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Opis wynalazku 

Przedmiotem wynalazku są (a) nowe związki chemiczne, pochodne bis(2,2’-bitienylo)-

metanu, (b) molekularnie wydrukowany polimer utworzony za pomocą polimeryzacji pochodnych 

bis(2,2'-bitienylo)metanu, (c) zastosowanie tego polimeru jako elementu rozpoznającego che-

micznego czujnika do selektywnego oznaczania adrenaliny, oraz (d) zastosowanie tego polimeru 

jako materiału do kontrolowanego uwalniania adrenaliny. 

Adrenalina (oznaczana dalej 1, patrz fig. 11), czyli (R)-4-(1-hydroksy-2-(metyloamino)etylo)- 

benzen-1,2-diol, to hormon i neurotransmiter odgrywający istotną rolę w etiologii i symptomatolo-

gii szeregu schorzeń neurologicznych i psychiatrycznych [1]. W ludzkim osoczu stężenie adrena-

liny jest bardzo niskie; sięga ~50 nM [2]. Dlatego do jej oznaczania w tych warunkach stosuje się 

wiele różnych, niekiedy bardzo zaawansowanych, technik analitycznych. Do tych najprostszych 

należy np. kolorymetria [3] a do zaawansowanych - chromatografia cieczowa z detekcją mas (LC- 

-MS) [4], potencjometria i amperometria z wykorzystaniem jonoselektywnych tranzystorów polo-

wych (ISFET) [5] lub inne techniki elektroanalityczne a zwłaszcza te obejmujące pomiary woltam-

perometryczne [6-12], Te ostatnie są często stosowane z uwagi na ich wysoką wykrywalność (na 

poziomie stężenia adrenaliny rzędu pojedynczych nanomoli w litrze), niezawodność (w odniesie-

niu do pomiaru sygnału potencjałowego, prądowego, pojemnościowego lub opornościowego)  

i niewielką czasochłonność przy jednoczesnej prostocie oznaczeń 1. Jednakże wciąż pozostawia 

do życzenia aspekt selektywności rozpoznawania 1 wynikający ze szczególnej natury oddziały-

wań 1 z receptorem. 

W przyrodzie, przy wartościach pH poniżej pKa = 8,55 dla 1[13] sprotonowana adrenalina 

(oznaczana dalej 1H) jest rozpoznawana specyficznie przez pięć różnych aminokwasów (Ser204, 

Ser207, Phe290, Asn293, and Asp113) proteinowego receptora β2-αdrenergicznego na drodze 

oddziaływania „pięciopunktowego”. Biorg w nich udział wiązania wodorowe i oddziaływania -,  

w których zaangażowane są, odpowiednio, grupy hydroksylowe i alkilowa sprotonowana grupa 

aminowa związku 1H jak również jego pierścień benzenowy. 

Wdrukowywanie molekularne w polimery w celu oznaczania neurotransmiterów, w tym ka-

techolamin, histaminy, tryptaminy, itp. jest szeroko opisane w literaturze [14-17]. Na przykład, 

osiągnięto 10-nM próg wykrywalności (ang. limit of detection, LOD) dopaminy stosując warstwę 

polimeru wdrukowanego molekularnie (MIP) jako element rozpoznający piezomikrograwimetrycz-

nego (PM) czujnika chemicznego [17]. Jednakże tylko w niewielu tego typu badaniach wykorzy-

stano warstwy MIP do budowy chemoczujników do oznaczania 1. Do przygotowania warstwy MIP, 

w pierwszych tego typu badaniach jako monomer funkcyjny zastosowano kwas metakrylowy (MAA) 

[18, 19]. Warstwą polimeru MIP(MAA-1H) pokryto elektrodę krystalicznego rezonatora kwarcowe-

go (ang. quartz crystal resonator, QCR) o częstotliwości rezonansowej 9 MHz, za pomocą spino-

wego osadzania warstwy MIP z zawiesiny MIP(MAA-1H) i poli(chlorku winylu) w tetrahydrofuranie. 

Chociaż wykrywalność 1H, LOD = 20 nM, przygotowanego w ten sposób chemosensora PM była 

dość imponująca, to główna jego wada polegała na niewielkiej trwałości mechanicznej warstwy 

MIP z uwagi na jej słabe przyleganie do powierzchni elektrody. Podejmowano również szereg 

prób teoretycznego optymalizowania struktury kompleksu 1H z różnymi substancjami rozpoznają-

cymi, w tym z eterami koronowymi, takimi jak 12-korona-4 [20], 15-korona-5 [21], jak również  

z mrówczanami i ich pochodnymi [21]. Jednakże badania te obejmowały jedynie miejsca rozpo-

znające a nie całe cząsteczki monomerów funkcyjnych. 

Tak więc pożądane byłoby opracowanie czujnika o podwyższonej selektywności względem 

adrenaliny poprzez zastosowanie specjalnie opracowanego do ich oznaczania elementu rozpo-

znającego. 

Dlatego też celem obecnego wynalazku jest opracowanie i wykonanie substancj i chemicz-

nej, która po spolimeryzowaniu mogłaby być wykorzystana do budowy chemicznego czujnika do 

oznaczania adrenaliny. Kolejnym celem obecnego wynalazku jest opracowanie i wykonanie sub-

stancji chemicznej, która mogłaby służyć do wytwarzania materiałów do kontrolowanego uwalnia-

nia adrenaliny. 
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Przedmiotem wynalazku jest związek chemiczny o wzorze strukturalnym (1). 

 

gdzie: 

 

 

lub 

 

 

Wynalazek obejmuje także molekularnie wydrukowany polimer przygotowany za pomocą poli-

meryzacji z zastosowaniem tego związku chemicznego. 

Wynalazek dotyczy także zastosowania tego molekularnie wydrukowanego polimeru jako ele-

mentu rozpoznającego czujnika chemicznego do selektywnego oznaczania adrenaliny oraz jego za-

stosowanie jako materiału do kontrolowanego uwalniania adrenaliny. 

Wynalazek jest bliżej przedstawiony poniżej w korzystnych przykładach wykonania, z odniesie-

niem do załączonych rysunków. 

Fig. 1  Wzory strukturalne zsyntetyzowanych pochodnych bis(2,2’-bitienylo)metanu: (a) bis(2,2’- 

-bitienylo)-(4-karboksyfenylo)metan, (b) tris([2,2'-bitiofeno]-5-yl)metan, (c) 2,2’-bitiofeno- 

-5-karbaldehyd. 

Fig. 2  Krzywe woltamperometrii cyklicznej na platynowej elektrodzie dyskowej o średnicy 

1 mm dla roztworu (1) 0,1 mM 1H, (2) 0,1 mM 2, 0,1 mM 3 i 0,2 mM 4 oraz (3) 0,1 mM 1, 

0,1 mM 2, 0,1 mM 3, 0,2 mM 4, w 0,02 mM TFA (pH = 4,0) i 0,1 M (TBA)CIO4 w aceto-

nitrylu. Szybkość zmian potencjału wynosiła 20 mv/s. 
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Fig. 3  Krzywe potencjodynamicznego osadzania warstwy MIP-1H z 0,1 mM 1H, 0,1 mM 2,  

0,1 mM 3, 0,2 mM 4, 0,02 mM TFA (pH = 4,0) i 0,1 M (TBA)CIO4 roztworu acetonitrylo-

wo-toluenowego o stosunku objętościowym jak 4:1, na platynowej elektrodzie dyskowej 

o średnicy 1 mm, w trakcie (1) pierwszego, (2) piątego, (3) dziesiątego i (4) dwusetnego 

cyklu potencjałowego w zakresie potencjałów od 0,50 do 0,95 V vs. Ag/AgCI. Szybkość 

zmian potencjału wynosiła 20 mV/s. 

Fig. 4  Wykresy elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS), przedstawiające zależ-

ności składowej urojonej impedancji od składowej rzeczywistej i wyznaczona z nich za-

leżność oporności przeniesienia ładunku od grubości warstwy MIP-1H zależnej od licz-

by cykli potencjałowych (Wstawka) dla (1) niepokrytej dyskowej elektrody platynowej  

o średnicy 1 mm i dla tej elektrody pokrytej warstwą MIP-1H osadzoną w warunkach 

podanych w opisie do fig. 3 w trakcie (2) 50, (3) 100, (4) 200, (5) 600 i (6) 1000 cykli po-

tencjałowych, zanurzonej do 0,1 M K4Fe(CN)6 w 0,1 M KNO3 przy potencjale 0,30 V vs. 

Ag/AgCI. Częstotliwość zmieniano w zakresie od 70 kHz do 0,1 Hz. 

Fig. 5. Widma rentgenowskiej spektroskopii fotoelektronowej (XPS) azotu N 1s dla warstwy 

MIP-1H osadzonej za pomocą elektropolimeryzacji potencjodynamicznej w trakcie 1000 

cykli potencjałowych (a) przed i (b) po ekstrakcji 1H za pomocą 0,01 M NaOH. 

Fig. 6. (a) Krzywe DPV dla warstwy MIP-1H o grubości ~30 nm osadzonej na platynowej elek-

trodzie dyskowej o średnicy 1 mm (1) z wyekstrahowanym za pomocą 0,01 M NaOH 

szablonem 1H oraz zanurzonej, po ekstrakcji, na 10 min do 0,5 nm HCI (pH = 7,0) roz-

tworu o stężeniu (2) 1, (3) 10, (4) 30, (5) 50, (6) 70 i (7) 100 nM 1H. (b) Krzywe kalibra-

cyjne zależności prądu piku DPV od stężenia 1H dla warstw MIP-1H, osadzonych 

w trakcie (1') 150, (2') 300, (3') 600, i (4') 1000 cykli potencjałowych, na platynowej elek-

trodzie dyskowej zanurzonej do 0,1 M K4Fe(CN)6, 0,1 M KNO3. /DPV,e i /DPV,s oznacza 

prąd piku DPV dla warstwy MIP-1H, odpowiednio, po ekstrakcji szablonu 1H i po zanu-

rzeniu na 10 min warstwy MIP-1H z wyekstrahowanym szablonem 1H do roztworu 1H 

o danym stężeniu. 

Fig. 7  Krzywe kalibracyjne DPV dla 0,1 M K4Fe(CN)6 w 0,1 M KNO3 dla platynowej elektrody 

dyskowej o średnicy 1 mm pokrytej warstwą MIP-1H o grubości ~30 nm po ekstrakcji 

szablonu 1H za pomocą 0,01 M NaOH a następnie zanurzeniu w roztworach o różnych 

stężeniach (1) 1H, (2) katecholu, (3) L-DOPA i (4) kwasu askorbinowego oraz (5) dla 

warstwy NIP o grubości ~30 nm pokrywającej platynową elektrodę dyskową o średnicy  

1 mm, po zanurzeniu w roztworach 1H o różnych stężeniach. 

Fig. 8  Zmiana częstotliwości rezonansowej w czasie dla 10 MHz QCR pokrytego warstwą 

MIP-1H o grubości ~30 nm, z szablonem 1H wyekstrahowanym za pomocą 0,01 M Na-

OH, po zastrzyknięciu roztworów wodnych, o różnych stężeniach 1H, o objętości 200 μΙ 

oraz krzywa kalibracyjna (wstawka). 

Fig. 9  Zmiana pojemności elektrycznej warstwy podwójnej w czasie dla platynowej elektrody 

dyskowej o średnicy 1 mm pokrytej warstwą MIP-1H o grubości ~30 nm, z szablonem 

1H wyekstrahowanym za pomocą 0,01 M NaOH, po zastrzyknięciu wodnych roztworów 

1H o objętości 200 μΙ i różnych stężeniach oraz krzywa kalibracyjna (wstawka). 

Fig. 10  Zmiana częstotliwości rezonansowej w czasie dla zanurzonego w roztworze o pH = 4,0 

10 MHz QCR pokrytego warstwą MIP-1H o grubości ~30 nm, z szablonem 1H wyeks-

trahowanym za pomocą 0,01 M NaOH, po dodaniu roztworu 0,1 mM 1H o pH = 4,0  

a następnie zalkalizowaniu roztworu za pomocą 0,01 M NaOH do pH = 10,0. 

Fig. 11  Schemat wyjaśniający jak monomery funkcyjne kompleksują adrenalinę (przed spolime-

ryzowaniem tego kompleksu): (a) wzór strukturalny i (b) struktura kompleksu 1H zwią-

zanego z monomerem funkcyjnym 2 i 3 zoptymalizowana za pomocą metody DFT na 

poziomie B3LYP/6-31G(d). Związek 4 zastosowano jako monomer sieciujący. 
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Korzystne przykłady wykonania wynalazku  

P r z y k ł a d  1 

Przygotowanie monomerów funkcyjnych 

Monomer funkcyjny 2 (fig. 11) zsyntetyzowano według wcześniej opisanych procedur [22]. Pro-

cedury syntezy związku 3 (fig. 11), to jest bis(2,2’-bitienylo)-(4-karboksyfenylo)metanu (fig. 1a)  

i związku 4 (fig. 11), to jest tris([2,2’-bitiofeno]-5-yl)metanu (fig. 1b), opracowano w niniejszej pracy  

w sposób następujący: 

Bis(2,2’-bitienylo)-(4-karboksyfenylo)metan 3. W 250-ml kolbie kulistej najpierw zmieszano 2,2'- 

-bitiofen (1,10 g, 6,6 mmol) i kwas 4-formylobenzoesowy (0,5 g, 3,3 mmol) z glikolem etylenowym  

(70 ml). Następnie roztwór ten mieszano przez 20 min pod azotem, po czym dodano do niego 60% 

HCIO4 (8,2 ml, 125 mmol) i mieszaninę reakcyjną mieszano jeszcze przez 16 godz. w 60°C. Po 

ochłodzeniu do temperatury pokojowej dodano do niej nadmiar chlorku metylenu, aby rozpuścić pożą-

dany związek. Następnie mieszaninę zadano nasyconym roztworem Na2CO3, aby zobojętnić nadmiar 

kwasu. Zebraną ciekłą warstwę organiczną przemyto wodą i wysuszono bezwodnym Na2SO4. Po 

odparowaniu rozpuszczalnika z tej warstwy w kolbie pozostała jasnozielona substancja. Oczyszczono 

ją za pomocą chromatografii cieczowej na kolumnie silikażelowej stosując jako eluent roztwór chloro-

formowo-metanolowy o stosunku objętościowym 95:05. Wydajność; 500 mg (33%). 
1
H NMR (CHCl3-d): 

δ (w ppm) 7,78 (d, 2H, fenyl H), 7,35 (d, 2H, fenyl H), 7,16 (dd, 2H, bitiofen H), 7,08 (dd, 2H, bitiofen 

H), 7,01 (d, 2H, bitiofen H), 6,99-6,95 (m, 2H, bitiofen H), 6,74 (dd, 2H, bitiofen H), 5,76 (s, 1H, -CH-). 

ESI-Mass, obl. 452,63, wyznacz. 453,1. 

2,2-Bitiofen-5-karbaldehyd. N,N-Dimetyloformamidowy (DMF) (4 ml) roztwór 2,2’-bitiofenu (1,0 g, 

6,01 mmol) wlano do 100-ml kolby kulistej zawierającej kompleks Vilsmeiera. Kompleks ten przygoto-

wano przez zmieszanie POCl3 (0,575 ml, 6,01 mmol) 1 DMF (4 ml) w 0°C a następnie ogrzewanie pod 

chłodnicą zwrotną w 90°C przez 3 godz. Mieszaninę reakcyjną ochłodzono i zhydrolizowano dodając 

trochę lodu, aby powstał aldehyd. Wówczas do tej mieszaniny powoli wlano wodny roztwór NaOH, aby 

utrzymać jej kwasowość w zakresie 7,0  pH  8,0. Po odfiltrowaniu zebrano żółtą substancję. 
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Oczyszczono ją za pomocą chromatografii cieczowej na kolumnie silikażelowej stosując jako eluent 

roztwór heksanowo-chloroformowy o stosunku objętościowym 1:1. Druga frakcja na kolumnie, o żół-

tym zabarwieniu, zawierała pożądany związek. Wydajność: 420 mg (36%). 
1
H NMR (CHCl3-d): δ 

(w ppm) 9,85 (s, 1H, aldehyd H), 7,65 (d, 1H, bitiofen H) 7,35 (m, 2H, bitiofen H), 7,25 (d, 1H, bitiofen 

H), 7,08 (t, 1H, bitiofen H). 

Tris([2,2'-bitiofen]-5-yl)metan 4. Najpierw zmieszano 2,2'-bitiofeno-5-karbaldehyd, zsyntetyzowony 

według procedury opisanej powyżej, (400 mg, 2,05 mmol) i 2,2'-bitiofen (685 mg, 4,20 mmol) z gliko-

lem etylenowym (50 ml). Następnie tę mieszaninę reakcyjną mieszano przez 20 min pod azotem, po 

czym dodano do niej 60% HCIO4 (5,1 ml, 78 mmol) i ogrzewano przez następne 16 godz.  

w 60°C. Po ochłodzeniu do temperatury pokojowej, do mieszaniny dodano nadmiar chlorku metylenu 

oby rozpuścić pożądaną substancję. Po rozpuszczeniu, roztwór zadano nasyconym roztworem 

Na2CO3, aby zobojętnić nadmiar kwasu. Po zobojętnieniu zebrano organiczną warstwę ciekłą. Prze-

myto ją wodą i wysuszono bezwodnym Na2SO4. Po odparowaniu rozpuszczalnika z warstwy orga-

nicznej, pozostała jasnozielona substancja. Oczyszczono ją za pomocą chromatografii cieczowej no 

kolumnie silikażelowej stosując jako eluent roztwór heksanowo-chloroformowy ο stosunku objętościo-

wym jak 1:1. Wydajność: 320 mg (31%). 
1
H NMR (CHC3-d): δ (w ppm) 7,20 (dd, 3H, bitiofen H), 7,15 

(dd, 3H, bitiofen H), 7,03 (d, 3H, bitiofen H), 6,98 (m, 3H, bitiofen H), 6,85 (dd, 3H, bitiofen H), 5,98  

(s, 1H, -CH-). ESI-Mass, obl. 508,78, wyznacz. 509,0. 

P r z y k ł a d  2 

Przygotowanie warstwy polimeru wdrukowanego molekularnie (MIP) 

Aby przygotować warstwy MIP wdrukowane szablonem 1H (MIP-1H) przeprowadzono polime-

ryzację elektrochemiczną w warunkach potencjodynamicznych w zakresie potencjałów od 0,50 do 

0,95 V vs. Ag/AgCI przy liniowej szybkości zmian potencjału 20 mV/s. Osadzanie warstwy MIP-1H na 

platynowej elektrodzie dyskowej o średnicy 1 mm i na elektrodzie złotej o średnicy 5 mm rezonatora 

kwarcowego o częstotliwości rezonansowej 10 MHz (10 MHz QCR) kontrolowano za pomocą liczby 

cykli zmian potencjału. Po zakończeniu elektropolimeryzacji, warstwy MIP-1H obficie przemyto aceto-

nitrylem, aby usunąć nadmiar elektrolitu podstawowego. Następnie szablon 1H wyekstrahowano 

z tych warstw za pomocą 0,01 M NaOH w ciągu 2 godz. w 60°C. Za pomocą pomiarów XPS spraw-

dzono, czy ekstrakcja było całkowita. 

Warstwę kontrolnego polimeru (NIP) niewdrukowanego osadzono z roztworu nie zawierającego 

szablon 1H stosując taką samą procedurę elektropolimeryzacji jak w przypadku osadzania MIP-1H. 

Pomiary 

W celu przeprowadzenia pomiarów w warunkach stacjonarnych, pokryte warstwą MIP-1H z wy-

ekstrahowanym szablonem 1H platynowe elektrody badane zanurzano na 10 min do roztworów  

o różnych stężeniach 1H lub związków przeszkadzających. Następnie, po opłukaniu wodą, rejestro-

wano za pomocą tych elektrod, zanurzonych do 0,1 M K4[Fe(CN)6] w 0,1 M KNO3, krzywe różniczko-

wej woltamperometrii puIsowej (ang. differential pulse voltammetry, DPV). Zakres zmiany potencjału, 

skok potencjału, amplituda pulsu potencjału i czas trwania pulsu wynosiły, odpowiednio, 0 do 0,5 V, 

5 mV, 25 mV i 50 ms. 

W pomiarach w warunkach przepływowej analizy wstrzykowej (ang. flow injection analysis, FlA), 

roztwór nośny pompowano z szybkością 20 μΙ/min za pomocą pompy strzykawkowej KDS100 wypro-

dukowanej przez KD Scientific (Holliston MA, USA). Do zastrzykiwania próbek roztworów badanych 

stosowano sześciowejściowy pętlicowy zawór dozujący 7725i firmy Rheodyne (Cotati CA, USA). Obję-

tość zastrzykiwanej próbki wynosiła 200 μΙ. Wybrane powyżej warunki pomiarów FIA zoptymalizowa-

no w taki sposób, aby współczynnik dyspersji był równy jedności. 

Aby wykonać pomiary FIA z zastosowaniem PM, złotą elektrodę badaną 10-MHz QCR pokry-

wano warstwą MIP-1H. Po wyekstrahowaniu z niej 1H i zamocowaniu w oprawce przepływowej do  

10-MHz QCR typ EQCM 5610 (IChF PAN, Warszawa) [23] warstwa ta służyła jako element rozpozna-

jący 1H tak skonstruowanego chemoczujnika PM. Zarówno próbki do oznaczeń 1H jak i substancji 

przeszkadzających rozpuszczono w roztworze o takim samym składzie jak ciecz nośna, którym w tych 

pomiarach była woda. 

W pomiarach FIA z zastosowaniem impedometrii pojemnościowej (Cl), warunki eksperymentu 

były takie same jak z zastosowaniem PM tylko oprawkę  do rezonatora zastąpiono naczynkiem elek-

trochemicznym o dużej objętości z cienkowarstwowym przepływem radialnym [24]. Odległość wylotu 

kapilary doprowadzającej roztwór nośny od powierzchni elektrody wynosiła 100 μm. Stały potencjał 
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przyłożony do platynowej elektrody dyskowej o średnicy 1 mm, pokrytej warstwą MIP-1H z wyekstra-

howaną 1H, i częstotliwość napięcia zmiennego wynosiły, odpowiednio, 0,40 V vs. Ag/AgCI i 20 Hz. 

Próbki do oznaczeń 1H rozpuszczono w roztworze o takim samym składzie jak roztwór nośny, którym 

w tych pomiarach był 0,1 M KF. 

Osadzanie warstwy MIP-1H za pomocą elektropolimeryzacji potencjodynamicznej 

W celu potencjodynamicznego osadzenia warstw MIP na elektrodach badanych przygotowano 

roztwór do elektropolimeryzacji o składzie: 0,1 mM 1, 0,1 mM 2, 0,1 mM 3, 0,2 mM 4, 0,02 mM kwas 

trójfIuorooctowy (TFA) i 0,1 M (TBA)CIO4  w roztworze acetonitrylowo-toluenowym o stosunku objęto-

ściowym jak 4 : 1 (pH = 4,0). Związki 2 i 3 spełniały rolę monomerów funkcyjnych a związek 4 - mo-

nomeru sieciującego. Obecność toluenu w roztworze zapewniła całkowite rozpuszczenie monomerów 

3 i 4. Zarejestrowany na platynowej elektrodzie dyskowej pik anodowy woltamperometrii cyklicznej 

(CV) przy potencjale 1,10 V vs. Ag/AgCI i przegięcie przy 1,50 V (odpowiednio, krzywa 2 i 3 na fig. 2) 

wskazuje, że elektropolimeryzacja zachodzi. Co więcej, pik anodowy utleniania 1H w obecności za-

stosowanych monomerów funkcyjnych jest przesunięty w kierunku potencjałów ujemnych, z uwagi na 

kompleksowanie adrenaliny, o ~0,10 V względem analogicznego piku dla 1H przy ~0,75 V zarejestro-

wanego w niebecności 2 i 3 (krzywa 1 na fig. 2). W tych warunkach polimeryzacji najprawdopodobniej 

ulegał kompleks produktu elektrochemicznego utlenienia 1H a nie kompleks wyjściowego związku 1H. 

Chociaż potencjał anodowego piku elektroutleniania 1H już w pierwszym cyklu był stosunkowo 

niski, to w każdym następnym był coraz niższy i dodatnio przesunięty (fig. 3). Najwidoczniej, im bar-

dziej zaawansowana elektropolimeryzacja tym grubsza była osadzana warstwa MIP-1H. Utlenianie 1H 

było w tych warunkach trudniejsze, ponieważ rosnąco warstwo MIP-IH spełniało rolę bariery o coraz 

większej oporności. Bariera ta zapobiegała elektroutlenianiu 1H. Dlatego po dziesięciu cyklach poten-

cjałowych anodowy pik utleniania 1H nie był już widoczny (krzywa 3 na fig. 3). 

Wzrost oporności warstwy MIP-1H wraz ze wzrostem jej grubości oszacowano za pomocą po-

miarów elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (ang. electrochemical impedance spectrosco-

py, EIS) stosując próbnik redoks K4Fe(CN)6 (fig. 4). Grubość tę kontrolowano za pomocą zadanej 

liczby cykli zmian potencjału. Warstwa MIP-1H rosnąco na platynowej elektrodzie dyskowej stopniowo 

coraz bardziej utrudniała elektroutlenianie Fe(CN)6
4-

 do Fe(CN)6
3-

 z uwagi no wzrastający opór prze-

niesienia ładunku. Oporność warstwy MIP-1H osadzonej w trakcie 1000 cykli potencjałowych wynosi 

~2,3 kQ. Warstwę o takiej właśnie oporności zastosowano w eksperymentach opisanych poniżej. Ta 

stosunkowo wysoka oporność dodatkowo wskazuje, że przewodność warstwy jest wystarczająco ni-

ska do przeprowadzenia pomiarów pojemnościowych. Za pomocą pomiarów spektroskopii elipsome-

trycznej wykazano, że grubość warstwy MIP-1H, osadzonej w trakcie 1000 cykli potencjałowych, wy-

nosi ~30 nm. 

Ekstrakcja szablonu 1 z warstwy MIP-1H 

Przed oznaczaniem 1H w roztworze badanym, szablon 1H wyekstrahowano z warstwy MIP-1H. 

Do tej ekstrakcji ciecz-(ciało stałe) zastosowano 0,01 M NaOH ze względu no to, że cząsteczka IH jest 

zdeprotonowano w roztworach alkalicznych i wówczas słabo oddziałuje z miejscami rozpoznającymi 

wdrukowanej luki molekularnej MIP-1H. Za pomocą pomiarów XPS sprawdzono, czy ekstrakcja ta 

była całkowita. Do tego celu wykorzystano analizę wysoko-rozdzielczego widmo N 1s azotu, ponieważ 

atomy azotu występują w cząsteczce 1H a nie ma ich w cząsteczkach monomerów. Pik zprotonowa-

nej drugorzędowej grupy aminowej cząsteczki 1H przy energii wiązania (ang. binding energy, BE) 

401,5 eV (fig. 5a) był nieobecny w widmie po ekstrakcji (fig. 5b). Natomiast pik przy BE = 399,6 eV, 

widoczny w widmie warstwy przed (fig. 5a) i po (fig. 5b) ekstrakcji, najprawdopodobniej pochodzi od 

zanieczyszczenia jakimś związkiem azotu monomeru pochodnej bis(2,2'-bitienylo)metanu w trakcie 

jego syntezy. 

Do oznaczania 1H za pomocą warstwy MIP-1H zastosowano trzy różne sposoby przetwarzania 

rozpoznawania chemicznego na mierzalny sygnał analityczny, t.zn. DPV w warunkach stacjonarnych 

oraz PM i Cl w warunkach FIA. 

P r z y k ł a d  3 

Pośrednie oznaczanie 1H w warunkach stacjonarnych za pomocą różniczkowej woltam-

perometrii pulsowej (DPV) 

Do oznaczania 1H w warunkach stacjonarnych wykorzystano metodę pośrednią z zastosowa-

niem DPV. Polega ona na utrudnianiu elektroutleniania próbnika redoks Fe(CN)6
4-

, a przez to obniża-

niu piku DPV tego próbnika, w przypadku obecności 1H w osadzonej na badanej elektrodzie warstwie 
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rozpoznającej MIP-1H [25]. Prąd piku DPV odpowiadający elektroutlenianiu K4Fe(CN)6 na elektrodzie 

pokrytej warstwą MIP-1H, po wyekstrahowaniu 1H, był stosunkowo wysoki (krzywa 1 na fig. 6a), po-

nieważ wdrukowane luki molekularne pozostały puste. Dlatego próbnik łatwo przenikał przez warstwę 

polimeru do powierzchni elektrody, gdzie ulegał elektroutlenieniu. Następnie elektrodę pokrytą tą wy-

ekstrahowaną warstwą zanurzono na 10 min w roztworach, które były 0,5 nM względem HCI (pH = 

7,0), 0,1 M względem Fe(CN)6·i zawierały 1H o różnych stężeniach (krzywe 2-7 no fig. 6a). Przy coraz 

większym stężeniu 1H w roztworze, w coraz większym stopniu obsadzane były cząsteczkami 1H 

wdrukowane luki molekularne w warstwie MIP-1H. Dlatego próbnikowi Fe(CN)6
4-

 coraz trudniej było 

dyfundować przez tę warstwę i pik DPV był tym niższy im wyższe było stężenie 1H w roztworze. 

Aby określić zależność czułości i liniowego dynamicznego zakresu stężeniowego od grubości 

warstwy MIP-1H, osadzono cztery takie warstwy no czterech platynowych elektrodach dyskowych za 

pomocą 150, 300, 600 i 1000 cykli zmian potencjału. Po wyekstrahowaniu 1H, warstwy zanurzono no 

10 min do roztworów 0,5 nM HCI (pH = 7,0) o różnych stężeniach 1H (fig. 6b). Zgodnie z oczekiwa-

niem, im większa liczba cykli tym niższy był prąd piku DPV, ponieważ wyższa była oporność warstwy. 

Co więcej, kształt krzywych kalibracyjnych zmienił się od prawie wykładniczego (krzywe 1', 2' i 3' na 

fig. 6b) dla cienkich warstw do liniowego (krzywa 4' na fig. 6b) dla grubszej warstwy. Liniowość ta wy-

nikała z wyższej oporności i większej liczby wdrukowanych luk molekularnych w grubszej warstwie. 

Okazało się, że liniowy zakres stężeniowy był tym szerszy (od 1 do 2, od 1 do 5, od 1 do 10 i od 1 

do100 nM 1H) a czułość tym niższa (2,23, 0,90, 0,28 i 0,043 μΑ/nΜ) im grubsza była warstwa MIP-1H 

(odpowiednio, dla 150, 300, 600 i 1000 cykli zmian potencjału). 

Dla najgrubszej warstwy MIP-1H, tj. warstwy o grubości ~30 nm osadzonej w trakcie 1000 cykli 

potencjałowych, równanie regresji krzywej kalibracyjnej (krzywa 1 na fig. 7) i jej współczynnik korelacji 

były, odpowiednio, /DPV,e - /DPV,s = 2,469 + 0,043 c1H i 0,99. Symbol c1H oznacza stężenie 1H w roztwo-

rze a /DPV,e i /DPV,s - prąd piku DPV dla warstwy MIP-1H, odpowiednio, po i przed ekstrakcją szablonu 

1H. Przy stosunku sygnału do szumu, S/N = 3, LOD był stosunkowo korzystny wynosząc 2 nM 1H. 

Do porównania selektywności chemosensora DPV względem 1H i najbardziej typowymi sub-

stancjami przeszkadzającymi, w tym katecholu, L- DOPA i kwasu askorbinowego (odpowiednio, krzy-

wa 2, 3 i 4 na fig. 7) zastosowano warstwę MIP-1H o grubości ~30 nm. 

Okazało się, że czułość względem 1H (0,043 ± 0,002) μΑ/Μ, była prawie dwukrotnie wyższa 

niż względem katecholu (0,023 ± 0,001) μΑ/nΜ i L-DOPA (0,025 ± 0,001) μΑ/nΜ oraz prawie trzykrot-

nie wyższa niż względem kwasu askorbinowego (0,015 ± 0,001) μΑ/nΜ (fig. 7). Co więcej, czułość 

kontrolnej warstwy NIP o grubości ~30 nm względem 1H wynosiła zaledwie (0,0020 ± 0,0006) μΑ/nΜ 

wskazując na wysoki współczynnik wdrukowania, wynoszący ~20. 

P r z y k ł a d  4  

Piezomikrograwimetryczne oznaczanie 1H w warunkach przepływowej analizy wstrzyko-

wej (FIA) 

W celu wykonania oznaczeń 1H za pomocą PM, warstwę MIP-1H o grubości ~30 nm osadzono 

na elektrodzie złotej 10 MHz QCR. W tym celu zastosowano opisaną powyżej procedurę przygotowa-

nia warstwy MIP-1H zoptymalizowaną dla chemoczujnika DPV. 

Zgodnie z zależnością Sauerbreyo, poniższe równanie (1), zmiana częstotliwości rezonanso-

wej, f, dla sztywnej warstwy osadzonej no QCR jest przeciwna zmianom masy rezonatora, m [26]. 

      
   

   

       
                            (1) 

W równaniu tym f0 oznacza podstawową częstotliwość rezonansową (10 MHz) QCR, A to akustycz-

nie czynna powierzchnia rezonatora pokryta warstwą złota stanowiącą elektrodę badaną (0,2827 cm)
2
, q 

to moduł ścinający kwarcu (2,947 x10
11

 g s
-2

 cm
-1

) a q to gęstość kwarcu (2,648 g cm
-3

). 

Po każdym zastrzyku roztworu 1H o różnym stężeniu, częstotliwość rezonansowa malała 

(fig. 8), ponieważ masa warstwy rosła wskutek zatężania w niej 1H. Co więcej, ten spadek częstotli-

wości był proporcjonalny do stężenia 1H. Następnie częstotliwość rosła aż do osiągnięcia poziomu 

sygnału tła wskazując, że masa warstwy malała wskutek wymywania z niej 1H przez nadmiar roztworu 

nośnego. Tak więc wiązanie 1H w lukach molekularnych MIP-1H było w pełni odwracalne. Liniowy 

zakres stężeniowy rozciągał się od 1 do 10 μΜ spełniając równanie regresji f = -6,72 - 1,08 c1H. Dla 

S/N = 3, LOD chemosensora PM wynosił 0,5 μΜ a czułość 1,25 Ηz/μΜ ze współczynnikiem korelacji 

równym 0,99, wyższym niż analogiczny współczynnik dla krzywej kalibracyjnej wyznaczonej za pomo-

cą chemoczujnika DPV. 
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P r z y k ł a d  5 

Oznaczanie 1H za pomocą impedometrii pojemnościowej w warunkach przepływowej 

analizy wstrzykowej (FIA) 

Analit 1H oznaczono również za pomocą Cl w warunkach FIA. W tym oznaczaniu mierzona była 

pojemność elektrycznej warstwy podwójnej, C, przy stałej częstotliwości, ω. Pojemność tę wyznacza-

no z pomiarów składowej urojonej impedancji, Z", posługując się poniższym równaniem (2). 

     
 

  
                        (2) 

Okazało się, że pojemność elektrycznej warstwy podwójnej była tym wyższa im wyższe było 

stężenie 1H w roztworze zastrzykiwanym (fig. 9). To podwyższenie pojemności było najprawdopodob-

niej spowodowane wyłącznie wzrostem pojemności sztywnej części elektrycznej warstwy podwójnej. 

Przypuszczenie to wydaje się uzasadnione wobec zastosowania stosunkowo wysokiego stężenia 

elektrolitu podstawowego (0,1 M KF) o nie adsorbujących się specyficznie na elektrodzie jonach. Przy 

tym stężeniu pojemność rozmytej części warstwy podwójnej jest zaniedbywalnie mała. Dlatego w tym 

przypadku do opisu warstwy podwójnej można zastosować model warstwy sztywnej Helmholtza.  

W modelu tym pojemność tej warstwy jest wprost proporcjonalna do jej przenikaIności elektrycznej. 

Tak więc wzrost pojemności wskazywał na wzrost przenikaIności towarzyszącej coraz większemu 

wnikaniu 1H do warstwy MIP-1H. 

Liniowy zakres stężeniowy sięgał od 1 do 22 μΜ 1H spełniając równanie regresji C = 5,867 + 

0,002 c1H ze współczynnikiem korelacji 0,99. Dla S/N = 3, LOD chemosensora Cl wynosił 1,5 μΜ  

a czułość 2,5 pF cm
-2

 μΜ
-1

. Przy zastosowaniu techniki Cl, sygnał detekcji był bardziej stabilny niż  

w przypadku techniki PM. 

P r z y k ł a d  6  

Kontrolowane uwalnianie adrenaliny 

Fig. 8 i 9 jednocześnie ilustrują również kontrolowane uwalnianie adrenaliny. Po zatężeniu ad-

renaliny w polimerze, jest ona w sposób kontrolowany uwalniana. Dlatego na obu wykresach (fig. 8, 9) 

nie występują schodki (schodki byłyby obserwowane, gdyby adrenalina była wiązana w sposób nie-

odwracalny) po zastrzyknięciu kolejnej porcji roztworu adrenaliny a piki (minima lub maksima),  

tj. wzrost sygnału wskazujący na zatężanie adrenaliny w polimerze po dokonaniu zastrzyku, po czym 

spadek tego sygnału pod wpływem nadmiaru roztworu nośnego. Nadmiar tego roztworu wypłukuje 

adrenalinę z polimeru. 

P r z y k ł a d  7 

Kontrolowane uwalnianie adrenaliny za pomocą szoku pH 

1H można również w sposób kontrolowany uwolnić z warstwy MIP-1H w inny sposób, np. dra-

stycznie podwyższając zasadowość roztworu. W roztworach zasadowych adrenalina ulega deproto-

nowaniu i wówczas nie oddziałuje z miejscami wiążącymi luk molekularnych polimeru. Prowadzi to do 

jej uwolnienia z polimeru. Kontrolowane uwalnianie 1H z MIP-1H za pomocą skoku pH zilustrowano  

w sposób następujący (fig. 10). Do roztworu o pH = 4,0 zanurzono oprawkę z QCR, na którego elek-

trodzie osadzona była warstwa MIP-1H w sposób i o właściwościach opisanych powyżej. Do roztworu 

tego dodano roztwór 1H o pH = 4,0. W roztworze o tej kwasowości adrenalina jest sprotonowana  

i dzięki temu skutecznie oddziałuje z miejscami rozpoznającymi luk molekularnych polimeru. Objawia 

się to spadkiem częstotliwości, który odpowiada wzrostowi masy polimeru. Po zalkalizowaniu roztworu 

do pH = 10,0 za pomocą 0,01 M NaOH, adrenalina ulega deprotonowaniu i nie wiąże się z miejscami 

rozpoznającymi luk molekularnych polimeru. Dlatego jest uwalniana do roztworu. Wyrazem tego jest 

wzrost częstotliwości rezonansowej wskazujący na spadek masy polimeru. Ilość uwolnionej adrenaliny 

zależy od końcowego pH roztworu, ponieważ kwasowość roztworu decyduje o położeniu równowagi 

protonowania/deprotonowania adrenaliny. Innymi słowy, im wartość pH roztworu bardziej przewyższa 

wartość pKa adrenaliny tym to uwalnianie jest większe. 

Wnioski 

Modelowanie molekularne okazało się bardzo przydatnym narzędziem do przybliżenia optymal-

nej struktury i oszacowania trwałości kompleksu 1H z różnymi monomerami funkcyjnymi wybranymi 

spośród pochodnych bis(2,2’-bitienylo)metanu. Co więcej, umożliwiło ono wybór dwóch różnych mo-

nomerów, tworzących najtrwalszy kompleks z 1H, do badań laboratoryjnych. Wysoki ujemny przyrost 

entalpii swobodnej tworzenia kompleksu wskazywał, że wytworzony kompleks jest wystarczająco 

trwały, aby przetrwać elektropolimeryzację w roztworze prowadzącą do wytworzenia warstwy MIP-1H. 
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Potencjodynamiczna elektropolimeryzacja z możliwie najniższym potencjałem zawracania kierunku 

polaryzacji jest nowym skutecznym sposobem osadzania warstwy MIP z wdrukowanym szablonem 

elektroaktywnym, takim jak 1H. W sposobie tym wykorzystywane jest znaczne anodowe przesunięcie 

potencjału elektroutleniania szablonu w trakcie elektropolimeryzacji. Wartość LOD dla wytworzonego 

chemoczujnika z warstwą MIP-1H o grubości ~30 nm wynosiła 2 nM 1H w przypadku przetwarzania 

sygnału detekcji za pomocą DPV w warunkach stacjonarnych. Niestety, wartości LOD dla chemoczuj-

ników z przetwarzaniem PM i Cl, osiągnięte w warunkach FIA, były znacznie wyższe. Jednakże te 

chemoczujniki są znacznie bardziej przydatne z uwagi na łatwiejszą i mniej czasochłonną ich obsługę 

niż chemosensora DPV. Wartość LOD dla chemosensora FIA-PM była, korzystnie, znacznie niższa 

niż analogiczna wartość dla chemosensora FIA-CI. Jednakże eksperymenty PM są o wiele bardziej 

wymagające. Korzystnie, w przeliczeniu na jednostkowe oznaczanie (przepustowość), oznaczanie 1H 

w warunkach FIA jest mniej czasochłonne i wiąże się z mniejszym zużyciem odczynników niż ozna-

czanie w warunkach stacjonarnych. Możliwe jest także kontrolowane uwalnianie adrenaliny, na przy-

kład sposobami opisanymi w przykładach 6 i 7 powyżej. 
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Zastrzeżenia patentowe 

1. Związek chemiczny o wzorze strukturalnym (wzór 1) 

 

 

gdzie: 

 

  



PL 217 424 B1 11 

lub 

 

2. Molekularnie wydrukowany polimer przygotowany za pomocą polimeryzacji z zastosowaniem 

związku chemicznego według zastrz. 1. 

3. Zastosowanie molekularnie wydrukowanego polimeru według zastrz. 2 jako elementu rozpo-

znającego czujnika chemicznego do selektywnego oznaczania adrenaliny. 

4. Zastosowanie molekularnie wydrukowanego polimeru według zastrz. 2 jako materiału do kon-

trolowanego uwalniania adrenaliny. 
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