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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg (a) nowe zwigzki chemiczne, pochodne bis(2,2’-bitienylo)-
metanu, (b) molekularnie wydrukowany polimer utworzony za pomoca polimeryzacji pochodnych
bis(2,2'-bitienylo)metanu, (c) zastosowanie tego polimeru jako elementu rozpoznajgcego che-
micznego czujnika do selektywnego oznaczania adrenaliny, oraz (d) zastosowanie tego polimeru
jako materiatu 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 odgrywajacy istotng role w etiologii i symptomatolo-
gii szeregu schorzen neurologicznych i psychiatrycznych [1]. W ludzkim osoczu stezenie adrena-
liny jest bardzo niskie; siega ~50 nM [2]. Dlatego do jej oznaczania w tych warunkach stosuje sie
wiele réznych, niekiedy bardzo zaawansowanych, technik analitycznych. Do tych najprostszych
nalezy np. kolorymetria [3] a do zaawansowanych - chromatografia cieczowa z detekcjg mas (LC-
-MS) [4], potencjometria i amperometria z wykorzystaniem jonoselektywnych tranzystoréw polo-
wych (ISFET) [5] lub inne techniki elektroanalityczne a zwlaszcza te obejmujace pomiary woltam-
perometryczne [6-12], Te ostatnie sg czesto stosowane z uwagi na ich wysoka wykrywalnosé (na
poziomie stezenia adrenaliny rzedu pojedynczych nanomoli w litrze), niezawodnos¢ (w odniesie-
niu do pomiaru sygnatu potencjalowego, pragdowego, pojemnosciowego lub opornosciowego)
i niewielkg czasochtonno$¢ przy jednoczesnej prostocie oznaczen 1. Jednakze wcigz pozostawia
do zyczenia aspekt selektywnosci rozpoznawania 1 wynikajacy ze szczegélnej natury oddziaty-
wan 1 z receptorem.

W przyrodzie, przy wartosciach pH ponizej pK, = 8,55 dla 1[13] sprotonowana adrenalina
(oznaczana dalej 1H) jest rozpoznawana specyficznie przez pie¢ réoznych aminokwasow (Ser204,
Ser207, Phe290, Asn293, and Aspll13) proteinowego receptora (,-adrenergicznego na drodze
oddziatywania ,pieciopunktowego”. Biorg w nich udziat wigzania wodorowe i oddziatywania =n-,
w ktorych zaangazowane sag, odpowiednio, grupy hydroksylowe i alkilowa sprotonowana grupa
aminowa zwigzku 1H jak rowniez jego pierscien benzenowy.

Wdrukowywanie molekularne w polimery w celu oznaczania neurotransmiteréw, w tym ka-
techolamin, histaminy, tryptaminy, itp. jest szeroko opisane w literaturze [14-17]. Na przyktad,
osiaggnieto 10-nM prég wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD) dopaminy stosujgc warstwe
polimeru wdrukowanego molekularnie (MIP) jako element rozpoznajgcy piezomikrograwimetrycz-
nego (PM) czujnika chemicznego [17]. Jednakze tylko w niewielu tego typu badaniach wykorzy-
stano warstwy MIP do budowy chemoczujnikdw do oznaczania 1. Do przygotowania warstwy MIP,
w pierwszych tego typu badaniach jako monomer funkcyjny zastosowano kwas metakrylowy (MAA)
[18, 19]. Warstwg polimeru MIP(MAA-1H) pokryto elektrode krystalicznego rezonatora kwarcowe-
go (ang. quartz crystal resonator, QCR) o czestotliwosci rezonansowej 9 MHz, za pomocg spino-
wego osadzania warstwy MIP z zawiesiny MIP(MAA-1H) i poli(chlorku winylu) w tetrahydrofuranie.
Chociaz wykrywalnos¢ 1H, LOD = 20 nM, przygotowanego w ten sposéb chemosensora PM byta
dos¢ imponujaca, to gtéwna jego wada polegata na niewielkiej trwatosci mechanicznej warstwy
MIP z uwagi na jej stabe przyleganie do powierzchni elektrody. Podejmowano réwniez szereg
prob teoretycznego optymalizowania struktury kompleksu 1H z réznymi substancjami rozpoznaja-
cymi, w tym z eterami koronowymi, takimi jak 12-korona-4 [20], 15-korona-5 [21], jak réwniez
z mréwczanami i ich pochodnymi [21]. Jednakze badania te obejmowaty jedynie miejsca rozpo-
znajace a nie cate czasteczki monomerow funkcyjnych.

Tak wiec pozadane bytoby opracowanie czujnika o podwyzszonej selektywnosci wzgledem
adrenaliny poprzez zastosowanie specjalnie opracowanego do ich oznaczania elementu rozpo-
Znajacego.

Dlatego tez celem obecnego wynalazku jest opracowanie i wykonanie substancji chemicz-
nej, ktéra po spolimeryzowaniu mogtaby byé wykorzystana do budowy chemicznego czujnika do
oznaczania adrenaliny. Kolejnym celem obecnego wynalazku jest opracowanie i wykonanie sub-
stancji chemicznej, ktéra mogtaby stuzyé do wytwarzania materiatéw do kontrolowanego uwalnia-
nia adrenaliny.
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Przedmiotem wynalazku jest zwigzek chemiczny o wzorze strukturalnym (1).

(wzdr 1)
gdzie:
0O
R=
O—H
{wzdr 1a)
lub
R=—<(" |
S S
|/
(wzdr 1b),

Wynalazek obejmuje takze molekularnie wydrukowany polimer przygotowany za pomoca poli-
meryzacji z zastosowaniem tego zwigzku chemicznego.

Wynalazek dotyczy takze zastosowania tego molekularnie wydrukowanego polimeru jako ele-
mentu rozpoznajgcego czujnika chemicznego do selektywnego oznaczania adrenaliny oraz jego za-
stosowanie jako materiatu do kontrolowanego uwalniania adrenaliny.

Wynalazek jest blizej przedstawiony ponizej w korzystnych przyktadach wykonania, z odniesie-
niem do zataczonych rysunkow.

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 $rednicy
1 mm dla roztworu (1) 0,1 mM 1H, (2) 0,1 mM 2, 0,1 mM 3i 0,2 mM 4 oraz (3) 0,1 mM 1,
0,1 mM 2, 0,1 mM 3, 0,2 mM 4, w 0,02 mM TFA (pH = 4,0)i 0,1 M (TBA)CIO, w aceto-
nitrylu. Szybkos$¢ zmian potencjatu wynosita 20 mv/s.



Fig. 3

Fig. 4
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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)CIO,4 roztworu acetonitrylo-
wo-toluenowego o stosunku objetosciowym jak 4:1, na platynowej elektrodzie dyskowej
o srednicy 1 mm, w trakcie (1) pierwszego, (2) piatego, (3) dziesigtego i (4) dwusetnego
cyklu potencjatowego w zakresie potencjatéw od 0,50 do 0,95 V vs. Ag/AgCI. Szybkosé
zmian potencjatu wynosita 20 mV/s.

Wykresy elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (EIS), przedstawiajace zalez-
nosci skladowej urojonej impedancji od sktadowej rzeczywistej i wyznaczona z nich za-
leznos¢ opornosci przeniesienia fadunku od grubosci warstwy MIP-1H zaleznej od licz-
by cykli potencjatowych (Wstawka) dla (1) niepokrytej dyskowej elektrody platynowej
o $rednicy 1 mm i dla tej elektrody pokrytej warstwg MIP-1H osadzong w warunkach
podanych w opisie do fig. 3 w trakcie (2) 50, (3) 100, (4) 200, (5) 600 i (6) 1000 cykli po-
tencjatowych, zanurzonej do 0,1 M K,;Fe(CN)g w 0,1 M KNO3 przy potencjale 0,30 V vs.
Ag/AgCl. Czestotliwos¢ 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 pomocg elektropolimeryzacji potencjodynamicznej w trakcie 1000
cykli potencjatowych (a) przed i (b) po ekstrakcji 1H za pomocg 0,01 M NaOH.

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

Fig. 7

Fig. 8

Fig. 9

trodzie dyskowej o $rednicy 1 mm (1) z wyekstrahowanym za pomoca 0,01 M NaOH
szablonem 1H oraz zanurzonej, po ekstrakcji, na 10 min do 0,5 nm HCI (pH = 7,0) roz-
tworu o stezeniu (2) 1, (3) 10, (4) 30, (5) 50, (6) 70 i (7) 100 nM 1H. (b) Krzywe kalibra-
cyjne zaleznosci pradu piku DPV od stezenia 1H dla warstw MIP-1H, osadzonych
w trakcie (1") 150, (2") 300, (3") 600, i (4") 1000 cykli potencjatowych, na platynowej elek-
trodzie dyskowej zanurzonej do 0,1 M K4;Fe(CN)s 0,1 M KNOsg. /ppye | /ppvs OZNacza
prad 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 stezeniu.

Krzywe kalibracyjne DPV dla 0,1 M K;Fe(CN)s w 0,1 M KNO3; dla platynowej elektrody
dyskowej o Srednicy 1 mm pokrytej warstwg MIP-1H o grubosci ~30 nm po ekstrakc;ji
szablonu 1H za pomocg 0,01 M NaOH a nastepnie zanurzeniu w roztworach o ré6znych
stezeniach (1) 1H, (2) katecholu, (3) L-DOPA i (4) kwasu askorbinowego oraz (5) dla
warstwy NIP o grubosci ~30 nm pokrywajacej platynowg elektrode dyskowg o Srednicy
1 mm, po zanurzeniu w roztworach 1H o réznych stezeniach.

Zmiana czestotliwo$ci rezonansowej w czasie dla 10 MHz QCR pokrytego warstwag
MIP-1H o grubosci ~30 nm, z szablonem 1H wyekstrahowanym za pomocg 0,01 M Na-
OH, po zastrzyknieciu roztworéw wodnych, o réznych stezeniach 1H, o objetosci 200 pl
oraz krzywa kalibracyjna (wstawka).

Zmiana pojemnosci elektrycznej warstwy podwojnej w czasie dla platynowej elektrody
dyskowej o srednicy 1 mm pokrytej warstwg MIP-1H o grubosci ~30 nm, z szablonem
1H wyekstrahowanym za pomocg 0,01 M NaOH, po zastrzyknieciu wodnych roztworéw
1H o objetosci 200 pl i roznych stezeniach oraz krzywa kalibracyjna (wstawka).

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

10 MHz QCR pokrytego warstwg MIP-1H o grubosci ~30 nm, z szablonem 1H wyeks-
trahowanym za pomocag 0,01 M NaOH, po dodaniu roztworu 0,1 mM 1H o pH = 4,0
a nastepnie zalkalizowaniu roztworu za pomocg 0,01 M NaOH do pH = 10,0.

Fig. 11 Schemat wyjasniajacy jak monomery funkcyjne kompleksujg adrenaline (przed spolime-

ryzowaniem tego kompleksu): (a) wzor strukturalny i (b) struktura kompleksu 1H zwig-
zanego z monomerem funkcyjnym 2 i 3 zoptymalizowana za pomoca metody DFT na
poziomie B3LYP/6-31G(d). Zwigzek 4 zastosowano jako monomer sieciujacy.
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Korzystne przyktady wykonania wynalazku

Przyktad 1

Przygotowanie monomeroéw funkcyjnych

Monomer funkcyjny 2 (fig. 11) zsyntetyzowano wedtug wczesniej opisanych procedur [22]. Pro-
cedury syntezy zwigzku 3 (fig. 11), to jest bis(2,2-bitienylo)-(4-karboksyfenylo)metanu (fig. 1a)
i zwigzku 4 (fig. 11), to jest tris([2,2’-bitiofeno]-5-yl)metanu (fig. 1b), opracowano w niniejszej pracy
w sposob nastepujacy:

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). Nastepnie roztwér ten mieszano przez 20 min pod azotem, po czym dodano do niego 60%
HCIO, (8,2 ml, 125 mmol) i mieszanine reakcyjng mieszano jeszcze przez 16 godz. w 60°C. Po
ochtodzeniu do temperatury pokojowej dodano do niej nadmiar chlorku metylenu, aby rozpusci¢ poza-
dany zwigzek. Nastepnie mieszanine zadano nasyconym roztworem Na,COs, aby zobojetni¢ nadmiar
kwasu. Zebrang ciektg warstwe organiczng przemyto wodg i wysuszono bezwodnym Na,SO,4. Po
odparowaniu rozpuszczalnika z tej warstwy w kolbie pozostata jasnozielona substancja. Oczyszczono
ja za pomocg chromatografii cieczowej na kolumnie silikazelowej stosujac jako eluent roztwdr chloro-
formowo-metanolowy o stosunku objetosciowym 95:05. Wydajnos¢; 500 mg (33%). "H NMR (CHCls-d):
o (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) roztwér 2,2’-bitiofenu (1,0 g,
6,01 mmol) wlano do 100-ml kolby kulistej zawierajacej kompleks Vilsmeiera. Kompleks ten przygoto-
wano przez zmieszanie POCI; (0,575 ml, 6,01 mmol) 1 DMF (4 ml) w 0°C a nastepnie ogrzewanie pod
chtodnicg zwrotng w 90°C przez 3 godz. Mieszanine reakcyjng ochtodzono i zhydrolizowano dodajac
troche lodu, aby powstat aldehyd. Wéwczas do tej mieszaniny powoli wlano wodny roztwér NaOH, aby
utrzymaé jej kwasowos$¢ w zakresie 7,0 < pH < 8,0. Po odfiltrowaniu zebrano zéita substancje.
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Oczyszczono jg za pomocg chromatografii cieczowej na kolumnie silikazelowej stosujac jako eluent
roztwor heksanowo-chloroformowy o stosunku objetosciowym 1:1. Druga frakcja na kolumnie, o z6t-
tym zabarwieniu, zawierata pozadany zwigzek. Wydajno$é: 420 mg (36%). 'H NMR (CHCls-d): &
(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
wedtug procedury opisanej powyzej, (400 mg, 2,05 mmol) i 2,2"-bitiofen (685 mg, 4,20 mmol) z gliko-
lem etylenowym (50 ml). Nastepnie te mieszanine reakcyjng mieszano przez 20 min pod azotem, po
czym dodano do niej 60% HCIO, (5,1 ml, 78 mmol) i ogrzewano przez nastepne 16 godz.
w 60°C. Po ochiodzeniu do temperatury pokojowej, do mieszaniny dodano nadmiar chlorku metylenu
oby rozpusci¢ pozadang substancje. Po rozpuszczeniu, roztwdr zadano nasyconym roztworem
Na,CO3, aby zobojetni¢ nadmiar kwasu. Po zobojetnieniu zebrano organiczng warstwe ciekia. Prze-
myto jg wodg i wysuszono bezwodnym Na,SO,. Po odparowaniu rozpuszczalnika z warstwy orga-
nicznej, pozostata jasnozielona substancja. Oczyszczono jg za pomocg chromatografii cieczowej no
kolumnie silikazelowej stosujac jako eluent roztwér heksanowo-chloroformowy o stosunku objetoscio-
wym jak 1:1. Wydajnos¢: 320 mg (31%). 'H NMR (CHC3-d): & (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.

Przyktad 2

Przygotowanie warstwy polimeru wdrukowanego molekularnie (MIP)

Aby przygotowaé warstwy MIP wdrukowane szablonem 1H (MIP-1H) przeprowadzono polime-
ryzacje elektrochemiczng w warunkach potencjodynamicznych w zakresie potencjatéw od 0,50 do
0,95 V vs. Ag/AgCI przy liniowej szybkosci zmian potencjatu 20 mV/s. Osadzanie warstwy MIP-1H na
platynowej elektrodzie dyskowej o srednicy 1 mm i na elektrodzie ztotej o Srednicy 5 mm rezonatora
kwarcowego o czestotliwosci rezonansowej 10 MHz (10 MHz QCR) kontrolowano za pomocg liczby
cykli zmian potencjatu. Po zakonczeniu elektropolimeryzacji, warstwy MIP-1H obficie przemyto aceto-
nitrylem, aby usung¢ nadmiar elektrolitu podstawowego. Nastepnie szablon 1H wyekstrahowano
z tych warstw za pomocg 0,01 M NaOH w ciggu 2 godz. w 60°C. Za pomocg pomiaréw XPS spraw-
dzono, czy ekstrakcja byto catkowita.

Warstwe kontrolnego polimeru (NIP) niewdrukowanego osadzono z roztworu nie zawierajgcego
szablon 1H stosujac takga sama procedure elektropolimeryzacji jak w przypadku osadzania MIP-1H.

Pomiary

W celu przeprowadzenia pomiaréw w warunkach stacjonarnych, pokryte warstwg MIP-1H z wy-
ekstrahowanym szablonem 1H platynowe elektrody badane zanurzano na 10 min do roztworéw
o réznych stezeniach 1H lub zwigzkéw przeszkadzajgcych. Nastepnie, po optukaniu woda, rejestro-
wano za pomocg tych elektrod, zanurzonych do 0,1 M K4[Fe(CN)e] w 0,1 M KNOg3, krzywe rézniczko-
wej woltamperometrii pulsowej (ang. differential pulse voltammetry, DPV). Zakres zmiany potencjatu,
skok potencjatu, amplituda pulsu potencjatu i czas trwania pulsu wynosity, odpowiednio, 0 do 0,5 V,
5mV, 25 mVi50 ms.

W pomiarach w warunkach przeptywowej analizy wstrzykowej (ang. flow injection analysis, FIA),
roztwor nosny pompowano z szybkoscig 20 pl/min za pomocg pompy strzykawkowej KDS100 wypro-
dukowanej przez KD Scientific (Holliston MA, USA). Do zastrzykiwania probek roztworéw badanych
stosowano szesciowejsciowy petlicowy zawor dozujacy 7725i firmy Rheodyne (Cotati CA, USA). Obje-
tos¢ zastrzykiwanej prébki wynosita 200 yl. Wybrane powyzej warunki pomiaréw FIA zoptymalizowa-
no w taki sposdb, aby wspodtczynnik dyspersji byt réwny jednosci.

Aby wykona¢ pomiary FIA z zastosowaniem PM, zlotg elektrode badang 10-MHz QCR pokry-
wano warstwg MIP-1H. Po wyekstrahowaniu z niej 1H i zamocowaniu w oprawce przeptywowej do
10-MHz QCR typ EQCM 5610 (IChF PAN, Warszawa) [23] warstwa ta stuzyta jako element rozpozna-
jacy 1H tak skonstruowanego chemoczujnika PM. Zaréwno prébki do oznaczeh 1H jak i substancji
przeszkadzajacych rozpuszczono w roztworze o takim samym skfadzie jak ciecz nosna, ktérym w tych
pomiarach byta woda.

W pomiarach FIA z zastosowaniem impedometrii pojemnos$ciowej (Cl), warunki eksperymentu
byly takie same jak z zastosowaniem PM tylko oprawke do rezonatora zastgpiono naczynkiem elek-
trochemicznym o duzej objetosci z cienkowarstwowym przeptywem radialnym [24]. Odlegtosé wylotu
kapilary doprowadzajacej roztwér nosny od powierzchni elektrody wynosita 100 uym. Staty potencjat
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przytozony do platynowej elektrody dyskowej o srednicy 1 mm, pokrytej warstwa MIP-1H z wyekstra-
howang 1H, i czestotliwo$¢ napiecia zmiennego wynosity, odpowiednio, 0,40 V vs. Ag/AgCl i 20 Hz.
Prébki do oznaczen 1H rozpuszczono w roztworze o takim samym skfadzie jak roztwér nosny, ktérym
w tych pomiarach byt 0,1 M KF.

Osadzanie warstwy MIP-1H za pomoca elektropolimeryzacji potencjodynamicznej

W celu potencjodynamicznego osadzenia warstw MIP na elektrodach badanych przygotowano
roztwér do elektropolimeryzacji o sktadzie: 0,1 mM 1, 0,1 mM 2, 0,1 mM 3, 0,2 mM 4, 0,02 mM kwas
tréjfluorooctowy (TFA) i 0,1 M (TBA)CIO, w roztworze acetonitrylowo-toluenowym o stosunku objeto-
Sciowym jak 4 : 1 (pH = 4,0). Zwiazki 2 i 3 spetniaty role monomerdw funkcyjnych a zwigzek 4 - mo-
nomeru sieciujgcego. Obecnosé toluenu w roztworze zapewnita catkowite rozpuszczenie monomerow
3 i 4. Zarejestrowany na platynowej elektrodzie dyskowej pik anodowy woltamperometrii cyklicznej
(CV) przy potencjale 1,10 V vs. Ag/AgCl i przegiecie przy 1,50 V (odpowiednio, krzywa 2 i 3 na fig. 2)
wskazuje, ze elektropolimeryzacja zachodzi. Co wiecej, pik anodowy utleniania 1H w obecnosci za-
stosowanych monomerdéw funkcyjnych jest przesuniety w kierunku potencjatéw ujemnych, z uwagi na
kompleksowanie adrenaliny, o ~0,10 V wzgledem analogicznego piku dla 1H przy ~0,75 V zarejestro-
wanego w niebecnosci 2 i 3 (krzywa 1 na fig. 2). W tych warunkach polimeryzacji najprawdopodobniej
ulegat kompleks produktu elektrochemicznego utlenienia 1H a nie kompleks wyjsciowego zwigzku 1H.

Chociaz potencjat anodowego piku elektroutleniania 1H juz w pierwszym cyklu byt stosunkowo
niski, to w kazdym nastepnym byt coraz nizszy i dodatnio przesuniety (fig. 3). Najwidoczniej, im bar-
dziej zaawansowana elektropolimeryzacja tym grubsza byta osadzana warstwa MIP-1H. Utlenianie 1H
byto w tych warunkach trudniejsze, poniewaz rosngco warstwo MIP-IH spetniato role bariery o coraz
wiekszej opornosci. Bariera ta zapobiegata elektroutlenianiu 1H. Dlatego po dziesieciu cyklach poten-
cjatowych anodowy pik utleniania 1H nie byt juz widoczny (krzywa 3 na fig. 3).

Wzrost opornosci warstwy MIP-1H wraz ze wzrostem jej grubosci oszacowano za pomocg po-
miaréw elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (ang. electrochemical impedance spectrosco-
py, EIS) stosujac prébnik redoks K;Fe(CN)g (fig. 4). Grubos¢ te kontrolowano za pomocg zadanej
liczby cykli zmian potencjatu. Warstwa MIP-1H rosngco na platynowej elektrodzie dyskowej stopniowo
coraz bardziej utrudniata elektroutienianie Fe(CN)s" do Fe(CN)63' z uwagi no wzrastajacy opor prze-
niesienia tadunku. Opornos¢ warstwy MIP-1H osadzonej w trakcie 1000 cykli potencjatowych wynosi
~2,3 kQ. Warstwe o takiej wtasnie opornosci zastosowano w eksperymentach opisanych ponizej. Ta
stosunkowo wysoka opornosé¢ dodatkowo wskazuje, ze przewodnos¢ warstwy jest wystarczajgco ni-
ska do przeprowadzenia pomiaréw pojemnosciowych. Za pomocg pomiaréw spektroskopii elipsome-
trycznej wykazano, ze grubos¢ warstwy MIP-1H, osadzonej w trakcie 1000 cykli potencjatowych, 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-(ciato state) zastosowano 0,01 M NaOH ze wzgledu no to, ze czasteczka IH jest
zdeprotonowano w roztworach alkalicznych i wéwczas stabo oddziatuje z miejscami rozpoznajgcymi
wdrukowanej luki molekularnej MIP-1H. Za pomocg pomiarow XPS sprawdzono, czy ekstrakcja ta
byta catkowita. Do tego celu wykorzystano analize wysoko-rozdzielczego widmo N 1s azotu, poniewaz
atomy azotu wystepuja w czasteczce 1H a nie ma ich w czgsteczkach monomeréw. Pik zprotonowa-
nej drugorzedowej grupy aminowej czasteczki 1H przy energii wigzania (ang. binding energy, BE)
401,5 eV (fig. 5a) byt 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 jakim$ zwigzkiem azotu monomeru pochodnej bis(2,2'-bitienylo)metanu w trakcie
jego syntezy.

Do oznaczania 1H za pomocg warstwy MIP-1H zastosowano trzy ré6zne sposoby przetwarzania
rozpoznawania chemicznego na mierzalny sygnat analityczny, t.zn. DPV w warunkach stacjonarnych
oraz PM i Cl w warunkach FIA.

Przyktad 3

Posrednie oznaczanie 1H w warunkach stacjonarnych za pomoca rézniczkowej woltam-
perometrii pulsowej (DPV)

Do oznaczania 1H w warunkach stacjonarnych wykorzystano metode posrednig z zastosowa-
niem DPV. Polega ona na utrudnianiu elektroutleniania prébnika redoks Fe(CN)64", a przez to obniza-
niu piku DPV tego prébnika, w przypadku obecnosci 1H w osadzonej na badanej elektrodzie warstwie



8 PL 217 424 B1

rozpoznajacej MIP-1H [25]. Prad piku DPV odpowiadajacy elektroutlenianiu K;Fe(CN)g na elektrodzie
pokrytej warstwg MIP-1H, po wyekstrahowaniu 1H, byt stosunkowo wysoki (krzywa 1 na fig. 6a), po-
niewaz wdrukowane luki molekularne pozostaty puste. Dlatego prébnik tatwo przenikat przez warstwe
polimeru do powierzchni elektrody, gdzie ulegat elektroutlenieniu. Nastepnie elektrode pokrytg tg wy-
ekstrahowang warstwa zanurzono na 10 min w roztworach, ktére byly 0,5 nM wzgledem HCI (pH =
7,0), 0,1 M wzgledem Fe(CN)gi zawieraty 1H o réznych stezeniach (krzywe 2-7 no fig. 6a). Przy coraz
wiekszym stezeniu 1H w roztworze, w coraz wiekszym stopniu obsadzane byty czasteczkami 1H
wdrukowane luki molekularne w warstwie MIP-1H. Dlatego prébnikowi Fe(CN)s" coraz trudniej byto
dyfundowaé przez te warstwe i pik DPV byt tym nizszy im wyzsze byto stezenie 1H w roztworze.

Aby okresli¢ zaleznos¢ czutosci i liniowego dynamicznego zakresu stezeniowego od grubosci
warstwy MIP-1H, osadzono cztery takie warstwy no czterech platynowych elektrodach dyskowych za
pomoca 150, 300, 600 i 1000 cykli zmian potencjatu. Po wyekstrahowaniu 1H, warstwy zanurzono no
10 min do roztworéw 0,5 nM HCI (pH = 7,0) o réznych stezeniach 1H (fig. 6b). Zgodnie z oczekiwa-
niem, im wieksza liczba cykli tym nizszy byt prad piku DPV, poniewaz wyzsza byta opornos¢ warstwy.
Co wiecej, ksztatt krzywych kalibracyjnych zmienit sie od prawie wyktadniczego (krzywe 1', 2'i 3' na
fig. 6b) dla cienkich warstw do liniowego (krzywa 4' na fig. 6b) dla grubszej warstwy. Liniowosc¢ ta wy-
nikata z wyzszej opornosci i wiekszej liczby wdrukowanych luk molekularnych w grubszej warstwie.
Okazato sie, ze liniowy zakres stezeniowy byt tym szerszy (od 1 do 2, od 1 do 5, od 1 do 10iod 1
do100 nM 1H) a czutos¢ tym nizsza (2,23, 0,90, 0,28 i 0,043 pA/nM) im grubsza byta warstwa MIP-1H
(odpowiednio, dla 150, 300, 600 i 1000 cykli zmian potencjatu).

Dla najgrubszej warstwy MIP-1H, tj. warstwy o grubosci ~30 nm osadzonej w trakcie 1000 cykli
potencjatowych, réwnanie regresji krzywej kalibracyjnej (krzywa 1 na fig. 7) i jej wspotczynnik korelacji
byty, odpowiednio, /ppye - /ppvs = 2,469 + 0,043 ¢34 i 0,99. Symbol ¢,y oznacza stezenie 1H w roztwo-
rze a lppve i Ippvs - prad piku DPV dla warstwy MIP-1H, odpowiednio, po i przed ekstrakcjg szablonu
1H. Przy stosunku sygnatu do szumu, S/N = 3, LOD byt stosunkowo korzystny wynoszac 2 nM 1H.

Do poréwnania selektywnosci chemosensora DPV wzgledem 1H i najbardziej typowymi sub-
stancjami przeszkadzajgcymi, w tym katecholu, L- DOPA i kwasu askorbinowego (odpowiednio, krzy-
wa 2, 3i 4 na fig. 7) zastosowano warstwe MIP-1H o grubosci ~30 nm.

Okazato sie, ze czutos¢ wzgledem 1H (0,043 + 0,002) pA/nM, byta prawie dwukrotnie wyzsza
niz wzgledem katecholu (0,023 £ 0,001) yA/nM i L-DOPA (0,025 + 0,001) yA/nM oraz prawie trzykrot-
nie wyzsza niz wzgledem kwasu askorbinowego (0,015 + 0,001) pA/nM (fig. 7). Co wiecej, czutosc
kontrolnej warstwy NIP o grubosci ~30 nm wzgledem 1H wynosita zaledwie (0,0020 + 0,0006) pA/nM
wskazujac na wysoki wspotczynnik wdrukowania, wynoszacy ~20.

Przyktad 4

Piezomikrograwimetryczne oznaczanie 1H w warunkach przeptywowej analizy wstrzyko-
wej (FIA)

W celu wykonania oznaczen 1H za pomocg PM, warstwe MIP-1H o grubosci ~30 nm osadzono
na elektrodzie ztotej 10 MHz QCR. W tym celu zastosowano opisang powyzej procedure przygotowa-
nia warstwy MIP-1H zoptymalizowang dla chemoczujnika DPV.

Zgodnie z zaleznoscig Sauerbreyo, ponizsze rownanie (1), zmiana czestotliwosci rezonanso-
wej, Af, dla sztywnej warstwy osadzonej no QCR jest przeciwna zmianom masy rezonatora, Am [26].

— 2f§am
Af - A(ﬂqpq)l/z (1)

W réwnaniu tym fy oznacza podstawowg czestotliwos¢ rezonansowg (10 MHz) QCR, A to akustycz-
nie czynna powierzchnia rezonatora pokryta warstwg zlota stanowigcg elektrode badang (0,2827 cm)z, g
to modut Scinajacy kwarcu (2,947 x10™ g s cm"l) a pq to gestos¢ kwarcu (2,648 g cm's).

Po kazdym zastrzyku roztworu 1H o rdéznym stezeniu, czestotliwo$é rezonansowa malata
(fig. 8), poniewaz masa warstwy rosta wskutek zatezania w niej 1H. Co wiecej, ten spadek czestotli-
wosci byt proporcjonalny do stezenia 1H. Nastepnie czestotliwosé rosta az do osiggniecia poziomu
sygnatu tta wskazujac, ze masa warstwy malata wskutek wymywania z niej 1H przez nadmiar roztworu
nosnego. Tak wiec wigzanie 1H w lukach molekularnych MIP-1H bylo w peini odwracalne. Liniowy
zakres stezeniowy rozciggat sie od 1 do 10 yM spetniajgc rownanie regresji Af = -6,72 - 1,08 c¢;4. Dla
S/IN = 3, LOD chemosensora PM wynosit 0,5 yM a czuto$¢ 1,25 Hz/uM ze wspodtczynnikiem korelacji
rownym 0,99, wyzszym niz analogiczny wspotczynnik dla krzywej kalibracyjnej wyznaczonej za pomo-
cg chemoczujnika DPV.
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Przyktad 5

Oznaczanie 1H za pomoca impedometrii pojemnosciowej w warunkach przeptywowej
analizy wstrzykowej (FIA)

Analit 1H oznaczono réwniez za pomoca Cl w warunkach FIA. W tym oznaczaniu mierzona byta
pojemnosc¢ elektrycznej warstwy podwadjnej, C, przy statej czestotliwosci, w. Pojemnosc¢ te wyznacza-
no z pomiaréw sktadowej urojonej impedanciji, Z", postugujac sie ponizszym réwnaniem (2).

" 1

- % @

wC

Okazato sie, ze pojemnos¢ elektrycznej warstwy podwadjnej byta tym wyzsza im wyzsze byto
stezenie 1H w roztworze zastrzykiwanym (fig. 9). To podwyzszenie pojemnosci byto najprawdopodob-
niej spowodowane wytgcznie wzrostem pojemnosci sztywnej czesci elektrycznej warstwy podwdjne;.
Przypuszczenie to wydaje sie uzasadnione wobec zastosowania stosunkowo wysokiego stezenia
elektrolitu podstawowego (0,1 M KF) o nie adsorbujacych sie specyficznie na elektrodzie jonach. Przy
tym stezeniu pojemnos¢ rozmytej czesci warstwy podwadjnej jest zaniedbywalnie mata. Dlatego w tym
przypadku do opisu warstwy podwodjnej mozna zastosowa¢ model warstwy sztywnej Helmholtza.
W modelu tym pojemnosc¢ tej warstwy jest wprost proporcjonalna do jej przenikalnosci elektrycznej.
Tak wiec wzrost pojemnosci wskazywat na wzrost przenikalnosci towarzyszacej coraz wiekszemu
whnikaniu 1H do warstwy MIP-1H.

Liniowy zakres stezeniowy siegat od 1 do 22 yM 1H spetniajgc rownanie regresji C = 5,867 +
0,002 cyy ze wspotczynnikiem korelacji 0,99. Dla S/N = 3, LOD chemosensora Cl wynosit 1,5 uyM
a czutos¢ 2,5 pF cm™ pM'l. Przy zastosowaniu techniki Cl, sygnat detekcji byt bardziej stabilny niz
w przypadku techniki PM.

Przyktad 6

Kontrolowane uwalnianie adrenaliny

Fig. 8 i 9 jednoczesnie ilustrujg réwniez kontrolowane uwalnianie adrenaliny. Po zatezeniu ad-
renaliny w polimerze, jest ona w sposob kontrolowany uwalniana. Dlatego na obu wykresach (fig. 8, 9)
nie wystepuja schodki (schodki bytyby obserwowane, gdyby adrenalina byta wigzana w sposdb nie-
odwracalny) po zastrzyknieciu kolejnej porcji roztworu adrenaliny a piki (minima lub maksima),
tj. wzrost sygnatu wskazujacy na zatezanie adrenaliny w polimerze po dokonaniu zastrzyku, po czym
spadek tego sygnatu pod wptywem nadmiaru roztworu nosnego. Nadmiar tego roztworu wyptukuje
adrenaline z polimeru.

Przyktad 7

Kontrolowane uwalnianie adrenaliny za pomoca szoku pH

1H mozna réwniez w sposob kontrolowany uwolni¢ z warstwy MIP-1H w inny sposéb, np. dra-
stycznie podwyzszajgc zasadowosé roztworu. W roztworach zasadowych adrenalina ulega deproto-
nowaniu i wowczas nie oddziatuje z miejscami wigzacymi luk molekularnych polimeru. Prowadzi to do
jej uwolnienia z polimeru. Kontrolowane uwalnianie 1H z MIP-1H za pomoca skoku pH zilustrowano
w sposOb nastepujacy (fig. 10). Do roztworu o pH = 4,0 zanurzono oprawke z QCR, na ktérego elek-
trodzie osadzona byta warstwa MIP-1H w sposdb i o wiasciwosciach opisanych powyzej. Do roztworu
tego dodano roztwér 1H o pH = 4,0. W roztworze o tej kwasowosci adrenalina jest sprotonowana
i dzieki temu skutecznie oddziatuje z miejscami rozpoznajgcymi luk molekularnych polimeru. Objawia
sie to spadkiem czestotliwosci, ktéry odpowiada wzrostowi masy polimeru. Po zalkalizowaniu roztworu
do pH = 10,0 za pomocg 0,01 M NaOH, adrenalina ulega deprotonowaniu i nie wigze sie z miejscami
rozpoznajacymi luk molekularnych polimeru. Dlatego jest uwalniana do roztworu. Wyrazem tego jest
wzrost czestotliwosci rezonansowej wskazujgcy na spadek masy polimeru. llos¢ uwolnionej adrenaliny
zalezy od kohcowego pH roztworu, poniewaz kwasowo$¢ roztworu decyduje o potozeniu rownowagi
protonowania/deprotonowania adrenaliny. Innymi stowy, im warto$¢ pH roztworu bardziej przewyzsza
wartos¢ pKa adrenaliny tym to uwalnianie jest wieksze.

WhioskKi

Modelowanie molekularne okazato sie bardzo przydatnym narzedziem do przyblizenia optymal-
nej struktury i oszacowania trwatosci kompleksu 1H z réznymi monomerami funkcyjnymi wybranymi
sposréd pochodnych bis(2,2’-bitienylo)metanu. Co wiecej, umozliwito ono wybér dwdch réznych mo-
nomerow, tworzacych najtrwalszy kompleks z 1H, do badan laboratoryjnych. Wysoki ujemny przyrost
entalpii swobodnej tworzenia kompleksu wskazywat, ze wytworzony kompleks jest wystarczajgco
trwaty, aby przetrwaé elektropolimeryzacje w roztworze prowadzacag do wytworzenia warstwy MIP-1H.
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Potencjodynamiczna elektropolimeryzacja z mozliwie najnizszym potencjatem zawracania kierunku
polaryzacji jest nowym skutecznym sposobem osadzania warstwy MIP z wdrukowanym szablonem
elektroaktywnym, takim jak 1H. W sposobie tym wykorzystywane jest znaczne anodowe przesuniecie
potencjatu elektroutleniania szablonu w trakcie elektropolimeryzacji. Warto$¢ LOD dla wytworzonego
chemoczujnika z warstwg MIP-1H o grubosci ~30 nm wynosita 2 nM 1H w przypadku przetwarzania
sygnatu detekcji za pomoca DPV w warunkach stacjonarnych. Niestety, wartosci LOD dla chemoczuj-
nikéw z przetwarzaniem PM i CI, osiggniete w warunkach FIA, byly znacznie wyzsze. Jednakze te
chemoczujniki sg znacznie bardziej przydatne z uwagi na fatwiejszg i mniej czasochtonng ich obstuge
niz chemosensora DPV. Warto$¢ LOD dla chemosensora FIA-PM byla, korzystnie, znacznie nizsza
niz analogiczna warto$¢ dla chemosensora FIA-Cl. Jednakze eksperymenty PM sg o wiele bardziej
wymagajace. Korzystnie, w przeliczeniu na jednostkowe oznaczanie (przepustowosé¢), oznaczanie 1H
w warunkach FIA jest mniej czasochionne i wigze sie z mniejszym zuzyciem odczynnikéw niz ozna-
czanie w warunkach stacjonarnych. Mozliwe jest takze kontrolowane uwalnianie adrenaliny, na przy-
ktad sposobami opisanymi w przyktadach 6 i 7 powyzej.
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Zastrzezenia patentowe

1. Zwigzek chemiczny o wzorze strukturalnym (wzor 1)

(wzdr 1)

gdzie:

(wzdr 1q)
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lub

(wzdr 1b).

2. Molekularnie wydrukowany polimer przygotowany za pomoca polimeryzacji z zastosowaniem
zwigzku chemicznego wedtug zastrz. 1.

3. Zastosowanie molekularnie wydrukowanego polimeru wedtug zastrz. 2 jako elementu rozpo-
znajacego czujnika chemicznego do selektywnego oznaczania adrenaliny.

4. Zastosowanie molekularnie wydrukowanego polimeru wedtug zastrz. 2 jako materiatu do kon-
trolowanego uwalniania adrenaliny.
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Rysunki
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