporowe mierniki
uniwersalne réwniez umozliwiajg taki pomiar, jednakze przy braku oswietlenia ,roztadowujg”
LED detektor. W sytuacji kiedy promieniowanie elektromagnetyczne dociera do diody
potgczonej z miernikiem niskooporowym sygnat analityczny jest efektem stanu
rownowagowego pomiedzy dwoma procesami — wspomnianym ,roztadowaniem” i ciggtym
»adowaniem” diody przez oswietlanie. Z tego powodu (w przeciwienstwie do pomiaréw
z uzyciem pH-metru) krzywe kalibracyjne uzyskane w takim fotometrze nie bedg miaty
prostoliniowego przebiegu lecz sigmoidalny z prostoliniowymi fragmentami charakterystyki
w wezszym zakresie stezen. Zakres odpowiedzi bedzie ograniczony z jednej strony wysyceniem,
a z drugiej catkowitym roztadowaniem diody detektora (rys.2/[H2]). Jednakze, takie rozwigzanie
ma jedng niekwestionowang zalete — w stosunku do pomiaru z pH-metrem tracona jest co
prawda liniowa charakterystyka otrzymywanych w tym uktadzie krzywych w szerokim zakresie
stezen, ale kilkudziesieciokrotnie zwieksza sie czuto$¢ pomiaru (rys.3/[H2]). Potozenie
fragmentu krzywej o najwiekszym nachyleniu zmienia sie przy zmianie wyjsciowej intensywnosci
osSwietlenia diody detektora. Dzieki temu, zmieniajgc wielko$¢ pradu zasilajgcego dla diody
emitera, mozemy dostosowywaé zakres najwiekszej czutosci do konkretnego zastosowania
analitycznego. W toku badan wykonano szereg krzywych kalibracyjnych dla modelowej barwnej
substancji (btekitu bromotymolowego — barwnika czesto stosowanego do walidacji uktadéw

fotometrycznych) potwierdzajgcych te teze. W ten sposéb zademonstrowatem, ze kompletny
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fotometr typu PEDD moze by¢ urzgdzeniem prostym, tanim, tatwym w obstudze, a dzieki
zastosowaniu uniwersalnego multimetru, niewielkim.

W pracy [H3] wskazatem dodatkowo, ze w niektérych zastosowaniach, nie jest
konieczny stabilizowany uktad elektroniczny zasilajacy diode $wiecacg. Niektére multimetry
sg bowiem wyposazone w gniazdo, za pomocg ktdrego testuje sie tranzystory. Skorzystanie
ztego zrddta pradu (z dodatkowym opornikiem ograniczajgcym) pozwala na otrzymanie
kompaktowego urzadzenia sktadajgcego sie wytacznie z dwoch diod i miernika (rys.1/[H3]).
Otrzymywane sygnaty potencjatowe okazaty sie by¢ w takim uktadzie stabilne i powtarzalne.
Zasilanie akumulatorowe miernika pozwalato na 72-godzinng prace bez zmiany parametrow
urzadzenia. Taki fotometr jest w mojej opinii bardzo atrakcyjnym narzedziem dydaktycznym
i z takg intencjg zostat opracowany. Za pomocg prostego i taniego ,instrumentarium”, kazdy
student w grupie ¢wiczeniowej moze wykonaé¢ indywidualne eksperymenty ilustrujgce
podstawowe prawa absorbcji. Przeprowadzenie nieco bardziej wyrafinowanych pomiaréw jak
np. takich ktére prowadza do wyznaczenia wartosci pKa barwnych wskaznikéw pH (rys.2/[H3]),
skonstruowania uktadéw optycznych do detekcji punktu korncowego miareczkowania, czy w celu
zbadania aktywnosci preparatéw enzymatycznych (rys.3/[H3]) takze jest mozliwe
z przedstawionym urzadzeniem. Propozycje takich ¢wiczen studenckich z uzyciem fotometru
typu DIY (ang. do-it-yourself) zebrano w pracy [H3].

Kolejna praca [H4] opisuje diodowy uktad detekcyjny do oznaczen p-nitrofenolu. W pracy
[H4] przedstawitem wyniki badan, majace na celu dobér odpowiednich komponentéw — zaréwno
diod jak i odpowiedniego miernika aby uzyska¢ uktad pomiarowy o jak najlepszych parametrach
pracy (rys.1/[H4]). Roztwér p-nitrofenolu wykazuje absorbcje z maksimum przy ok. 400nm.
Maksimum absorbcji analitu wskazuje zakres poszukiwan optymalnej diody emitera
w konstruowanym detektorze PEDD — w tym przypadku wybér padt na LED 405nm. Dysponujac
informacjami wstepnymi ze swiatfo o tak krotkiej dtugosci fali bedzie mozliwe do detekcji przez
LED o praktycznie dowolnej barwie (czyli emitujgcg fale elektromagnetyczng o mniejszej energii)
wykonany zostat szereg charakterystyk pragdowo-napieciowych dla réznych par diod. Detektor
diodowy zostat skonstruowany po selekcji dostepnych diod elektroluminescencyjnych
i zweryfikowaniu kilkunastu, najbardziej obiecujgcych kombinacji diod. Diodg petnigca funkcje
detektora w tym oznaczeniu zostata dioda niebieska (470nm). Po przeprowadzeniu badan,
zaréwno z uzyciem precyzyjnego pH-metru jak i prostego miliwoltomierza, okazato sie, ze w tym
zastosowaniu multimetr, poza wymienionymi wczesniej zaletami, umozliwia akwizycje sygnatu

powyzej wartosci 2V, co dla wiekszosci pH-metrow nie jest mozliwe, a byto niezbedne
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do realizacji badan z diodg niebieskg jako detektorem (rys.2/[H4]). Zaprezentowane w pracy
[H4] wyniki badan wskazaty, ze fotometr diodowy typu PEDD moze by¢ z powodzeniem
zastosowany do oznaczenia aktywnosci fosfatazy alkalicznej, katalizujgcej reakcje hydrolizy
fosforanu p-nitrofenylu.

Juz wstepna optymalizacja systemu dowiodta, ze w zaproponowanym systemie
analitycznym, mozliwy jest pomiar stacjonarny, pozwalajacy na rozrdznienie patologicznych
i fizjologicznych aktywnosci fosfatazy alkalicznej (ALP) w surowicy krwi — parametru istotnego
z klinicznego punktu widzenia. Takie uzycie detektora PEDD w zastosowaniu bioanalitycznym
zaprezentowane w pracy [H4] byto, wedtug mojej najlepszej wiedzy, pierwszym takim
przypadkiem opisanym w literaturze. Dotychczasowe publikacje dotyczyty wytacznie
zastosowan detektorow PEDD do oznaczern barwnikdw oraz posrednio jonéw metali.
Moje dalsze badania byty zwigzane gtdwnie z analityka kliniczna.

W nastepnej pracy [H5] pokazatem, Zze odpowiednio dobrane dwie diody
elektroluminescencyjne umozliwiajg konstrukcje prostego hemoglobinometru, uzytecznego
w analizie klinicznej. Ukfad blizniaczych diod (570nm) zostat zastosowany do oznaczania
hemoglobiny catkowitej w surowicy krwi. Wybdr diod zostat przeprowadzony po analizie
zaleznosci pradowo-napieciowych oraz krzywych kalibracyjnych dla 6 rdéinych LEDOw
(36 kombinacji). W toku badan stwierdzono, ze wszystkie trzy zastosowane metody oznaczania
hemoglobiny (modyfikacja wszystkich form hemoglobiny obecnych w prébce krwi do jednej
stabilnej: cyjanomethemoglobiny, kompleksu methemoglobiny z laurylosiarczanem sodu lub
»Zredukowanej” za pomoca ditioninu sodu) mogg by¢ zrealizowane z pomocg niewielkiego
i nieskomplikowanego fotometru PEDD. Przedstawiane dane potwierdzity, ze do analiz o duzym
znaczeniu klinicznym nie jest potrzebny multifunkcjonalny, uniwersalny i drogi spektrofotometr,
bowiem dla wymienionych metod oznaczania otrzymano wysokg zgodnos¢ miedzy wynikami dla
skonstruowanego fotometru diodowego a konwencjonalnym analizatorem klinicznym
(rys.3/[H5]). Miniaturowy zestaw pomiarowy do badan stacjonarnych umozliwiat oznaczenie
hemoglobiny w dwustukrotnie rozciericzonej prébce krwi (20uL krwi petnej) w zakresie
do 1000mg/L hemoglobiny.

Podsumowujac, w toku badan wstepnych, opracowatem alternatywng metode pomiaru
fotometrycznego z uzyciem sparowanych diod elektroluminescencyjnych, wyjasnitem istote
obserwowanych zjawisk dla pomiaréw z uzyciem pH-metru [H1] oraz prostego multimetru [H2].
Pokazatem ze jeszcze bardziej uproszczony uktad pomiarowy ze sparowanymi diodami

elektroluminescencyjnymi moze by¢ ciekawq ilustracjg dydaktycznych ¢éwiczen z analizy
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instrumentalnej [H3]. W kolejnych pracach [H4,H5] przedstawitem metodologie doboru diod
dedykowanych do oznaczania konkretnego analitu oraz wskazatem potencjat aplikacyjny PEDD
w analityce klinicznej na przyktadzie oznaczenia aktywnosci enzymatycznej ALP w surowicy krwi.
Opracowanie nieskomplikowanego hemoglobinometru, sfinalizowato etap badan wstepnych
i byto punktem wyjscia do dalszych prac, w ktdrych zajgtem sie systemami przeptywowymi
z dedykowanymi detektorami diodowymi do oznaczen réznorodnych substancji istotnych

w diagnostyce klinicznej. Zostang one omdéwione w dalszych rozdziatach rozprawy.

IVb | pomiary fluorymetryczne

Zastanawiajgcym faktem byt dla mnie brak doniesien literaturowych o mozliwosci
zastosowania diod elektroluminescencyjnych jako detektoréw promieniowania powstajgcego
w wyniku fluorescencji. Przy znikomej ilosci prac dotyczacych tego zagadnienia w kontekscie
fotometrii wyttumaczenie braku fluorymetrycznych detektoréw ztozonych z diod byto dos¢
oczywiste. Mozliwosci akwizycji sygnatu prgdowego w zastosowaniach fotometrycznych juz byty
mocno ograniczone (nanoamperowe natezenia pradu) a uzyteczna analitycznie fluorescencja
charakteryzuje sie emisjg $wiatta o zdecydowanie mniejszej intensywnosci niz ta witasciwa
dla technik fotometrycznych. Badania wstepne, w ktérych akwizycji podlega sygnat
potencjatowy zamiast pradowego lub czasowego wykazaty, ze odpowiedni dobdr diod pozwala
na skonstruowanie fluorymetru réwnie prostego jak opisane wyzej [H1-H5] zestawy
fotometryczne.

W toku badan nad FPEDD (ang. Fluorimetric Paired Emitter Detector Diode) -
Sparowanymi diodami elektroluminescencyjnymi do zastosowan fluorymetrycznych -
zademonstrowatem mozliwos¢ fluorymetrycznego oznaczania chininy w préobkach napojow za
pomocg dedykowanego fluorymetru, dziatajgcego w oparciu o zaproponowang metodologie
pomiaru [H6]. Przy zastosowaniu odpowiednio wyselekcjonowanego zestawu diod, we wtasciwy
sposéb zorientowanych wzgledem siebie w przestrzeni (tak aby induktory fluorescencji nie
os$wietlaty bezposrednio diody petnigcej funkcje detektora), mozliwe bylty réwnoczesne i
wzajemnie nie zakidcajgce sie pomiary fotometryczne i fluorymetryczne. Dzieki dobremu
dopasowaniu wfasciwosci spektralnych diod detektora, wraz z optymalnym wzbudzaniem
fluorescencji przy jednym z maksiméw absorbcji chininy oznaczenie byto mozliwe a uzyskiwane
sygnaty analityczne znaczne. Za pomocy takiego prostego uktadu analitycznego mozna byto

zarejestrowac typowe zjawiska: gaszenie stezeniowe fluorescencji czy wygaszanie okreslonymi
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jonami (w przypadku chininy sg to jony chlorkowe (rys.3/[H6])). Wyniki analiz prébek tonikdw
po usunieciu (sorpcja na mikrokolumnie z wymieniaczem jonowym) interferujgcych jonéw
chlorkowych, zaréwno w stacjonarnym ukfadzie PEDD (pomiar fotometryczny) jak i uktadzie
FPEDD (pomiar fluorymetryczny) pozostawaty w zgodnosci z wynikami otrzymanymi dla
spektrofluorymetru swiattowodowego (tab.1/[H6]).

Wedtug podobnej koncepcji stworzytem prototypowe uktady optoelektroniczne,
ztozone z ,niebieskiego” induktora fluorescencji i ,czerwonego” detektora, zorientowanych
wzgledem siebie pod katem 90 stopni. Takie detektory typu FPEDD umozliwiaty oznaczenie
fluoresceiny, rownie precyzyjnie co dedykowany do takich zadan Swiattowodowy detektor
z matrycg CCD (USB2000-FLG Ocean Optics) (rys.1/[H7]). Uzytecznosé analityczng detektoréow
fluorymetrycznych, skonstruowanych wytgcznie z diod elektroluminescencyjnych,
potwierdzitem przedstawiajgc wyniki analiz wéd mineralnych pod katem zawartosci jondéw
wapnia, otrzymane przy uzyciu fluorymetrycznej metody oznaczenia z kalceing ([rys.5/[H7],
tab.1/[H7]). Okazato sie ze LED jako bardzo wydajne irédto $wiatta efektywnie wzbudza
fluorescencje, a opracowany przeze mnie sposob akwizycji sygnatu analitycznego daje
wiarygodne wyniki. Otrzymane wyniki dla opracowanego FPEDD i swiattowodowego detektora
z matrycg CCD byty zgodne.

Warto wspomnie¢ ze mozliwos$é konstruowania detektoréw fotometrycznych a takze
fluorymetrycznych z uzyciem diod elektroluminescencyjnych otwiera droge do analogicznych
badann zmetnienia prébek i zastosowania metod turbidymetrycznej (odpowiednik pomiaru
fotometrycznego) i nefelometrycznej (odpowiednik pomiaru fluorymetrycznego). Prace takie

pojawity sie ostatnio [23,24], réwniez w zespole w ktérym prowadze badania [25,26].

V | detektory przeptywowe typu PEDD

Juz w pierwszych badaniach nad rozwojem metodologii pomiaru optycznego za pomocy
prostych optoelektronicznych detektordw, ztozonych wyltgcznie z diod
elektroluminescencyjnych, potwierdzitem uzytecznosé analityczng opracowywanych urzadzen
do pomiaréw w warunkach przeptywowych. Byto to istotne, poniewaz jako praktyk dostrzegam
w metodach przeptywowych ogromny potencjat mechanizacji i automatyzacji procedur
chemicznych. Ponadto, dzieki wielkiej prostocie idei analizy przeptywowej, nowoczesne trendy
analizy takie jak: miniaturyzacja, komputeryzacja i dbatos¢ o spetnianie wymogdéw

srodowiskowych tatwo znajdujg tu swoje odzwierciedlenie.
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Analityczne pomiary w przeptywie wymagaja specjalnych detektoréw przeptywowych.
Nowatorskie potrzeby wymagajg dedykowanych rozwigzan. Wszystkie, wykorzystane
do realizacji celéw poszczegdlnych badan, detektory zostaty zaprojektowane i wykonane przeze
mnie. W celu uzyskania przejrzystosci omdwienia niniejszego cyklu publikacji — opis tych
konstrukcji detektorow przeptywowych, ze wskazaniem ich istotnych cech, umiescitem

w odrebnej czesci autoreferatu (rozdziat Vil).

Va | fotometryczne systemy przeptywowe

Dynamika wytwarzania Swiatta przez diode i wynikajgca z tego rownie szybka reakcja
LED-detektorow na oswietlenie powoduje Zze sparowane diody elektroluminescencyjne
sg znacznie szybszym detektorem od wymagan w analizie przeptywowej. W toku badan
wstepnych  zaprezentowatem  przebieg  kalibracji w  rezimie  réwnowagowym
i nierownowagowym dla detektora PEDD (rys.4/[H1]) gdzie zaobserwowaé mozna szybkie
ustalanie sie potencjatu, brak szumu oraz wysoka powtarzalnosé sygnatéw. Oznaczanie jonéw
zelaza (1) i kobaltu (1) w postaci barwnych kompleksow tiocyjanianowych przeprowadzone byto
w uktadzie z pompg perystaltyczng, manualnym zaworem wstrzykowym i dwoma,
dedykowanymi do detekcji odpowiednich komplekséw detektorami PEDD (rys.5/[H1])
a otrzymane piki wyty dobrze wyksztatcone i powtarzalne. Takze w kolejnej pracy, ilustrujacej
wyniki badan wstepnych nad konstrukcjg i optymalizacja detektora przeptywowego do oznaczen
p-nitrofenolu zastosowano proste instrumentarium do analizy przeptywowej a wyniki byty
satysfakcjonujace (rys.3/[H4], rys.5/[H4]). We wszystkich tych pracach przedstawiam wyniki
badan, ktére dowodzg ze zintegrowany detektor typu PEDD nadaje sie do pracy w warunkach
nierdwnowagowych. Innym przyktadem zastosowan PEDD jako detektora przeptywowego jest
uzycie takiego urzadzenia w uktadzie przeptywowym do klasycznego oznaczania
fotometrycznego jonéw fosforanowych z uzyciem molibdenianéw, prowadzace do utworzenia
heteropolikwasu, ktéry byt redukowany w trybie on-line do niebieskiej formy, poddawanej
detekcji [H8]. Walidacja systemu i dedykowanego detektora zostata wykonana z uzyciem préobek
napojow oraz ptynu wytworzonego przez sztuczng nerke w procesie hemodializy (rys.S3/[H8]).

W badaniach stosowatem takze miniaturowe instrumentarium przeptywowe z grupy
urzadzen, potocznie nazywanych mikrosolenoidowymi elementami sterowania przeptywem,
za pomocg ktérych mozna konstruowa¢ modutowe systemy przeptywowe o dowolnej

architekturze i stopniu skomplikowania. Systemy te zalicza sie do kategorii MPFA (ang.
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MultiPumping Flow Analysis - jezeli uzyte zostaty wytgcznie pompy mikrosolenoidowe) lub MCFA
(ang. MultiCommutated Flow Analysis — jezeli uzyte zostaty zawory elektromagnetyczne).

Skonstruowatem miniaturowy detektor przeptywowy do oznaczania biatka catkowitego
po reakcji z btekitem kumazyny [H9]. Urzadzenia do sterowania przeptywem umozliwity
mechanizacje procedury analitycznej, a ich niewielki rozmiar takie miniaturyzacje catego
analizatora, przez co stat sie kompatybilny rozmiarem z zaprojektowanym detektorem.
Skrupulatna selekcja diod, skonstruowanie detektora a nastepnie systemu przeptywowego,
ktdry kalibrowany byt na wzorce albumin wotowych zakoriczone zostato walidacjg z uzyciem
certyfikowanych wzorcow biatka w surowicy krwi ludzkiej. Otrzymano wyniki wystarczajgco
zgodne z analogicznymi, uzyskanymi metodami rekomendowanymi, wskazujgce na mozliwos$¢
zastosowania systemu w rzeczywistej analizie klinicznej takze w analizie moczu, ktéry pod
wzgledem zawartego w nim biatka ma wieksze znaczenie diagnostyczne a charakteryzuje sie
zdecydowanie mniej skomplikowang niz surowica krwi matryca (tab.1/[H9]).

Analitem o podobnie duzym znaczeniu diagnostycznym, ktdrego oznaczenie wykonuje
sie niemal za kazdym razem realizujgc rutynowy pakiet biochemicznych oznaczen krwi, jest
kreatynina. Dla tego analitu rowniez dostepna jest, uznana i stosowana od ponad wieku,
kolorymetryczna metoda detekcji (metoda Jaffe z kwasem pikrynowym), w zwigzku z czym
mozliwe jest skonstruowanie detektora PEDD do tego typu oznaczen. Para diod do konstrukcji
PEDD zostata wybrana, po okresleniu charakterystyk pragdowo-napieciowych, tak by zapewnic¢
jak najwiekszg czutos¢ detektora. Stwierdzono, Zze najefektywniejszg parg diod do oznaczen
kreatyniny po reakcji zkwasem pikrynowym bedzie para diod: 505 nm (LED emiter), 525 nm (LED
detektor) [H10]. Miniaturowe urzadzenie w ktérym wybrana para diod umiejscowiona byta
naprzeciw siebie w detektorze przeptywowym (rozdziat VIl) stanowita element prostego uktadu
przeptywowego, w ktdrym zastosowano elektromagnetyczng pompe i zawory rozciericzajgce
wzorzec kreatyniny (wg opracowanej wczesniej koncepcji mechanizacji procesu kalibracyjnego
w systemach MCFA [27]). Elektromagnetyczne elementy sterowania przeptywem dostarczaty
zalkalizowany roztwér pikryniandw do segmentdw probki i umozliwiaty transfer produktow
do strefy detekcyjne;j.

Pomimo niewielkiej ztozonosci proponowanego uktadu przeptywowego (rys.4/[H10])
mozliwe byto uzycie zaawansowanych sposobdw przetwarzania sygnatu analitycznego. Pomiary
odbywaty sie z zatrzymaniem strefy reakcyjnej wewnatrz detektora. Zatrzymanie przeptywu
nastepowato tuz po zmieszaniu prébki z reagentami, tak aby postep reakcji mdgt byc

obserwowany na biezgco od momentu zainicjowania. Taki kinetyczny wariant pomiaru
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skutkowat spadkami réznicy sity elektromotorycznej na elektrodach diody detektora
(rys.2/[H10]). Ksztaft krzywych oraz wielko$¢ sygnatu analitycznego wynikata ze stezenia
kreatyniny w probce. Ze wzgledu na to ze oznaczanie kreatyniny metodg Jaffe posiada bardzo
liczng grupe substancji interferujacych, konieczne jest przeprowadzenie w takim przypadku
pomiaru roznicowego (rys.5/[H10]), a odpowiednia architektura systemu umozliwiata
wykorzystanie zjawiska dyskryminacji czasowej interferentéw reagujacych wedtug kinetyki innej
niz kreatynina. Szczegélnie istotne byto to w przypadku analizy probek surowicy krwi ze wzgledu
na ich skomplikowang matryce. Dodatkowo, w toku badan opracowany zostat sposéb
przetwarzania wynikdw pomiaru, polegajgcy na wyborze okreslonego czasu obserwacji postepu
reakcji oraz wyborze odpowiedniego czasu zwtoki od momentu rozpoczecia reakcji. Otrzymane
wyniki pozostajg w zgodnosci z analogicznymi danymi otrzymanymi dla analizowanych prébek
w laboratorium szpitalnym, zaréwno dla surowicy krwi oraz moczu (rys.7/[H10]).

Ten sam detektor, dedykowany do oznaczen kreatyniny, przedstawiony w pracy [H10],
wraz z detektorem do turbidymetrycznej detekcji biatka catkowitego [25,26] zostat zastosowany
w dwuparametrowym ukfadzie przeptywowym [H11]. Opisany system mikrosolenoidowy byt
dedykowany do diagnostyki mikroproteinurii. Stezenia biatka w moczu powyzej wartosci granicy
fizjologicznej (150mg/L) uznaje sie za patologiczny stan zwany proteinurig. Odnotowano,
ze w wielu schorzeniach nerek, w moczu pojawiajg sie specyficzne biatka w ilosci mniejszej niz
150 mg/L gdzie rutynowo wykonywany kolorymetryczny test paskowy wskazuje wynik
negatywny. Taka sytuacja (subclinical proteinuria — mikroproteinuria) moze zdarzy¢ sie nie tylko
w przypadku postepujgcego uszkodzenia nerek czy nefropatii cukrzycowej ale takze
w przypadkach wielu innych chordb. Sktad moczu zmienia sie w ciggu dnia i z tego powodu
w analityce moczu najczesciej stosuje sie dobowg zbidérke moczu aby otrzymaé prébke
reprezentatywna. Taki sposdb pozyskiwania probki jest czasochtonny i ktopotliwy dla pacjenta.
Szacuje sie, ze ponad 25% prébek moczu [28] pozyskiwanych w dobowych zbiorkach jest
zbieranych w sposdb nieprawidtowy. Z tego tez powodu, alternatywg dla dobowej zbiorki
moczu, wymaganej przy oznaczeniu biatka, jest analiza dwuparametrowa. Oprécz oznaczenia
biatka wykonywane jest oznaczenie kreatyniny, ktéra jest wewnetrznym markerem
wydzielniczym. Wyrazenie zawartosci oznaczanego analitu jest wtedy podawane w odniesieniu
do stezenia kreatyniny, co redukuje wahania objetosci probki moczu i stopien jego
rozciefczenia/zageszczenia. Ta metodologia znalazta odzwierciedlenie w praktyce analitycznej
w diagnostyce mikroproteinurii i zostata zrealizowana w omawianym systemie analitycznym

zdwoma detektorami PEDD. W takim przypadku wynik analizy dla pojedynczych
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kilkumililitrowych prébek pozostaje w zgodnosci z wynikami uzyskanymi z analiz referencyjnych
[H11]. Istotnym aspektem analiz rzeczywistych w tym przypadku byto udowodnienie
ze zaprojektowany analizator, pomimo niewielkiego rozmiaru i niskich kosztéw otrzymania oraz
dziatania pozwalat na wskazanie pacjentéw z uszkodzeniem nerek, a takze wykluczenie takiego
uszkodzenia u pacjentéw dla ktérych mierzone byto wytgcznie stezenie biatka catkowitego
w moczu dobowym, tak jak sie to odbywa rutynowo (rys.4/[H11]).

Opracowanie detektora przeznaczonego do oznaczanie stezenia p-nitrofenolu
przedstawione w pracy [H4] byto punktem wyjscia dla publikacji dokumentujgcych kolejne etapy
powstawania nowoczesnego systemu przeptywowego do jednoczesnej detekcji aktywnosci
fosfataz: kwasnej i zasadowej w probkach rzeczywistych.

Mozna wskazaé¢ co najmniej trzy potencjalne powody zainteresowania fosfatazami
(alkaliczng ALP, EC 3.1.3.1. oraz kwasng ACP EC 3.1.3.2.) w kontekscie chemii analitycznej.
Po pierwsze — sg to enzymy ktdrych aktywnos¢ oznacza sie najczesciej w rutynowej analizie
klinicznej, bowiem wiedza o aktywnosci ALP w surowicy krwi dostarcza informacji
o potencjalnych chorobach nowotworowych watroby czy koséca a aktywnos¢ ACP w surowicy
pomaga okresli¢ obecnos$é raka prostaty. Po drugie — ALP jest stosowany jako znacznik w wielu
immunochemicznych czy genowych schematach detekcji. Trzeci aspekt analitycznych
zastosowan fosfatazy zasadowej to mozliwo$¢ posredniego oznaczania inhibitoréw
i aktywatoréw tego enzymu.

Rutynowo, aktywnos¢ fosfataz oznacza sie fotometrycznie, stosujac fosforan
p-nitrofenolu jako substrat, monitorujgc pojawianie sie produktu, p-nitrofenolu - wykazujacego
maksimum absorbcji przy 405 nm. Produkt defosforylacji (pNP) jest barwnikiem kwasowo-
zasadowym. Intensywnie zabarwiona jest jego forma zasadowa. Z tego powodu, aby zwiekszy¢
czuto$¢ oznaczenia, mieszanina reakcyjna powinna by¢ zalkalizowana, co jednoczes$nie
zatrzymuje reakcje enzymatyczng. Niestety, sktadniki surowicy jak i substrat absorbujg
promieniowanie w zblizonym zakresie do p-nitrofenolu, a oddzielenie matrycy surowicy przed
analizg jest ekonomicznie bezzasadne. Z tego powodu z reguty wykonuje sie dwupunktowy
pomiar réznicowy, rejestrujgc najpierw sygnat dla tta, pochodzacy od sktadnikéw probki
a nastepnie sygnat pochodzacy od sumy: tta i produktéw reakcji enzymatycznej. Skonstruowany
detektor typu PEDD, dziatajgcy wraz z kuwetg przeptywowa, zostat zastosowany w klasycznym
dwukanatowym uktadzie przeptywowym do detekcji nitrofenolu i parametry jego pracy zostaty
zoptymalizowane. Odpowiednio dobrane parametry prgdowe detektora oraz optymalizacja

warunkéw pracy systemu przeptywowego umozliwity otrzymywanie rozréznialnych sygnatéw
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dla patologicznych i fizjologicznych zakreséw aktywnosci [H4]. Doswiadczenia zebrane w trakcie
tych badan byty zostaty wykorzystane do realizacji dalszych prac.

W kolejnej pracy [H12] dotyczgcej tego tematu przedstawiona zostata inna (rozdziat VlI)
konstrukcja detektora przeptywowego do oznaczen aktywnosci monofosfoesterazy zasadowej.
Naczynie przeptywowe ze zintegrowanym Zrddtem i detektorem funkcjonowato w uktadzie
przeptywowym  ztozonym z zawordw elektromagnetycznych. Przeptyw roztwordw
byt wymuszony przez pompe perystaltyczng. Elementy sterowania przeptywem zostaty
tak zaprogramowane (rys.1B/[H12]), aby mozliwe byto zatrzymanie segmentu prébki
w detektorze po zmieszaniu z roztworem substratu zbuforowanym w optymalnym dla dziatania
ALP pH (9,0) tuz po rozpoczeciu reakcji. Po okresSlonym czasie, przeptyw byt wznawiany,
rejestrowany byt sygnat po reakcji enzymatycznej, a cata procedura skutkowata otrzymaniem
dwéch punktéw pomiaru réznicowego (rys.2B/[H12]). Przed detektorem znajdowat sie zawor
elektromagnetyczny dostarczajgcy roztwor alkalizujgcy. Pomimo tego ze analizowana prdbka
(surowica) jest roztworem stosunkowo gestym, a pompa perystaltyczna umieszczona byta
na koncu zamiast na poczatku uktadu (aby w jak najwiekszym stopniu unikngé rozcieniczania
strefy prébki), mozliwe byto wykonanie oznaczania aktywnosci ALP z wysokim stopniem korelacji
wobec metody referencyjnej. Zamiana roztworu buforujgcego na kwasne powinno w takim
uktadzie umozliwia¢ oznaczanie aktywnosci fosfatazy kwasnej — ACP (optymalne pH dla dziatania
ACP jest ponizej 5,0). Niestety, aktywnosci ACP w surowicy — 1-2 rzedy mniejsze od aktywnosci
ALP - byty w tym systemie trudne do oznaczenia.

Dlatego tez, modyfikacja uktadu mikrosolenoidowego, przedstawiona w pracy [H12],
dodatkowo wsparta optymalizacja geometrii detektora PEDD (rozdziat VII), uwzgledniata
odmienng metodologie pomiaru, uwzgledniajgcy réznice w aktywnosciach pomiedzy rodzajami
monofosfoesteraz w surowicy krwi. Optymalizacja geometrii detektora przeptywowego zostata
przeprowadzona poprzez poréwnanie wynikéw testdw urzadzen o réznej dtugosci drogi
optycznej oraz aperturze, co tez stanowi uniwersalng metode postepowania w doborze
optymalnych warunkéw pracy z detektorami PEDD. Znacznie bardziej zaawansowany system
PEDD-MCFA (rys.2/[H13]), bazujacy wytacznie na urzadzeniach mikrosolenoidowych (zaworach
i pompach) umozliwiat jednoczesne oznaczanie aktywnosci ALP i ACP z uwzglednieniem
potrzeby prowadzenia pomiaréw rdznicowych. W konsekwencji oznaczato to mozliwosc
otrzymywania czterech sygnatéw analitycznych dla jednej probki surowicy (rys.4/[H13]).
W zaprojektowanym systemie przeptywowym mozna wyrdznic cztery moduty funkcyjne: modut

() pobierania reagentéow (substratu i buforéw), modut (ll) pobierania probki (surowicy),
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modut (lll) reakcyjny (zawierajacy dwie petle reakcyjne), oraz modut (IV) detekcyjny
(zawierajagcy PEDD). Modut pierwszy, podobnie jak w poprzednim uktadzie MCFA, stuzyt
do pobierania segmentu substratu rozpuszczonego w buforze kwasnym lub zasadowym
(wyjsciowy roztwor substratu jest przygotowany w lekko zakwaszonej wodzie, co zwieksza jego
trwato$¢ spowalniajac spontaniczng, nieenzymatyczng hydrolize). Modut drugi umozliwiat
pobieranie dokfadnie tej samej objetosci probki surowicy niezaleznie od jej lepkosci. W module
trzecim znajdujg sie dwie petle reakcyjne do inkubacji probki z substratem w buforze kwasnym
(oznaczanie ACP) oraz zasadowym (oznaczanie ALP). W module czwartym nastepuje alkalizacja
segmentu hamujgca proces enzymatyczny oraz poprawiajgca precyzje i czutos¢ pomiaru
fotometrycznego. Pomimo nieliniowej charakterystyki detektora PEDD, ze wzgledu na uzycie
w systemie uniwersalnego miernika, analiza otrzymanych zaleznosci umozliwita optymalizacje
uktadu a przede wszystkim wiarygodne symultaniczne oznaczanie aktywnosci zaréwno ACP jak i

ALP w prébkach surowicy (rys. 6/[H13]).

Vb | fluorymetryczne systemy przeptywowe

Cytowana juz tu praca [H7] zawiera wyniki badan nad adaptacjg koncepcji sparowanych
detektoréw diodowych do formatu przeptywowych urzadzen analitycznych. Zaprezentowano
innowacyjng konstrukcje celi pomiarowej oraz okreslono jej uzyteczno$¢ analityczng zaréwno
do oznaczania modelowych fluoroforéw (fluoresceina) jak i okreslono uzytecznosé¢ analityczng
tego urzadzenia do oznaczania jondw wapnia w wodach mineralnych (w reakcji z kalceing) przy
zastosowaniu klasycznego instrumentarium do analizy przeptywowej. Poza modelowymi
fluoroforami, w toku badan wykorzystane byly takze takie, ktére powstajg w wyniku reakcji
chemicznej i sg istotne z klinicznego punktu widzenia.

Alternatywa dla fotometrycznego oznaczania biatka catkowitego w wyniku reakcji
z btekitem kumazyny jest metoda fluorymetryczna z fluoresceaming. Zwigzek ten reaguje
z biatkami tworzgc pochodng absorbujaca przy 390nm i wykazujagcg maksimum emisji przy
480nm. Odpowiednia selekcja diod (emitery 405nm, detektor 630nm) umozliwita
skonstruowanie detektora PEDD [H9]. Zastosowanie dwdch induktoréw fluorescencji zwiekszyto
czutos¢ urzadzenia. Detektor o niewielkiej objetosci martwej postuzyt do fluorymetrycznego
oznaczania biatka catkowitego w prébkach surowicy krwi i moczu w prostym
wielokomutacyjnym ukfadzie przeptywowym ztozonym z czterech mikrosolenoidowych

elementéw sterowania przeptywem. W trakcie zbierania wynikéw do tej pracy udato sie
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zarejestrowal ciekawe zjawisko, bedace kolejnym dowodem na atrakcyjnos¢ opisywanej
koncepcji PEDD, ze wzgledu na spektralng selektywnos¢ diod. Jednym z kanatéw uktadu
przeptywowego dostarczany byt aceton (jako rozpuszczalnik dla fluoresceaminy). Mieszanie
acetonu ze strumieniami wodnych roztworéw powodowato powstawanie gradientéw wartosci
wspoéfczynnika zatamania sSwiatta w strefie detekcyjnej. Skutkowato to odbiciem czesci
promieniowania wzbudzajgcego bezposrednio w kierunku detektora, co byto Zrédiem
niepowtarzalnosci i szumu aparaturowego. Zjawisko to byto rejestrowane w przypadku
zastosowania  jako detektora  konwencjonalnego  fluorymetru  Swiattowodowego
i monitorowania jego wskazan przy dtugosci fali 405 nm (maksimum emisji dla zastosowanych
emiterdw, zorientowanych w detektorze pod katem 90 stopni w stosunku do swiattowodu)
(rys.4/[H9]). Odkryto ze zaobserwowany efekt Shllierenowy moze by¢ wyeliminowany poprzez
dobdr diody detektora w taki sposdb aby byta nie wrazliwa na $wiatto emiteréw
promieniowania. W takim przypadku diody LED jako komponenty miniaturowych urzadzen
optycznych do analizy chemicznej sg interesujaca alternatywg w stosunku do jakichkolwiek
innych nieselektywnych detektoréw (fotodiod, fotorezystoréw, etc.) poniewaz dzieki braku
koniecznosci stosowania dodatkowych filtréw fakt ich selektywnosci moze by¢ ekwiwalentem
zastosowania monochromatora w klasycznej konstrukcji spektrofluorymetru [H9].

Fakt spektralnej selektywnosci diod zostat takie wykorzystany do konstrukcji
miniaturowego detektora do oznaczania ryboflawiny [H14]. Zaleznosci pomiedzy widmem
emisyjnym diody emitera, widmem czutosci spektralnej diody, majacej petni¢ funkcje detektora
oraz kompatybilnoscia tych widm z widmami wzbudzenia i fluorescencji dla ryboflawiny
(rys.2/[H14]) ilustruja znaczenie doboru LEDéw do konstrukcji detektora FPEDD. W tym
detektorze zastosowano uktad tréjdiodowy — z dwoma sprzezonymi induktorami fluorescencji,
dzieki czemu wykazano, ze za pomocg diod mozliwe jest oznaczanie substancji wykazujgcych
niewielkg intensywnos$¢ fluorescencji. Dodatkowo, w tej pracy zaprezentowano materiat
multimedialny ilustrujacy uniwersalng metode wytwarzania detektora (SM,FPEDD.wmf/[H14]).
Otrzymane wyniki oznaczen, w omawianych warunkach, pozwolity na osiggniecie niskich limitow
detekcji (na poziomie ppm), co w zupetnosci wystarcza do wiekszosci aplikacji analitycznych
oznaczania ryboflawiny w prébkach naturalnych —np. w prébkach suplementéw diety czy lekow.

Koncepcja prowadzenia oznaczen fluorescencyjnych z uzyciem ukfadu tréjdiodowego
w systemach przeptywowych jest kontynuowana w innych pracach. Jak dotad, zaprezentowane
zostaty praktyczne zastosowania takich detektorow do oznaczania biodostepnych fosforanow

w prébkach gleb [29] i zastosowaniach z zakresu analityki klinicznej: oznaczania jonéw wapnia
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w surowicy krwi [30], jednoczesnych pomiaréw jondw wapnia i jonéw fosforanowych
w surowicy krwi [31].

Poszukiwanie alternatywnych rozwigzan, dotyczgcych koncepcji optycznego pomiaru
analitycznego z uzyciem diod elektroluminescencyjnych, zaowocowata takze przyktadem
urzadzenia bimodalnego — tak skonfigurowanego, ze umozliwiato ono zaréwno pomiar
absorpcyjny jak i fluorymetryczny [H8]. Detektor przeptywowy tego typu powstat w oparciu
o uktad sparowanych diod do fluorometrycznego oznaczania fosforanéw [29]. Poza diodami
niezbednymi do pomiaru fluorymetrycznego, zastosowano diode w roli detektora
fotometrycznego aby zademonstrowac oba tryby dziatania urzadzenia — tacznie urzadzenie
ztozone byto z czterech LEDOw (rys.1/[H8]). Na przyktadzie oznaczania fosforandw:
wspomnianego wyzej fotometrycznego (rozdziat Va/, stronal7/18) oraz fluorymetrycznego,
opartego o gaszenie fluorescencji rodamin przez fosfomolibdeniany, udowodniono uzytecznos$¢
analityczng takiego detektora. Réznice w zakresach oznaczalnosci (od ppb do ppm) dla obu
trybéw dziatania detektora mogg by¢ wykorzystane do analizy prébek o réznych zawartosciach

jonéw fosforanowych [H8].

VI | PEDD ze zintegrowanymi warstwami sensorowymi i/lub bioreaktorami

Niewielki rozmiar sparowanych detektoréw diodowych predestynuje te urzadzenia do
integrowania z warstwami biosensorowymi oraz bioreaktorami. Gdy rozpoczynatem badania
nad zintegrowanymi detektorami, ztozonymi ze sparowanych diod elektroluminescencyjnych,
jedynymi doniesieniami literaturowymi na temat sensorowych zastosowan PEDD dotyczyty
wytacznie prébek gazowych. Wsréd nich opisany zostat miedzy innymi czujnik do oznaczen
gazowego amoniaku z warstwg unieruchomionego w matrycy Zzelowej barwnika
p-nitrofenylonitrozoaminy [32] lub tez nos chemiczny (matryca czujnikéw) do badania
kwasowosci gazéw [33]. Moim celem byto zaprezentowanie mozliwosci integracji warstw
sensorowych w niewielkim formacie PEDD do analiz prébek ciektych.

Przy moim wspodtudziale powstaty prace [34,35] dotyczace sensora ztozonego
ze sparowanych diod elektroluminescencyjnych z cienkg warstwg btekitu pruskiego
umieszczonego wewngatrz naczynia przeptywowego. Sensor taki zostat wstepnie
scharakteryzowany pod katem oznaczania kwasu askorbinowego, ktéry odwracalnie redukowat
film bfekitu pruskiego i zastosowany zostat do oznaczania witaminy C w preparatach

farmaceutycznych [34]. Podobnie, wykorzystujgc wtasciwosci spektralne
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utlenionego/zredukowanego filmu btekitu pruskiego scharakteryzowano tego typu sensor jako
narzedzie do oznaczania nadtlenku wodoru, ktdry jest produktem wielu reakcji enzymatycznych.
Finalnie, ten schemat detekcji zostat uzyty do oznaczania stezenia glukozy [35]. Byto to mozliwe
dzieki unieruchomieniu na powierzchni warstwy czujnikowej oksydazy glukozy.

Warstwy enzymatyczne, umieszczone bezposrednio w miejscu detekcji umozliwiajg
obserwowanie kinetycznych proceséw biochemicznych in situ [36, H15]. Konfiguracja
bioreaktorowa zostata zademonstrowana w pracy [36] dla urzgdzenia czutego na p-nitrofenol
oraz dla ukfadu diod dedykowanych do oznaczania produktéw hydrolizy mocznika [H15].
Omodwienie konfiguracji PEDD z warstwami sensorowymi przedstawiono w pracach dotyczgcych
enzymatycznego oznaczania glukozy w preparatach enzymatycznych [35] oraz mocznika [H15].

Z uzyciem diod elektroluminescencyjnych mozliwe jest tez skonstruowanie
miniaturowego fluorymetrycznego urzadzenia quasi-sensorowego. Zostato to pokazane
na przyktadzie FPEDD do oznaczen ryboflawiny. Umieszczenie w obrebie strefy detekcyjnej
sorbentu (C18), zatrzymujacego ryboflawine, powodowato jej zatezenie bezposrednio
w przestrzeni pomiedzy induktorami a detektorem fluorescencji [H14]. Okreslono, ze taka
modyfikacja samego urzgdzenia pozwala na otrzymanie limitéw detekcji w zakresie ppb
(w poréwnaniu — opisany wyzej detektor fluorymetryczny pozwalat na oznaczenia ryboflawiny

w zakresie ppm).
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VIl | konstrukcje detektoréw, sensoréw i biosensordw typu PEDD

Analityczne pomiary optyczne wymagajg odpowiedniego usytuowania wzgledem siebie
komponentéw uktadu detekcyjnego. W technikach fotometrycznych oraz turbidymetrycznych
detektor powinien znajdowac sie naprzeciwko zrédta swiatta. W technikach fluorymetrycznych
oraz nefelometrycznych rozmieszczenie wzgledem siebie powinno by¢ rézne od 180 stopni, przy
czym przyjmuje sie wartos¢ 90 stopni jako optymalng. W moich badaniach nad rozwojem
koncepcji PEDD, zaréwno w przypadku pomiaréw fotometrycznych jak i fluorymetrycznych
konieczne byto stworzenie takiej metodologii pomiaru by byta ona prosta w wykonaniu, tania
i modyfikowalna.

W pierwszej fazie badan nad zintegrowanym detektorem diodowym, gdy konieczne byto
wykonywanie duzej ilosci pomiaréw z wieloma réznymi diodami elektroluminescencyjnymi
zaprojektowatem modut pomiarowy z klockéw LEGO. Seria Technics tej zabawki oferuje
elementy z otworami, w ktdrych, bez zadnej modyfikacji, mozna trwale i odwracalnie umocowa¢é
diody elektroluminescencyjne o standardowych rozmiarach (¢ 5mm). Odpowiedni dobér
klockéw umozliwit otrzymanie modutu pomiarowego (rys.1) z przestrzenig na standardowg

(12x12x39mm) kuwete pomiarowa.

statyw

kuweta

emiter detektor

Rysunek 1.  Statyw wykonany z klockow LEGO, umozliwiajgcy trwate usytuowanie diod
elektroluminescencyjnych w pomiarach fotometrycznych.
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Nieprzezroczystos¢ elementéw zapewniatfa izolacje wnetrza od zmiennych warunkéw
oswietleniowych w laboratorium. Za pomocg takiego statywu mozliwe byto przeprowadzenie
pomiardow zaréwno z dwiema diodami, wystepujgcych w roli emitera i detektora s$wiatfa
jak i w warunkach gdy instrumentem pomiarowym byt uniwersalny detektor swiattowodowy.
Taka wersje pomiaru stosowano w przypadku badan wstepnych, majgcych potwierdzi¢
wykonalnos¢ pomiaru wedtug tej metodologii lub referencyjnych.

Podobnie do fotometrycznego/turbidymetrycznego wariantu pomiaru, za pomocg
statywu z klockdw LEGO wykonaé¢ mozna byto pomiary fluorymetryczne/nefelometryczne
(rys.2). Pomimo apertury réwnej srednicy diod (¢ 5mm) oraz bliskiego ich usytuowania module
pomiarowym, swiatto dochodzace do diody, petnigcej funkcje detektora, byto szczatkowe,
co zostato udowodnione w eksperymencie, gdzie detektorem fluorescencji byto uniwersalne
urzadzenie swiattowodowe [H7]. Dodatkowo, wspomniana wczesniej selektywnos¢ spektralna
diod powodowata ze odpowiednie dobranie pary diod do dedykowanego zestawu pomiarowego
niwelowato efekt niespecyficznych sygnatdéw pochodzacych od swiatta emitowanego przez

diode $wiecaca.

emiter detektor

Rysunek 2. Statyw wykonany z klockéw LEGO, umozliwiajgcy trwate usytuowanie diod
elektroluminescencyjnych w badaniach fluorymetrycznych.
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Niemal wszystkie zastosowania zintegrowanych detektoréw diodowych uzyte zostaty

w przeptywowych  systemach analitycznych. Metodologia pomiaru w  warunkach
przeptywowych zaktada zastosowanie elementu przeptywowego do detekcji odpowiednig
technika pomiarowa. W przypadku

kuweta koncepcji PEDD pierwsze proby pomiarow
przeptywowa

polegaty na umieszczeniu w statywie,

emiter detektor ktérego budowa zostata opisana powyzej,

kuwety przeptywowej, wykonanej
z poliweglanu (rys.3). Wielko$¢ apertury,
potozenie kanatu sSrodkowego oraz wymiary

zewnetrzne celi przeptywowe] zostaty tak
dobrane, aby miescita sie w statywie, zas o$
diod pokrywata sie zosig kanatu
$rodkowego. Sciany kuwety przeptywowej
zostaty zaczernione tak, aby sSwiatto

przechodzito  wytagcznie przez  kanat
Rysunek 3. Kuweta przeptywowa stosowana we

. srodkowy a nie przez jednolite fragment
wstepnych badaniach fotometrycznych. 4 P J & ¥

poliweglanowej konstrukcji kuwety.
Podobnie zrealizowana zostata koncepcja pomiaru przeptywowego z detekcja
fluorymetryczng z diodami. Kuweta polimeryczna do tego rodzaju pomiaréw, umieszczona w

statywie z klockéw LEGO sktadata sie z kuweta
' przeptywowa

elementow nieprzezroczystych -

wykonanych z poliamidu i tworzacych emiter

detektor
krawedzie kuwety fluorymetrycznej oraz
przezroczystych —  wykonanych z
polimetakrylanu metylu i tworzacych
przestrzen dla transmisji Swiatta (rys.4).
Na przekroju poprzecznym kuwety widaé
byto przeiroczysty symetryczny krzyz na
planie nieprzezroczystego kwadratu z
kanatem  przeptywowym  biegngcym

wzdtuz wysokosci kuwety. I l

Rysunek 4. Kuweta przeptywowa stosowana we
wstepnych badaniach fluorymetrycznych.
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Mozliwos$¢ bezposredniego

emiter detektor faczenia diod w celu wytworzenia

przeptywowej celi pomiarowej

zostata sprawdzona poprzez

— wytworzenie w strukturach kloszy

diod kanatéw o niewielkiej $rednicy
- osiowo (nie naruszajgc
I przestrzeni w obrebie
potprzewodnikowego chipa diody)

a nastepnie kolejnych kanatéw -
Rysunek 5. Naczynia przeptywowe wykonane z

dwdch LEDSw potgczonych trwale ze sobg. prostopadle do osi diod aby po

sklejeniu  dwdch diod czotowo
stworzy¢ naczynie przeptywowe z wlotem i wylotem roztworu (rysunek 5). Jakkolwiek taka
modyfikacja jest bardzo atrakcyjna i koncepcyjnie i aplikacyjnie, to w wielu przypadkach takie
rozwigzanie nie byto optymalne. Przestrzen klosza diody jest ograniczona a w przypadku
konstruowania celi pomiarowej do konkretnego zastosowania i konkretnego chemicznego
schematu detekcji ktory jest podstawg oznaczenia, niekiedy niezbedne jest korzystanie
z wiekszych od standardowych (10mm) dtugosci drég optycznych w celu uzyskania sygnatu
analitycznego o lepszej jakosci. W warunkach laboratoryjnych trudne jest powtarzalne
otrzymanie takiej jednolitej struktury. W trakcie przygotowywania takiego dwudiodowego
elementu z kanatem w strukturze kloszy diod mozliwe jest takze nieodwracalne uszkodzenie

chipa diody.

Podobna integracja w przypadku pomiaréow fluorymetrycznych z diodami
elektroluminescencyjnymi jako Zrédtem i detektorem Swiatta nie byla mozliwa
do przeprowadzenia w sposéb inny niz zmodyfikowanie kloszy diody (frezowanie pod katem
45 stopni do osi diod) i sklejenie ich poprzez nieprzezroczysty fragment przestony umieszczony
pomiedzy nimi (rys.6). W przestonie i czeSciowo po obu jej stronach — w strukturze sklejonych
uprzednio ze sobg LEDOw wytworzony zostat kanat, w ktéry wprowadzano przewdd systemu
przeptywowego. Takie rozwigzanie cechowato sie prawie dwukrotnie wiekszg czutosciag

zaproponowanego detektora w stosunku do kuwety przeptywowej opisanej wyzej (rys.4).
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przestona

emiter detektor

Rysunek 6.  Naczynie przeptywowe wykonane z dwdch LEDAOw potgczonych ze sobg trwale,
z przeznaczeniem do badan fluorymetrycznych.

Pozycjonowanie diod wzgledem siebie i unieruchomienie za pomocy procedur
manualnych tez nie jest czynnoscig prostg i odsetek udanych préb nie byt zadowalajacy.
Wykorzystanie elementéw z bogatej oferty LEGO pozwala ten problem rozwigzac i po niewielkiej
modyfikacji uzytych klockéw (frezowanie oryginalnych otworéw LEGO Technics), skonstruowac
fotometryczne naczynie przeptywowe o dyskretnie zmieniajgcej sie drodze optycznej
(o odlegtos¢ wynikajacy z szerokosci pojedynczego elementu LEGO). Taka konfiguracja diod
zostata sprawdzona w sensorowym wariancie PEDD [34,35] (rys.7) ale mozliwe jest uzycie

takiego naczynia przeptywowego w badaniach fotometrycznych.

detektor
emiter

Rysunek 7.  Fotometryczne naczynie przeptywowe z diodami elektroluminescencyjnymi
nie wymagajgce klejenia. (po lewej kompletne, po prawej roztozone)
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bioreaktor

gmiter detektor

enzym

Rysunek 8.  Naczynie przeptywowe zintegrowane z bioreaktorem enzymatycznym.
Po lewej widok catego naczynia, po prawej przekrdj.

W podobny sposéb mozliwe jest wytworzenie fotometrycznego wariantu naczynia
przeptywowego ze zintegrowanym bioreaktorem enzymatycznym. Takie w tym przypadku
kanaty zostaty wytworzone w kloszu diod a bioreaktor po sfunkcjonalizowaniu zostat sklejony
z czotami zmodyfikowanych diod.

W dalszych badaniach opracowano konstrukcje detektora, nie wymagajacego
mechanicznej ingerencji w strukture diody elektroluminescencyjnej. Najczesciej wykorzystywang
w pomiarach i opisywang w pracach konstrukcjg przeptywowego detektora byt element wykonany
z inertnego chemicznie polimeru (polieteroeteroketonu, PEEK), poddanego konwencjonalnej
obrébce mechanicznej w celu wytworzenia przestrzeni dla przeptywajgcego roztworu oraz
umozliwiajgcej odwracalne i precyzyjne umieszczanie diod elektroluminescencyjnych po obu

stronach, wewnatrz polimerycznego bloku.

detektor

Rysunek 9.  Naczynie przeptywowe z LEDami do badar fotometrycznych z wymiennymi,
niemodyfikowanymi diodami.
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Fragment preta polimerycznego z kanatem wytworzonym wzdtuz i okreslajgcym
aperture oraz dtugos¢ drogi optycznej posiadat takze wytworzone kanaty biegngce prostopadle
do osi preta, umiejscowione na poczatku i koricu drogi optycznej. Ponadto w skfad elementow
wchodzity: okragte transparentne , okienka” oraz tuleje o zewnetrznej srednicy umozliwiajacej
trwate unieruchomienie ,okienek” i s$rednicy wewnetrznej, umozliwiajgcej trwate
unieruchomienie diody elektroluminescencyjnej (rys.9). Zaletg takiego rozwigzania byta
mozliwos$é wymiany diod przez co cela przeptywowa byta uniwersalna i mogta by¢ zastosowana
w badaniach réznego typu. Ponadto, dzieki konwencjonalnym metodom obrébki mechanicznej
mozliwe byto wytworzenie celi o dowolnych wymiarach (Srednica kanatu i jego dtugosc) tak aby
procesy optymalizacji dziatania detektora na potrzeby konkretnego schematu detekcji
chemicznej mozna byto przeprowadzi¢ skutecznie. Naczynie przeptywowe tego typu
umozliwiato takze dalsze modyfikacje. Do typowych zmian w stosunku do oryginalnego
rozwigzania nalezato m.in. umieszczanie w przestrzeni pomiedzy diodami tulei
z sfunkcjonalizowanymi $cianami wewnetrznymi celem wytworzenia zintegrowanego
z detektorem optycznym przeptywowego bioreaktora — np. enzymatycznego. Innym przyktadem
modyfikacji byto umieszczanie zamiast zwyktych przezroczystych tafli polimetakrylanu metylu
szkietek plastikowych pokrytych filmem btekitu pruskiego (ewentualnie sfunkcjonalizowanych
enzymem) celem wytworzenia przeptywowego (bio)sensora optycznego ze zintegrowanym

zrédtem Swiatta i detektorem (rys.10).

bioreaktor

detektor

emiter

warstwa
receptorowa

Rysunek 10.  Fotometryczne naczynie przeptywowe (przekroj) z wymiennymi diodami,
umozliwiajgce umieszczenie wewngtrz bioreaktora i/lub warstwy/warstw
receptorowych w celu otrzymania czujnika przeptywowego.
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Najbardziej uniwersalny, wydajny i najprostszy w wytwarzaniu detektor przeptywowy
do pomiardéw fluorymetrycznych z diodami LED w podwdjnej roli bazowat na opisanym powyzej
pomysle. Interny chemicznie polimer (PEEK) byt poddany obrdbce mechanicznej tak aby poza
kanatem wytworzonym wzdtuz osi (tworzgcym aperture) oraz prostopadtym do niego kanatem
przeptywowym przygotowane byly otwory na diody majace wzbudzac¢ fluorescencje analitu.
Szczelnie umiejscowione diody emitujgce byty sukcesywnie frezowane od wewnetrznej strony
tak aby nie naruszy¢ przestrzeni klosza w bezposrednim sasiedztwie chipéw diody, a zeby
apertura byta odpowiednio duza. Po zamknieciu detektora podobnymi do opisanych wyzej
»okienkami” naczynie byto kompletne i umozliwiato pomiar fluorescencji za pomocg dowolnej,
wymienialnej diody elektroluminescencyjnej, umieszczonej w tulei mocujgcej okienko.
Wewnetrzna objetos¢ takiego naczynia wynosita mniej niz 60uL. Usytuowanie kréccow:
wlotowego i wylotowego naprzeciwko siebie eliminowato skutecznie problem pecherzykow

powietrza zbierajgcych sie w detektorze (rys. 11).

emiter 1

emiter 2

detektor

Rysunek 11. FPEDD z wymiennymi diodami. (Po lewej widok kompletnego naczynia,
po prawej przekroj)

Zaproponowana konstrukcja cechowata sie prostotg, wysokim stopniem wykonalnosci
projektu a takze umozliwita modyfikacje, majacg na celu wytworzenie fluorymetrycznego
elementu quasi sensorowego. Wykonano to poprzez umieszczenie wewngatrz, pomiedzy
»okienkami” statego sorbentu C18, wypetniajgc nim catkowicie wewnetrzng przestrzen
detektora. Nawilzony sorbent byt na tyle przezroczysty ze mozliwy byt pomiar fluorescencji

substancji zaadsorbowanych na jego powierzchni.
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Podobne naczynie przeptywowe zostato skonstruowane i z odpowiednio
zoptymalizowang dtugoscig drogi optycznej postuzyto jako detektor do oznaczen

fotometrycznych lub fluorometrycznych (rys.12) w zaleznosci od rodzaju analizowane] prébki.

emiter 1
(FLUORYmetria)

emiter 3
(FOTOmetria)

detektor
(FOTO/FLUORYmetria)

emiter 2
(FLUORYmetria)

Rysunek 12. Naczynie umozliwiajgce detekcje dualng: fotometryczng lub fluorymetryczng.
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VIl | podsumowanie

Cykl prac, ktéry jest omdéwiony w niniejszym opracowaniu dokumentuje wyniki moich

badan nad realizacjg celu naukowego sformutowanego na poczatku autoreferatu.

Do najwazniejszych osiggnie¢ rozprawy zaliczam:

1. Opracowanie nowatorskiej metody stosowania fotometrycznych detektoréw typu
PEDD, bazujgcej na rejestracji sygnatu potencjatowego

2. Zaadaptowanie koncepcji PEDD do pomiardéw fluorescencyjnych.

3. Wskazanie metody wytwarzania sensoréw i biosensoréw bazujgcych na koncepcji
PEDD.

4. Zaprojektowanie, wykonanie oraz scharakteryzowanie analityczne detektoréw
przeptywowych typu PEDD.

5. Potwierdzenie uzytecznosci skonstruowanych detektoréw i systemow analitycznych
w rzeczywistej analizie chemicznej, szczegélnie dla potrzeb analityki klinicznej

(tabela 2)

Zaproponowatem alternatywng, prostszg i tanszg, do istniejgcej w literaturze, metode
akwizycji sygnatu analitycznego generowanego przez oSwietlong diode elektroluminescencyjng
a takze wyjasnitem przyczyny obserwowanych zjawisk. Udowodnitem, ze fakt czesciowej
spektralnej selektywnosci diod moze by¢ uzyteczny analitycznie, sprawiajgc ze diody LED moga
by¢ zastosowane w takich aplikacjach, w ktérych konwencjonalne optoelektroniczne
komponenty do detekcji S$wiatta wymagajg dodatkowego oprzyrzagdowania (filtry).
Skonstruowatem i okreslitem uzytecznos¢ analityczng w rdéznorodnych systemach
przeptywowych kilkunastu réznych konfiguracji diod elektroluminescencyjnych tworzac gotowa
do zastosowania platforme badawczg, bowiem ani do zaprojektowania detektora ani do jego
obstugi nie jest wymagana specjalistyczna wiedza. Jedynym ograniczeniem jest koniecznos¢
wykonania detektora, ale w szeregu publikacji wchodzacych w sktad cyklu znajdujg sie doktadne
opisy, schematy opracowanych przeze mnie detektoréw a takze materialy multimedialne

ilustrujgce sposdb ich wytwarzania [H14].

36



dr tukasz Tymecki
autoreferat do wniosku o przeprowadzenie procedury habilitacyjnej

Tabela 2. Przyktady zastosowan detektorow diodowych z pomiarem sity elektromotorycznej

diody detektora do oznaczeri analitéw istotnych z klinicznego punktu widzenia.

reagent PEDD
analit g - system | probka zastosowanie REF.
(metoda)
metryczny
cyjanek potasu Krew
Hb* laurylosiarczan sodu foto ST** hemoglobinometria | [H5]
e petna
ditionin sodu
. kwas molibdenowy foto surowica diagnostyka
PO, MCFA . : . [H8]
rodamina fluoro krwi hiperfosfatemii
i btekit kumazyny foto surowica :
e | wern || B
fluoresceamina fluoro mocz g
. mocz, .
kreatynina kwas plkrynowy foto MCFA | surowica dlagn?styka [H10]
(Jaffe) . ogodlna
krwi
kwas pikrynowy
foto
(PCR) (Jaffe) .
kreatynina _ MCEA mocz dl:lgr;os‘tyka [H11]
/biatko kwas sulfosalicylowy turbi nefrologiczna
(Exton)
ALP fosforan p-nitrofenylu foto MCFA surow.|ca dlagnos.tyka [H12]
krwi onkologiczna
ALP/ACP | fosforan p-nitrofenylu foto MCFA surow'lca dlagnos.tyka [H13]
krwi onkologiczna

*Hb — hemoglobina catkowita
**ST — pomiary stacjonarne.

Sformutowane przeze mnie pomysty i rozwigzania technologiczne w réznych formach

funkcjonujg w publikacjach nie wtgczonych do cyklu bedacego podstawg wniosku. Koncepcje

zaproponowane w tej rozprawie znalazty zastosowanie takze w innych badaniach, ktérych

jestem wspotautorem [28,29,34-36] a takze w pracach innych autoréw [25,26,30,31,37-41].

Jak dotad literatura zawiera doniesienia o detektorach PEDD z pomiarem sity

elektromotorycznej jako sygnatu analitycznego do oznaczen w formacie przeptywowym

w pomiarach fotometrycznych: jondw amonowych w moczu [37], jondw nieorganicznych
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w wodach [38-40]; fluorymetrycznych: jondw fosforanowych w ekstraktach gleb [29], jondw
wapnia w surowicy krwi [30], jednoczesnych pomiaréw dla jondw wapnia i jondéw fosforanowych
w surowicy krwi [31], czy chlorofilu w wodach [41] a takze nefelo- i turbidymetrycznych

pomiardow biatka catkowitego w moczu [25] a takze w ptynie mdézgowo-rdzeniowym [26].

Pomimo poczatkowych kontrowersji, jakg wzbudzat opisywany temat, ostatnie artykuty
przeglagdowe [42-44] wskazujg na to ze koncepcja PEDD, w zaproponowanej przeze mnie wersji,
moze na trwale by¢ wpisana w pakiet dostepnych nowoczesnych narzedzi analitycznych.
Za najbardziej obiecujgce kierunki przysztych badan w tej dziedzinie uwazam systemy
wielodetektorowe/wielosensorowe, systemy monitorujgce oraz systemy przeno$ne typu
Point of Care Testing. Wszystkie wymienione posiadajg w moim poczuciu duzy potencjat
aplikacyjny i wdrozeniowy.

Rozprawa habilitacyjna sktada sie z pietnastu publikacji — w siedmiu z nich jestem
pierwszym autorem, a w czternastu autorem korespondujgcym. Sumaryczny wspotczynnik

oddziatywania dla tych prac wynosi 55.490

/ V""-‘-'—"[('.
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