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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg warstwy rozpoznajgcych przewodzacych polimeréw wdrukowanych
molekularnie (ang. molecularly imprinted polymers, MIPs), i sposdb przygotowania tych polimerow, jak
réwniez ich zastosowanie do selektywnego oznaczania i uwalniania D- i L-arabitolu. W szczegdlnosci,
z wykorzystaniem tych warstw opracowano i wykonano chemosensory do selektywnego wykrywania
i 0znaczania D- i L-arabitolu.

Do wytwarzania MIPs wykorzystano stosunkowo proste zwigzki dostepne handlowo. W niniej-
szym wynalazku zaadaptowano najlepszg znang strategie odwracalnego wigzania grup hydroksylo-
wych cukrow. Polega ona na odwracalnym tworzeniu wigzan kowalencyjnych pomiedzy wicynalnymi
diolami cukréw i kwasem borowym [James, T. D.; Phillips, M. D.; Shinkai, S.; Boronic Acids in Saccha-
ride Recognition, ed. Stoddart, J. F.; Royal Society of Chemistry, 2006, 173].

Do budowy chemosensoréow z powodzeniem wykorzystano dwa rézne sposoby przetwarzania
chemicznego rozpoznawania na analityczny sygnat detekcji, tj. piezomikrograwimetryczny i wykorzy-
stujgcy tranzystory polowe z zewnetrzng bramkg (ang. extended-gate field-effect transistors, EG
FETS).

Opracowane i wykonane chemosensory wykazujg wysokg selektywnos¢ wzgledem izomeréw
optycznych D- i L-arabitolu. Charakteryzujg sie one wysoce ustrukturyzowanymi tréjwymiarowymi
makroporowatymi warstwami rozpoznajgcymi MIPs [Szamocki, R.; Reculusa, S.; Ravaine, S.; Bartlett,
P. N.; Kuhn, A.; Hempelmann, R.; Tailored Mesostructuring and Biofunctionalization of Gold for Incre-
ased Electroactivity. Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 1317]. Zastosowanie tej makroporowatosci
znacznie poprawito parametry analityczne chemosensora, takie jak czutos¢ i wykrywalnos$gé.

Dolna granica detekcji (ang. limit of detection, LOD), chemosensora z makroporowatg warstwa
rozpoznajaca (9 uM) jest zblizona do fizjologicznych stezen arabitolu w osoczu krwi (1 uM) i pozostaje
ponizej fizjologicznych stezen arabitolu w takich ptynach ustrojowych jak mocz i ptyn mézgowo-
rdzeniowy.

Celem wynalazku jest opracowanie i wykonanie chemosensoréw do selektywnego oznaczania
D- i L-arabitolu (Schemat 1) w ptynach ustrojowych, np. w moczu.

Jak wykazujg statystyki medyczne, w ostatnich latach odnotowuje sie szybki wzrost liczby szpi-
talnych zakazen grzybiczych. Wzrost ten jest zwigzany z postepem medycyny zaréwno w zakresie
terapii choréb nowotworowych jak i transplantacji narzadéw i szpiku. Jednym z najczestszych patoge-
néw wyodrebnionych z krwi, odpowiedzialnym za infekcje grzybicze, sg grzyby z rodziny Candida
[Guery, B. P.; Arendrup, M. C.; Auzinger, G.; Azoulay, E.; Sa, M. B.; Johnson, E. M.; Muller, E.; Pu-
tensen, C.; Rotstein, C.; Sganga, G.; Venditti, M.; Crespo, R. Z.; Kullberg, B. J.; Management of inva-
sive candidiasis and candidemia in adult non-neutropenic intensive care unit patients: Part |. Epide-
miology and diagnosis. Intensive Care Med. 2009, 35, 55]. Powodzenie terapii antygrzybicznej zalezy
od tego czy diagnoza tych zakazen jest szybka i trafna. Wymaganiom tym jest w stanie sprostaé
oznaczanie stosunku molowego D-arabitolu do L-arabitolu we krwi, moczu i innych ptynach ustrojo-
wych pacjenta, poniewaz umozliwia wykrycie tych infekcji we wczesnym ich etapie. Fizjologiczny po-
ziom stezenia D- i L-arabitolu we krwi zawiera sie w granicach od 0 do 5 uM [Huck, J. H.; Verhoeven,
N. M.; Struys, E. A.; Salomons, G. S.; Jakobs, C., van der Knaap, M. S.; Ribose-5-phosphate isome-
rase deficiency: new inborn error in the pentose phosphate pathway associated with a slowly pro-
gressive leukoencephalopathy, Am. J. Hum. Genet. 2004, 74, 745], a w moczu w zakresie stezen od
50 do 1600 uM [Bouatra S.; Aziat F.; Mandal R.; Guo A. C.; Wilson M. R.; Knox C.; Bjorndahl T.
C.; Krishnamurthy R.; Saleem F.; Liu P.; Dame Z. T.; Poelzer J.; Huynh J.; Yallou F. S.; Psychogios
N.; Dong E.; Bogumil R.; Roehring C.; Wishart D. S.; The human urine metabolome, PLOS ONE,
2013, 8, 1]. Stosunek molowy D-arabitolu do L-arabitolu u oséb zdrowych jest staty i bliski 1,0. Gdy
wartos¢ tego stosunku przekroczy 3,0 to Swiadczy to o rozwijajacej sie infekcji grzybiczej, ktéra wy-
maga leczenia [Arendrup, M.C.; Bergmann, O.J.; Larsson, L.; Nielsen, H. V.; Jarlgv, J. O.; Christens-
son, B., Detection of candidaemia in patients with and without underlying haematological disease,
Clin. Microbiol. Infect., 2010, 16, 855]. Diagnostyka zakazeh grzybiczych, w ktérej wykorzystuje sie
stosunek molowy D-arabitolu do L-arabitolu wykazuje wiele zalet. Przede wszystkim moze byé wyko-
rzystana do diagnozy infekcji wywotywanych przez najczestsze patogeny, tj. Candida albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, czy tez C. pseudotropicalis. Ponadto jest jedng z najbardziej doktadnych
rodzajow diagnostyki. Niewatpliwg jej zaletg jest mozliwo$¢ diagnozy na bardzo wczesnym etapie
rozwoju infekcji, co umozliwia szybkie zahamowanie rozwoju zakazenia i uchronienie pacjenta przed
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niepotrzebnymi komplikacjami. Diagnostyke te mozna przeprowadzi¢ analizujgc réwniez mocz pacjen-
ta, co takze umozliwia fatwe diagnozowanie tych infekcji u niemowlgt. Co wiecej, diagnozowanie to
jest znacznie tatwiejsze a monitorowanie stanu pacjentéw poddanych terapii antymikotycznej stosun-
kowo proste [Kiehn, T.; Bernard, E.; Gold, J.; Armstrong, D.; Candidiasis: detection by gas-liquid
chromatography of D-arabinitol, a fungal metabolite, in human serum. Science 1979, 206, 577]. Nie-
stety, obecnie stosowane metody oznaczania D- i L-arabitolu wykorzystujgce rézne techniki chroma-
tograficzne wymagajg stosowania drogiego sprzetu oraz jego obstugi przez wykwalifikowany personel.
Z tych powoddw ta metoda diagnostyki jest obecnie niedostepna dla wigkszosci szpitali, a zwlaszcza
dla pacjentow w domu [Hui, M.; Cheung, S.-W.; Chin, M.-L.; Chu, K.-C.; Chan, R. C.-Y.; Cheng, A. F.-
B.; Development and application of a rapid diagnostic method for invasive Candidiasis by the detec-
tion of D-/L-arabinitol using gas chromatography/mass spectrometry. Diagn. Microbiol. Infect. Dis.
2004, 49, 117]. Opracowano takze szereg enzymatycznych testéw fluorymetrycznych wykorzystuja-
cych rekombinowane biatka dehydrogenazy D-arabitolu [Yeo, S. F.; Huie, S.; Sofair, A. N.; Campbell
A. D.; Wong, B.; Measurement of Serum D-Arabinitol/Creatinine Ratios for Initial Diagnosis and for
Predicting Outcome in an Unselected, Population-Based Sample of Patients with Candida Fungemia,
J. Clin. Microbiol 2006, 44, 3894; Yeo, S. F.; Zhang, Y.; Schafer, D.; Campbell A. D.; Wong, B.; A Ra-
pid, Automated Enzymatic Fluorometric Assay for Determination of D-Arabinitol in Serum J. Clin.
Microbiol. 2000, 38, 1439]. Wprawdzie te metody diagnostyczne sg znacznie prostsze i tansze niz
metoda HPLC-MS (ang. high-performance liquid chromatography — mass spectrometry), jednakze
wcigz nie mogg by¢ wykonywane samodzielnie przez pacjentéw w domu. Ponadto produkcja rekom-
binowanego biatka jest kosztowna. Wymaga skomplikowanej procedury oczyszczania i ponownego
zwijania (ang. folding). Co gorsza, biatka te nie sg chemicznie trwate a uzyskiwane wyniki oznaczen
sg niepowtarzalne. Opracowano takze metode elektrochemicznego oznaczania D-arabitolu za pomo-
cg elektrody z wegla szklistego (ang. glassy carbon electrode, GCE) pokrytg cienkg warstwg hydroze-
lu chitozanowego z uwiezionymi w nim nanoczgstkami miedzi [Wang, F.; Liao, Y.; Ren, Y.; Chen, Z.,
A novel method for D-arabinitol determination based on a nano-structured sensing film by one-step
electrodeposition, Microchim Acta, 2010, 518, 9]. Niestety, metoda ta nie jest enancjoselektywna
i wymaga wczesniejszego wydzielenia D-arabitolu z mieszaniny izomerdéw optycznych D- i L-arabitolu.
Ponadto selektywnos$¢ tego sensora jest bardzo niska. To znaczy, jego odpowiedZ na obecne w pty-
nach ustrojowych substancje przeszkadzajace, takie jak kwas askorbinowy, dopamina, cysteina, frukto-
za, gliceral, itp., jest wysoka i porownywalna, a czesto nawet wyzsza, od odpowiedzi sensora na arabitol.

Opracowanie selektywnych czujnikéw chemicznych zdolnych do rozpoznawania D- i L-arabitolu
wychodzi naprzeciw spotecznym zapotrzebowaniom wczesnego diagnozowania zakazeh grzybicz-
nych u pacjenta w domu.

Zgodnie z obecnym wynalazkiem, warstwa rozpoznajgcego polimeru, utworzona metodg wdru-
kowywania molekularnego (MIP), charakteryzuje sie tym, Ze stanowi jg polimer kwasu 2,2'-bitiofeno-5-
-borowego i 3,3'-bitiofenu osadzony w makroporowatej trojwymiarowej warstwie nanokulek krzemion-
kowych o potgczonych porach jednakowej srednicy w zakresie od 100 do 600 nm.

Ponadto wynalazek obejmuje sposdb otrzymywania warstwy rozpoznajgcego polimeru, metodg
molekularnego wdrukowania (MIP), za pomocg elektropolimeryzacji potencjometrycznej, charaktery-
zujacy sie tym, ze

prowadzi sie elektropolimeryzacje potencjometryczng, gdzie jako monomer funkcyjny stosuje
sie kwas 2,2'-bitiofeno-5-borowy, w obecnosci monomeru sieciujgcego 3,3'-bitiofenu;

przy czym do polimeryzacji stosuje sie roztwér rozpuszczalnika organicznego, korzystnie aceto-
nitrylu, zawierajgcy D- lub L-arabitol, kwas 2,2'-bitiofeno-5-borowy, 3,3'-bitiofen, w stosunku molowym
jak 1:2:2, i 0,1 M elektrolit podstawowy, korzystnie chloran(VIl) tetrabutyloamoniowy (TBA)CIO,
oraz w etapie poprzedzajgcym wdrukowanie molekularne szablonu D- lub L-arabitolu tworzy sie pre-
polimeryzacyjny kompleks poprzez wytworzenie wigzania kowalencyjnego pomiedzy kwasem 2,2'-
-bitiofeno-5-borowym i D- lub L-arabitolem jako szablonem, i otrzymuje sie polimer z wdrukowanym
szablonem, po czym

prowadzi sie etap osadzania otrzymanego polimeru z wdrukowanym szablonem na elektrodzie
wstepnie pokrytej wielowarstwowym krysztatem koloidalnym zbudowanym za pomocg techniki Lang-
muira-Blodgett z co najmniej czterech warstw nanokulek krzemionkowych; po czym rozpuszcza sie
nanokulki krzemionkowe za pomocg kwasu fluorowodorowego z otrzymaniem tréjwymiarowej warstwy
MIP o potaczonych porach jednakowej srednicy w zakresie od 100 do 600 nm, z ktérej nastepnie wy-
ekstrahowuje sie szablon z uzyciem 0,1 M HCI,
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przy czym w etapie osadzania stosuje sie potencjat liniowo zmieniany w zakresie od 0 do
1,50 V, ze stalg szybkos$cig zawierajgcg sie w przedziale od 5 do 1000 mV/s.

Najkorzystniej, w sposobie wedlug wynalazku, do budowy krysztatu koloidalnego stosuje sie
cztery warstwy nanokulek krzemionkowych.

Najkorzystniej, w sposobie wedtug wynalazku, do budowy krysztatu koloidalnego stosuje sie
nanokulki o srednicy 330 nm.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, potencjat jest liniowo zmieniany w zakresie 0,50 do
1,20 V ze stalg szybkoscig 100 mV/s.

Wynalazek réwniez obejmuje zastosowanie warstwy rozpoznajgcego polimeru wedtug zastrz. 1,
jako elementu rozpoznajgcego czujnika chemicznego do wykrywania i oznaczania zwigzkéw cukro-
wych, obejmujgcych alkohole cukrowe o diugosci fahcucha weglowego od 4 do 7 atomdéw, w tym
D- i L-arabitol, zwlaszcza w analizie prébek pochodzenia klinicznego i diagnostyki zakazeh grzybicz-
nych, wykorzystujgce piezomikrograwimetryczne przetwarzanie sygnatu lub do tego przetwarzania
wykorzystujgce tranzystory polowe z zewnetrzng bramka, EG FETSs.

Wynalazek jest ponizej blizej przedstawiony, w korzystnym przyktadzie wykonania, z odniesie-
niem do zatgczonych rysunkéw.

Fig.1 przedstawia jednoczesne zmiany prgdu, czestotliwosci rezonansowej i rezystancji
dynamicznej w trakcie potencjodynamicznego osadzania polimeru wdrukowanego
molekularnie (MIP) na elektrodzie ziotej krystalicznego rezonatora kwarcowego
o czestotliwosci rezonansowej 10 MHz, z acetonitrylowego roztworu 1 mM L-arabitolu,
2 mM kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego, 2 mM 3,3"-bitiofenu i 0,1 M (TBA)CIO,4. Po-
tencjat, w zakresie od 0,50 do 1,20 V, byt przemiatany z szybkoscig 100 mV/s.

Fig.2 przedstawia jednoczesne zmiany pradu, czestotliwosci rezonansowej i rezystancji dyna-
micznej w trakcie potencjodynamicznego osadzania polimeru wdrukowanego molekular-
nie (MIP) na elektrodzie Zlotej krystalicznego rezonatora kwarcowego o czestotliwosci
rezonansowej 10 MHz, pokrytej czterema warstwami Langmuira-Blodgett nanokulek
krzemionkowych o $rednicy 330 nm, z acetonitrylowego roztworu 1 mM L-arabitolu,
2 mM kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego, 2 mM 3,3'-bitiofenu i 0,1 M (TBA)CIO,. Potencjat,
w zakresie od 0,50 do 1,20 V, byt przemiatany z szybkoscig 100 mV/s.

Fig.3  krzywe woltamperometrii pulsowej réznicowej (DPV) dla 10 mM K4;Fe(CN)s w 0,1 M
HCI na platynowej elektrodzie dyskowej o srednicy 1 mm pokrytej (1) warstwg MIP
wdrukowanego L-arabitolem (2) warstwa MIP po ekstrakcji szablonu, L-arabitolu, za
pomocag 0,1 M HCI w ciggu 1 godz. oraz (3) warstwg MIP po ekstrakcji szablonu,
L-arabitolu, za pomocg 0,1 M HCI w ciggu 1,5 godz.

Fig. 4 przedstawia krzywe zaleznosci zmian czestotliwosci rezonansowej piezomikrograwi-
metrycznych chemosensoréw MIP, selektywnych wzgledem L-arabitolu, zarejestro-
wane w warunkach analizy wstrzykowo-przeptywowej (FIA), po zastrzyknieciu roztwo-
réw o wzrastajgcym stezeniu L-arabitolu dla chemosensora (a) z makroporowatg i (b)
nieporowatg warstwg rozpoznajgcg. Roztworem nosnym byla woda, jej szybkosé
przeptywu wynosita 35 pL/min; objetos¢ zastrzyku 200 uL (c) Krzywe kalibracyjne
przygotowane dla chemosensora z (1) makroporowatg i (2) nieporowatg warstwg
rozpoznajgca MIP.

Fig.5 przedstawia krzywe kalibracyjne chemosensora z nieporowatg warstwg rozpoznajaca
MIP wdrukowanego L-arabitolem wzgledem (1) L-arabitolu oraz substancji przeszka-
dzajgcych (2) D-arabitolu, (3) ksylitolu i (4) rybitolu, (5) krzywa kalibracyjna chemo-
sensora z nieporowatg warstwg rozpoznajgcg polimeru niewdrukowanego (ang. non-
imprinted polymer, NIP) wzgledem L-arabitolu oraz (6) krzywa kalibracyjna chemo-
sensora z makroporowatg warstwg MIP wdrukowanego L-arabitolem wzgledem
L-arabitolu.

Fig. 6 przedstawia (a) krzywe zaleznosci zmian czestotliwosci rezonansowej wzgledem
czasu piezomikrograwimetrycznego chemosensora z nieporowatg warstwg rozpozna-
jaca MIP, wdrukowanego D-arabitolem, dla D-arabitolu, zarejestrowane w warunkach
analizy wstrzykowo-przeptywowej (FIA) po zastrzyknieciu roztworow o wzrastajgcym
stezeniu D-arabitolu (0,15, 0,31, 0,62 i 1,25 mM). Roztworem nosnym byta woda; jej
szybkos¢ przeptywu wynosita 35 plL/min; objetosé zastrzyku 200 uL. (b) Krzywa kali-
bracyjna tego chemosensora.
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Fig. 7 przedstawia krzywe kalibracyjne chemosensora z nieporowg warstwg rozpoznajgca
MIP, wdrukowanego D-arabitolem, wzgledem (1) D-arabitolu i substancji przeszka-
dzajgcych (2) L-arabitolu, (3) ksylitolu, (4) rybitolu oraz (5) krzywa kalibracyjna che-
mosensora z nieporowatg warstwg rozpoznajgca NIP wzgledem D-arabitolu.

Fig.8 przedstawia zdjecia SEM widoku, odpowiednio, z gory i przekroju poprzecznego
(a, b) krysztatu koloidalnego sktadajgcego sie z czterech warstw Langmuira-Blodgett
nanokulek krzemionkowych o $rednicy 330 nm, (c, d) makroporowatej warstwy MIP
wdrukowanego L-arabitolem po usunieciu nanokulek, (e, f) nieporowatej warstwy MIP
wdrukowanego L-arabitolem oraz (g, h) nieporowatej warstwy MIP wdrukowanego
D-arabitolem osadzone na ztotej elektrodzie krystalicznego rezonatora kwarcowego.

Fig.9 przedstawia krzywe kalibracyjne chemosensora EGT FET z nieporowg warstwg roz-
poznajgcg MIP, wdrukowanego D-arabitolem, wzgledem (1) D-arabitolu, i substancji
przeszkadzajgcych (2) L-arabitolu, (3) ksylitolu, (4) rybitolu oraz (5) krzywa kalibracyj-
na chemosensora EG FET z nieporowatg warstwg rozpoznajacg NIP wzgledem
D-arabitolu.

Korzystne przyktady wykonania wynalazku

Przyktad 1

Zgodnie z wynalazkiem do wytwarzania warstwy rozpoznajgcego polimeru, metodg wdrukowa-
nia molekularnego (MIP) chemosensorow wykorzystano stosunkowo proste zwigzki dostepne handlo-
wo (Schemat 1).

OH OH OH OH

OH « OH OH OH
HO HO HO HOwm

mOH OH OH OH

OH OH OH OH

p-Arabitol L-Arabitol Ksylitol Rybitol

2\ o o
OH

3,3'-Bitiofen Kwas 2,2'-bitiofeno-5-borowy

Schemat 1. Wzory strukturalne szablonéw i analitéw (D- i L-arabitolu), substancji przeszkadza-
jacych (ksylitolu i rybitolu) oraz handlowo dostepnych monomerdw: sieciujgcego (3,3'-bitiofen) i funk-
cyjnego (kwas 2,2'-bitiofeno-5-borowy).

Struktury komplekséw kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego (monomeru funkcyjnego) z D- lub
L-arabitolem, przyktadowo dla stechiometrii 1:3, zostaty zoptymalizowane za pomocg obliczen kwan-
towo-chemicznych metodg DFT na poziomie B3LYP/3-21G* (oprogramowanie Gaussian 09). Obliczo-
no zmiane entalpii swobodnej, AG, towarzyszgcej tworzeniu komplekséw niekowalencyjnych (wigza-
nia wodorowe) w prézni, w acetonitrylu i w wodzie (Schemat 2 i Tabela 1). Wyniki tych obliczen po-
twierdzajg tworzenie kompleksow niekowalencyjnych jak réwniez samych wigzan kowalencyjnych,
cho¢ nie udato sie jednoznacznie obliczy¢é zmian swobodnej entalpii towarzyszacej tworzeniu po-
szczegolnych wigzan.
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Schemat 2. (a, b) Wzory strukturalne i (@', b') zoptymalizowane, za pomocg metody DFT na po-
ziomie B3LYP/3-21G* w T = 298 K struktury komplekséw w prozni. Struktura (a, a') kompleksu trzech
czagsteczek monomeru funkcyjnego (kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego) z szablonem (L-arabitolem)
oraz (b, b') zwigzku powstatego w wyniku kowalencyjnego pofgczenia trzech czgsteczek monomeru
funkcyjnego (kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego) z szablonem (L-arabitolem).

Tabela 1 Zmiany entalpii swobodnej tworzenia niekowalencyjnych komplekséw monomerow
funkcyjnych (kwas 2,2’-bitiofeno-5-borowy) z szablonami o stechiometrii 3:1.

Entalpia swobodna tworzenia

Srodowisko kompleksu AG / kJ-mol™
L-Arabitol D-Arabitol
W prézni -187,7 -199,2
W acetonitrylu -159,2 -153,3

W wodzie -154,6 -152,5
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Tworzenie wigzan kowalencyjnych pomiedzy atomem boru kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego
a atomami tlenu arabitolu zostato potwierdzone za pomocg spektroskopii protonowego magnetyczne-
go rezonansu jadrowego (*H NMR).

Wytworzone w roztworze kompleksy poddano polimeryzaciji elektrochemicznej w warunkach po-
tencjodynamicznych w obecnosci 3,3'-bitiofenu jako monomeru sieciujgcego. Skiad acetonitrylowego
roztworu do polimeryzacji elektrochemicznej to 1 mM arabitol, 2 mM kwas 2,2'-bitiofeno-5-borowy,
2 mM 3,3"-bitiofen i 0,1 M (TBA)CIO,. Skiad ten zostat zoptymalizowany wzgledem sprawnosci anali-
tycznej przygotowanego chemosensora.

Osadzenie polimeru wdrukowywanego molekularnie na powierzchni elektrody zlotej rezonatora
kwarcowego, Au-QCR o czestotliwosci rezonansowej 10 MHz, z acetonitrylowego roztworu 1 mM
L-arabitolu, 2 mM kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego, 2 mM 3,3'-bitiofenu i 0,1 M (TBA)CIO,. Potencjat,
w zakresie od 0,50 do 1,20 V, byt przemiatany z szybkoscig 100 mV/s. (Fig. 1), doprowadzito do wy-
tworzenia czujnika chemicznego z nieporowatg (ciggtg) warstwa rozpoznajgcg MIP.

Osadzenie za$ polimeru wdrukowywanego molekularnie na powierzchni elektrody ztotej rezona-
tora kwarcowego, Au-QCR o czestotliwosci rezonansowej 10 MHz, pokrytej czterema warstwami
Langmuira-Blodgett nanokulek krzemionkowych o srednicy 330 nm z acetonitrylowego roztworu 1 mM
L-arabitolu, 2 mM kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego, 2 mM 3,3'-bitiofenu i 0,1 M (TBA)CIO,. Potencjat,
w zakresie od 0,50 do 1,20 V, byt przemiatany z szybkoscig 100 mV/ (Fig. 2) doprowadzito do wytwo-
rzenia czujnika chemicznego z makroporowatg warstwg rozpoznajgcg MIP.

Zgodnie z wynalazkiem przygotowywanie chemosensorow z makroporowatg warstwg rozpozna-
jacg obejmowato trzy etapy jak to przedstawiono na Schemacie 3, w tym osadzanie krysztatu kolo-
idalnego, osadzanie MIP (polimeryzacja elektrochemiczna), wymycie nanokulek.

Najpierw Au-QCR pokryto krysztatem koloidalnym, zbudowanym z czterech warstw nanokulek
krzemionkowych (o srednicy 330 nm), za pomoca techniki Langmuira-Blodgett. Nastepnie w wolnych
przestrzeniach pomiedzy nanokulkami zostata osadzona warstwa MIP. Rozpuszczenie nanokulek
krzemionkowych za pomocg kwasu fluorowodorowego, a nastepnie wyptukanie tego kwasu woda,
doprowadzito do powstania tréjwymiarowej warstwy MIP o dobrze ustrukturyzowanej makroporowato-
8ci. Wszystkie pory miaty jednakowg $rednice i byly ze sobg potagczone. Na Fig. 4 przedstawione sg
wiasciwos$ci analityczne chemosensora z nieporowatg i makroporowatg warstwg MIP.

Nastepnie z warstwy MIP (zaréwno nieporowatej jak i porowatej) zostat wyekstrahowany sza-
blon przez zanurzenie tej warstwy do 0,1 M HCI w 40°C. W wyniku ekstrakcji przepuszczalnos¢ prob-
nika redoks, K,Fe(CN)g, przez warstwe MIP zwiekszyla sie, Swiadczac o usunieciu szablonu z war-
stwy MIP.

Przyktad 2

Przygotowane w ten sposéb piezomikrograwimetryczne chemosensory MIP, selektywne wzgle-
dem L-arabitolu z makroporowatg oraz z nieporowatg warstwg rozpoznajgca, zostaty przetestowane
(Fig. 4) w warunkach analizy wstrzykowo-przeptywowej (FIA).

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw skonstruowano krzywg kalibracyjng wzgledem
L-arabitolu oraz substancji przeszkadzajgcych, tj. D-arabitolu, ksylitolu i rybitolu (Fig. 5).

Czutosci chemosensora wzgledem poszczegdlnych substancji zostaty przedstawione w Tabeli 2.

Tabela 2. Czutos¢ chemosensoréw MIP wdrukowanych L-arabitolem wzgledem analitu (L-arabitolu)
i substancji przeszkadzajgcych (D-arabitolu, ksylitolu i rybitolu) oraz czuto$¢ chemosensora z warstwg NIP wzgle-
dem analitu (L-arabitolu).

Chemosensor / Analit Czutos¢ + st.d., Hz/ mM
MIP L-arabitol / L-arabitol -19,78 £ 0,53
Makroporowaty MIP L-arabitol / L-arabitol -36,51 £ 1,27
NIP / L-arabitol -4,21 +£0,99
MIP L-arabitol / D-arabitol -0,88 + 0,82
MIP L-arabitol / ksylitol -2,90 £ 2,28

MIP L-arabitol / rybitol -1,76 + 1,63
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Na podstawie wyznaczonych czuto$ci wzgledem analitu (L-arabitolu) obliczono wspétczynnik
wdrukowywania (ang. imprinting factor, IF), ktéry wynioést, IF = 4,70. Dolna granica wykrywalnosci
wyniosta 150 uM i 9 puM, odpowiednio, dla chemosensora z nieporowatg i makroporowatg warstwg
rozpoznajacg MIP.

Przyktad 3

Podobnie przygotowane piezomikrograwimetryczne chemosensory MIP, selektywne wzgledem
D-arabitolu z nieporowatg warstwg rozpoznajgcg, zostaty przetestowane (Fig. 6) w warunkach FIA.

Na podstawie przeprowadzonych pomiarow przygotowano krzywa kalibracyjng oznaczania
D-arabitolu oraz substancji przeszkadzajacych, tj. L-arabitolu, ksylitolu i rybitolu (Fig. 7).

Czutosci chemosensorow wzgledem poszczegolnych substancii zostaty przedstawione w Tabeli 3.

Ze stosunku wyznaczonych czutosci obliczono wspotczynnik wdrukowywania, ktory wynidst,
IF = 8,20. Dolna granica wykrywalno$ci wyniosta 150 uM dla chemosensora z nieporowatg warstwg MIP.

Za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) zobrazowano zaréwno makroporowatg
jak i nieporowatg warstwe rozpoznajgcg osadzong na powierzchni Au-QCR (Fig. 8).

Tab ela 3. Czutosci chemosensorow MIP, wdrukowanych D-arabitolem, wzgledem analitu (D-arabitolu)
i substancji przeszkadzajgcych (L-arabitolu, ksylitolu i rybitolu) oraz czuto$¢ chemosensora z warstwg NIP wzgle-
dem analitu (L-arabitolu).

Chemosensor / Analit Czutos¢ + st.d., Hz/ mM
MIP D-arabitol / D-arabitol -41,02 £ 1,34
NIP / D-arabitol -5,00 £ 0,68
MIP D-arabitol / L-arabitol -0,77 + 0,57
MIP D-arabitol / ksylitol -2,44 + 1,83
MIP D-arabitol / rybitol -0,83+2,78

Chemosensory przetwarzajagce sygnat detekcji za pomocg EG FETs wykazaty zadowalajgce pa-
rametry analityczne (Fig. 9) i bardzo dobre wtasciwosci uzytkowe.

Whnioski

Opracowano nowe enencjoselektywne chemosensory do oznaczania D- i L-arabitolu. Wybrane,
dostepne komercyjnie monomery funkcyjne i sieciujgce odznaczaty sie wysokg czystoscig. W przy-
szto$ci mogg by¢ one wykorzystane do komercjalizacji wynikéw badanh bez koniecznosci uruchamiania
syntezy tych zwigzkéw. Do przetwarzania sygnatéw rozpoznawania chemicznego na sygnat analitycz-
ny w opracowanych i wykonanych chemosensorach z powodzeniem zastosowano mikrograwimetrie
piezoelektryczng i tranzystory polowe z zewnetrzng bramka.

Zastosowanie makroporowatych warstw rozpoznajgcych podwyzszyto czutos¢ i wykrywalnosé
chemosensorow. Warstwy te wytworzono za pomoca krysztatéw koloidalnych z nanokulek krzemion-
kowych. Zastosowanie tych krysztatéw doprowadzito do podwyzszenia powierzchni wtasciwej warstw
rozpoznajgcych. Granica wykrywalnosci piezomikrograwimetrycznego chemosensora z makroporowa-
tg warstwg rozpoznajgcg wynosita 9 uM. Dzieki temu byta poréwnywalna do fizjologicznego stezenia
arabitolu we krwi, ktére miesci sie w zakresie od 1 do 4 uM. Ponadto granica wykrywalnosci piezomi-
krograwimetrycznych chemosensoréw z makroporowatg warstwg rozpoznajgca jest znacznie ponizej
fizjologicznego stezenia arabitolu w takich ptynach ustrojowych jak mocz i ptyn mézgowo rdzeniowy.
Stad chemosensory te mogg byé z powodzeniem zastosowane do oznaczania enancjomeréw arabito-
lu w prébkach pochodzenia klinicznego i diagnostyki zakazen grzybiczych wywotywanych przez grzy-
by z rodzaju Candida. Opracowano chemosensory, w ktérych wykorzystano tranzystory polowe z ze-
wnetrzng bramkg (EG FET).
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Zastrzezenia patentowe

1. Warstwa rozpoznajgcego polimeru, utworzona metodg wdrukowywania molekularnego
(MIP), znamienna tym, ze stanowi jg polimer kwasu 2,2'-bitiofeno-5-borowego i 3,3'-bi-
tiofenu osadzony w makroporowatej trojwymiarowej warstwie nanokulek krzemionkowych
o potgczonych porach jednakowej srednicy w zakresie od 100 do 600 nm.

2. Sposéb otrzymywania warstwy rozpoznajgcego polimeru, metodg molekularnego wdruko-
wania (MIP), za pomocg elektropolimeryzacji potencjometrycznej, znamienny tym, ze pro-
wadzi sie elektropolimeryzacje potencjometryczng, gdzie jako monomer funkcyjny stosuje
sie kwas 2,2'-bitiofeno-5-borowy, w obecnosci monomeru sieciujgcego 3,3'-bitiofenu;

przy czym do polimeryzacji stosuje sie roztwoér rozpuszczalnika organicznego, korzystnie ace-
tonitrylu, zawierajgcy D- lub L-arabitol, kwas 2,2'-bitiofeno-5-borowy, 3,3'-bitiofen, w stosunku
molowym jak 1:2:2, i 0,1 M elektrolit podstawowy, korzystnie chloran(VIl) tetrabutyloamo-
niowy (TBA)CIO, oraz w etapie poprzedzajgcym wdrukowanie molekularne szablonu D- lub
L-arabitolu tworzy sie pre-polimeryzacyjny kompleks poprzez wytworzenie wigzania kowalen-
cyjnego pomiedzy kwasem 2,2'-bitiofeno-5-borowym i D- lub L-arabitolem jako szablonem,
i otrzymuje sie polimer z wdrukowanym szablonem, po czym

prowadzi sie etap osadzania otrzymanego polimeru z wdrukowanym szablonem na elektro-
dzie wstepnie pokrytej wielowarstwowym krysztatem koloidalnym zbudowanym za pomocg
techniki Langmuira-Blodgett z co najmniej czterech warstw nanokulek krzemionkowych; po
czym rozpuszcza sie nanokulki krzemionkowe za pomocg kwasu fluorowodorowego z otrzy-
maniem tréjwymiarowej warstwy MIP o potgczonych porach jednakowej $rednicy w zakresie
od 100 do 600 nm, z ktérej nastepnie wyekstrahowuje sie szablon z uzyciem 0,1 M HCI,;

przy czym w etapie osadzania stosuje sie potencjat liniowo zmieniany w zakresie od 0 do
1,50 V, ze stalg szybkoscig zawierajgca sie w przedziale od 5 do 1000 mV/s.

3. Sposoéb, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze do budowy krysztatu koloidalnego stosuje sie
cztery warstwy nanokulek krzemionkowych.

4. Sposob, wedlug zastrz. 2 albo 3, znamienny tym, ze stosuje sie nanokulki o Srednicy
330 nm.

5. Sposéb, wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Ze potencjat jest liniowo zmieniany w zakresie
0,50 do 1,20 V ze statg szybkoscig 100 mV/s.

6. Zastosowanie warstwy rozpoznajgcego polimeru wedtug zastrz. 1, jako elementu rozpozna-
jacego czujnika chemicznego do wykrywania i oznaczania zwigzkéw cukrowych, obejmuja-
cych alkohole cukrowe o dlugoéci fancucha weglowego od 4 do 7 atoméw, w tym D-
i L-arabitol, zwtaszcza w analizie prébek pochodzenia klinicznego i diagnostyki zakazen
grzybicznych, wykorzystujgce piezomikrograwimetryczne przetwarzanie sygnatu lub do tego
przetwarzania wykorzystujgce tranzystory polowe z zewnetrzng bramkg, EG FETs.
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Rysunki
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