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SAZETAK

Razvoj osjetilnih premaza, vaznih elemenata senzora koji ujedinjuju funkcionalnost,
jednostavnost, kemijsku i fizicku stabilnost, ima veliku uloga u napretku elektrokemijskih
senzorskih sustava. Zbog svoje raznolikosti i jednostavnosti koristenja polielektroliti su vrlo
Cest odabir u izradi elektrokemijskih osjetilnih slojeva. Polielektroliti se u strukturama
elektrokemijskih senzora najCeS¢e koriste za zarobljavanje (ugradnja, imobilizacija) raznih
materijala u osjetilne slojeve. Ti materijali ¢esto mogu povecati osjetljivost, selektivnost te
mogu sluziti kao medijatori prijenosa elektrona izmedu analita i pretvornika. Analiti¢ka izvedba
se moze znacajno poboljsati sinergistickim u¢inkom materijala (osjetilni materijal, pretvornik,
medijator) prisutnih u senzorskim strukturama. Strukture navedenih senzora se mogu postici
primjenom raznih metoda (nakapavanje, umakanje), a jedna od najcesc¢e koristenih metoda je
metoda "sloj na sloj". Ovaj rad prikazuje primjenu navedene metode u razvoju raznih viseslojnih

filmova i ulogu polielektrolita u tim strukturama.

Kljuéne rije¢i: polielektroliti, elektrokemijski senzori, sloj na sloj



SUMMARY

The development of sensing coatings, as important sensor elements that integrate functionality,
simplicity, chemical stability, and physical stability, has been shown to play a major role in
electrochemical sensing system development trends. Because of its versatility amd scalability,
polyelectrolytes are often used in development of electrochemical sensing layers.
Polyelectrolytes are mainly used in electrochemical sensor architectures for entrapping
(incorporation, immobilization, etc.) various materials into sensing layers. These materials can
often increase sensitivity, selectivity and be used as mediators of electron transfer between an
analyte and transducer. Analytical performance can be significantly improved by the synergistic
effect of materials (sensing material, transducer, and mediator) present in these structures.
Structures of said sensors can be achieved using different methods (drop-casting, dip-coating),
and one of the most commonly used method is the layer-by-layer method. This work presents
the application of this method in the development of various multilayer films and the role of

polyelectrolytes in these structures.

Key words: polyelectrolytes, electrochemical sensors, layer-by-layer
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Uvod

Polielektroliti (PE) su polimeri koji u svojoj strukturi sadrzavaju brojne ionske skupine koje
disociraju u vodenim otopinama [1, 2]. Prisutnost pozitivno ili negativno nabijenih skupina
omogucava im interakciju kako sa drugim polielektrolitima (polielektrolitni kompleksi) tako i
sa razli¢itim nabijenim vrstama [2]. Zbog svoje dvojne prirode imaju veliku primjenu. Opticki
senzori [3], sustavi za dostavu lijekova u organizmu [4], membrane gorivih ¢elija [5], implantati
[6], elektrokemijski senzori [7] samo su neke od njih. U navedenim primjerima PE se nalaze u
obliku tankog funkcionalnog filma nanesenog na odgovarajuéi supstrat. Razvijene su brojne
metode depozicije slojeva polielektrolita, a od kojih se metoda sloj na sloj (eng. layer-by-layer)
istice zbog svoje jednostavnosti i prilagodljivosti. Sloj na sloj (LbL) metoda temelji se na
adsorpciji suprotno nabijenih vrsta (najéescée polielektrolita) na Zeljenoj povrsini [8]. Jedna od
glavnih karakteristika ove metode je Sto se struktura nastalih filmova moze kontrolirati na nano-
razini. Moguc¢nost kontrole strukture filmova, a samim time i debljine nastalih slojeva posebno
je vazna kod konstrukcije elektrokemijskih senzora jer oni zahtijevaju $to tanji film kako bi
elektroni morali prijeci §to kraéi put [9]. Prilagodljivost LbL metode ocituje se u tome $to se uz
polielektrolite u filmove mogu ugraditi bilo koje nabijene vrste kao $to su proteini tj. enzimi,

DNA, metalni oksidi, nanocestice [10].

U ovom radu, prikazati ¢e se uloga polielektrolita u pripravi elektrokemijskih senzora za
odredivanje raznih analita kao Sto su DNA, glukoza, urea, pesticidi, vodikov peroksid itd.
Takoder ¢e se prikazati moguce strukture LbL filmova te nacini imobilizacije raznih senzornih

materijala (pr. enzimi, DNA, nanocestice metala ili metalnih oksida, proteini).



1. Polielektroliti

Polielektroliti (PE) su makromolekule s ponavljaju¢im jedinicama koje disociraju u polarnom
mediju te pritom daju pozitivno ili negativno nabijene lance [11]. Posjeduju svojstva i polimera
i elektrolita. Zahvaljujuéi svojoj elektrolitskoj prirodi disociraju u vodenim otopinama pri cemu
imaju naboj ovisno o pH vrijednosti te su vodljivi. S druge strane, kao i polimeri, imaju
viskozne otopine (viskoznost ovisi 0 molekulskoj masi i koncentraciji PE) [12]. Ovisno o
ionskoj jakosti otopine, PE mogu imati razliciti oblik. U otopinama s malom ionskom jakosti

PE teze ispruzenoj formi, dok se u otopinama s velikom ionskom jakosti skupljaju [11].

1.1. Klasifikacija PE

PE se mogu Klasificirati s obzirom na porijeklo, naboj, stupanj ionizacije, oblik, kompoziciju.
S obzirom na porijeklo dijele se na prirodne (nukleinske kiseline, proteini), poluprirodne
(ksantan guma) i sintetske (poli(akrilna kiselina)). Nadalje, ovisno o naboju PE se dijele na
polikatione, polianione ili, ako su prisutni i pozitivni i negativni naboji, poliamfolite. Kao i svi
elektroliti, obzirom na stupanj ionizacije odnosno ovisi li njihova disocijacija o pH vrijednosti
dijele se na slabe i jake. Slabi PE imaju konstantu disocijacije (pK) izmedu 0-14 $to znaci da
stupanj njihove disocijacije ovisi 0 pH. Jaki PE imaju pK manji od 0 i veéi od 14 te stoga njihov
stupanj disocijacije ne ovisi 0 pH. Ovisno o obliku PE se dijele na sferi¢ne (proteini) i ¢vrste
Stapicaste (poli(p-fenilen)). I u konacnici, s obzirom na njihovu kompoziciju dijele se na
homopolimere 1 kopolimere. Homopolimerni PE su oni koji sadrZze samo jednu vrstu
ponavljajuéih jedinica ili iona, dok se kod kopolimernih PE izmjenjuju jedinice ili pak ioni [2,
11].

1.2. Kompleksi polielektrolita

Kompleksi polielektrolita (PEC) nastaju mijesanjem suprotno nabijenih polielektrolita u otopini
(slika 1). Kompleksi nastaju kao posljedica elektrostatskih privlaéenja medu PE [13]. Osim
elektrostatskih privlacenja, prisutne su i druge intermolekulske sile kao $to su vodikove veze,
van der Waalsove sile, hidrofobne i dipolne interakcije [11]. Formiranje kompleksa i njihova
stabilnost ovisi 0 mnogim ¢imbenicima kao $to su: gustoca naboja, jacina 1 polozaj ionskih
mjesta, stericki faktori, krutost PE kostura, koncentracija i molekulska masa polielektrolita,
stehiometrija te temperatura, ionska jakost i pH samog medija [11, 13].
Kao i kod svih polimera, prisustvo odgovarajuceg otapala (najcesce voda) uzrokuje bubrenje
(engl. swelling) PEC sto dovodi do promjene njihovih svojstava (povecanje propusnosti).

Bubrenje kompleksa moze dovesti do njihovih otapanja $to se moze sprijeciti s fizikalnim ili



kemijskim unakrsnim vezama (eng. cross links) [14]. Koli¢ina otapala koju kompleks moze
upiti se kontrolira udaljenosc¢u izmedu unakrsnih veza [15]. Ovakvi polimeri ili PEC nazivaju
se superapsorbiraju¢im polimerima ili hidrogelovima jer upijaju otapalo umjesto da se otapaju

u njemu [14].
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Slika 1 - Shematski prikaz formiranja kompleksa polielektrolita (PEC) [11]



2. Metoda sloj na sloj u razvoju i konstrukciji senzora

2. LbL metoda u razvoju i konstrukciji senzora

l l l l

2.1. Viseslojni film koji se sastoji od 2.2. Viseslojni film koji se sastoji vise od 2.3. Viseslojni film kao supstrat 2.4. LbL metoda u razvoju
dvije komponente (sloja) dvije komponente (sloja) za depoziciju osjetilnog sloja kompozitnih nanodestica (NP)
(Tablica 1) (Tablica 2) (Tablica 3) (Tablica 4)
umakanje
211, 212 o 2L 222 nakapavanje '
PEi S/M/T matesijal Videslojni film od tri ili vise Videslojni filn od
S/M/T komponenta g f‘mh]iﬂ: i T,JF ponavljajucih slojeva dva ili vise razlicitih viseslojeva O

'
{ }n {%}n { ]“ { @}n B [ }” imobiliza{‘ija S/M/T

{ 1. visesloj

n

———] Kao supstrat (opcija)

o

[ gejetitnt sloj; kao reporter test  nakapavanje na elektrodu
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S-osjetilni element

E=—— rEQ)ili PE)@M/T M-medijator

T-pretvornik (transducer)
S L) il PEQ)@M/T

——— " liPEmeW/T

Slika 2 - Shematski prikaz mogucih struktura viseslojnih filmova nastalih primjenom sloj na
sloj metode. [14]

2.1. Viseslojni film koji se sastoji od dvije komponente (sloja)

2.1.1. Osjetilni element sastavljen od 2 naizmjenicna sloja: PE i osjetilne (S) /medijatorske (M)
Ipretvornic¢ke (T) komponente

Viseslojni filmovi pripremaju Se naizmjeni¢nim nanoSenjem slojeva, a nastali filmovi sluze kao
osjetilni dio senzora. U ovom primjeru slojevi se sastoje od polielektrolita i S/M/T materijala.
Najjednostavniji na¢in za konstrukciju ovakvih slojeva je zarobljavanje S/M/T materijala

izmedu 2 sloja polielektrolita pritom paze¢i da je S/M/T materijal suprotnog naboja od

polielektrolita [14].

U tablici 1. dan je prikaz razli¢itih struktura elektrokemijskih senzora koji su sastavljeni od

viseslojnih filmova koji se sastoje od 2 samostalna sloja.



Tablica 1. Prikaz elektrokemijskih senzora sastavljenih od viseslojnih LbL filmova sa 2 sloja. Tablica je napravljena i modificirana po uzoru na

[14]
2.1. ViSeslojni filmovi sastavljeni od 2 sloja
2.1.1. PE i SIM/T materijal
2.1.1.1.Redoks medijatori (anorganski kompleksi) kao sloj
PE Senzorski Metoda Elektroda/ Modifikacijski put Konstrukcija Analit Analiticka | Ref.
element modifikacije supstrat senzora metoda
Tetrasulfo- .
_ o ) ) ITO/LbL: SiPy- _
SiPy(+)CI(-) | ftalocijanin LbL ITO LbL: SiPy(+)-NiTsPc(-) NiT<p dopamin SWvVv [16]
iTsPc
NiTsPc
Fosfotungi- Askorbinska
sti¢na kiselina i
PEI(+) o LbL ITO LbL:PEI(+)-PTA(-) ITO/LbL: PEI-PTA _ CVv [17]
kiselina vodikov
H3PW12040 peroksid
2.1.1.2. Me ili MeO nanocestice kao sloj
LbL printajuéi: ITO/LbL: PDDA-
PDDA(+) IrOxNPs LbL ITO pH POT [18]
PDDA(+)-IrOxNPs(-) IrOxNPs



Poliviologen
PV(+)

PAH(+)

Konjugi-
rani PE:
PBCSOs(-)

PAH(+)

PAH(+)

AuNPs

GO

Grafen
(rGO)

ssDNA

ssDNA

LbL

LbL

Elektrokem.

TaloZenje/

LbL

LbL

LbL

Au modif. s 2-

merkaptoetansulfonatom

(MESA)(-); potom LbL.:
PV(+)-AuNPs(-)

AU@MESA/
LbL: PV-AuNPs

2.1.1.3. Nanocestice temeljene na ugljiku kao sloj

GCE

GCE

SiO;

FE ¢ip
SiO»

LbL: PAH(+)-GO;
potom redukcija GO s
NaBH; kako bi se dobio
rGO
Elektrokem. tal.i

istovremena redukcija

GO na GCE; potom LbL.:

PBCSOs(-)-rGO
2.1.1.4. DNA kao sloj
SiOx(-) pri fizioloskom

pH; potom LbL.:

PAA(+)-ssDNA(-)

LbL: PAH(+)-ssDNA(-)

GCE/LbL: PAH —
rGO

GCE/ErGO/
LbL: PBCSO3-rGO

SiO2/LbL:
PAA-ssDNA

FE &ip/LbL:
PAH-ssDNA

H.0,

Cu®

Policikli¢ki
aromatski
ugljiko-

vodici

cDNA

cDNA

AMP

DPASV

DPV

IMP

EIS

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]



2.1.1.5. Enzim kao sloj

PAH(+)

PAMAM
(+); PAH(+)

SiPy(+)CI(-);
HA(-)

CS(+);
PSS(-)

Sarkozin
oksidaza
(SOD)

Penicilaza

PtNPs@
SiPy

Me™@CS

Me"t= Cu?*

Ni%*, Ag*

LbL

LbL

Au

FET
(Si/SiOy)

Benzenditiol (BDT) se
imobilizira na Au; zatim
se Au elektroda uranja u
Cd/SeQD@BDT; potom

LbL:
SOD-PAH(+)
LbL: PAMAM(+) il
PAH(+)- penicilaza

Au@BDT/QD@BD

T/
LbL: SOD-PAH

FET/LbL: PAMAM
ili PAH — penicilaza

Sarkozin

Penicilin

2.1.2. Samostalan sloj sastavljen od S/M/T materijala zarobljenog izmedu PE

LbL

LbL

2.1.2.1. Me ili MeO nanocestice-PE kao sloj

FTO

Kvarcna,

silicijska

podloga ;
ITO

Redukcija PtCls u
prisutnosti SiPy(+);
potom LbL: HA(-)-
PINPs@SiPy(+) i
obratno
Supstrat/LbL.:
Me™@CS(+)-PSS(-);
potom kemijska

redukcija Me™ na filmu

FTO/ LbL:
HA-PtNPs@SiP

Supstrat/ LbL:
Me@CS-PSS

17 a- etinil
estradiol,
EE2

glukoza

AMP —
- [24]
foto struja
EIS [25]
DPV [26]
CcVv [27]



2.1.2.2. Nanocestice temeljene na ugljiku-PE kao sloju

PSS(-);
PAH(+)
PDDA(+)

rGO@PSS/

rGO@PAH
Enzim-
AChE

LbL Ugljikov LbL: rGO@PSS(-)- Ugljikov film/ LbL.: NO:
film rGO@PAH(+) rGO@PSS-rGO@PAH
LbL GCE LbL: GCE/LbL: Karbaril-
SWCNTs@PDDA(+)- =~ SWCNTs@PDDA- pesticid
AChE(-) AChE

otpor

AMP

[28]

[29]



2.1.1.1. Redoks medijatori (sloZene tvari/spojevi) kao sloj

Za elektrokemijsko odredivanje dopamina u prisutnosti askorbinske kiseline (AK) i mokraéne
kiseline Santos i sur. [16] konstruirali su senzor LbL modifikacijom povrsine staklene elektrode
od indij-kositar oksida (ITO). Za formiranje slojeva koriSteni su 3-n-propilpiridin
silseskvioksan polimer (SiPy*CI") i niklov (Il) tetrasulfoftalocijanin (NiTsPc). SiPy*Cl je
kationski polielektrolit, topljiv u vodi, koji radi stabilne tanke filmove na mnogim povrsinama.
Upravo zbog svoje sposobnosti da formira stabilne filmove na raznim povr§inama, SiPy*Cl" se
dodaje NiTsPc koji kao samostalan sloj pokazuje nestabilnost u voltametrijskim mjerenjima
uzrokovanu elektrostatskim odbijanjima s povrsinom ITO elektrode (oboje negativno). Ovako
konstruiran elektrokemijski senzor pokazuje dobru selektivnost, nisku granicu odredivanja te
daje brz odgovor §to ga uz njegovu jednostavnost u pripremi i jeftinost ¢ini pogodnim za

istovremenu analizu dopamina i mokraéne kiseline.

Povrs$ina ITO elektrode se moze modificirati i naizmjeni¢nim nanoSenjem tankog sloja
poli(etilenimina) (PEI) i fosfotungsti¢ne kiseline (PTA). Ovako konstruiran elektrokemijski
senzor pokazuje veliku selektivnost za odredivanje vodikovog peroksida H.O: ili pak

askorbinske kiseline (vitamin C) [17].

2.1.1.2. Nanocestice metala ili metalnih oksida kao sloj

Jovi¢ i sur. [18] konstruirali su uporabom nanocestica metalnih oksida (iridijev oksid) i
polikationskog polielektrolita pH osjetljiv LbL film. Tiskani slojevi negativno nabijenih
nanocestica iridijevog oksida (IrOx) 1 pozitivno nabijenog polidialildimetilamonijevog (PDDA)

polimera su naizmjeni¢no nanosili na povrSinu ITO/PET (polietilentereftalat) elektrode.

LbL film Au nanocestica inkapsuliranih s kloridnim ionom CI" i derivata poliviologena koristen
je za amperometrijsko odredivanje vodikovog peroksida H20». Prije formacije LbL filma, Au
elektroda se mora modificirati kako bi povrSina elektrode bila negativno nabijena. Navedeni
senzor pokazuje veliku selektivnost koja se pripisuje sinergistickom djelovanju Au nanocestica

i poliviologena [19].

2.1.1.3. Nanocestice na bazi ugljika kao sloja

Za izradu elektrokemijskih senzora mogu se koristiti i nanocestice na bazi ugljika koje se LbL
metodom nanose na povrSinu elektrode. Pritom treba paziti da su Cestice suprotno nabijene od
polielektrolita koji se koristi. Osnovna uloga ugljikovih nanocestica je prijenos elektrona

odnosno povecavanje elektroaktivne povrsine elektrode [14].



Primjer takvog elektrokemijskog senzora jest senzor za odredivanje Cu(II) iona sastavljen od
slojeva pozitivno nabijenog polialilamin hidroklorida (PAH) bogatog primarnim amino
skupinama i grafenovog oksida (GO) na staklenoj ugljikovoj elektrodi (slika 3). Za navedeni
senzor redukcija grafenovog oksida u grafen vrsi se tek nakon formiranja [PAH-GO]; slojeva

na povrsini elektrode [20].

wwy
oo B 10E

(PAH) NH.*
fwﬂ’&" @ Grafenov oksi:l

(GO)

Slika 3 - Shematski prikaz nastajanja [PAH-GO]n/GCE senzora za odredivanje bakrovih (II)
iona. [20]

Staklena ugljikova elektroda takoder se moze modificirati nanoSenjem slojeva konjugiranog
polielektrolita PBCSOsNa i grafena. Prije nanoSenja navedenih slojeva na samu povrSinu
elektrode se nanosi grafenov oksid koji se potom elektroreducira u E-rGO. Navedeni
elektrokemijski senzor upotrebljen je za voltametrijsko odredivanje policiklickih aromatskih

ugljikovodika koji su sveprisutni polutanti u okolisu [21].

2.1.1.4. DNA kao sloj

Mehanizam metoda za odredivanje DNA temelji se na odredivanju hibridizacije u kojem se
jednolan¢ana DNA (ssDNA) specifi¢no veze za komplementarnu DNA (¢cDNA) ¢ime nastaje
DNA poznate strukture (slika 4). Jedan od nacina odredivanja DNA je odredivanje njihovog
unutarnjeg molekulskog naboja pomocu poluvodickih uredaja s efektom polja (FED). Bronder
i sur. konstruirali su EIS (eng. electrolyte-insulator-semiconductor) senzor, najjednostavniji
FED, njegovom modifikacijom LbL metodom. Pozitivni PAH se adsorbira na negativno
nabijena SiO> vrata tranzistora, a potom se negativno nabijena jednolancana DNA (ssDNA)
imobilizira na prethodno nastali PAH sloj. Imobilizirana sSDNA zatim reagira tj. hibridizira s
komplementarnom DNA (cDNA) [22].
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eeeee
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300 nm Al
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Slika 4 - Shematski prikaz konstrukcije DNA senzora: a) adsorpcija PAH, b) imobilizacija
jednolancane DNA (ssDNA), ¢) hibridizacija komplementarne DNA (cDNA) sa ssDNA. [22]

EIS senzori takoder su modificirani dvoslojem sastavljenog od polikationskog PAH i
jednolancane DNA. Kao i u prethodnom senzoru, mehanizam rada senzora temelji se na

odredivanju unutarnjeg molekulskog naboja ciljane komplementarne DNA [23].

2.1.1.5. Enzimi kao sloj

Elektrokemijski senzor na bazi CdSe/ZnS kvantnih to¢aka upotrebljen je za odredivanje
koncentracije sarkozina. Enzim sarkozin oksidaza se pomo¢u PAH polielektrolita imobilizira
na povrsinu kvantnih to¢aka. U prisutnosti sarkozina, SOD u kombinaciji s elektrodom od
kvantnih to¢ki uzrokuje promjenu u fotostruji (struja generirana zraCenjem) zbog

kompeticijskog odnosa s kisikom [24].

Poluvodicki uredaji s efektom polja mogu se modificirati za odredivanje enzima. Primjer
takvog uredaja je senzor za odredivanje penicilina. PovrSina vrata EIS je modificirana sa
slojevima PAH/PAMAM (poli(amidoamin)) i slojem penicilinaze. Ovako konstruiran senzor
prepoznaje promjene u lokalnoj vrijednosti pH u blizini povrsine EIS i naboju makromolekula
uzrokovanom enzimskom reakcijom. Pomak napona ili signal senzora definiran je
koncentracijom penicilina ili pH- ovisnim promjenama naboja SiO2 povrsine ili promjenama

unutar PE/enzim sloja [25].
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2.1.2. S/M/T materijal zarobljen s PE koji sluzi kao samostalan sloj u viseslojnom filmu
sastavljenom od 2 naizmjeni¢na sloja

2.1.2.1. Me ili MeO nanocestice-PE kao sloj

Metalne nanocCestice se zbog svojih karakteristika kao S§to su velika aktivna povrSina i
kataliticka aktivnost sve CeS¢e nalaze kao dio polielektrolitnih LbL filmova. Uloga
polielektrolita u takvim filmovima jest da stabiliziraju nanocCestice te da im povecaju

selektivnost tako $to "zatvore" kataliti¢ki aktivna mjesta [9, 14].

Za odredivanje 17-etinilestradiola razvijen je senzor od Pt nanocestica imobiliziranih u 3-n-
propilpiridin silsekvioksanu i prirodnog polimera, huminske kiseline. Sinergisti¢ki u¢inak Pt-
SiPy*CI" i huminske kiseline povecava elektroaktivna svojstva ovog senzora te omoguéava

primjenu senzora u odredivanju derivata estrogena [26].

Za pripremu nanokompozitnih (eng. nanocomposite) filmova s visestrukim slojevima Xiong i
sur. [27] koristili su pozitivno nabijeni hitozan (CS) sa srebrovim, bakrovim ili niklovim ionima
I negativno nabijeni natrijev polistiren sulfonat (PSS). Nakon formiranja slojeva, provedena je
redukcija s natrijevim tetrahidroboratom NaBH4 kako bi se dobili Ag, Cu i Ni nanokompozitni

filmovi. Nastale slojeve autori su koristili za odredivanje glukoze.

2.1.2.2. Nanocestice bazirane na ugljiku-PE kao sloju

Li i sur. [28] konstruirali su senzor za odredivanje NO2(g) koriste¢i se LbL metodom. Za izradu
slojeva koristili su grafenov oksid (GO) kojeg su reducirali u grafen rGO, kationski
polielektrolit PAH te anionski polielektrolit polistirensulfonat (PSS) (slika 5). Obzirom da se
rGO tesko dispergira u vodenim otopinama, najprije su GO izloZili otopinama polielektrolita i
potom ga reducirali pri ¢emu su nastali slojevi PAH-rGO i PSS-rGO. Nastali senzor pokazuje

veliku selektivnost, stabilnost te reproducibilnost.

Elektrostatske
interakcije

Slika 5 - Shematski prikaz PSS-rGO i PAH-rGO filmova. [28]
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Amperometrijski biosenzor za odredivanje karbaril insekticida konstruirali su Firdoz i sur. [29].
PovrSinu staklene ugljikove elektrode (SCE) modificirali su LbL metodom. Jednozidne
ugljikove nanocjevéice (SWCNTs) se dispergiraju u otopini poli(dialildimetilamonijevog
klorida) (PDDA). SCE se potom uroni u pripremljenu otopinu SWCNTs-PDDA, a nakon
formiranja slojeva uranja se u otopinu acetilkolin esteraze. Film [PDDA-SWCNTs/AchE]/GCE
pokazuje veliku elektrokatalitiCku aktivnost prema karbarilu $to se prepisuje vecoj povrsini i

vodljivosti SWCNTSs.

2.2. Viseslojni film koji se sastoji od vise od dvije komponente (sloja)

Osim filmova sastavljenih od 2 sloja pri izradi elektrokemijskih senzora moguce je konstruirati
i filmove od vise (>2) razli¢itih slojeva. Viseslojni filmovi koji imaju vise od 2 sloja (spoja)
mogu se podijeliti na filmove sa 3 ili viSe naizmjeni¢nih slojeva i na filmove s 2 ili viSe
viseslojnih filmova. U tablici 2 prikazana je podjela filmova konstruiranih na jedan od dva

navedena nacina.
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Tablica 2. Prikaz elektrokemijskih senzora sastavljenih od viSeslojnih LbL filmova sa 2 ili vise slojeva. Tablica je napravljena i modificirana po

uzoru na [14]

2.2. ViSeslojni filmovi koji imaju viSe od 2 sloja

PE

PEI(+)

PEI(+);
PAH(+)

PAH(+);
PSS(-)

2.2.1. ViSeslojni film od 3 ili viSe ponavljajuéih slojeva
2.2.1.1. Redoks medijatori kao sloj

Senzorni Metoda Elektroda/ N N
o Modifikacijski put Konstrukcija senzora
element modifikacije supstrat
NaMMT i LbL: PEI(+)- MMT(-) | ITO/LbL: PEI-MMT-
_ LbL ITO _ _
NiTsPc -PEI(+)-NiTsPc PEI-NiTsPc
LbL: PEI(+)-PB(-)- Au/LbL: PEI-PB-
PB LbL Au
PEDOT:PSS-PAH(+) PEDOT:PSS-PAH
2.2.1.2. DNA kao sloj
Elektropolimerizacija
MB/MG na GCE;
) ) potom nastaju razlicite
Plavi metilen _
) _ Elektropoli- LbL strukture:
(MB) i zeleni o GCE/LbL:
) merizacija/ GCE 1. PSS-PAH; 2. DNA-
metilen (MG); DNA-PAH-PSS
LbL PAH;
DNA
3. PSS-PAH-PSS;

4. PSS-PAH-DNA,
5. DNA-PAH-PSS

Analiticka
Analit Ref.
metoda
Dopamin DPV [30]
H202 Ccv [31]
DNA IMP [32]
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2.2.1.3. Enzim kao sloj

PDDA(+)

PDDA(+);
PSS(-)

PDDA(+);
PSS(-)

LOx

Au

SiO2NPs

LbL na tiolnoj (MPS)
Au@MPS/ LbL:

Polikristalni
LbL PGA povrsini (-): L- laktat
Au (PGA) PDDA-AUNPs-LOx
PDDA(+)-AuNPs-LOx
2.2.2. ViSeslojni film od 2 ili viSe razli¢itih viSeslojeva
2.2.2.1. Me ili MeO nanocestice kao sloj
Nanopeleti grafena
stabilizirani u PDDA(+)
(GPDDA(#)) i PSS(-) ITO/ Metil
eti
LbL ITO (GPSS(-)); LbL: LbL: GPDDA-GPSS/ )
paration
GPDDA(+)-GPSS(-); LbL: AuNP-GSS
potom LbL: AuNP(+)-
GPSS(-)
LbL: PDDA(+)-PSS(-);
ISFET/
potom LbL: PDDA(+)-
LbL: PDDA-PSS/
SWCNT(-) ILI
LbL ISFET LbL: PDDA-SWCNT pH

In203NPs(-); potom
LbL: PDDA(+)-
SiO2NPs(-)

ili In2OsNPs/ LbL:
PDDA-SIO2NPs

AMP [33]
DPV [34]
Kemo-

[35]
otpor

15



2.2.2.2. Nanomaterijali na bazi ugljika kao sloj

CS(+);
PAH(+);
PDDA(+);
PSS(-)

PAH(+);
PSS(-)

PDDA(+);
PSS(-)

CS@SWCNTs LbL
Potapanje/
GOx bany
LbL
SWCNTSs;
LbL
AChE

SiO,@Cr-Au; potom
LbL: PDDA(+)-PSS(-);
potom LbL: PE(+)-
SWCNTs(-)
2.2.2.3. Enzim kao sloj

SiO2 pokrivena
s Cr-Au

Au modif. s
3-merkapto-1-propansulfonskom
kiselinom (MPS) (-); potom
prekursorni dvoslojni film:
PAH(+)@PSS(-); potom LbL:
MWCNTs(-)@PAH(+)-HRP;
potom LbL: ConA (most izmedu
HRP i GOx)-GOx

LbL: PDDA(+)-PSS(-); potom
LbL: PDDA(+)-SWCNTs(-);
zatim sloj PDDA(+); potom LbL:
PDDA(+)-PSS-AChE

SiOy/
Cr/Au

SiO,@Cr-Au/
LbL: PDDA-PSS/ pH
LbL: PE-SWCNTs

Kemo

-otpor

Au@MPS/PAH@PSS/
LbL:
MWCNTs@PAH-
HRP/

LbL: ConA-GOx

Glukoza = AMP

SiO2/Cr/Au/LbL:
PDDA-PSS/LbL:
PDDA-
SWCNTs/PDDA/
LbL: PSS-AChE

pH,

acetokolin

POT

[37]

[38]
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2.2.1. Viseslojni film od 3 ili vi$e ponavljajucih slojeva

2.2.1.1. Redoks medijatori kao sloj

Za odredivanje dopamina de Lucena i sur. [30] istrazivali su tri razli¢ite strukture filmova. Dva
filma pripremljena su od PEI i montmorilonita odnosno NiTsPc, dok je tre¢i film sastavljen
kombiniraju¢i PEI, montmorilonit i NiTsPc. Od navedenih filmova najbolje rezultate daje treci

film.

Primjenom LbL metode napravljen je senzor za odredivanje vodikovog peroksida H20-.
Nanocestice berlinskog modrila (prusko plava, PB) imobilizirane su u slojevima razli¢itih
polielektrolita (PAH i PEI). PEI sluzi za imobilizaciju filma PB/PAH na povrSini zlatne
elektrode. Dodatkom polimera poli(3,4-etilendioksitiofen)-poli(stirensulfonata) (PEDOT:PSS)

povecéavaju su elektroaktivne osobine filma te osjetljivost prema vodikovom peroksidu [31].

2.2.1.2. DNA kao sloj

Senzor za impedimetrijsko odredivanje oStecenog DNA Kkonstruiran je primjenom
fentotijazinskih boja (metilen plava, metien zelena) i polielektrolitnih kompleksa koji ukljuc¢uju
DNA. Prethodno formiranju slojeva staklena ugljikova elektroda se elektropolimerizira s
fenotijazinskim bojama koje sluze kao medijatori u prijenosu elektrona. Napravljene su razlicite
LbL strukture: 1. PSS-PAH; 2. DNA-PAH; 3. PSS-PAH-PSS; 4. PSS-PAH-DNA,; 5.DNA-
PAH-PSS. Filmovi kod kojih je DNA u neposrednom dodiru s elektropolimeriziranim
filmovima pokazuju najvecu osjetljivost, dok filmovi koji sadrZe elektropolimeriziranu metilen

plavu pokazuju vecu selektivnost [32].

2.2.1.3. Enzim kao sloj
Za odredivanje L-laktata napravljen je amperometrijski biosenzor sacinjen od LbL filma
sastavljenog od PDDA, Au nanocestica i laktat oksidaze (LOx) nanesenog na tiol modificiranu

polikristalnu zlatnu elektrodu [33].
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2.2.2. Viseslojni film od 2 ili vise razli¢itih visesloja

2.2.2.1. Me ili MeO nanocestice kao sloj

Rodrigues i sur. [34] izradili su 2 razli¢ita LbL filma za odredivanje metil parationa. Jedan LbL
film sastojao se od naizmjeni¢nih slojeva GPDDA (grafenske nanopelete stabilizirane u
PDDA)/GPSS, a drugi je uz GPDDA i1 GPSS imao i zlatne nanocestice. Metil paration razlicito
reagira s navedenim slojevima. Na filmu koji se sastoji samo od GPDDA/GPSS se adsorbira na
agregate grafena, dok se na filmu s Au nanocesticama ravnomjerno rasporeduje. Navedene
razlike uzrokuju da GPDDA/GPSS film ima niZzu granicu dokazivanja, a film s Au

nanocesticama ima vece linearno dinamic¢ko podrucje.

Ispitivana je uloga sloja nanocestica silicijevog (IV) oksida SiO2 na provodnost poluvodi¢kog
nanomaterijala. Kao poluvodi¢ki nanomaterijal Lee i sur. [35] Koristili su SWCNTSs i
nanocCestice indijevog (II) oksida In2O3 kojeg su formirali LbL metodom. Upotrijebili su tri
filma. Prvi film, koji ima ulogu pojacivaca naboja povrSine napravljen je naizmjenicnom
depozicijom PDDA i PSS polielektrolita. Drugi film napravljen je od PDDA i SWCNTs/In20s,

a tre¢i film napravljen je od PDDA i nanocestica SiO».

2.2.2.2. Nanomaterijali bazirani na ugljiku kao sloj

Karboksilizirane SWCNTs sastavljene su LbL metodom naizmjeni¢nim slaganjem slojeva
slabih polielektrolita s amino funkcionalnim grupama koji posjeduju razli¢ite konstante
disocijacije (hitozan, PDDA, PAH). Naboj navednih slabih polielektrolita ovisi o pH vrijednosti
medija Sto utjece na vodljivost SWCNTs pa se stoga nastali film moze koristiti za mjerenje pH

vrijednosti [36].

2.2.2.3. Enzim kao sloj

Chen i sur. [37] su LbL metodom napravili biosenzor za odredivanje glukoze temeljen na
funkcionalnim ugljikovim nanocjevéicama i biospecifi¢nim interakcijama izmedu Secera i
lektina (slika 6). Na povrsinu prethodno modificirane (kako bi imala negativan naboj) zlatne
elektrode nanosi se prekursorni PAH-PSS film. Zatim se na prekursorni film naizmjeni¢no
nanose slojevi PAH-MCNT (multifunkcionalne ugljikove nanocjevcice) i HRP (peroksidaze
hrena). Na sloj HRP se potom LbL metodom formira viseslojni konkanavalin A (ConA) —
glukoza oksidaza film.
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Slika 6 - Shematski prikaz nastajanja biosenzora za odredivanje glukoze zasnovanog na
funkcionalnim ugljikovim nanocjev¢icama i Secer-lektin interakcijama. [37]

Tanki sloj karboksiliranih jednozidnih ugljikovih nanocjev¢ica upotrebljen je za odredivanje
pH. Dodatkom acetilkolin esteraze (AChE) navedeni film moze se koristiti za odredivanje
acetilkolina. Hidroliza acetilkolina uzrokuje promjenu u lokalnom pH u blizini SWCNT S§to
dovodi do promjene potencijala elektrode u odnosu na referentnu elektrodu. Za odredivanje pH
SWCNT se modificiraju LbL metodom odnosno formira se PDDA/PSS + PDDA/SWCNT film.
Kako bi se odredio acetilkolin potrebno je dodati jos slojeve PDDA+ PSS/AChE [38].

2.3. Viseslojni film kao supstrat za depoziciju osjetilnog sloja
Polielektroliti se nalaze kao dio prekursornog filma kako bi se smanjile moguce interferencije
supstrata 1 osjetilnog elementa. Takoder, primjenom polielektrolita osigurava se ravnomjerno

rasporedeni naboj na povrsini. Prekursorni film je najéesce sastavljen od slabih polielektrolita
(pr. PEI, PAH) [39].
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Tablica 3. Prikaz elektrokemijskih senzora sastavljenih od prekursornih LbL filmova. Tablica je napravljena i modificirana po uzoru na [14]
2.3. Viseslojni film kao supstrat za depoziciju osjetilnog sloja

PE Senzorni
element
Aptameri
PEI (+) (TBA;
LBA)
SiPy(+)CI(-);
yf )CI(-) GOx
Nafion® (-)

2.3.1. Redoks medijatori u prekursornim viseslojnim filmovima

Metoda
modifikacije

LbL/

nakapavanje

LbL/

nakapavanje

Elektroda/ | Modifikacijski put

supstrat

ITO

FTO

Konstrukcija
senzora
LbL: Fc@PEI(+)-
CNTs(-); potom
nakapavanje
TBA/LBA,; potom
BSA (prevencija

ITO/ LbL: FCc@PEI-
CNTs/ TBA ili LBA

nespecificne
adsorpcije)
LbL:SiPy(+)-
CuTsPc(-); potom
adsorpcija SiPy(+); FTO/LbL:SiPy-
CuTsPc/SiPy/GOx/

Nafion®

potom nakapavanje
GOx; potom
nakapavanje
Nafion®-a (-)

Analit Analiti¢ka Ref.
metoda
Trombin,
_ ) DPV [40]
lizosomi
Glukoza AMP [41]
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2.3.2. Me ili MeO nanocestice u prekursornim viSeslojnim filmovima

PEI(+);
PSS(-)

PSS(-);
PDDA(+)

P>Mo17V

Anti-
APOE-4

LbL: PSS(-)-PEI(+);
potom uranjanje u
AUCI* te redukcija s
NaBHys; potom uranjanje ITO/ LbL:
ITO = uAgNOsteredukcijas @ PSS-PEI/ Au@2Ag/ @ L- cistein AMP
askorbinskom kiselinom; P-Mo17V@ PEI

potom umakanje u

LbL/

umakanje

otopinu
P2Mo17V@PEI(+)
LbL: PDDA(+)-PSS(-);
potom potenciostatska
elektrodepozicija AuCls” | 1TO/ LbL: PDDA- _
LbL/ _ _ _ Protein
ITO | kako bi nastao fraktalni PSS/FracAu/ anti- AMP
elektrotalozenje APOE-4
Au (FracAu); potom APOE-4
imobilizacija anti-
APOE-4

[42]

[43]
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2.3.3. DNA u prekursornim viseslojnim filmovima

PAA(+);
PSS(-)

Polisaharid:
CS(+);
CMP(-)

Enzim
AChE

Ureaza

Nakapavanje suspenzije

Co-ftalocijanina (CoPc) i

N GCE/CoPc@CB/ Huperzin a
LbL/ uglijkove paste; potom - _
) GCE | LbL: PAA-PSSIli [ AMP
drop-casting LbL: PAA(+)-PSS(-) ili )
PAA-DNA/ AChE | galantamin
PAA(+)-DNA(-); potom
nakapavanje AChE

2.3.4. Nemodificirani PE u prekursornim viseslojnim filmovima
PANI(-)
elektropolimeriziran na
grafitu; potom LbL:
CS(+)-CMP(-); potom C/PANI/LbL: CS-

nakapavanje ili CMP/enzim

kovalentna imobilizacija

LbL/
adsorpcija ili
kovalentna Uglijk Urea POT
imobilizacija
enzima ureaze (karboimidna

reakcija)

[44]

[45]
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PDDA(+);
PSS(-);

Nafion®

GOx

ZnONRs or NPs
naneseni na ITO; potom
ITO LbL: PSS(-)-PDDA(+);

potom umakanje GOX;

LbL/
dip-coating

potom Nafion®

ITO/ZnO NRs ili
NPs/ LbL: PSS-
PDDA/GOx/

Nafion®

Glukoza

AMP

[46]
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2.3.1. Redoks medijatori u prekursornim viseslojnim filmovima

Napravljena su dva elektrokemijska aptasenzora LbL metodom za dokazivanje proteina
(trombin, lizosomi). LbL film napravljen je od poli(etilenimina) (PEI) kojem je dodan ferocen
(Fe), ugljikovih nanocjevéica (CNT) i aptamera. Aptameri su oligonukleinske kiseline koje
imaju visoku sposobnost prepoznavanja i vezanja za specificne molekule (mete). U prisutnosti
odgovarajuceg analita aptamer koji se nalazi na vanjskom sloju LbL filma specifi¢no veze analit
I na taj nacin sprjecava prijenos elektrona $to dovodi do smanjenja signala Fc-PEI sloja. Za oba
analita ovako pripremljen senzor pokazuje nisku granicu dokazivanja, visoku selektivnost,
osjetljivost te stabilnost [40].

Za odredivanje glukoze napravljen je biosenzor LbL modifikacijom povrsine elektrode od sloja
kositrovog oksida dopiranog s fluorom (FTO) (slika 7). Na povrsinu su naizmjeni¢no naneseni
slojevi SiPy*Cl i bakrovog (11) tetrasulfoftalocijanina (CuTsPc). Na nastali film nanesen je novi
sloj SiPy*CI" te sloj glukoza oksidaze (GOx). Kako bi se sprijecilo ispiranje enzima, na kraju je
nanesen sloj Nafiona® [41].

- . o0 sipyter
7 F PRy, “5_ !
upi i‘l i 2 CuTsPc
bR N WS g ~o 0
A A
“*“ﬁ"“’ v%»_-» ‘
m%'m g 4 n%;x :: GOX
DT O o
i ¥

% Nafion®

Slika 7 - Shematski prikaz priprave biosenzora za odredivanje glukoze. [41]

2.3.2. Me ili MeO nanocestice u prekursornim viseslojnim filmovima

Napravljen je slozeni LbL film koji sadrzi P2Mo17V i Au@2Ag nanocestica (slika 8). Na
povrsinu elektrode se najprije nanosi viseslojni PEI-PSS film koji sluzi kao prekursorni film.
PEI-PSS sloju se dodaje dodatni PEI sloj te se nastali film uranja u otopinu tetrakloroauratne
kiseline HAUCI4 i kemijski reducira s natrijevim tetrahidroboratom NaBH4. Formirani sloj Au
nanocCestica se uranja u otopinu srebrovog nitrata te reducira kako bi se formirale srebrove
nanocestice. U konacnici, nastali film uranja se u otopinu P2M017V 1 nastaje sloZeni film.

Au-Ag nanocestice jezgrene ljuske ovom senzoru omogucuju Siroko linerarno dinamicko
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podrucje, veliku selektivnost te nisku granicu dokazivanja. Navedeni senzor upotrebljava se za

dokazivanje L-cisteina [42].

In-situ redukc:l;a In-situ redukcua

Anionska 9
izmjena
‘ﬁ

Anionska izmjena Kahonska izmjena

Nalzmjeména dapozm[a

© & 6 6
@ O @ B IE%% %%

nanodestice nanodestice P2Mo17V

13d 9[!9!20d90

Depoz:cua P2Mo1 ™

Slika 8 - Shematski prikaz konstrukcije LbL filma sastavljenog od Au@2Ag nanocestica
jezgrene ljuske i P2Mo17V. [42]

Napravljen je elektrokemijski imunosenzor za kvantitativno odredivanje APOE-4 proteina
temeljen na fraktalnim nanostrukturama zlata (FracAu) i amplifikaciji enzima. Kako bi se na
povrsinu elektrode elektrodepozicijom nanijele fraktalne nanostrukture zlata, ona se prethodno
mora modificirati polielektrolitima (PDDA, PSS). Na povrsSinu FracAu elektrode nanose se
slojevi ljudskog antitijela APOE4 i ljudskih antitijela APOE4 obiljezenih peroksidazom hrena
(HRP). Navedeni APOE4 imunosenzor pokazuje nisku granicu dokazivanja, visoku

specifi¢nost te osjetljivost [43].

2.3.3. DNA u prekursornim viseslojnim filmovima

Senzor za odredivanje reverzibilnih AChE inhibitora (huperzin A, galantamin) napravljen je
nekovalentnom imobilizacijom acetilkolinesteraze (AChE) na sloj polielektrolita. Povrsina
GCE pokrivena je kobaltovim ftalocijaninom i ugljikovom pastom te je modificirana LbL
metodom polielektrolitnim kompleksima (PAA-DNA ili PAA-PSS). DNA se Koristi kao
polianion jer u odnosu na uobi¢ajene PE ima vecu gustocu naboja te pove¢anom adsorpcijom
enzima stabilizira povrSinske slojeve. AChE se nakapavanjem imobilizira na modificiranu
elektrodu. AChE se u navedenom slucaju imobilizira nekovalentnom modifikacijom jer ona
slabije utjeCe na stericku strukturu biopolimera, a to je posebice vazno kod odredivanja

reverzibilnih inhibitora (interakcija se odvija van aktivnog mjesta enzima) [44].
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2.3.4. Nemodificirani PE u prekursornim viseslojnim filmovima

Lakard i sur. [45] konstruirali su biosenzor za kvantitativno odredivanje uree. Na ugljikovu
elektrodu, na koju se prethodno elektrodepozicijom nanio polianilin, se LbL metodom nanosi
polielektrolitni film. LbL film je graden od polisaharida karboksimetil pululana (CMP) i
hitozana (CS). Uloga filma je da osigura stabilnost te poboljsa imobilizaciju enzima. Enzim
ureaza se kovalentno veze za vanjski sloj LbL filma (CMP) putem reakcije karboiimidnog
spajanja pri ¢emu takoder dolazi do medusobnog povezivanja polisaharidnog filma (amino
grupe hitozana reagiraju s ostacima karboksilne kiseline karboksimetil pululana) $to dodatno

stabilizira film.

Za amperometrijsko odredivanje glukoze, glukoza oksidaza je adsorbirana na nanostrukturama
cinkovog (11) oksida ZnO koje osiguravaju imobilizaciju enzima. Prethodno adsorbiranju GOX,
ITO elektroda s ZnO nanostrukturama modificirana je stvaranjem LbL filma koji se sastoji od
PDDA i PSS polielektrolita. Nakon adsorpcije, na pripremljenu elektrodu se nanosi sloj

Nafiona® kako bi se sprije¢io gubitak enzima [46].

2.4. LbL metoda u razvoju kompozitnih nanocestica

2.4.1. Slozene nanocestice (nanosfere, Cestice Suplje ljuske, sonde)
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Tablica 4. Prikaz elektrokemijskih senzora napravljenih primjenom LbL metode u razvoju razlicitih slozenih nanocestica/senzora. Tablica je

napravljena i modificirana po uzoru na [14].

2.4. LbL metoda u razvoju sloZenih nanocestica

2.4.1. SloZene nanocestice (nanosfere, Cestice Suplje ljuske, sonde)

pE Senzorni Metoda
element modifikacije
Streptavidin/
PAH(+); AgNP-
(+) g LbL
PSS(-) oznacene
CNSs
PAH(+);
PEI(+); _ LbL/
AChE i HRP _
PAA(-); nakapavanje
PSS(-)

Elektroda/

supstrat

Au; CNS

SPCE

L Konstrukcija
Modifikacijski put
senzora
Prijavljena sonda: LbL na
CNS: PAH(+)-PSS(-); CNS/LbL:

potom u otopinu Ag* i PAH-PSS/AgNPs/

citrata; potom u streptavidin
streptavidin
LbL na PSS(-) (kao
template): PAH(+)-PAA(-)

ili PEI(+)-PAA(-); potom

SPCE/ LbL na PSS:

) S _ PAH-PAA ili
imobilizacija enzima na -
PEI-PAA/ HRP ili
sferu PE mijeSajuci je u
AChE

otopinu enzima; potom

nakapavanje na SPCE

] Analiticka
Analit
metoda
DNA LSV
Pesticidi
. AMP
ili H.O>

Ref.

[47]

[48]
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2.4.2. LbL metoda u drugim strukturama senzora

M13(-);
PEI(+)

PDDA(+);
CNNC(-)

LbL na polimernoj

membrani celuloza acetata

dijalizom: SPAuU/ LbL:
LbL SPAuU SWCNTs@M13(-)- SWCNTs@M13- Glukoza AMP
GOX@PEI(+); potom wet GOX@PEI
contact-transfer-print na
SPAu

LbL.: elektrodepozicija
PDDA(+)- potom

LbL/ elektro- uranjanje u CNNC(-); GCE/LbL: PDDA- o
L GCE Nitrit AMP
polimerizacija potom CNNC/ PEDOT
elektropolimerizacija
EDOT

[49]

[50]

28



Za odredivanje DNA konstruirana je sonda napravljena kombinacijom homogenog recikliranja
ciljanih DNA potpomognutog endonukleazom (eng. homogeneous endonuclease-assisted
target DNA recycling) i streptavidinom funkcionaliziranih srebrovih nanocestica oznacenih sa
uglijkovim nanosferama [47].

PSS mikrosfere modificirane LbL metodom sa slojevima PE Snyder i sur. [48] koristili su za
odredivanje paraoksona (pesticid) i vodikovog peroksida H20.. Pripremljena su dva razlicita
sustava. Prvi sustav sastoji se od PAH-PAA filma na PSS mikrosferama. Na povrsinu PE filma
adsorbira se enzim acetilkolin esteraza (AChE) ili HRP te se ovako pripremljen senzor Koristi
za amperimetrijsko odredivanje paraoksona odnosno vodikovog peroksida. Drugi sustav sastoji
se od PEI-PAA filma formiranog na PSS mikrosferama. Kao i u prvom sustavu, da bi se
paraokson tj. vodikov peroksid mogao odrediti potrebno je na povrSinu filma imobilizirati

AChE tj. HRP.

2.4.2. LbL metoda u drugim strukturama senzora

Lee i sur. razvili su enzim sticker metodu za razvoj elektrokemijskih senzora. Enzimska
naljepnica sastoji se od nano-mreznog provodljivog enzimskog filma (eng. enzymatic
conductive nano-network film) i polimernog nosaca (slika 9). LbL sastavljanje nano-mreznog
provodljivog enzimskog filma provodi se dijalizom. SWCNTs pomijeSane s fagom M13 se
podvrgavaju dijalizi nakon ¢ega se dodaje PEI te se dijaliza nastavlja. U konacnici se dodaje
enzim od interesa (u ovom slu¢aju GOx) te slijedi posljednja dijaliza. Napravljeni film nanosi
se na polimerni nosac (polimerna membrana celuloza acetata). Pripremljena naljepnica se reZe,
natapa u vodi te prenosi na Zeljeni supstrat (wet-transfer-print ). Navedeni senzor autori su

koristili za odredivanje glukoze [49].
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1st dialysis 2nd dialysis 3rd dialysis

(a) (SWNT + M13 phage) (PEl coating)  (Enzyme incorporation)
: & .S y Free-standing enzymatic
HYA ! conductive network

(b) Enzymatic conductive network 1
on a polymeric support
oy PP Socking ‘Wetted enzyme sticker

clmm% in water water
| Target substrate | substrate A Datached by wat
{ Wet comacl Enzymatic
conductive network
y Transrer
Drying Peeling-off, ¢ N - \
— ’ S |

Slika 9 - Shematski prikaz priprave enzimske naljepnice: a) konstrukcija nano-mreznog
provodljivog enzimskog filma, b) struktura enzimske naljepnice i princip rada wet-transfer-
print metode. [49]

Xu i sur. [50] napravili su nanokompozitni senzor za amperimetrijsko odredivanje nitrita
(NO2). LbL metodom slojevi PDDA i karboksilirane nanokristalne celuloze (CNCC) se
naizmjeni¢no nanose na GCE. Zatim se na nastali viSeslojni film imobilizira poli(3,4-
etilendioksitiofen) (PEDOT). Navedeni senzor pokazuje veliku selektivnost, stabilnost te

osjetljivost.

30



3. Zakljucak

U ovom radu prikazane su moguce strukture senzorskih filmova postignute sloj na sloj
metodom. Takoder je prikazana uloga polielektrolita u konstrukciji LbL filmova te njihova
primjena. Viseslojni filmovi mogu se sastojati od 2 sloja u kojima se polielektroliti izmjenjuju
s osjetilnim, medijatorskim ili pak pretvorni¢kim komponentama (NiTsPc). S/M/T komponente
kao $to su primjerice enzimi ili nanocestice takoder mogu biti i zarobljene unutar slojeva
polielektrolita. ViSeslojni filmovi koji imaju viSe od 2 sloja mogu se sastojati od 3 ili vise
slojeva ili pak mogu biti nacinjeni od viSeslojnih naizmjeni¢nih filmova. Polielektroliti se na
supstrate takoder mogu nanositi u obliku prekursornih filmova kada se zele umanjiti
interferencije osjetilnog elementa sa supstratom. Ukoliko se polielektroliti nanose kao
prekursorni film senzorni elementi se nanose metodama kao $to su nakapavanje, umakanje,
elektrodepozicija itd. Uz navedeno, polielektroliti se LbL. metodom mogu ugraditi u sloZzene

nanocestice (nanosfere, sonde) ili u druge strukture senzora.
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Popis kratica

Polielektroliti:

CMP — karboksimetilpululan

CNCC - karboksilirana nanokristalna celuloza

CS — hitozan

HA — huminska kiselina

PAA(+) — poli(akrilamid)

PAA(-) — poli(akrilna kiselina)

PADA — poli[akrilamid-co- (dialildimetilamonij klorid)]
PAH — poli(alilamin hidroklorid)

PAM - poliakrilamid

PAMAM - poli(amidoamin) dendrimer

PAS — natrijev poli(anetol sulfonat)

PET - polietilentereftalat

PC — pektin

PDADMAC - poli(dialildimetilamonijev klorid)

PDDA — poli(dialildimetilamonijev klorid)

PEI — poli(etilenimin)

PHD - poli(hidroksietil metakrilat-poli[2-(dimetilamino)etil metakrilat])
PHEMA-b — poli(hidroksietil metakrilat)

PDMAEMA — poli[2-(dimetilamino)etil metakrilat]
PSS — poli(stiren sulfonat)

PQ11 — poli[(2-etildimetilamminoetil metakrilat etilsulfat)-co-(1-vinilpirolidon)]

PVP — poli(vinil pirolidon)
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PVS — poli(vinilsulfat)

SCS — sulfonirani hitozan

SiPyClI — 3-n-propilpiridin silseskvioksan
Uglijkovi nanomaterijali:

CNS — ugljikove nanosfere

CNO - ugljikovi nano-lugice

ErGO — elektrokemijski reduciran grafenov oksid
GO — grafenov oksid

MWCNTSs — visezidne ugljikove nanocjevcice
MCNT — multifunkcionalne ugljikove nanocjevcice
rGO - reducirani grafenov oksid

SWCNTSs — jednozidne ugljikove nanocjevcice
DNA:

cDNA — komplementarna DNA

SSDNA — jednolanc¢ana DNA

Enzimi:

AChE — acetilkolin esteraza

ChOx — kolin esteraza

HRP — peroksidaza hrena

GOx — glukoza oksidaza

LOx — laktat oksidaza

SOD - sarkozin oksidaza
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Elektrode:

FET — tranzistor s efektom polja

FTO — kositrov oksid dopiran s fluorom
GCE - staklena ugljikova elektroda

IDE — planarno isprepletena elektroda
ITO — indij-kositar oksid

SPAu — sitotiskana zlatna elektroda
SPCE - sitotiskana ugljikova elektroda
SPGE - sitotiskana grafitna elektroda
Elektroanaliticke metode:

AMP — amperometrija

CV — ciklicka voltametrija

DPASYV - diferencijalna pulsna voltametrija anodnog otapanja
DPV — diferencijalna pulsna voltametrija
EIS — elektrokemijska impedancijska spektroskopija
IMP — impedancija

LSV — linearna zamasna voltametrija
POT - potenciometrija

SWV - voltametrija kvadratnog vala
Ostalo:

APTES — 3-amminopropil-trietoksisilan
BSA — govedi serumski albumin

CD - ciklodekstrin

GTH — glutaraldehid



MB — metilen plava

MG — metilen zelena

MPA — merkaptopropionska kiselina

PANI — polianilin

PB — prusko plava/ berlinsko modrilo

PEDOT - poli(3,4-etilendioksitiofen)

PSA — polistiren-co-akrilna kiselina

SDS — natrijev dodecil sulfat

S-PEDOT - sulfonirani poli(3,4-etilendioksitiofen)

TEOS — tetraetil ortosilikat
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