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Abstract
Synthetische receptoren bestaande uit molecular imprinted polymers (MIPs) zijn door

hun hoge stabiliteit in verschillende omgevingen, lage kost en gemakkelijk gebruik, zeer
geschikt voor gebruik in milieu-, gas- en biosensoren. Er werden MIPs gesynthetiseerd,
bestaande uit PMAA, voor het molecule nicotine. Deze MIPs werden gebruikt als
herkenningslaag in een sensorprototype. De uitlezing van deze sensor gebeurde
elektronisch en meer specifiek impedimetrisch. De MIPs werden met behulp van het
geconjugeerde polymeer MDMO-PPV vastgehecht aan een glazen substraat waarop
voordien Au of Ti elektroden werden geplaatst.

De immobilisatie en vorm van de verschillende lagen/onderdelen van de sensor werden
met diverse methoden gekarakteriseerd. Zo werd er gebruik gemaakt van UV-Vis
absorptie, optische microscopie, SEM en AFM. Deze karakterisatie heeft aangetoond dat
de verschillende onderdelen met succes geimmobiliseerd werden.

Er werden metingen uitgevoerd op verschillende soorten samples in water en in
acetonitriel. Afthankelijk van het soort sample steeg of daalde de impedantiemodulus na
toevoegen van nicotine. De sensor werd getest bij verschillende concentraties nicotine en
het gelijkaardig molecule cotinine. Cotinine werd aangewend om de selectiviteit van de
MIPs te analyseren. De MIP’s werden vergeleken met hetzelfde polymeer dat niet
geinprint werd met nicotine (NIP). De impedantie werd gemeten in het frequentiegebied
100Hz- 1IMHz.

Er werd naar de impedantie gekeken bij 212 Hz om zo dicht mogelijk bij het
sampleoppervlak te meten en zo weinig mogelijk in de vloeistof.

De resultaten werden gefit aan een elektrisch equivalent circuit en daaruit werden
waarden gehaald voor de verschillende componenten van dit circuit. Er werd
voornamelijk gekeken naar de verandering in charge transfer resistance (Ry) van de
interface.

De resultaten hebben aangetoond dat de sensor verschillend reageert op nicotine en
cotinine. De signaalveranderingen waren echter de som van veranderingen in de
oplossing, aan de interface en in de bulk (MDMO-PPV + MIP) van het sample. Verdere
metingen moeten de veranderingen in de oplossing en de interface minimaliseren opdat

de veranderingen in de bulk het signaal zouden domineren.



1 Inleiding

De term sensor wordt gedefinieerd als een toestel of systeem, inclusief elektronica,
software en verbindingsnetwerken, dat reageert op een fysische of chemische
hoeveelheid en zo uitlezing produceert die een maat is voor de kwantiteit [1].

In de hedendaagse wereld wordt de vraag naar allerlei sensoren steeds groter. Er is nood
aan sensoren voor steeds meer verschillende stoffen of moleculen, alsook voor bepaalde
fysische en medische eigenschappen. Sensoren vinden bijvoorbeeld toepassingen op het
gebied van geneeskunde, milieu en voeding. Er worden ook steeds hogere eisen gesteld
aan de sensitiviteit, selectiviteit, responstijd en stabiliteit van sensoren. Zo dienen
sensoren steeds lagere concentraties van bepaalde stoffen te kunnen detecteren, tot zelfs
pico- en femtomolaire hoeveelheden, en dienen ze een onderscheid te kunnen maken
tussen zeer gelijkaardige stoffen. Deze eisen hebben allemaal betrekking tot de
herkenningslaag van de sensor. De eisen die aan de andere delen van de sensor gesteld
worden, houden verband met miniaturisatie, kostprijs en biocompatibiliteit in het geval
van implanteerbare sensoren. Onderstaande figuur toont een schematische weergave van

een sensor die bestaat uit een herkenningslaag, een transducer en een amplifier.
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Figuur 1. Schematische weergave van een sensor

De uitlezing van de sensor kan elektronisch [2-6], optisch [7,8] of met behulp van
trillingsfrequentie [9,10]. De elektronische uitlezing is relatief eenvoudig, goedkoop en
snel, hierdoor is dit de methode die in dit onderzoek gebruikt werd.

Indien de sensor bestaat uit een biologische herkenningslaag, dan spreekt men van een
biosensor. Een voorbeeld hiervan is een immunosensor [5] waarbij de herkenningslaag

bestaat uit antilichamen. Een ander veelvuldig voorkomende methode maakt gebruik van



enzymes [3], die het gewenste doelmolecule binden en/of via een enzymatische reactie
zorgen voor een signaalversterking, bijvoorbeeld de vorming van een onoplosbaar
produkt [5], of zelfs rechtstreeks zorgen voor detectie, bijvoorbeeld kleurverschil. Een
voorbeeld hiervan is de glucose-sensor [11]. Een nieuw type biosensor bevat DNA als
herkenningslaag. Dit DNA kan, mits het gaat om enkelstrengs DNA, een complementaire
DNA streng binden en zo bijvoorbeeld mutaties detecteren [12,13]. DNA kan ook
bepaalde kleine moleculen detecteren die dan relatief specifiek binden aan het DNA

[14,15].

1.1 Molecular imprinted polymers (MIPs)

In dit onderzoek werden molecular imprinted polymers (MIPs) gebruikt als
herkenningslaag voor de sensor. MIPs kunnen omschreven worden als een artificiéle
vorm van antilichamen. Het zijn polymeren waarin het doelmolecule als het ware
ingeprent is. Deze inprenting gebeurt volgens de vorm en volgens de functionele groepen
van het doelmolecule. Zo worden in het polymeer holtes gevormd die precies de vorm
van het doelmolecule bezitten en waarvan de binnenkant bestaat uit de complementaire
functionele groepen met betrekking tot het doelmolecule. MIPs hebben vele voordelen
ten opzichte van natuurlijke receptoren. Ze zijn stabiel in “vijandige” omgevingen, ze
kunnen een breder pH gebied en hogere temperaturen doorstaan in vergelijking met
natuurlijke receptoren. In het bijzonder kunnen MIPs gemaakt worden voor moleculen
waarvoor geen natuurlijke receptoren bestaan. Ze kunnen ook gebruikt worden in
organische solventen wat niet het geval is voor natuurlijke receptoren. Doordat het gaat
om polymeren kunnen ze in verschillende vormen geproduceerd en gehanteerd worden.

MIPs zijn relatief eenvoudig en goedkoop te synthetiseren.



Figuur 2. Schematische weergave van MIP synthese [16]
1) functionele monomeren, 2) crosslinker, 3) doelmolecule, a) complexvorming van functionele

monomeren met doelmolecule, b) copolymerisatie met crosslinker, c¢) vast polymeer met holte

Hieronder zal summier de synthese van een MIP uitgelegd worden. De reagentia nodig
voor de synthese van de MIP zijn de volgende: een doelmolecule, functionele
monomeren, crosslinker, solvent en in het geval van radicalaire polymerisatie, een
initiator.

Het doelmolecule is het molecule dat men wilt detecteren, indien het gaat om een sensor,
of dat men enkel bindt om bijvoorbeeld dat soort molecules uit een mengsel op te
zuiveren, bijvoorbeeld bij chromatografie. Voor een optimale selectiviteit en sensitiviteit
van de MIP is de vereiste voor het doelmolecule dat het verschillende functionele
groepen bezit. De functionele monomeren bevatten groepen die covalent of niet-covalent
interageren met de complementaire groepen van het doelmolecule. De keuze van
functionele monomeren is athankelijk van het doelmolecule, covalente of niet-covalente
imprinting, en het gewenste polymerisatiemechanisme (radicalair, anionisch, kationisch
of condensatie).

De crosslinker heeft als doel het geheel te fixeren opdat na de extractie van het
doelmolecule de structuur van de functionele monomeren behouden blijft en er zo nano-
holtes achterblijven in de matrix structuur van het polymeer. Hoe sterker dit netwerk hoe
meer resistent de MIP is tegen andere reagentia.

De solventen die gebruikt worden ter bereiding van de MIP hebben als functie het in
oplossing houden van de ongepolymeriseerde elementen. Een tweede functie van het
solvent is het vormen van porién tijdens de polymerisatie zodat het doelmolecule achteraf

gemakkelijker kan geéxtraheerd worden en erna terug tot in de holtes kan geraken. Bij



radicalaire polymerisatie maakt men gebruik van een initiator, die de polymerisatiereactie
start via een radicalaire aanval op de monomeren.

Ter vorming van een MIP laat men eerst de functionele monomeren reageren met het
doelmolecule. Hierdoor wordt er een complex gevormd dat ook wel pré-
polymerisatiecomplex genoemd wordt. Bij de niet-covalente imprinting bestaat deze
interactie voornamelijk uit waterstofbrugvorming. Andere mogelijke interacties zijn de
electrostatische en hydrofobe interacties. Zodra dit complex gevormd is, kan de
polymerisatie starten, door bijvoorbeeld activatie van de initiator. De polymerisatie zorgt
ervoor dat dit complex “vastgevroren” wordt met behulp van crosslinkers. Zodra het
mengsel gepolymeriseerd is, kan het doelmolecule uit het polymeer geéxtraheerd worden

waardoor een op maat van het doelmolecule gemaakte bindingsholte achterblijft. [16-21]

1.2 Nicotine

In dit onderzoek werd een MIP gebruikt voor het molecule nicotine. Nicotine komt in
natuurlijke vorm voor in een variéteit van planten, voornamelijk van de plantenfamilie
Solanaceae of nachtschadefamilie zoals de aardappel, tomaat, groene peper, aubergine en
natuurlijk de tabaksplant. Nicotine is een alkaloid met een actief centrum en komt voor in
verschillende stereo-isomeren. Zuiver nicotine is een heldere vloeistof met een
karakteristieke geur die in contact met lucht bruin kleurt. Het is een sterke base en heeft
een kookpunt bij 247°C. Nicotine heeft een molecuulgewicht van 162.2 g/mol. De
chemische naam van nicotine is L-3-(1-Methyl-pyrrolidine-2-yl)-pyridine met als
chemische formule: Cio Hj4 N, [22-24]. Onderstaande figuur toont de chemische structuur

van nicotine.

Figuur 3. Nicotine

Ondanks het natuurlijk voorkomen van nicotine in eetbare planten is de veruit
belangrijkste bron van blootstelling aan nicotine het tabaksgebruik. Nicotine wordt

geabsorbeerd via de mondholte, de huid, longen, urineblaas en het gastrointestinaal



stelsel. Nicotine kan ook migreren doorheen biologische membranen zoals de bloed-
hersen-barriere.

Na absorptie wordt nicotine gemetaboliseerd in de lever en worden verschillende
metabolieten gevormd waarvan cotinine de belangrijkste is [23,24]. Nicotine kan in het
lichaam binden aan de nicotinic acetylcholinereceptoren die zich bevinden ter hoogte van
de synapsen tussen preganglionaire en postganglionaire neuronen van zowel het
sympatische als het parasympatische zenuwstelsel. Ze komen ook voor op niet-autonome
zenuwuiteinden zoals neuromusculaire verbindingen van de skeletspieren.

Binding van nicotine op deze acetylcholinereceptoren zorgt voor een sympatische
vasoconstrictie in de abdominale organen en ledematen en tegelijkertijd voor
parasympatische effecten zoals verhoogde gastro-intestinale activiteit. Nicotine verhoogt
ook de expressie van antidiuretisch hormoon (ADH) wat op zijn beurt leidt tot
vochtretentie [25]. Op het niveau van het lichaam zorgt nicotine ook voor een verhoogde
hartslag, bloeddruk, vrije vetzuren in plasma, catecholamines in bloed en een mobilisatie
van suiker in het bloed. Het verstoort het anti-oxidanten verdedigingsmechanisme van het
lichaam. Op cellulair niveau zijn er ook nog tal van effecten zoals verhoogde expressie
van heat shock proteins, nitwisseling van zuster chromatiden, inhibitie van celproliferatie
en suppressie van apoptose [22].

Nicotine heeft een halfwaardetijd van 24-84 minuten in bloed en verdwijnt dus redelijk
snel uit het bloed na roken. Het metaboliet cotinine heeft echter een halfwaardetijd van
10-20 uren en verdwijnt veel langzamer. Hierdoor is cotinine een goede indicator voor
(passief) roken [23]. De vele schadelijke effecten van nicotine op het lichaam zullen hier
verder niet behandeld worden omdat dit ons te ver zou leiden, voor een overzicht zie
referentie 22.

Cotinine werd toegevoegd om de selectiviteit van de MIP te testen vermits cotinine en
nicotine zeer gelijkaardig zijn. Zoals figuur 4 laat zien, zijn nicotine en cotinine op één

zuurstofatoom na volledig identiek.



Figuur 4. Cotinine

1.3 Nicotine detectie

De detectie van nicotine (of cotinine) wordt niet enkel aangewend door de wetenschap
maar ook door het verzekeringswezen (vooral in de V.S.), het bedrijfsleven en
particulieren die bijvoorbeeld willen testen of er nicotine (of cotinine) aanwezig is in hun
lichaam of dat van hun kinderen. Zeker in deze tijden waarin passief roken steeds meer
serieus genomen wordt, zullen meer mensen en openbare plaatsen getest worden op de
aanwezigheid van nicotine of cotinine. Er bestaan reeds commerciéel verkrijgbare testen
voor cotinine zoals bijvoorbeeld “The SureStep™ One-Step Rapid Nicotine Test” van
Craig Medical [26], die verkrijgbaar is voor $4.5. Deze test en de meeste andere
commerciéle testen zijn gebaseerd op het principe van de immunoassay en testen op de
aanwezigheid in urine. Bovenvermelde test, een competitieve immunoassay, bestaat uit
een strip waarop op €¢én uiteinde een bandje cotinine antigen geimmobiliseerd is en op het
andere uiteinde worden gekleurde, goudgeconjugeerde, antilichamen voor cotinine
aangebracht. Als er dan een urinestaal wordt toegevoegd dan migreren deze antilichamen
dankzij capillaire krachten naar het cotinine bandje. Indien er geen cotinine aanwezig is
in het urinestaal zullen de antilichamen binden aan de geimmobiliseerde cotinine en zo
een gekleurd bandje vormen. Indien er wel cotinine aanwezig is in het staal zullen de
antilichamen ook binden aan de cotinine afkomstig van het staal en zal er door deze
competitie geen gekleurd bandje gevormd worden. De detectielimiet van deze en de
meeste andere testen is 200ng/ml [26].

In het labo worden voornamelijk verschillende vormen van chromatografie gebruikt ter
detectie van nicotine. Zo worden bijvoorbeeld gas chromatography, high performance
liquid chromatography [27,28] of supercritical fluid chromatography [29] aangewend.
Deze chromatografiemethoden zorgen voor een scheiding van nicotine uit het te

analyseren mengsel en moeten dus nog gecombineerd worden met een detectiemethode.



Deze detectie kan bestaan uit UV-absorptie, ion mobility detectie, electrochemische
detectie of massaspectrometrie [28-30]. Afhankelijk van het gebruikte type
chromatografie gebeurt de scheiding op basis van lading, hydrofobiciteit, affiniteit,
oplosbaarheid, stabiliteit of moleculair gewicht. Bij het standaardtype high performance
liqguid chromatography treedt scheiding op omwille van de relatieve oplosbaarheid van
het analyt tussen twee vloeibare fasen, meer specifiek een polaire en apolaire fase.
Affiniteitschromatografie kan specifiek nicotine uit een mengsel halen op basis van
affiniteit van nicotine voor een bepaalde stof of receptor. Zo kunnen MIPs gebruikt
worden als stationaire fase om nicotine op te zuiveren [31].

Andere detectiemethoden voor nicotine die (nog) niet commerciéel zijn, zijn bijvoorbeeld

non-aqueous capillary electrophoresis [32] en surface plasmon resonance [33].

2 Sensoropbouw en immobilisatie

Dit hoofdstuk behandelt de gebruikte materialen en hun immobilisatie ter vorming van
een sensorprototype, gebaseerd op impedantiespectroscopie. De sensor bestaat uit een
substraat waarop elektroden werden aangebracht. Hierover werd ofwel een halfgeleidend
polymeer aangebracht met daarop de MIP ofwel werd de MIP rechtstreeks over de

elektroden geplaatst. Figuur 5 toont de opbouw van de sensor.
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Figuur 5. Schematische weergave van de sensoropbouw

2.1 Substraat

Als substraat werd gebruik gemaakt van glas. Microscoopglaasjes werden op maat
gesneden met behulp van een kraspen met diamante tip. Afthankelijk van de gebruikte
sensorinterface werd het glas gesneden in de volgende afmetingen: 10 mm x 10 mm of 20

mm x 12 mm. De glaasjes werden gereinigd opdat de later aangebrachte materialen niet

10



zouden loskomen van het substraat en om afwijkingen in metingen te vermijden. Deze
reiniging gebeurde als volgt: stofdeeltjes werden verwijderd met behulp van stofvrije
doekjes, vervolgens werden de glaasjes ultrasoon behandeld met zeep om vetresten te
verwijderen. Na grondig spoelen met gedistilleerd water werden de glaasjes in een
ultrasoonbad met aceton geplaatst en vervolgens in hete iso-propanol, dit om te
desinfecteren en de laatste vetresten op te lossen. Na deze reiniging konden de elektroden

op het glas geplaatst worden.

2.2 Elektroden

Voor de elektroden werd initi€el gebruik gemaakt van goud, later werd overgeschakeld
op titanium. Er werd gekozen voor deze overschakeling omdat Ti beter hecht op glas dan
Au. De Au-elektroden werden opgedampt door middel van thermische evaporatie, een
vorm van physical vapor deposition (PVD), hiervoor werd een Balzers (PROVAC),
opdamper gebruikt. Er werden Au-elektroden van ongeveer 100 nm dik opgedampt bij
een vacuum van 0,6.10” hPa. De dikte van de elektroden werd tijdens het opdampen
gemeten met behulp van een kristal microbalans. De luchtdruk in de samplehouder werd
naar beneden gehaald met behulp van een vacuumpomp tot deze laag genoeg was om
efficiént op te dampen. Vervolgens werd er een stroom gestuurd door een wolframen
vlootje waar het goud oplag. Het goud smolt en de stroom werd verhoogd zodat het goud
verdampte en afgezet werd op het sample.

De Ti elektroden werden door een medewerker van het IMO (dr. V. Mortet) op het
sample aangebracht door middel van DC-pulsed magnetron sputtering, ook een vorm van
PVD. Hierbij worden zware positieve ionen gegenereerd in een plasma, die vervolgens
versneld worden naar een target en daar door momentumoverdracht via een
botsingscascade neutrale atomen ejecteren. Deze geéjecteerde atomen worden dan met
behulp van een elektrisch veld afgezet op het substraat [34]. De dikte van deze elektroden
was iets minder dan 50 nm. Bij de kleine glaasjes werden telkens twee elektroden
geplaatst, bij de grote glaasjes werden 4 maal 2 elektroden geplaatst waarbij de naburige

elektroden (1 mm breed) zich op + 440 pm van elkaar bevonden.
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2.3 Halfgeleidend polymeer
Als halfgeleidend polymeer werd poly(2-methoxy-5-(3’,7’-dimethyloctyloxy))-1,4-
phenylene vinylene (MDMO-PPV of OC,C,(-PPV) gebruikt. Zie figuur 6.
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Figuur 6. MDMO-PPV
Dit geconjugeerde polymeer wordt tevens gebruikt in organische zonnecellen, pLEDs
[35]. en bij de ontwikkeling van biosensoren [36]. In dit onderzoek werd MDMO-PPV
gebruikt dat via de Gilch route gesynthetiseerd werd. MDMO-PPV werd in de
sensoropbouw gehanteerd als een geleidende “lijmlaag” tussen de MIPs en de elektroden.
MDMO-PPV werd vanuit een 0.35-0.7 gewichtspercent oplossing in chloorbenzeen
gespincoat op de samples. Het spincoaten bestond uit drie stappen. De eerste stap dient
ter verspreiding van het MDMO-PPV over het sample, de tweede stap zorgt voor de
verwijdering van het overtollige polymeer en de laatste stap zorgt voor het uitdrogen of
verdampen van de chloorbenzeen. Tijdens de tweede stap wordt het deksel gesloten om
turbulentie, veroorzaakt door het hoge toerental, te verminderen. Onderstaande tabel

toont de parameters die gebruikt werden bij het spincoaten.

Tabel 1. Spincoat parameters

Deksel | Toerental x10 (rotaties/s) | Versnelling(m/s”) | Versnellingstijd (s) | Tijd (s)
Open 20 3 3 10
Toe 250 5 3 10
open 50 3 3 100

Door deze parameters of het gewichtspercent van de oplossing te veranderen, bekwam
men verschillende diktes van de MDMO-PPV laag.
Tenslotte dient nog opgemerkt te worden dat het spincoaten werd uitgevoerd in een

glovebox onder inerte N, atmosfeer zodat er geen reactie kon plaatvinden tussen O, en
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het MDMO-PPV voordat dit uitgehard was. Figuur 7 toont een foto van een sample.
Hierop zijn de 4 x 2 elektroden te zien met daarover de MDMO-PPV laag die het sample

een oranje kleur geeft.

Figuur 7. Sample met 4x2 Ti elektroden en MDMO-PPV

2.4 MIP

Zoals reeds eerder vermeld, werd in dit onderzoek gewerkt met een MIP aangemaakt
voor het doelmolecule nicotine en meer specifiek (S)-nicotine. Deze MIP werd
gesynthetiseerd door het laboratorium voor polymere en organische scheikunde (Jan
Duchateau en Frederik Horemans). Alle chemicalién kwamen van Sigma of Aldrich. Als

functioneel monomeer werd methacrylic acid (MAA),aangewend, zie figuur 8.

O

N on

Figuur 8. Methacrylic acid (MAA)
Ethylene glycol dimethacrylate (EGDM), zie figuur 9B, werd gebruikt als crosslinker en
azobisisobutyronitrile (AIBN) als initiator voor de radicalaire polymerisatie, zie figuur
9A. Dit mengsel werd opgelost in chloroform (CHCl;) wat ook de functie van porogen

(poriénvorming) vervulde.

NC A O B
)L N=N 7( ﬁ)L D/\/O%
CN o
Figuur 9. A) AIBN, initiator B) EGDM, crosslinker

De initiator werd thermisch (60°C) of optisch (UV bestraling) geactiveerd. Na

polymerisatie werd een vast polymeer (PMAA) bekomen dat een gelige kleur had door
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de aanwezigheid van nicotine. Hiernaast werd er ook een non-imprinted polymeer, NIP,
gemaakt. Hier werd hetzelfde protocol gevolgd als voor de MIP, alleen werd er geen
nicotine toegevoegd aan het mengsel. Deze NIP had dus ook niet de gelige kleur die de
MIP wel had. De NIP werd aangemaakt om later als referentiestaal te dienen.

Vervolgens werden de MIP en NIP fijngemalen met behulp van een mechanische mortier
en tenslotte gezeefd om zo de gewenste deeltjesgrootte te bekomen. Er werden zeven
gehanteerd met een maaswijdte van 45uM en 25uM.

Voor dit project was enkel de kleinste poederfractie (<25uM) relevant voor verdere
verwerking tot een sensor.

Na het malen werd de nicotine uit het MIP-poeder ge€xtraheerd door het spoelen met
methanol en een 1:1 mengsel van acetonitriel en azijnzuur gedurende drie dagen. Na deze
extractie was de gelige kleur minder intens. Hetzelfde extractieprotocol werd toegepast
op de NIPs, dit om de MIP en NIP zoveel mogelijk dezelfde behandeling te geven.

Om de MIPs en NIPs uiteindelijk als herkenningslaag te gebruiken werden de deeltjes
geimmobiliseerd op een MDMO-PPV laag van +150nm. Dit door het poeder op het
oppervlak aan te brengen en het sample vervolgens te verwarmen tot 150°c op de
hotplate. Aangezien deze temperatuur hoger ligt dan de glastransitietemperatuur (T,) van
MDMO-PPV (+ 40°c) zullen de MIP- en NIP deeltjes in de MDMO-PPV laag smelten.
Ter bevordering van dit proces werd dikwijls een gewichtje op het geheel geplaatst. Het
aanbrengen van het poeder gebeurde met een spatel of met een polydimethylsiloxaan
(PDMS) stempel, waarmee dan een MIP-patroon bekomen werd. De verwarmingstijd
vari€éerde van 10 tot 20 minuten. Na het verwarmen werd het overtollige MIP poeder
weggeblazen met N, en werden de samples gespoeld met water. Om te drogen werden ze
nog een minuut op de hotplate gelegd.

De MIPs en NIPs werden ook rechtstreeks in niet-gepolymeriseerde vorm op het
substraat met de elektroden gespincoat. Hierbij werd er geen MDMO-PPV aangebracht
op het sample. De spincoatparameters waren dezelfde als in tabel 1. Na spincoaten
werden de samples onder UV geplaatst om de polymerisatie te starten. Op deze wijze
werd er een MIP-film over de elektroden verkregen in plaats van MIP-poeder op een
MDMO-PPV laag. Vermits het hier ging om een dunne film werden deze samples minder

lang geéxtraheerd.
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MIP-poeder werd ook gemengd met MDMO-PPV en zo als mengsel gespincoat op het
sample. Bij deze laatste twee immobilisatiemethoden hier beschreven, werd er dus geen
gebruik gemaakt van een hotplate. Deze methoden werden nog verder onderzocht, de

resultaten worden vermeld in hoofdstuk 4.4.

2.5 Plaatsing van sample in houder

De geprepareerde samples werden vervolgens in een samplehouder geplakt met behulp
van hars. Deze houder kon later via een interface aangesloten worden op de
impedantiemeter. Het elektrisch contact tussen het sample en de houder werd gerealiseerd
door Al-draadjes (25 pum dik) te wirebonden tussen het sample, op de plaats van de
elektroden, en de samplehouder. Hierbij werd de Al-draad met behulp van ultrasone
trillingen vastgehecht op het sample en de houder. Deze hechting kon nog verstevigd
worden door zilverpasta aan te brengen op de contacten. Figuur 10 toont het sample in de

houder.

Figuur 10. Sample in samplehouder

3 Karakterisatie

De immobilisatie van de verschillende onderdelen op het sample werd gecontroleerd en
verschillende referentiemetingen werden uitgevoerd om de binding van nicotine in de
MIP te bekijken. De volgende karakterisatietechnieken werden aangewend: UV-Vis
absorptie, optische microscopie, scanning electron microscopy (SEM) en atomic force

microscopy (AFM).
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3.1 UV-Vis absorptie

Om de MIPs zelf te karakteriseren werd gebruik gemaakt van UV-VIS absorptie.
Hiermee werd nagegaan of de MIPs wel degelijk nicotine binden en in welke mate.

Deze karakterisatie werd uitgevoerd door Duchateau J. en Horemans F. van het labo voor

polymere en organische scheikunde.

3.1.1 Werkingsprincipe

Vele moleculen absorberen ultraviolet of zichtbaar licht. De absorptie van een oplossing
stijgt naarmate de lichtstraal sterker tegengehouden wordt. Dit wil zeggen dat de
absorptie stijgt met toenemende afstand van de straal door de oplossing en met
toenemende concentratie van de oplossing. Dit is de wet van Lambert Beer, namelijk:
A=¢gcl

Hierin is A de absorptie, ¢ de concentratie van de te detecteren stof, 1 de weglengte en ¢
een molaire absorptiviteitsconstante. Verschillende moleculen absorberen licht bij
verschillende golflengtes. UV-Vis absorptie spectroscopie is hierop gebaseerd.

De absorptie van UV- en zichtbaar licht komt overeen met de excitatie van valentie
elektronen in bepaalde functionele groepen. Er wordt voornamelijk gekeken naar
elektronische overgangen betreffende m, o, n en charge-transfer elektronen. De meeste
UV-VIS absorptie van organische substanties is gebaseerd op overgangen van n of =«
elektronen naar de antibonding (n*) geéxciteerde toestand. De reden hiervoor is dat de
absorptiepieken voor deze transities in een experimenteel gunstig gelegen gebied van het

spectrum liggen (200-700nm) [37].

3.1.2 UV-VIS metingen

Metingen werden uitgevoerd met een Cary 500 (Varian).

Er werd een batch rebinding experiment uitgevoerd op de MIPs en NIPs. Hierbij werden
gekende hoeveelheden MIP of NIP poeder in een beker gedaan waaraan verschillende
concentraties nicotine oplossingen werden toegevoegd. Na incubatie werd de absorptie
gemeten van de oplossing (zonder poeder) om zo met behulp van een ijklijn de

concentratie ongebonden nicotine en dus ook de gebonden fractie nicotine te bepalen.
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Deze metingen gebeurden in acetonitriel en de absorptie werd gemeten bij 261 nm omdat

deze golflengte karakteristiek is voor nicotine. Onderstaande figuur toont de ijklijn voor

de absorptie in functie van de concentratie nicotine.
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Figuur 11. Absorptie in funtie van concentratie nicotine, ijklijn

Deze figuur laat zien dat de absorptie lineair stijgt met toenemende concentratie nicotine.

Uit deze ijklijn werd de formule A = 2.378 [nic] bekomen waarmee de absorptiewaarden

omgezet kunnen worden in concentratiewaarden. Zie tabel 2.

Tabel 2. Concentraties batch rebinding experiment

MIP NIP
C; (mM) | Cr(mM) | Cp (mM) | Cr (mM) | Cp (mM)
0.185 | 0.098 | 0.087 / /
0380 | 0202 | 0.178 | 0370 | 0.010
0623 | 0367 | 0256 | 0.588 | 0.035
0.877 | 0.569 | 0308 | 0.826 | 0.051
1.119 | 0763 | 0356 | 1.023 | 0.09

Deze waarden laten duidelijk zien dat de MIPs veel meer nicotine binden als de NIPs die

toch nog een kleine fractie binden. De concentratie gebonden nicotine (Cp) stijgt met

toenemende initi€le concentratie nicotine (C;). Met deze gegevens kan men een Scatchard

plot uitzetten. Hiervoor wordt er aangenomen dat alle bindingsplaatsen hetzelfde zijn en

bijgevolg dezelfde affiniteit hebben voor nicotine. Uit deze grafiek en de Langmuir

isotherm:
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Sy = N.K,.Cr/ (1 + Ka.Cf) — Si/Cr=-K,..Sp + N.K,
kunnen de bindingsconstante (K, in mM™) en het maximale aantal bindingsplaatsen per
gram MIP (N in pmol/g) bepaald worden. Sy is de hoeveelheid gebonden nicotine per

gram MIP (umol/g) en de concentratie vrij nicotine (Cr¢) wordt uitgedrukt in mM. Figuur
12 toont de Scatchard plot.
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Figuur 12. Scatchard plot MIP

De gefitte rechte heeft als vergelijking: Y =-1.335 X + 234.08
Met de Langmuir isotherm kan men dan zeggen dat K, gelijk is aan 1.335 mM™ en dat N
gelijk is aan 175.34 pumol/g. Onderstaande figuur toont de Scatchard plot voor de NIP.
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Figuur 13. Scatchard plot NIP
Deze plot toont aan dat de NIPs de vooropgestelde Langmuir isotherm niet volgen
vermits een negatieve bindingsconstante niet mogelijk is. Men kan dus concluderen dat

de MIPs ten opzichte van de NIPs veel beter nicotine binden. Er werd ook een Scatchard

plot opgesteld voor MIPs en cotinine. Zie figuur 14.
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Figuur 14. Scatchard plot MIP + Cotinine

Deze plot toont aan dat de MIPs selectief zijn voor nicotine omdat de grafiek de
Langmuir isotherm niet volgt.

Tot slot dient nog opgemerkt te worden dat er ondertussen een MIP gesynthetiseerd werd
met een bindingsconstante van + 8 mM™. Deze MIP kon echter nog niet aangewend

worden voor de sensormetingen.

3.2 Optische microscopie

Er werd gebruik gemaakt van een Axiovert 40 MAT (ZEISS) microscoop om de samples
op microscopische schaal te bekijken. Figuur 15 toont de gespincoate laag MDMO-PPV
en MDMO-PPV met geimmobiliseerde MIP.

20 ym
20 um
(i H

Figuur 15. MDMO-PPV (links) en MDMO-PPV + MIP (rechts); 10x vergroting

Op deze figuur ziet men dat het sample (hier zonder elektroden) geheel bedekt is met een
uniforme laag MDMO-PPV en dat er daadwerkelijk MIP-poeder geimmobiliseerd is op
de MDMO-PPV laag. De korrelgrootte van de MIP deeltjes en/of clusters van deeltjes die

hier zichtbaar zijn gaat van enkele micrometers tot 20 um. Uit deze figuur kan men
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afleiden dat de MIP deeltjes vast blijven zitten na spoelen met water vermits elk sample
na immobilisatie gespoeld werd met water en drooggeblazen werd met N, gas.

Er werd ook gekeken naar het effect van de tijd dat de samples op de hotplate lagen ter
immobilisatie van de MIP deeltjes. Onderstaande figuur 16 toont samples die
respectievelijk 5, 10 en 15 minuten op de hotplate lagen. Uit deze meting werd met
behulp van het softwareprogramma /mageJ informatie vergaard over het aantal deeltjes,
de deeltjesgrootte en de bezetting. Zie tabel 3.

Bij de 20x vergroting is er een toename waar te nemen van de procentuele bedekking en
de gemiddelde grootte van de deeltjes of clusters van deeltjes bij toenemende tijd op de

hotplate.

Figuur 16. Geimmaobiliseerde MIPs: A) 5min, B) 10min, C) 15min hotplate; 20x vergroting

Tabel 3. Deeltjesanalyse hotplate experiment

A (5min) | B (10 min) | C (15 min)
Aantal 1438 1517 1460
Totale oppervlakte (um?) | 18E3 21E3 24E3
Gemiddelde grootte (um?) | 12.4 13.7 16.3
Bedekking (%o) 12.2 14.2 16.2

Deze analyse van de deeltjesbezetting op het sample werd ook toegepast op NIP samples
om deze te vergelijken met MIP samples. Bij het malen en zeven werd namelijk
opgemerkt dat de NIP deeltjes kleiner gemalen konden worden en/of minder grote
clusters vormden. Het laatste geval zou betekenen dat de NIP deeltjes minder
elektrostatisch geladen zijn in vergelijking met MIP deeltjes. Figuur 17 toont
microscoopfoto’s van samples waarop MIP (A) en NIP (B) geimmobiliseerd werden. Op

deze foto’s zijn ook de elektroden te zien.
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Figuur 17. Geimmobiliseerde MIP (A) en NIP (B), elektrode linksonder (A) en boven (B); 10x

Tabel 4. Deeltjesanalyse MIP en NIP
MIP | NIP

Aantal 401 | 1044
Totale oppervlakte (um?) | 33E3 | 38E3
Gemiddelde grootte (um?) | 83.3 | 37.1
Bedekking (%) 222 | 258

De figuur en de tabel 4 laten zien dat het aantal NIP deeltjes veel groter is dan het aantal
MIP deeltjes op het sample. De MIP deeltjes zijn wel aanzienlijk groter dan de NIP
deeltjes, hierdoor is er slechts een klein verschil waar te nemen in de procentuele
bedekking van het oppervlak.

Het gewichtspercent van het te spincoaten MDMO-PPV werd gedurende het onderzoek
gevariéerd tussen 0.35 m% en 0.6 m%, dit leverde verschillende diktes van MDMO-PPV
lagen op.

De invloed hiervan kon niet rechtstreeks vergeleken worden omdat er te weinig gegevens
beschikbaar waren. Er kon wel worden vastgesteld dat er een slechte bedekking (5%) met
MIP deeltjes bekomen werd op een MDMO-PPV laag die gespincoat werd vanuit een
0.35 m% oplossing. Door het lage gewichtspercent van de oplossing is de MDMO-PPV
laag dunner. Hierdoor hebben grotere deeltjes te weinig grip op deze laag en zullen er dus
enkel kleine deeltjes geimmobiliseerd worden.

Figuur 18 toont enkele foto’s van met MIP (A,B) en NIP (C) bezette samples waarop ook
delen van de elektroden te zien zijn onder de MDMO-PPV laag. De randen van de

elektroden zijn dikwijls niet egaal maar “gekarteld”, dit is te zien op foto B van
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onderstaande figuur. Zulk een ruw elektrodenoppervlak is uiteraard niet bevorderlijk voor

de reproduceerbaarheid van latere metingen.
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Figuur 18. A) MIP 10x, B) MIP 20x, C) NIP 20x. Deze foto’s tonen tevens de elektrodenranden

Onderstaande figuur toont de immobilisatie van MIP poeder met behulp van een PDMS-

stempel. Hiermee kon een patroon van evenwijdige poederbandjes, 200um breed,

gestempeld worden. De afstand tussen de bandjes bedraagt ook 200pum.

Figuur 19. MIPs geimmobiliseerd met PDMS stempel met bandenpatroon; A) 5x B) 20x C) 100x

De randen van de bandjes zijn relatief scherp. Slechts op de 100x vergroting (C) zijn wat
MIP deeltjes te zien vlak langs het bandje.

De deeltjesbezetting in de bandjes is gemiddeld over verschillende samples iets hoger dan
met de gewone methode (met spatel). Gemiddeld over verschillende samples werd voor
de gemiddelde deeltjesgrootte een waarde van 36.7 um? gevonden en voor de bedekking
23.7 %. Door het bandenpatroon echter is maar de helft van het totale oppervlak bezet
met bandjes wat resulteert in een relatief lage totale bezetting.

Er werd ook MDMO-PPV gemengd met MIP deeltjes gespincoat op samples. Hier
werden de MIP deeltjes grotendeels bedekt met MDMO-PPV wat de MIP deeltjes minder

toegankelijk zou kunnen maken voor nicotine. Zie figuur 20.
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Figuur 20. MIP + MDMO-PPV gemengd gespincoat; A) 10x B) 20x

Voor de 10x vergroting (A) werd hier een waarde van 88.5 pm? gemiddelde deeltjes- of
clustergrootte gevonden en 6.2 % bedekking. Voor de 20x vergroting (B) waren dit
respectievelijk 33.4 um? en 8.1 %.

Wanneer MAA rechtstreeks over de elektroden gespincoat werd, was dit niet of
nauwelijks zichtbaar met het blote oog of onder de microscoop omdat het een kleurloze

film vormde.

3.3 Scanning electron microscopy (SEM)
SEM werd gebruikt om de immobilisatie van de MIP deeltjes op de MDMO-PPV laag te
analyseren. Hier zal eerst kort het werkingsprincipe van SEM uitgelegd worden en

vervolgens worden de genomen resultaten besproken.

3.3.1 Werkingsprincipe

Bij SEM worden beelden gevormd door een zeer dunne elektronenstraal, afkomstig van
bijvoorbeeld een electron gun. Deze elektronenstraal wordt gefocused op het oppervlak
van het te onderzoeken sample. De straal wordt over het sample gescanned in een serie
lijnen om zo een raster te visualiseren. Zie figuur 21 voor een schematische tekening van

een SEM toestel.
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Figuur 21. Schematische weergave SEM

De straal met hoge energie elektronen (10keV) wordt versneld naar het sample door
gebruik te maken van een positieve spanning. Als het sample beschoten wordt door de

elektronenstraal treden er verschillende interacties op. Zie figuur 22.
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Figuur 22. Mogelijke interacties die optreden na beschieten van sample met elektronenbundel

De fenomenen die aan de bovenkant van de figuur getoond worden treden op wanneer het
gaat om bulk samples en deze kunnen gebruikt worden bij SEM. De fenomenen aan de
onderkant daarentegen treden op bij zeer dunne samples en worden gebruikt bij
transmission electron microscopy (TEM).

Als een invallend elektron vlak langs een atoom van het sample passeert, kan dit elektron

een deel van zijn energie overdragen aan een lager energie elektron (meestal K-schil). Dit
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leidt tot ionisatie van het elektron in het sample atoom. Dit geioniseerde elektron verlaat
vervolgens het atoom met een zeer kleine kinetische energie (5¢V) en wordt een
secondary electron genoemd. Elk invallend elektron kan verschillende secundaire
elektronen produceren. Door de lage kinetische energie kunnen enkel secundaire
elektronen die zich zeer dicht bij het oppervlak bevinden, het sample verlaten en
gedetecteerd worden. Hierdoor is de produktie van secundaire elektronen sterk
gerelateerd aan de topografie van het sample.

De secundaire elektronen worden gecollecteerd door bijvoorbeeld een low field detector,
die onder positieve spanning staat ten opzichte van het sample. De beelden gemaakt met
SEM lijjken meer driedimensionaal dan bij gewone microscopie omdat de produktie van
geémitteerde elektronen athangt van de invalshoek van elektronenstraal op het sample.

De resolutie die gerealiseerd kan worden met SEM is typisch in de orde van 10nm [38].

3.3.2 SEM beelden

De SEM beelden werden genomen met een Quanta 200-FEG (FEI) door een medewerker
van het IMO (B. Ruttens).

Figuur 23 toont SEM beelden van een MDMO-PPV laag en verschillende vergrotingen
van MIP deeltjes geimmobiliseerd op een MDMO-PPV laag.

Figuur 23. SEM: A) MDMO-PPV 20 000x B) MIP deeltjes 5000x C) MIP deeltjes 20 000x; 15kV

Op de figuur is duidelijk het verschil te zien tussen de gewone MDMO-PPV laag en de
laag met MIP deeltjes. Onderstaande tabel toont de gemiddelde groottes en bedekking
van de deeltjes bij de verschillende vergrotingen. Bij deze sterke vergrotingen (tot

20000x) is de procentuele bedekking laag omdat er tussen de grotere deeltjes in gekeken
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wordt. De deeltjes zijn tevens zeer klein, met een diameter in de orde van enkele

honderden nanometers.
Tabel 5. Deeltjesanalyse SEM beelden MIP
5000 X | 20 000 X

Gemiddelde grootte (um?) | 0.07 0.04
Bedekking (%) 4.5 33

Figuur 24 toont twee vergrotingen (5000 X en 20 000 X) van MIP deeltjes die gemengd
met MDMO-PPV gespincoat werden. De vegen die op foto A te zien zijn bij sommige
deeltjes zijn waarschijnlijk afkomstig van het spincoaten waarbij het vloeibare MDMO-

PPV beinvloed werd door de deeltjes.

Figuur 24. SEM: MDMO-PPV + MIP gemengd gespincoat; A) 5000x B) 20 000x

Op A, B en C van figuur 25 zijn individuele MIP deeltjes zichtbaar die geimmobiliseerd
werden op een MDMO-PPV laag. Hierop is duidelijk te zien dat de deeltjes
daadwerkelijk in de polymeerlaag gesmolten zijn. De wazige vormen zijn de gedeeltes
van de MIP deeltjes die onder het MDMO-PPV oppervlak zitten. Foto D geeft een beeld
weer van het oppervlak van een groot MIP deeltje. Hierop is te zien dat het
MIPoppervlak zeer ruw is. De foto’s E en F tonen een dwarsdoorsnede van een sample.
Hiervoor werd een sample in twee gebroken en werd er met de SEM dwars op de breuk
gekeken. Op deze foto’s zijn de MIP deeltjes, de MDMO-PPV laag en het glas te zien.
Op foto E ziet men een MIP deeltje dat verzonken is in de MDMO-PPV laag.
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Figuur 25. SEM: Verzonken MIP deeltjes A,B) 60 000x C) 40 000x.
D) MIP oppervlak 120 000x. E) dwarsdoorsnede sample met verzonken deeltje 100 000x.
F) dwarsdoorsnede 50 000x.

3.4 Atomic force microscopy (AFM)
Om het oppervlak verder te karakteriseren op een nog kleinere schaal werd AFM
aangewend. Eerst zal kort het werkingsprincipe behandeld worden en vervolgens worden

de AFM beelden besproken.

3.4.1 Werkingsprincipe

Het belangrijkste onderdeel van een AFM is de cantilever met aan het uiteinde de tip.
Deze scherpe tip bevindt zich aan de onderzijde van de cantilever en is gevoelig voor
krachten tussen de tip en het sample. De tipscherpte is bepalend voor de resolutie in de X
en Y richting. De tip rastert over het oppervlak en door verhogingen op het sample-
oppervlak zal de tip buigen. Deze buiging is een maat voor de topologie van het
sampleoppervlak. De reflecterende bovenkant van de cantilever wordt beschenen met een
laserstraal zodat de gereflecteerde straal invalt op een plaatsgevoelige detector. Zie figuur

26.
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Figuur 26. Schematische weergave AFM

Indien de cantilever met tip beweegt zal deze beweging dus gedetecteerd worden door de
detector en via feedback elektronica wordt dan vervolgens het sample bewogen zodat de
gereflecteerde straal terug invalt op een referentiepositie. Het sample bevindt zich op een
vast substraat dat pi€zo-elektrisch in drie dimensies bewogen kan worden. De
bewegingsafstanden van het substraat met sample worden gebruikt om een beeld te
vormen van het sample. Dit beeld kan de topologie van het sample weergeven alsook de
hardheid, elasticiteit, adhesie of wrijving, athankelijk van de gebruikte mode. De AFM
kan gebruikt worden in verschillende modes: contact mode, tapping mode en non-contact
mode.

Contact mode

In deze modus wordt de flexibele cantilever met tip in contact gebracht met het
sampleoppervlak en wordt het sample lijn per lijn gescand. Veranderingen in de buiging
van de cantilever worden tijdens het scannen gedetecteerd en constant gehouden door een
elektronische feedback. Topografische beelden worden gegenereerd door de verticale
beweging van het substraat te registreren

Tapping mode

In deze mode laat men de cantilever met tip verticaal oscilleren met een frequentie gelijk
aan of in de buurt van de eigenfrequentie van de cantilever. Hierdoor zal de tip het
sampleoppervlak intermitterend aantikken. Tijdens het scannen wordt de amplitude van
de oscillatie constant gehouden via een elektronische feedback door het substraat
verticaal te laten bewegen. Het voordeel van deze mode is het wegvallen van laterale
wrijvingskrachten die wel aanwezig zijn in de contact mode

Non-contact mode
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Deze mode kan gebruikt worden wanneer contact tussen de tip en het sample vermeden
moet worden. Men laat de tip vlak boven het sample oscilleren zonder dat deze het
sample raakt. Op deze wijze worden bijvoorbeeld Van der Waals krachten tussen de tip
en het sample gedetecteerd. Men kan dan veranderingen in amplitude, fase of frequentie
meten.

De resolutie van AFM is sterk afthankelijk van de gebruikte tip. De resolutie stijgt met
afnemende dikte van de tip. Hierbij dient wel in rekening gebracht te worden dat een
scherpere tip ook sneller zal slijten. Met AFM kan een resolutie bereikt worden van

enkele nanometers. [39,40]

3.4.2 AFM metingen

Metingen werden verricht met een Park Scientific Instruments Autoprobe CP (Veeco
Metrology Group) voorzien van een Si cantilever (NSC11A van MikroMash). Metingen
werden uitgevoerd in non-contact mode. Beeldverwerking gebeurde met SPIP software
(Scanning Probe Image Processor).

Figuur 27 toont de topologische beelden van MDMO-PPV, MDMO-PPV + MIP en
MDMO-PPV + NIP, allen op een laterale schaal van 500 nm bij 500 nm. De PPV film is
veel minder ruw als het oppervlak van de MIP en de NIP. De structuren in het X,Y vlak
zijn veel kleiner in vergelijking met die van het geimprinte materiaal. Het wolkachtig
oppervlak van de MIP is vergelijkbaar met de bevindingen van het SEM prentje op de
ingezoomde deeltjes; figuur x. De z-range bij de NIP (770 nm) is op dit beeld veel groter
dan bij de MIP (110 nm) omdat er bij de NIP waarschijnlijk gemeten werd over de rand
van een NIP deeltje.
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Figuur 27. AFM topologische beelden (500 nm x 500nm)

Tegelijkertijd met deze topologische beelden werden ook beelden genomen van de
amplitude van de oscillerende cantilever. Deze beelden zeggen minder over de
hoogteverschillen maar geven een betere x,y resolutie. Zie figuur 28. In het x,y vlak is te
zien dat de NIP in vergelijking met MIP over een veel minder ruw oppervlak beschikt.

Blijkbaar heeft nicotine een invloed op de polymerisatie van de MIP.
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Figuur 28. AFM oscillatie amplitude beelden (500 nm x 500 nm)

4 Impedimetrische detectie van nicotine

Na de karakterisatie van het oppervlak van de nicotine sensor, zal nu de elektronische
uitlezing besproken worden. Deze uitlezing gebeurde met behulp van impedantie

spectroscopie. Na een stukje theorie zullen de resulaten besproken worden.
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4.1 Impedantie theorie
Impedantie kan omschreven worden als de frequentieafthankelijke weerstand van een
sample onder wisselspanning. Elektrische weerstand is de mogelijkheid van een materiaal
om de elektrische stroom tegen te werken. De impedantie wordt aangeduid met het
symbool Z en kan vergeleken worden met de weerstand R van een sample. De wet van
Ohm definiéert deze weerstand als de spanning gedeeld door de stroom.
R=VI/1
Deze vergelijking is enkel geldig wanneer het materiaal kan vergeleken worden met een
pure weerstand. De impedantie is dan constant over het hele stroom- en spanningsbereik.
Eveneens wanneer een wisselspanning zou worden aangelegd aan zo een materiaal, zou
de wisselstroom en spanning in fase met elkaar lopen over heel het frequentiegebied.
Echter in de meeste gevallen is het materiaal niet zuiver resistief, maar bevat het ook
capacitieve eigenschappen. De wet van Ohm geldt dan niet meer in de bovenstaande
vorm. Deze moet dan aangepast worden, omdat bij het aanleggen van een wisselspanning
de stroom gaat voorijlen ten opzichte van de spanning. Om een nieuwe formule voor Z te
vinden dient eerst de oscillerende spanning V en stroom I in hun complexe vorm
geschreven te worden.
Vi=Voexp(iot)
In deze formule is V; de spanning op tijdstip t, Vo de amplitude van het spanningssignaal,
i = V-1 en ® de hoekfrequentie. De hoekfrequentie is gelijk aan 2af waarbij f de
frequentie is in Hz. Het resulterend stroomsignaal wordt als volgt beschreven:
L=Ilpexp(iot— D)
Dit stroomsignaal vertoont een faseverschuiving @ ten opzichte van het
spanningssignaal. Deze faseverschuiving is 0 bij een weerstand, 7/2 bij een condensator
en — 1/2 bij een spoel. De stroom ijlt dus voor op de spanning bij een condensator en ijlt
na bij een spoel.
Hieruit volgt dan de impedantie:
Z(®w)=V/1=2Zyexp (1 D)
Met behulp van de vergelijking van Euler kan dit geschreven worden als:

Z(®) = Zy (cos®D + 1 sind)
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Bovenstaande vergelijking laat zien dat de impedantie bestaat uit een re€el en een
imaginair deel. De grootte van de impedantie komt overeen met Z; cos® en de
faseverschuiving komt overeen met Z sin®.

De metingen in dit onderzoek gebeurden niet aan vaste stoffen maar er werd getracht in
een elektrochemische meetcel het onderscheid te maken tussen effecten in de vloeistof, in
de bulk polymeer en aan de dubbellaag. Deze effecten spelen een verschillende rol bij de
verschillende frequenties. Omdat hier met vloeistoffen gewerkt werd, spreekt men van
electrochemische impedantie spectroscopie.

Elektrochemische impedantie wordt meestal gemeten door een wisselspanning aan te
leggen over een elektrochemische meetcel en de resulterende wisselstroom door de cel te
meten. Normaal wordt een klein excitatiesignaal aangelegd om ongewenste redoxreacties
te vermijden en omdat de respons dan pseudo-lineair is. In een (pseudo-) lineair systeem
is de respons op een sinusoidaal signaal een sinus met dezelfde frequentie maar met een
faseverschil. Men dient er wel op te letten dat het excitatiesignaal niet te klein is omdat
dit resulteert in een kleinere respons en men dus meer ruis zal ondervinden.

Omdat EIS metingen veel tijd in beslag kunnen nemen, heeft men dikwijls problemen
met drift van het gemeten systeem. Een stabiel meetsysteem kan in de praktijk maar
moeilijk verwezenlijkt worden omdat de meetcel kan veranderen door adsorptie van
onzuiverheden in de oplossing, groei van een oxide laag, ophoping van reactieprodukten,
coating degradatie en temperatuursveranderingen. Dit driftprobleem zou verholpen
kunnen worden met behulp van een differentiéle meetsetup. [41,42] Het volgende deel

zal verder ingaan op de datapresentatie.

4.2 Datapresentatie en interpretatie
Indien men het reéle deel van de impedantie op de X-as van een grafiek plot en het
imaginaire deel op een negatieve Y-as dan verkrijgt men een Nyquist representatie. Zie

figuur 29.
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Figuur 29. Nyquist plot

Elk punt van de Nyquist plot geeft de impedantie bij één frequentie weer. De impedantie
die hoort bij de laagste frequentie is het punt uiterst rechts op de grafiek en de frequentie
stijgt naarmate men dichter bij het nulpunt van de reéle as komt. Elk impedantiepunt op
de plot wordt voorgesteld door een vector met als lengte |Z| en de hoek tussen deze vector
en de X-as is gelijk aan de fase @ of het argument van Z. De halve cirkel verschaft
informatie over weerstanden en tijdsconstante van het circuit. Hierover volgt meer
verderop in dit werk. Een nadeel van de Nyquist plot is dat men bij één bepaald punt niet
kan zeggen welke frequentie erbij hoort tenzij men de gebruikte frequentiestappen kent.

Een andere vaak gebruikte presentatiemethode is de Bode plot. Hier wordt log frequentie
op de X-as geplaatst en log |Z| en/of @ op de Y-as. Deze vorm van datapresentatie geeft

dus wel rechtstreeks informatie over de frequentie. Zie figuur 30.

ry F Y

log Z

log f

Figuur 30. Bode plot

De elektrisch equivalente componenten Zyw, R, Caq en Rg zullen verderop behandeld
worden maar deze Bode plot geeft aan waar deze componenten zich bevinden in het

frequentiegebied.
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Men kan ook |Z| en/of @ voor één bepaalde frequentie uitzetten in de tijd, dit worden
time-resolved measurements genoemd. Op deze wijze kan men de impedantie volgen in
de tijd bij een uitgekozen frequentie, bijvoorbeeld waar de signaal/ruis verhouding
optimaal is.

EIS data kunnen geinterpreteerd worden door ze te fitten aan een elektrisch equivalent
circuit. De meeste componenten van zulke equivalente circuits zijn veelvoorkomende
componenten zoals weerstanden en condensatoren. Andere mogelijke componenten zijn
spoelen, de Warburg impedantie en het constant phase element (CPE). Om nuttig te zijn
in het elektrisch equivalent circuit moeten de afzonderlijke componenten een bijdrage
leveren aan de fysische elektrochemie van het systeem. Zo hebben de meeste equivalente
circuits een weerstand die de weerstand van de elektrolytoplossing van het systeem
voorstelt. Door de gemeten data met behulp van een computerprogramma (ZSimpWin) te
fitten aan een bepaald equivalent circuit kan men bepalen of dit een goed model is voor
het systeem en bekomt men waarden voor de afzonderlijke componenten van dit model.
Een veelvuldig voorkomend, eenvoudig, elektrisch equivalent circuit is het Randles

circuit. Zie figuur 31.

Ret or Rp

Figuur 31. Randles circuit

Dit circuit bevat een weerstand van de oplossing (Rs) in serie met een condensator
afkomstig van de dubbellaag (Cq) en charge transfer weerstand (Ry) of een
polarisatieweerstand (R;,). Caqi en R of R;, staan parallel ten opzichte van elkaar. Aan dit
circuit wordt dikwijls nog een Warburg impedantie (Z,,) toegevoegd in serie met Ry.
Zoals eerder vermeld kan men deze componenten terugvinden in de Bode plot, figuur 30.
Een Nyquist plot van dit equivalent circuit, waaran Z, werd toegevoegd, wordt

weergegeven in figuur 32.
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Figuur 32. Nyquist plot R(C(RW)) circuit

Uit deze Nyquist plot kan men enkele waarden voor de componenten afleiden. Ry wordt
gegeven door het intercept van de linkerkant van de halve cirkel met de Z’-as. Rt wordt
gegeven door de diameter van de halve cirkel. Z,, geeft een stijgende (45°) rechte aan de
rechterkant van de halve cirkel en de Warburg coéfficient (o) kan berekend worden uit
het intercept van de rechte met de Z’-as. Verder kan ook de tijdsconstante (t) berekend
worden uit de frequentie bij de top van de halve cirkel, waar —Z’’ maximaal is.

R; stelt de weerstand van de oplossing in het systeem voor. Dit kan een belangrijke factor
zijn in de impedantie van de elektrochemische cel. Deze weerstand hangt af van de
ionenconcentratie, type ionen, temperatuur en de geometrie van de cel.

Cq staat symbool voor de elektrische dubbellaag die gevormd wordt op het grensvlak
tussen de elektrode en het elektrolyt. Ionen uit de oplossing gaan zich op het
elektrodenoppervlak zetten maar blijven gescheiden van de ladingen in de elektrode,
weliswaar door een minimale afstand (in de orde van Angstroms). Deze ladingen
gescheiden door een isolerende laag vormen een condensator waarvan de capaciteit
athangt van de elektrodepotentiaal, temperatuur, ionenconcentratie en type, oxide lagen,
ruwheid van het elektrodenoppervlak,....

R, en R hebben te maken met elektrochemische reacties aan het elektrodenoppervlak.
R¢e stelt de redoxreactie voor waarbij elektronen vrijkomen in de elektrode en
metaalionen van de elektrode in oplossing gaan. De snelheid van deze ladingsoverdracht
is athankelijk van de soort reactie, temperatuur, potentiaal en de concentratie van

reactieprodukten.
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De Warburg impedantie geeft de invloed van massatransport van de elektroactieve
deeltjes op de totale impedantie weer. Met andere woorden het zegt iets over de diffusie.
Een constant phase element stelt een lekkende of niet ideale condensator voor. Omwille
van deze reden wordt Cy dikwijls vervangen door een CPE. Als a in tabel 6 gelijk is aan
1, dan zou het gaan om een gewone condensator. Indien a gelijk is aan 0.5 dan gaat het
om een Warburg element. Q zou dus omschreven kunnen worden als een veralgemening
van de condensator en het Warburg element.

Tabel 6 geeft de vergelijkingen voor de impedantie van deze componenten. [41-43]

Tabel 6. Impedantie van de equivalente componenten

Component | Impedantie (Z)
R R
C 1/joC
L JjoL
W 1/YN(jw)
Q (CPE) 1/Yo(jo)"

4.3 Meetopstelling

De elektrochemische impedantiemetingen werden uitgevoerd met een HP/Agilent 4284A
Precision LCR Meter, USA. Er werden verschillende handgemaakte vloeistofkamers
gebruikt. Zo werd er gemeten in stilstaande vloeistof en in circulerende vloeistof waarbij

dan een pomp met instelbare flow gebruikt werd. Zie figuur 33.

Figuur 33. Vloeistofkamers: A en B) twee verschillende additiedesigns, C) Flowdesign

De spectra werden gemeten in een frequentiebereik van 100Hz tot IMHz. Er werd een
wisselspanning aangelegd van 50mV en de resulterende stroom werd op 50 punten in het

frequentiebereik gemeten. De metingen werden herhaald om de 30 of 60s. Meestal werd
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er gemeten bij gelijkspanning van OV, soms werd er echter gemeten bij een
gelijkspanning van 20mV. Metingen werden uitgevoerd op kamertemperatuur (18-20°C).
Er werden oplossingen van nicotine en cotinine in water en in acetonitriel (ACN)
gemeten.
De metingen werden uitgevoerd op verschillende soorten samples:

-Ti elektroden (gemeten in water)

-Ti + MDMO-PPV (gemeten in water)

-Ti + MDMO-PPV + MIP deeltjes (gemeten in water en in ACN)

-Ti + MDMO-PPV + NIP deeltjes (gemeten in water en in ACN)

-Ti + MDMO-PPV gemengd met MIP deeltjes gespincoat (gemeten in water)

-Ti + MAA (MIP) gespincoat (gemeten in ACN)

-Ti + MAA (NIP) gespincoat (gemeten in ACN)
Data werden verzameld met een Labview (National Instruments) programma dat de
Bodeplots weergaf. Uit deze Bodeplots kon een frequentie gekozen worden waarbij de
data dan tijdsathankelijk (time-resolved) weergegeven werden. In dit onderzoek werd
meestal gekozen voor 212Hz omdat deze frequentie representatief is voor de impedantie
van het grensvlak tussen sample en vloeistof. Lagere frequenties zouden beter zijn maar
bij deze was er te veel ruis en de laagst meetbare frequentie bedroeg 100 Hz.. Origin en
Mathematica werden gebruikt om verschillende grafieken weer te geven. De data werden

gefit aan elektrisch equivalente circuits met het programma ZSimpWin.

4.4 Resultaten en discussie

De impedantiemetingen worden onderverdeeld in categorién die overeenkomen met
bovenvermelde sampletypes. De samples met MIP deeltjes in water worden verder
onderverdeeld in samples met een dikke en een dunne MDMO-PPV laag. Eerst werden
de gebruikte vloeistoffen en oplossingen gemeten om een idee te krijgen van de

geleidbaarheid van deze oplossingen zelf.

4.4.1 Bodeplot vloeistoffen

Als eerste werden de verschillende gebruikte analyt oplossingen doorgemeten tussen

twee Au-elektroden. De gemeten oplossingen hadden een concentratie van 4 mM, enkel
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de zoutoplossing had een concentratie van 3.5 mM. De bodeplot laat zien dat water met
nicotine beter geleidt dan water met cotinine, dat op zijn beurt beter geleidt dan zuiver
water. ACN geleidt minder goed dan water. ACN met nicotine geleidt beter dan zuiver
ACN en ACN met cotinine geleidt slechter dan zuiver ACN. Zie figuur 34. Hieruit kan
men besluiten dat nicotine optreedt als ladingsdrager. Cotinine vertoont verschillende

eigenschappen in water en ACN.

Bodeplot vioeistoffen
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Figuur 34 Bode plot vloeistoffen
4.4.2 Ti elektroden

Vervolgens werd tevens het toevoegen van nicotine in de sensor — setup nagemeten. Deze
meting werd uitgevoerd in stilstaand water zodat de toegevoegde concentraties opgeteld

moeten worden om de werkelijke concentratie nicotine te kennen. Zie figuur 35.
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Figuur 35. Ti elektroden, additiedesign, 212Hz

Deze meting toont aan dat het toevoegen van nicotine de impedantie van het systeem

verlaagt, terwijl het toevoegen van water en cotinine de impedantie verhoogt.

Onderstaande figuur 36 toont de Nyquist plot van deze meting voor het tweede kanaal op

verschillende tijdstippen. Het eerste tijdstip (t1= 69min) komt overeen met zuiver water

en de volgende tijdstippen komen overeen met de oplopende toegevoegde concentraties

nicotine. Tijdstippen t5 en t6 zijn beiden om praktische redenen genomen bij t = 289 min,

dit wil zeggen bij een toegevoegde concentratie nicotine van 720uM en juist voor het

toevoegen van water (zie figuur 35).
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Figuur 36. Nyquist plots Ti elektroden bij verschillende concentraties NIC, met t1 hoogste

concentratie en t6 laagste concentratie NIC

Deze Nyquist plot met afnemende diameter van de halve cirkel toont aan dat de
impedantieverlaging bij toenemende concentratie nicotine vooral te wijten is aan het
verlagen van Ry. Ry, oplossingsweerstand, zal ook verlagen maar die draagt bij deze
frequentie minder bij tot de totale impedantie. Naast Ry en R zal de totale impedantie
ook beinvloed worden door de dubbellaag capaciteit (Cq4i), zo kan bijvoorbeeld de
relatieve elektrische permittiviteit (), de afstand tussen de lagen en/of de oppervlakte
van de lagen veranderen. Tabel 7 geeft de waarden weer voor de verschillende

componenten van het elektrisch equivalent circuit: R(CR), zie figuur 31.

Tabel 7. Parameters equivalent circuit Ti elektroden

Circuit: R(CR)
Parameters | R (Q) C (F) R () | Chi kwadraat
Voor 178 | 8.69E-11 | 1.62E6 5.8E-4
Na 180 | 8.73E-11 | 3.87E5 6.24E-4

Er worden waarden weergegeven voor en na het toevoegen van nicotine. De Chi
kwadraat waarde geeft aan hoe goed de data overeenkomen met het equivalent circuit,
hierbij geldt hoe kleiner de waarde hoe beter de fit. De gemarkeerde waarden komen
overeen met de interface tussen het sample en de vloeistof. De niet gemarkeerde waarde

R komt overeen met de oplossing zelf.
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4.4.3 MDMO-PPV

Onderstaande figuur toont de tijdsafhankelijke meting voor met MDMO-PPV bedekte

elektroden. De impedantiegrootte wordt weergegeven bij 16kHz omdat de bode plot voor

dit sample naar rechts is verschoven (zie figuur 30) en R bevindt zich rond deze

frequentie. Er werden water, cotinine en verschillende concentraties nicotine toegevoegd

aan stilstaande vloeistof. Deze figuur geeft weer dat de impedantiegrootte verlaagt bij

toevoegen van nicotine en verhoogt bij toevoegen van cotinine en water.
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Figuur 37. MDMO-PPV, additiedesign, 16kHz

De voorgestelde hypothese is dat de impedantie verlaagt omdat R, verlaagt. R op zijn

beurt daalt door toevoeging van ladingsdragers, met name nicotine zelf. De data werden

gefit aan een R(CR)(QR) circuit, figuur 38. Zie tabel 8.

Figuur 38. R(CR)(QR) circuit

Tabel 8. Parameters equivalent circuit MDMO-PPV

Circuit: R(CR)(QR)
Parameters | R () C (F) R(Q) | Q(Yy:Ss)| n R () | Chi kwadraat
Voor 43 1.15E-10 | 2.53E5 1.78E-9 0.88 | 6.69E6 1.12E-3
Na 66 1.16E-10 | 1.16E5 1.78E-9 0.88 | 1.91E7 1.02E-3
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In deze en volgende metingen komen de niet gemarkeerde waarden overeen met de
oplossing (eerste R) en met de bulk van het sample (QR of soms CR). Het zou beter zijn
indien er gekeken kon worden naar de waarden voor de bulk, maar de fit voor dit

gedeelte is gebaseerd op slechts enkele meetpunten en dus niet betrouwbaar.

4.4.4 MIP in water

Er werden verschillende reacties waargenomen bij de samples met MIP poeder, gemeten
in water. Bij een aantal samples ging de modulus van de impedantie omhoog bij
toevoegen van nicotine en bij de andere samples omlaag. Het verschil tussen deze twee

soorten samples is de dikte van de MDMO-PPV laag.

Dikke MDMO-PPYV laag

De meting werd uitgevoerd met een additie setup, dus in stilstaande vloeistof.

Onderstaande figuur toont de impedantiegrootte in de tijd bij 212 Hz.
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Figuur 39. MIP in water, dikke MDMO-PPV film, additiedesign, 212 Hz

De impedantiegrootte stijgt na toevoegen van nicotine. Deze figuur toont de laagste

toegevoegde concentratie nicotine (50 pM) waarbij verandering van impedantiegrootte
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werd waargenomen. Omgerekend is dit 8 pg/ml of 50 nmol/ml. De vertraging op deze

stijging kan te wijten zijn aan diffusie in de vloeistof en diffusie in de MIP deeltjes.

R¢t stijgt omdat het MDMO-PPV water afstoot en er “enkel” nicotine de MIP deeltjes

binnendringt. Deze nicotine is niet geprotoneerd en/of niet afgeschermd door H,O

moleculen en kan bijgevolg goed binden in de MIP. Door binding van nicotine in de MIP

vermindert het aantal vrije zuurgroepen in de MIP en het gebonden nicotine fungeert als

barriere tegen het transport van ladingen. De waarden voor de verschillende componenten

van het equivalent circuit, R(CR)(QR), worden getoond in tabel 9.

Tabel 9. Parameters equivalent circuit MIP in water op dik MDMO-PPV

Circuit: R(CR)(QR)
Parameters | R (Q) CE R(Q) | Q(YgSs)]| n R () | Chi kwadraat
Voor 8.81E-6 | 1.43E-10 | 3.91E5 1.40E-9 0.86 | 3.57E6 4.32E-3
Na 164E-6 | 5.32E-10 | 3.43E6 | 241E-10 | 0.94 | 7.60ES 3.89E-3

Dunne MDMO-PPV laag

De meting werd uitgevoerd in een flowsysteem met pomp. Het debiet werd ingesteld op 1

ml/min. Na iedere toevoeging van nicotine (of cotinine) werd er gespoeld met water.
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Figuur 40. MIP in water, dunne MDMO-PPV film, flowdesign, 212 Hz

Bij een dunnere MDMO-PPV laag zullen water moleculen minder afgestoten worden en

de fractie van MIP dat uit de MDMO-PPV laag steekt is groter. Dit heeft als gevolg dat
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de nicotine moleculen meer geprotoneerd en/of afgeschermd worden door
watermoleculen. Hierdoor zal nicotine minder goed kunnen binden in de MIP en fungeert
het meer als ladingsdrager. Dit heeft als gevolg dat R zal dalen. Bij toevoegen van
cotinine daalt de impedantiegrootte ook, maar in mindere mate. Dit effect is
waarschijnlijk te wijten aan de mindere geleidbaarheid van een cotinine oplossing. Tabel

10 toont de waarden van de componenten van het equivalent circuit: R(CR)(QR).
Tabel 10. Parameters equivalent circuit MIP in water op dun MDMO-PPV
Circuit: R(CR)(QR)

Parameters | R(Q) C(E R(Q) | Q(Yy:Ss)]| n R () | Chi kwadraat
Voor 149 | 9.40E-11 | 1.33E6 1.69E-9 0.93 | 2.26E6 4.52E-4
Na 576E-6 | 1.16E-10 | 2.15E5 1.80E-9 0.87 | 4.06E6 1.22E-3
4.4.5 NIP in water

Als referentie werden samples met geimmobiliseerde NIP deeltjes gemeten. Deze meting

werd uitgevoerd met behulp van een additie setup.
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Figuur 41. NIP in water, additiedesign, 212 Hz
De impedantiegrootte daalt omdat R, daalt door toevoegen van extra ladingsdragers
vermits er nauwelijks nicotine zal binden in de NIP. Tabel 11 geeft de waarden voor het

equivalent circuit: R(CR)(QR).
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Tabel 11. Parameters equivalent circuit NIP in water

Circuit: R(CR)(QR)

Parameters | R(Q) | C(F) R(Q) |QYy:Ss)| n R () | Chi kwadraat
Voor 109 | 3.58E-9 | 1.37E6 1.07E-10 | 0.98 | 3.72E5 9.64E-4
Na 92 1.33E-8 | 4.43E14 9.3E-11 1 | 2.67E5 4.26E-4
4.4.6 MIP in ACN

De metingen werden ook uitgevoerd in acetonitriel omdat nicotine in ACN beter zou
moeten binden in de MIP vermits er minder competitie is voor waterstofbrugvorming dan
in water. De meting werd uitgevoerd met behulp van een “semi-flow
systeem”.Oplossingen werden met behulp van een spuit geinjecteerd in de vloeistofcel.
Na deze injectie was er geen circulatie meer in de vloeistof. Na elke toevoeging van

nicotine werd het sample kort gespoeld met ACN.
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Figuur 42. MIP in ACN, semi-flowdesign, 212 Hz

R stijgt door binden van nicotine in de MIP waardoor nicotine vrije zuurgroepen bezet
en het transport van ladingen verhindert. De data werden gefit aan een R(CR)(QR)

circuit, zie tabel 12.

45



Tabel 12. Parameters equivalent circuit MIP in ACN

Circuit: R(CCR)(QR)

Parameters | R (Q) C (F) R(Q) | Q(Yy:Ss) ]| n R () | Chi kwadraat
Voor 102 | 8.98E-11 | 2.95E5 1.83E-9 0.87 | 3.48E6 2.70E-3
Na 175 | 8.60E-11 | 4.71E5 1.46E-9 0.89 | 5.34E6 2.92E-3
4.4.7 NIP in ACN

Deze meting werd uitgevoerd met hetzelfde systeem dat voor de MIP in ACN gebruikt

werd. Bij deze meting werd er niet gespoeld voor het toevoegen van nicotine.
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Figuur 43. NIP in ACN, semi-flowdesign, 212 Hz

Z (MQ) bij 212Hz)

Re: stijgt doordat het geadsorbeerde nicotine een ladingsafstotende laag vormt op het
oppervlak van het sample. Nicotine wordt hier minder goed afgeschermd dan in water.

Tabel 13 geeft de circuitparameters weer voor een R(CR)(QR) circuit.

Tabel 13. Parameters equivalent circuit NIP in ACN

Circuit: R(CR)(QR)
Parameters | R (Q) C (F) R(Q) | Q(Yy:Ss)| n R (Q) | Chi kwadraat
\oor 159 | 9.96E-11 | 1.54E6 | 7.16E-10 | 0.97 | 1.13E7 4.68E-4
Na 187 | 9.92E-11 | 3.43E6 | 4.81E-10 | 0.99 | 8.42E6 8.07E-4
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4.4.8 MIP + PPV gemengd gespincoat

Deze configuratie vertoont dezelfde verschuiving van de Bode plot als de gewone
MDMO-PPV configuratie. De impedantiegrootte wordt daarom weergegeven bij 16 kHz.
Er werd gemeten met een additie setup.

1204 (Z,t) MIP + MDMO-PPV gemengd bij toevoegen NIC

fre
110 t \
I
100 +Hzo \
b ‘ — 71
< 90 ——z2
:\—=" i +333 UM \ +750uM
o
80 4
= ‘\j +H,0
5 -4
NE— +286 UM | J
|
60 b\j\f\
504
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
tijd (min)

Figuur 44. MIP + MDMO-PPV gemengd gespincoat, additiedesign, 16 kHz

De MIP deeltjes worden afgeschermd door het MDMO-PPV en nicotine kan bijna niet bij
de MIP deeltjes geraken, bijgevolg zal het sample zich gedragen als een sample met
enkel MDMO-PPV. R daalt door toevoegen van ladingsdragers (nicotine). Zie tabel 14

voor de waarden van het equivalent circuit: R(CR)(QR).
Tabel 14. Parameters equivalent circuit MIP + MDMO-PPV gemengd gespincoat

Circuit: R(CR)(QR)
Parameters | R (QQ) C (F) R(Q) | Q(Yy:Ss) ]| n R () | Chi kwadraat
Voor 109 | 1.12E-10 | 6.30E5 | 8.77E-10 | 0.94 | 4.94E6 8.02E-4
Na 1E-7 | 1.23E-10 | 1.35E5 2.15E-9 | 0.86 | 3.03E6 1.52E-3

4.4.9 MAA (MIP) gespincoat

Er werd gemeten in ACN met behulp van het bovenvermelde “semi-flow systeem” met

spuitje. Na toevoegen van nicotine of cotinine werd er gespoeld met ACN.
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Figuur 45. MAA (MIP) gespincoat, semi-flowdesign, 212 Hz
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In deze setup is de halfgeleidende MDMO-PPV laag vervangen door een isolerende

PMAA laag. Als er nicotine in deze laag diffundeert zal de laag minder isolerend worden

en R daalt dus. De daling van R na toevoegen van cotinine is minder sterk als na

toevoegen van nicotine omdat cotinine minder goed bindt in de MIP en minder goed

geleidt. Tabel 15 toont de waarden voor de componenten van het equivalent circuit:

R(CR) of Randles circuit.

Tabel 15. Parameters equivalent circuit MAA (MIP) gespincoat

Circuit: R(CR)
Parameters | R (Q) C (F) R (Q) | Chi kwadraat
Voor 245 | 7.13E-11 | 1.16E7 5.49E-3
Na 245 | 7.22E-11 | 4.74E6 1.16E-3

4.4.10 MAA (NIP) gespincoat

De metingen gebeurden op dezelfde wijze als bij de MIP vorm van het gespincoate

MAA.
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Figuur 46. MAA (NIP) gespincoat, semi-flowdesign, 212 Hz

R. daalt om dezelfde reden als bij de gespincoate MIP laag. Hier is de daling na

toevoegen van nicotine en cotinine wel gelijkaardig. Dit is te verwachten aangezien het

PMAA geen selectiviteit bezit voor nicotine. De data werden gefit aan een R(CR) circuit,

zie tabel 16.

Tabel 16. Parameters equivalent circuit MAA (NIP) gespincoat

Circuit: R(CR)
Parameters | R (Q) C (F) R () | Chi kwadraat
Voor 211 | 7.84E-11 | 5.99E6 3.22E-3
Na 211 | 7.85E-11 | 4.30E6 1.25E-3
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5 Conclusie

MIPs voor nicotine werden met succes aangemaakt zoals aangetoond werd met behulp
van UV-VIS absorptie metingen. De MIPs werden in poedervorm geimmobiliseerd op
een MDMO-PPV laag. Deze immobilisatie werd onderzocht en bevestigd met optische
microscopie, SEM en AFM. Een andere methode die aangewend werd om de MIPs te
immobiliseren, was het spincoaten van een MAA film en vervolgens deze film te laten
polymeriseren, hierbij werd geen MDMO-PPV gebruikt. Als referentie werden NIPs
aangemaakt en geimmobiliseerd als poeder en als film.

Er werden sensorprototypes ontwikkeld met de verschillende soorten samples. Deze
prototypes hadden verschillende vormen van vloeistofkamers, namelijk stilstaande of
additiekamers, circulatiekamers en semi-circulatickamers. Bij deze laatste vorm stond de
vloeistof stil maar werd wel in zijn geheel vervangen bij iedere toevoeging van vloeistof
of oplossing.

De uitlezing van deze sensoren gebeurde impedimetrisch waarbij er gekeken werd naar
de verandering van de modulus van de impedantie in de tijd. Metingen werden uitgevoerd
in water en in acetonitriel. De verschillende types van MIP en NIP samples werden
gemeten en besproken. Als referentie werden naakte elektroden en elektroden bedekt met
MDMO-PPV gemeten. Het sterk op nicotine gelijkend molecule cotinine werd
toegevoegd om de selectiviteit van de MIPs te onderzoeken. Data werden gefit aan een
elektrisch equivalent circuit.

De impedantiegrootte daalde na toevoegen van nicotine bij de samples met naakte
elektroden, MDMO-PPV bedekte elektroden, NIP in water, MIP op een dunne MDMO-
PPV film in water en bij de samples waar MAA gespincoat werd. De impedantiegrootte
steeg bij de samples met MIP en NIP in acetonitriel en MIP op een dikke MDMO-PPV
film in water. De samples waar cotinine werd toegevoegd reageerden tegengesteld of
minder sterk op cotinine dan op nicotine. Enkel bij de gespincoate vorm van de NIP in
acetonitriel was de reactie op nicotine en cotinine hetzelfde. Omwille van praktische
redenen werden niet alle samples getest met cotinine.

De signaalveranderingen die werden waargenomen zijn de som van signaalveranderingen
in de oplossing, aan het oppervlak van de MIP (of NIP) en in de MIP (of NIP). In de

toekomst moet men trachten de signaalveranderingen in de oplossing en aan het
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oppervlak te minimaliseren. Die effecten van nicotine in de oplossing zouden verminderd
kunnen worden door een zout, zoals KCl of NaCl toe te voegen aan de oplossing. De
signalen veroorzaakt door geadsorbeerd nicotine aan het oppervlak zouden verminderd
kunnen worden door na toevoeging kort te spoelen om zo deze geadsorbeerde moleculen
te verwijderen. De detectielimiet (nu + 8 pg/ml) dient ook nog verhoogd te worden om te

kunnen concureren met commerciéle testen (vb. 200 ng/ml).
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Introdu

Molecularly imprinted polymers (MIPs) are becoming an important class of synthetic materials mimicking the molecular recognition of low-weight molecules
by natural receptors. Mon-covalent imprinting, in particular, has a great range of applications and the synthetic materials with imprinted nanocavities,
acting as highly selective artificial receptors, are a tailor-made solution in obtaining a sensor for harsh environments. An electrochemical measurement of
these molecularly imprinted polymers can offer high sensitivity together with device miniaturization and an electronic read-out.

Setup

The general setup of a sensor device consists of a recognition ’_'“3"&“
CigHuabl

layer to capture specific molecules. This recognition event is

translated in a measurable signal by the transducer layer.

SCHEMATIC SENSOR

MOLECULARLY TMPRINTED POLYMER
MIP

As a proof of principle, a sensor for the detection of nicotine has iy P
been developed. The MIP was synthesized using nicotine as the L
template molecule and methacrylic acid (MAA) as the functional
monomer. After polymerisation of this mixture, nicotine Is CROSS-LINKER
extracted, leaving nanocavities behind in the polymer structure. =epw

After grinding of the MIP, microparticles of the imprinted
polymer were molted on a thin film of the conjugated polymer
OC,Cy-PPV. As reference electrode a non-imprinted polymer
(NIP) was also synthesized.

The molted particles on the surfaces were investigated on a
macro scale using optical microscopy and scanning electron OPTICAL MICROSCOPY SCANNING ELECTRON MICROSCOPY
microscopy was used to take a closer ook on & micro scale.

First detection of nicotine with MIP powder was tested with
UV-VIS spectroscepy. Measurements show for the MIP an
increasing concentration of bound nicotine, Cy, with an Increas-
ing initial concentration, C. C; is the concentration nicotine
detected free in the solution. The non-imprinted polymer doesn't
bind nicotine and the imprinted polymer does not react on a
nicotine-like molecule cotinine, CipH1aN;0.
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Electrical Senslni

Electrochemical impedance spectroscopy was used for
electronic recognition of nicotine. The sensing substrate consists
of four measurement cells which are imbedded in a flow cell.
The impedance spectra were measured in a frequency range rerr——
from 100 Hz to 1 MHz.
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The impedimetric detection of low-MW molecules by molecularly imprinted polymers on conjugated polymer templates gave encouraging first results.
Ongoing work is dedicated to test the specificity electronically with the nicotine-like structure, cotinine. Alse, further miniaturization of the electrodes is
planned for lowering the diffusion times and improving the detection limit. This setup proves to be an excellent platform for possible sensors in harsh
environments for biclogical or medical relevant small molecules.
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