Pochodna porfiryny, spolimeryzowana warstwa zawierajaca pochodng porfiryny

i jej zastosowanie do oznaczania i uwalniania nikotyny

Przedmiotem wynalazku jest (@) nowy zwiazek chemiczny, pochodna porfiryny, (b)
spolimeryzowana warstwa zawierajaca t¢ pochodng porfiryny, oraz (c¢) zastosowanie tej
warstwy jako elementu rozpoznajacego chemicznego czujnika do oznaczania nikotyny,
kotyniny 1 miosminy oraz (d) zastosowanie tej warstwy do powolnego uwalniania nikotyny.

Nikotyna jest gldownym neuroaktywnym alkaloidem w liSciach tytoniu (Nicotiana L.)
(Fig. 1) stosowanych do produkcji wyrobow tytoniowych [1]. Alkaloid ten tatwo absorbuje
si¢ w organizmic czlowicka uszkadzajac DNA 1 wywolujac wiele negatywnych skutkow
fizjologicznych obejmujacych szereg chordb, takich jak choroby nowotworowe, choroby ptuc
czy ukladu krazenia [2]. Oprocz wysokiej toksycznoSci znane sg réwniez terapeutyczne
dziatania nikotyny w leczeniu choréb neurodegeneratywnych (np. choroby Alzheimera i
Parkinsona). Oznaczanie st¢zenia nikotyny w wyrobach tytoniowych jak 1 w farmaceutykach
(gumy do zucia, cukierki i plastry nikotynowe) jest istotne dla celéw przemyslowych.
Ponadto oznaczanie nikotyny 1 produktow jej metabolizmu, takich jak kotynina, lub
alkaloidéw jej towarzyszacych, takich jak miosmina, w organizmie ludzkim jest istotne z
punktu widzenia medycznego, terapeutycznego i toksykologicznego, poniewaz umozliwia
korelacjg ilosSci nikotyny w organizmie (a tym samym wplywu pasywnego i aktywnego
palenia lub Zucia wyrobow tytoniowych) na wystgpowanie 1 rozwdj ww. chorob. W
organizmie ludzkim nikotyna ulega szybkiemu rozktadowi (§redni potowiczny czas zaniku
wynosi 2-3 godz.). Dlatego istotne jest rdwniez oznaczanie jej najwazniejszych metabolitow,
ktére mozna wykry¢ w plynach ustrojowych po znacznie dhuzszym czasie. Glownym
metabolitem nikotyny jest kotynina (70%) wytwarzana w organizmiec w wyniku
dwuetapowego utleniania nikotyny [3, 4]. Czas zaniku kotyniny w organizmie ludzkim jest
dhuizszy niz nikotyny i wynosi srednio ok. 17 godz. Miosmina to alkaloid wystgpujacy obok
nikotyny w tytoniu, jednakze w nizszym st¢zeniu. Roéwniez 1 ona rozktada ludzkie DNA [5,
6]. W przeciwienstwie do nikotyny, miosmina wyst¢puje takze w wiclu powszechnych
produktach spozywczych, owocach i warzywach [7].

W ciagu ostatnich dwéch dekad opracowano szereg procedur oznaczania nikotyny,
kotyniny i miosminy. Nalezy do nich wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) [8,
9], chromatografia gazowa (GC) [10, 11], elektroforeza kapilarna (CE) [12, 13] i metody

radiometryczne [14] oraz metody spektrofotometryczne [15] poprzedzone zatgzaniem tych



zwigzké4w na kolumnach wypehlionych zlozem zawierajacym polimer wdrukowany
molekularnie (MIP) [16]. Stosunkowo niedawno opracowane zostaly rowniez enzymatyczne
metody oznaczania nikotyny 1 kotyniny [17, 18]. Testowane byly takze
piczomikrograwimetryczne i amperometryczne chemoczujniki do oznaczania nikotyny z
warstwg MIP wdrukowana nikotyna jako selektywnym elementem rozpoznajacym ten analit
[19-21]. Opisane sg rowniez w literaturze chemoczujniki do oznaczania nikotyny i kotyniny z
amperometrycznym i impedymetrycznym przetwarzaniem sygnatu detekceji [22-24].

Jednakze wszystkie powyzej wymienione metody oznaczania nikotyny, kotyniny i
miosminy wykazuja szereg wad.  Metody spektrofotometryczne zwykle wymagaja
zastosowania czasochlonnych procedur wydzielania analitu z pobranej probki. Metody
HPLC, GC i CE wymagaja dlugiego czasu oznaczania, zastosowania kosztownego sprz¢tu i
pracy wykwalifikowanego personelu do jego obstugi.  Okres aktywnosci enzyméw
stosowanych w enzymatycznych czujnikach do oznaczania nikotyny 1 kotyniny jest
stosunkowo krotki, dlatego wymagaja one rygorystycznych warunkdéw przechowywania.
Ponadto enzymy te sa stosunkowo drogie. Trudno$ci te sprowokowaly opracowanie i
wykonanie czujnikdw elektrochemicznych do oznaczania nikotyny. Chemosensory te sa
stosunkowo tanie 1 nie wymagajq ani kosztownego sprzgtu, ani wykwalifikowanego personelu
do ich obshugi. Co wigcej czujniki te mozna stosunkowo tatwo zminiaturyzowaé. Jednakze
wszystkie trzy ww. alkaloidy wykazuja nicodwracalne zachowanie elektrodowe, ktore silnie
zalezy od rodzaju stosowanego materiatu elektrody i elektrolitu [23] oraz parametrow
kinetycznych stosowanej techniki elektroanalityczne;j. Ta zalezno$¢ sprawia, ze
odtwarzalno$¢ czujnikdéw elektrochemicznych do oznaczania tych alkaloidow jest stosunkowo
niska. Ponadto metody elektrochemiczne zwykle nie sa selektywne wzgledem oznaczanego
analitu. W literaturze podane sg nieliczne przyklady polaczenia warstwy rozpoznajacej,
selektywnej wzgledem nikotyny, z detektorem elektrochemicznym [20, 21]. W jednym z tych
czujnikéw detekcja polega na obnizaniu pradu utleniania probnika redoks, Fe(CN)s",
dyfundujacego z roztworu do elektrody przez warstwg rozpoznajaca w wyniku blokowania
miejsc aktywnych w tej warstwie przez nikotyng [21]. Jednakze ten sposob detekcji wymaga
dodania do badanej probki probnika redoks a rejestrowany ujemny sygnat detekeji jest czuly
na wszelkie zanieczyszczenia blokujace clektrode pokryta warstwa rozpoznajaca. Drugi ze
wspomnianych czujnikéw [20] wykorzystuje bezposrednia amperometryczng detekcjg
nikotyny, jednakze jego wytworzenie wymaga zastosowania skomplikowanej, wicloetapowe;j

procedury przygotowania kompozytowe] warstwy rozpoznajace;j. Ponadto warstwa



rozpoznajaca tego czujnika ulega starzeniu w wyniku czego sygnat detekcji spada o ok. 50%
w ciagu 3 dni sktadowania.

Tak wigc pozadane byloby opracowanie czujnika o podwyzszonej selektywnosci
wzgledem nikotyny, kotyniny 1 miosminy poprzez zastosowanie specjalnie opracowanego do
ich oznaczania elementu rozpoznajacego.

Prébujac uwolni¢ si¢ od nalogu, uzaleznieni od nikotyny pobieraja dziennie jej
niewielkie dawki, na przyklad wchlaniajac przez skorg (za pomoca odpowiednich plastrow z
nikotyna), doustnie (stosujac odpowiednie pigulki, cukierki, lub gumy do zucia z nikotyna),
lub poprzez inhalacj¢ (inhalatory aplikowane do nosa) [25-27]. Dawki te sg stopniowo
zmniejszane az do pelnego wyleczenia z uzaleznienia. Inhalatory, cukierki, pigutki oraz
gumy do zucia stosowane sg w celu szybkiego uwolnienia nikotyny do organizmu, aby
szybko zaspokoi¢ gldd nikotynowy, np. w sytuacji stresowej. Substancja aktywna stosowang
w gumach 1 cukierkach jest nikotyna unieruchomiona w matrycy stabego kationitu - zywicy
jonowymiennej (kwas polimetakrylowy). Z kolei plastry stuza do powolnego uwalniania
zawartego w nich alkaloidu. Dlatego stosowane sa w sytuacjach, w ktorych konieczne jest
dlugotrwale powolne dozowanie nikotyny pacjentowi w niewiclkich dawkach. Plastry z
nikotyna sktadajg si¢ z matrycy polimerowej (na bazie kopolimerow octanu winylu z octanem
etylenu, polyisobutylenu, metakrylanu butylu 1 politeraftalanu etylenu) nasaczonej nikotyng
wraz z substancjami pomocniczymi, takimi jak wodorotlenck potasu, kroskarmeloza sodu,
acetyloacetonian glinu 1 trojglicerydy. Takie komercyjnie dost¢gpne plastry zapewniaja
stopniowe uwalnianie odpowiednio niewielkiej dawki (10-25 mg) nikotyny w ciagu 16
godzin. Jednakze szybko$¢ uwalniania nikotyny z tych plastréw drastycznie maleje w czasie
od 8 pg cm™ min w ciagu pierwszych kilkunastu minut do ok. 1 pg cm™ min™ w trakcie
dalszego uwalniania [28]. Celowe jest wigc opracowanie nowego sktadnika plastréw 1 gum
stosowanych w terapii antynikotynowej, ktéry zapewnialby kontrolowane, rdwnomierne w
czasie uwalnianie nikotyny oraz na obnizenie jej lotnosci i podwyzszenie jej stabilno$ci
chemicznej. Dotychczasowe proby opracowania takich materialdéw obejmujg zastosowanie
B-cyklodekstryny [29], krzemianu magnezowo-glinowego w potaczeniu z alginianem sodu
[30], sproszkowanej celulozy [31] oraz zywic jonowymiennych [32, 33]. Z wyjatkiem
B-cyklodekstryny, materialy te wykazuja niespecyficzna absorpcjg nikotyny.

Dlatego tez celem obecnego wynalazku jest opracowanie i wykonanie substancji
chemicznej, ktora mogtaby z jednej strony by¢ wykorzystana do budowy chemicznego

czujnika do oznaczania nikotyny, kotyniny i miosminy, a z drugiej stuzy¢ jako aktywny



sktadnik materialow do stopniowego uwalniania nikotyny (plastry, gumy do zucia),

pozbawionego powyzszych wad.

Przedmiotem wynalazku jest zwigzek chemiczny o wzorze strukturalnym (1)

R2

A S
O

w ktorym R1 jest atomem wodoru lub fragmentem czasteczki oksyacetamidu, kwasu

(1)

oksooctowego, lub estru metylowego kwasu oksooctowego a R2 jest fragmentem czasteczki

oksyacetamidu, kwasu oksooctowego, lub estru metylowego kwasu oksooctowego.
Wynalazek obejmuje takze spolimeryzowang warstwg takiego zwigzku chemicznego.

Korzystnie, grubos¢ tej warstwy wynosi od 10 nm do 500 nm, korzystniej okoto

100 nm.

Korzystnie, szorstko§¢ powierzchni Rryvs tej warstwy wynosi od 1 nm do 20 nm,

korzystniej od 2 nm do 5 nm.

Korzystnie, warstwa wedlug wynalazku jest elektroaktywna w zakresie potencjatléw

dodatnich wzgledem standardowej elektrody wodorowe;.

Wynalazek obejmuje takze zastosowanie tej warstwy jako elementu rozpoznajacego
czujnika chemicznego do oznaczania nikotyny, kotyniny lub miosminy, a takze jej

zastosowanie jako materialu do powolnego uwalniania nikotyny.

Wynalazek jest blizej przedstawiony ponizej w korzystnych przyktadach wykonania, z

odniesieniem do zalaczonych rysunkdw.

Fig. 1 Ogoblny wzor strukturalny zsytetyzowanych pochodnych porfiryny cynkowe;.
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Fig. 5.

Zarejestrowana rdwnoczesnic za pomocg stacjonarnej elektrochemicznej mikrowagi
kwarcowej EQCM 5710 zalezno§¢ (/ 1 17) pradu, (2 1 27) zmian czgstotliwosci
rezonansowej oraz (3 1 3’) zmian opornos$ci dynamicznej od potencjatu w trakcie
potencjodynamicznego osadzania warstwy polimeru z 1,2-dichlorobenzenowego
roztworu (a) 0,48 mM ZnPATDPP i (b) 0,70 mM ZnPDATDPP i 0,1 M (TBA)CIlO4 na
elektrodzie zlotej 10-MHz rezonatora kwarcowego cigcia AT. Szybkos§¢ zmian

potencjatu wynosila 0,1 V s™.

Zalezno&¢ zmian czgstotliwosci rezonansowej od stezenia nikotyny dla 10-MHz
rezonatora kwarcowego stacjonarnej mikrowagi EQCM 5710, pokrytego warstwa
polimeru (/) ZnPATDPP oraz (2) ZnPDATDPP w wodno-etanolowym (1 : 1, v:v)
0,1 M buforze octanowym o pH=4,2. Pomiary prowadzone byly w warunkach
stacjonarnych. Warstwy polimeréw osadzono w trakcie 6 cykli potencjatowych w
zakresie od 0 do 1,30V w 1,2-dichlorobenzenowym roztworze odpowiedniego

monomeru i 0,1 M (TBA)CIO,. Szybko$¢ zmian potencjatu wynosita 0,1 V s™.

Zalezno$¢ od czasu zmian czgstotliwosci rezonansowej 10-MHz rezonatora
kwarcowego mikrowagi przeptywowej EQCM 5610, pokrytego warstwa polimeru
ZnPDATDPP, zarejestrowana w warunkach wstrzykowej analizy przeptywowej, po
zastrzyknigciu roztworu nikotyny do roztworu no$nego, wodno-ctanolowego (1 : 1,
v :v) 0,1 M buforu octanowego o pH =4,2. Szybko$¢ przeplywu roztworu nosnego
wynosita 100 uL min™'. Objetos¢ zastrzyku roztworu nikotyny wynosita 100 pL.
Odleglos¢ wylotu kapilary doprowadzajacej roztwor nosny od rezonatora kwarcowego
w oprawce przeptywowej mikrowagi wynosita 50 um. Warstwa polimeru zostata
osadzona potencjodynamicznie na elektrodzie zlotej rezonatora w trakcie 10 cykli
potencjalowych w zakresie od 0 do 1,30 V w 1,2-dichlorobenzenowym roztworze 0,70

mM ZnPDATDPP i 0,1 M (TBA)CIO,, z szybkoscia przemiatania potencjatu 0,1 V' s™'.

Krzywe kalibracyjne uzyskane za pomoca wstrzykowej analizy przepltywowej dla (/)
nikotyny, (2) kotyniny i (3) miosminy z zastosowaniem 10-MHz rezonatora
kwarcowego mikrowagi przeptywowej EQCM 5610, pokrytego warstwa polimeru
ZnPDATDPP. Szybko$¢ przeptywu roztworu no$nego, wodno-etanolowego (1: 1,
v:v) 0,1 M buforu octanowego o pH=4,2, wynosita 100 pL min".  Objetosé
zastrzyku roztworu alkaloidu wynosita 100 uL. a odleglo$¢ wylotu kapilary

doprowadzajacej roztwor nosny od rezonatora kwarcowego w oprawce przeptywowe;j



Fig. 6.

mikrowagi wynosita 50 um. Polimer osadzono w trakcie 10 potencjodynamicznych
cykli zmian potencjalu w zakresic od 0 do 1,30V, w 1,2-dichlorobenzenowym
0,70 mM roztworze monomeru i 0,1 M (TBA)C1Os, przy szybko$ci zmian potencjatu
0,1 Vs’

Uwalnianie nikotyny z cienkiej warstwy polimeru (/, /’) ZnPATDPP i (2, 2°)
ZnPDATDPP naniesionego na 10-MHz rezonator kwarcowy przeplywowej mikrowagi
EQCM 5610, w przeliczeniu na 1g polimeru zarejestrowane w warunkach (a)
przeptywowych i (b) stacjonarnych. Polimery rownowazone byly ze 100 mM
nikotynowym roztworem (a) 0,067 M NaH,PO; o pH=4,4 lub (b) wodno-
etanolowym (1:1, v:v) 0,1 M buforem octanowym o pH=4,2. W warunkach
przeptywowych, szybko§¢ przeplywu roztworu nosnego, 0,067 M NaH,POs; o
pH=7,40, wynosita 200 pL min™ Warstwy  polimeréw  osadzono
potencjodynamicznie w trakcie 10 cykli zmian potencjatu w zakresie od 0 do 1,30V,
w 1,2-dichlorobenenowym 0,48 lub 0,70 mM roztworze odpowiedniego monomeru i

0,1 M (TBA)CIOy, przy szybkosci zmian potencjatu 0,1 Vs™.
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Korzystne przyklady wykonania wynalazku

Przyklad 1 — Synteza nowych pochodnych porfiryny wedlug wynalazku

Syntezg 5-(2-fenoksyacetamido)-10,15,20-tri-N,N-difenyloporfirynatocynku(II),

ZnPATDPP, 1 5-[2,2’-(2,5-fenylenobis(oksy)diacetamido)]-10,15,20-tri- NV, N-difenylo-

porfirynatocynku(Il), ZnPDATDPP, prowadzono zgodnie z procedurami opisanymi ponize;j.

Synteza 5-(2-metoksyfenylo)-10,15,20-tri-V,N-difenyloporfiryny 1 5-[2,2°-(2,5-

dimetoksyfenylo)]-10,15,20-tri-N,N-difenyloporfiryny.



Przygotowano 500-mL roztwér CH,Cl, zawierajacy 1,025 g (3,75 mmola) 4-
formyltrifenyloaminy, 1,25 mmola odpowiedniego aldehydu i 5 mmola §wiezo
przedestylowanego pirolu. Do tego roztworu dodano 12 uL (1,2 x 107 mmola) BF;EtO; i
0,35 mL (4,5 mmola) kwasu trojfluorooctowego. Nastgpnie mieszaning t¢ utrzymywano w
temperaturze pokojowej przez dwie godziny. Gdy tylko aldehydy catkowicie przereagowaty,
do mieszaniny dodano 570 mg (3,73 mmola) 2,3-dichloro-5,6-dicjanobenzochinonu i
mieszano ja przez 3 godziny. Nastgpnie dodano 5 mL trietyloaminy i mieszano roztwor przez
dalsze 30 min w temperaturze pokojowej. Nastgpnie rozpuszczalnik odparowano a
otrzymany produkt oczyszczono za pomoca chromatografii cieczowej na kolumnie

krzemionkowe;j.

2. Synteza 5-(2-hydroksyfenylo)-10,15,20-tri-N,N-difenyloporfiryny 1 5-[2,2’-(2,5-
dihydroksyfenylo)]-10,15,20-tri-N,N-difenyloporfiryny.

Do CH;Cl, roztworu metoksyfenyloporfiryny (1 mmola) o temperaturze -78 °C
wkroplono probk¢ 4-mL dichlorometanowego roztworu 1 M BBr;. Temperatura roztworu
byla utrzymywana przy tej niskiej wartosci do konca dodawania roztworu BBr3. Otrzymany
roztwor mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Nastgpnie roztwdr ten
doprowadzono o temperatury ponizej 5°C i dodano do niego, kolejno, 100 mL zimnej wody 1
nasycony roztwor we¢glanu sodu. Mieszaning t¢ mieszano przez 1 godz. w temperaturze
pokojowej a nast¢pnie warstwe organiczng wyekstrahowano za pomocg CH,Cl, i wysuszono
nad bezwodnym Na;SO4. W kofcu rozpuszczalnik odparowano a surowy produkt

0czyszczono za pomoca chromatografii cieczowej na kolumnie krzemionkowe;.

3. Synteza 5-(2-fenyloksyacetamido)-10,15,20-tri-NV,N-difenyloporfiryny i 5-[2,2’-
(2,5-fenylenobis(oksy)diacetamido)]-10,15,20-tri- N, N-difenyloporfiryny.

Do roztworu 2-bromoacetamidu (1,2 mmola) w suchym acetonie dodano 0,5 mmola
hydroksyfenyloporfiryny i nadmiar bezwodnego wg¢glanu potasu. Tak przygotowana
mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chlodnicq zwrotng przez 5 godz. Po schlodzeniu do
temperatury pokojowej, mieszaning odsaczano a przesacz odparowywano. Surowy produkt

oczyszczano za pomocg chromatografii cieczowej na kolumnie krzemionkowe;.



4. Synteza porfiryn cynkowych.

W 30 mL chloroformu rozpuszczono 0,0125 mmola uprzednio zsyntetyzowanej
porfiryny w postaci wolnej zasady. Do tego roztworu dodano nadmiar octanu cynku(Il) (50
gramorownowaznikoéw) w metanolu. Postgp reakcji monitorowano za pomoca spektroskopii
UV-vis. Po zakonczeniu reakcji, tj. po ok. 1 godz., rozpuszczalnik odparowano a produkt

oczyszczono za pomoca chromatografii cieczowej na kolumnie krzemionkowe;.

W wyniku wykonania opisanych powyzej procedur otrzymano szereg zwiazkéw w tym
ZnPATDPP i ZnPDATDPP. Produkty koncowe oraz poszczegdlne potprodukty
scharakteryzowano a ich budowe potwierdzono za pomoca spektroskopii '"H NMR tych

substancji rozpuszczonych w CDCl;.

Przyklad 2 — Otrzymywanie spolimeryzowanych warstw nowych pochodnych porfiryny
wedlug wynalazku

W celu wykonania czujnikéw chemicznych do oznaczania nikotyny, kotyniny i
miosminy wedlug wynalazku osadzono warstwy polimeréw rozpoznajacych te alkaloidy na
powierzchni elektrod. Spolimeryzowanie przedstawionych powyzej] monomeréw
porfirynowych ZnPDATDPP i ZnPATDPP (Schemat 1) prowadzi do otrzymania tych
polimerow. Monomery te =zawieraja trzy podstawniki N,N-difenyloaminowe, tj.
trzeciorzegdowe aminy ktére w wyniku elektrochemicznego utlenienia tatwo polimeryzuja
tworzac trwale warstwy polimeréw porfirynowych.

Warstwy te osadzono na elektrodach wedtug procedury opisanej ponizej. Najpierw
przygotowano roztwor do elektropolimeryzacji o stgzeniu pochodnej porfiryny w zakresie od
0,1 do 1 mM, korzystnie 0,48 mM dla ZnPATDPP i 0,70 mM dla ZnPDATDPP. Pochodne te
nastgpnie rozpuszczono w 1,2-dichlorobenzenowym roztworze 0,1 M nadchloranu tetra-n-
butyloammoniowego, (TBA)CIOs. W koncu z tak przygotowanego roztworu, przelanego do
naczynka elektrochemicznego, na dwa sposoby osadzono warstwy polimerow.

W jednym z tych sposobdw polimer osadzono na elektrodach zlotych rezonatoréw
kwarcowych mikrowagi kwarcowej typ EQCM 5710 produkcji Instytutu Chemii Fizycznej
PAN (Warszawa) [34] w celu przeprowadzenia réwnoczesnych badan potencjodynamicznych
1 piezomikrograwimetrycznych. W oprawce mikrowagi zamontowano rezonator kwarcowy o

$rednicy 14 mm i podstawowej czgstotliwosci rezonansowej 10 MHz z centralnie naparowana
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warstwg zlota o Srednicy 5 mm, ktora shuzyla jako elektroda pracujaca. W ukladzie tym
oprawkg zamontowano poziomo w taki sposob, aby wngka oprawki z rezonatorem
kwarcowym na jej dnie stanowita mininaczynko elektrochemiczne o malej, submililitrowe;j,
objetosci.  Naczynko to napelniono 150 uL probka roztworu do elektropolimeryzacji. W
roztworze, pionowo, umieszczono clektrod¢ pomocnicza w postaci zwinigtego w spiralg
osrednicy ok. 6 mm drutu platynowego o $rednicy 0.5 mm. Elektrodg t¢ zamontowano w taki
sposob, aby spirala umieszczona byla rownolegle do =zlotej elektrody rezonatora w
niewielkiej, kilkumilimetrowej, od niej odleglosci. W roztworze umieszczono ponadto
elektrode pseudoodniesienia w postaci cienkiego drutu srebrnego. Elektrodg t¢ umieszczono
w taki sposob, aby koniec drutu znajdowal si¢ w odleglosci kilku milimetréw od rezonatora.
Nastgpnie potencjal elektrody pracujacej zmieniany byt liniowo wedlug zadanego programu,
z kontrolowang szybkos$cia (od 0,01 do 1 V/s, korzystnie 0,1 V/s) w sposob cykliczny w
zakresie od 0 do 1,3 V, za pomocg kontrolera mikrowagi EQCM 5710 1 potencjostatu EP21
firmy ELPAN (Lubawa). W trakcie zmian potencjatu, jednoczes$nie mierzone byly zmiany
pradu, i, czgstotliwos$ci rezonansowej rezonatora kwarcowego, Af, oraz jego opornosci
dynamicznej, AR. Wyniki tych pomiaréw przedstawione sa na Fig. 2. Gdy potencjat
elektrody pracujacej w trakcie cyklicznych zmian potencjalu przekraczat 1,0 V, wowczas
stopniowo osadzala si¢ na niej warstwa polimeru. Pozadang grubo$¢ warstwy uzyskano
dobierajac odpowiednia liczbg cykli zmian potencjatu. Grubo$¢ warstwy osadzanego
polimeru monitorowano jednocze$nie rejestrujac zmiany czgstotliwosci rezonansowej 1
przeptywajacy przez elektrodg tadunek. Po osadzeniu warstwy polimeru, wyjgty z oprawki
rezonator przemyto, kolejno, metanolem i 2-propanolem a nast¢pnic osuszono w strumieniu
argonu.

W innym sposobie, warstwy polimeréw osadzono na ptytkach szklanych (ktérymi byty
podstawowe szkietka mikroskopowe) z naparowanymi warstwami zlota. Roztwor do
polimeryzacji przygotowano jak w sposobie poprzednim opisanym powyzej. Do osadzania
warstw polimerdow zastosowano trojszyjne, jednokomorowe mininaczynko elektrochemiczne,
w ktorym zamontowano jedna z tych plytek jako elektrodg pracujaca, elektrod¢ pomocnicza
w postaci spirali z drutu platynowego 1 elektrod¢ pseudoodniesienia w postaci drutu
srebrnego. Kazda eclektrodg¢ umieszczono w innej szyjce naczynka, przy czym elektrodg
pomocniczg zamontowano naprzeciwko elektrody pracujacej. Nastgpnie do mininaczynka
wlano roztwor do elektropolimeryzacji. Polimeryzacj¢ t¢ przeprowadzono w warunkach

potencjodynamicznych z zastosowaniem opisanego powyzej cyklu potencjatowego z

10



wykorzystaniem potencjostatu/galwanostatu Autolab PGSTAT 13 produkcji Eco Chemie
(Utrecht, Holandia) sterowanego oprogramowaniem GPES 4.9 tego samego producenta. W
trakcie elektropolimeryzacji zarejestrowano jedynie zmiany pradu a grubos$¢ warstwy
kontrolowana byla za pomoca odpowiedniej liczby cykli potencjalowych. Po zakonczeniu
elektropolimeryzacji ptytkg szklang pokryta polimerem przemyto, kolejno, metanolem i 2-
propanolem a nastgpnie osuszono w strumieniu argonu.

Alternatywnie, w tym drugim sposobie, zamiast liniowych zmian potencjatu elektrody
pracujacej z okre$long szybkoScia, tj. metody potencjodynamicznej, zastosowano metodg
potencjostatyczna z nalozonym prostokatnym pulsem potencjatu, tj. skokowa zmiana
potencjatu pomigdzy 0 1 1,3 V. Czas trwania pulsu wynosit od 0,1 do 100 ms. Grubos¢

osadzonej warstwy polimeru kontrolowana byta za pomocg liczby pulséw potencjatowych.

Wilasciwosci otrzymanych warstw polimerow

Warstwy obu polimeréw porfiryn, osadzone w opisany powyzej sposob na elektrodach
zlotych rezonatorow kwarcowych i na zloconych ptytkach szklanych, postuzyty do okreslenia
szeregu istotnych wlasciwosci tych polimerow.

Najpierw, za pomoca mikroskopii sit atomowych (AFM) zbadano morfologig
osadzonych warstw stosujac mikroskop Multimode Nanoscope 3D firmy Veeco Metrology
Group (Woodbury NY, USA). Do obrazowania AFM wykorzystano warstwy polimeréw
osadzone na ztoconych plytkach szklanych. Warstwy polimeru ZnPATDPP sg jednorodne.
Skladajg si¢ ze sferoidalnych ziaren o §rednicy ~46 nm. Warstwy polimeru ZnPDATDPP sg
natomiast znacznie bardziej porowate 1 nicjednorodne. Wyznaczona szorstko$¢ warstwy
polimeru ZnPDATDPP wynosi, Rrms(ZnPDATDPP)=4,8 nm, 1 jest niemal dwukrotnie
wyzsza niz szorstko$§¢ polimeru ZnPATDPP dla ktérego Rrwms(ZnPATDPP)=2,4 nm.
Wyznaczona za pomocg AFM grubo$¢ warstw naniesionych w trakcie 5
potencjodynamicznych cykli potencjalowych byta zblizona dla obu polimeréw wynoszac 110
194 nm, odpowiednio, dla polimeru ZnPATDPP i ZnPDATDPP.

Wiasciwosci utleniajaco-redukujace w acetonitrylowym roztworze 0,1 M (TBA)CIO4
warstw obu polimeréw zbadano za pomoca woltamperometrii cyklicznej. Badania te
wykazatly, ze warstwy obu polimeréw wykazuja odwracalne zachowanie elektrodowe w
zakresie od 0,9 do 1,1 V, charakterystyczne dla porfiryn unieruchomionych na elektrodzie.
Oznacza to, ze opisane pochodne porfiryn pozostaja elektroaktywne rowniez po ich

spolimeryzowaniu.
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Centralny atom cynku w makrocyklu porfiryny wbudowanym w polimer jest miejscem
wigzacym zdolnym do kompleksowania heteroatomu azotu pirydynowego pier§cienia
nikotyny, kotyniny, lub miosminy. Warto zaznaczy¢, ze kazdy z tych analitow moze by¢
koordynowany osiowo przez centralny atom cynku po obu stronach plaszczyzny pier§cienia
makrocyklu. Dlatego struktura tego pier§cienia nie powinna ulega¢ zaburzeniu w trakcie
polimeryzacji monomeréw podstawionej porfiryny opisanych powyzej. Za pomoca badan
spektroskopii UV-vis 1 Ramana wykazano, ze w przypadku polimeréw ZnPATDPP i
ZnPDATDPP zaburzenia te nie wystgpuja. To znaczy, w widmach obu spektroskopii wykryto

pasma charakterystyczne dla nieuszkodzonych makrocykli porfiryn w roztworach.

Przyklad 3 — Oznaczanie nikotyny

Przed piczomikrograwimetrycznymi oznaczeniami nikotyny z zastosowaniem
opisanych powyzej warstw polimerow porfiryn cynkowych przeprowadzono wstgpne
pomiary oddziatywan nikotyny z warstwami polimerow cynkowych za pomoca spektroskopii
UV-vis. W tym celu zarejestrowano widma UV-vis §wiezo przygotowanych warstw
polimeréw porfiryn cynkowych oraz tych warstw rownowazonych przez 1 godzing ze 100
mM roztworem nikotyny w wodno-etanolowym (1:1, v:v) 0,1 M buforze octanowym
(pH = 4,0). Widma tych ostatnich warstw wykazywaly przesunigcie charakterystycznego dla
porfiryn pasma Sorcta w strong¢ dluzszych fal wzglgdem takich pasm w widmach warstw
przed ro6wnowazeniem. Przesuni¢cie to wskazuje, ze centralny atom metalu porfryny jest
osiowo skompleksowany ligandem [23]. Dlatego przesunigcie to potwierdza tworzenie
kompleksu zarowno polimeru ZnPATDPP jak 1 ZnPDATDPP z nikotyna.

Dalsze badania oddziatywania nikotyny z warstwami polimerow porfirynowych
przeprowadzono za pomocg mikrograwimetrii piezoelektrycznej zard6wno w warunkach
stacjonarnych jak i wstrzykowej analizy przeptywowej, FIA. W tym celu warstwy polimerow
ZnPATDPP i ZnPDATDPP osadzono na clektrodach zlotych rezonatoréw kwarcowych w
sposob opisany w Przyktadzie 2. W celu wykonania pomiarow w warunkach stacjonarnych,
tak pokryte rezonatory zamontowano w oprawce mikrowagi kwarcowej typ EQCM 5710
produkcji IChF PAN (Warszawa). Dane doswiadczalne zbierano komputerowo i
przetwarzano za pomocg oprogramowania EQCM 5710-S2 produkcji IChF PAN (Warszawa).
Oprawka zanurzona byla w dedykowanym naczynku elektrochemicznym zawierajacym
15 mL intensywnie mieszanego wodno-etanolowego (1:1, viv) 0,1 M buforu octanowego

(pH = 4,2). Nastgpnie jednoczesnie rejestrowano zmiany Af'1 AR po dodaniu do roztworu w
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tym naczynku kolejnych porcji stgzonego roztworu nikotyny w 0,1 M buforze octanowym o
pH=4,2. Po dodaniu kolejnej porcji tego roztworu czgstotliwo$¢ rezonansowa skokowo
malala wskazujac na sorpcj¢ nikotyny przez warstwg polimeru. Natomiast opornosé
dynamiczna rezonatora malata po kazdym zastrzyku tylko nieznacznie, tj. o kilka omdw,
wskazujac na zaniedbywalnic male zmiany wiskoelastycznosci warstwy polimeru
towarzyszace sorpcji analitu. Zalezno$¢ zmian Af od st¢zenia nikotyny w roztworze, w

warunkach stacjonarnych, pokazana jest dla obu polimeréw na Fig. 3.

Tabela 1. Parametry analityczne opracowanego picozmikrograwimetrycznego
chemoczujnika do oznaczania nikotyny, kotyniny i miosminy z rozpoznajacg warstwa

polimeru ZnPDATDPP.

Parametry Analit
analityczne

Nikotyna Kotynina Miosmina
Wykrywalnos¢, 0,12 0,47 0,19
mmol dm™
Czulo$é, -3729,3 -971.2 -25343
Hz dm’ mol
Zakres liniowoSci, 0,5-10 0,5-10 0,5-10

mmol dm?

Pomiary w uktadzie FIA przeprowadzono za pomoca zestawu aparatury zlozonego ze
sterowanej komputerowo pompy strzykawkowej NE-500 produkcji New Era Pump System,
Inc. (Wantagh NY, USA), petlicowego zaworu dozujacego Rheodyne 77251 (Cotati CA, USA)
oraz mikrowagi kwarcowej EQCM 5610 [35], wyposazonej w przeptywowa oprawke do
kwarcéw, produkcji IChF PAN (Warszawa). Dane do$wiadczalne gromadzono i
przetwarzano komputerowo za pomocg oprogramowania EQCM 5710-S2, tego samego
producenta. Rezonatory kwarcowe byly przygotowane w ten sam sposob jak do pomiaréw
stacjonarnych opisanych powyzej w Przykladzie 2. Przez tak przygotowany zestaw FIA
przepuszczano z szybkoscig 100 uL/min roztwor nos$ny, wodno-etanolowy (1:1, v:v) 0,1 M
bufor octanowy (pH =4,2). Nastgpnie do roztworu no$nego wstrzykiwano 100-uL porcje
roztworu nikotyny o réznym stgzeniu i rownoczesnie mierzono zmiany Af i AR w czasie.
Przykladowy zestaw krzywych zmian Af'w czasie dla wstrzykiwanych roztworow nikotyny o

roznych stgzeniach pokazany jest na Fig. 4. Na krzywych tych wyst¢puja ujemne piki
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wskazujace na spadek Af'w wyniku sorpcji nikotyny przez warstwg polimeru a nastgpnie
wzrost Af zwigzany z jej wymywaniem z warstwy przez roztwdr no$ny. Zachowanie to
wskazuje na odwracalno§¢ wiazania nikotyny w warstwie polimeru i1 mozliwos¢ jej
swobodnego uwalniania. Zmiana Af jest tym wigksza im wigksze jest st¢zenie nikotyny w
roztworze wstrzykiwanym do roztworu no$nego. Zalezno$¢ minimalnej czgstotliwos$ci, Afmin,
od stgzenia wstrzyknigtego roztworu nikotyny przedstawia Krzywa 1 na Fig. 5 a parametry
analityczne mikrograwimetrycznego czujnika chemicznego do oznaczania nikotyny z

rozpoznajacg warstwg polimeru ZnPDATDPP zebrane sq w Tabeli 1.

Przyklad 4 — Oznaczanie miosminy

Podobnie jak oznaczanie nikotyny opisane w Przykladzie 4, miosming oznaczano w
uktadzie FIA ztozonym z pompy strzykawkowej NE-500, zaworu dozujacego Rheodyne
77251 oraz mikrowagi kwarcowej EQCM 5610. Dane doSwiadczalne gromadzono i
przetwarzano komputerowo za pomocg oprogramowania EQCM 5710-S2. Rezonatory
kwarcowe byly przygotowane w ten sam sposob jak w przypadku oznaczania nikotyny
(Przyktad 3). Przez tak przygotowany uktad FIA przepuszczano z szybkosciag 100 puL/min
roztwor nosny, wodno-etanolowy (1:1, v:v) 0,1 M bufor octanowy (pH = 4,2). Nastgpnie do
roztworu nosnego wstrzykiwano 100-uL porcje roztworu no$nego zawierajacego miosming o
réznym stgzeniu i rejestrowano zmiany Af i AR w czasie. Zalezno$¢ minimalnej wartosci
czgstotliwosci, Afmin, 0d stgzenia wstrzyknigtego roztworu miosminy przedstawia Krzywa 2
na Fig. 5 a parametry analityczne mikrograwimetrycznego czujnika do oznaczania miosminy

z rozpoznajaca warstwa polimeru ZNPDATDPP przedstawione sa w Tabeli 1.

Przyklad 5 — Oznaczanie kotyniny

Podobnie jak przy oznaczeniach nikotyny i miosminy opisanych powyzej, odpowiednio,
w Przyktadzie 3 i 4, kotyning oznaczono za pomocg zestawu FIA zlozonego ze sterowanej
komputerowo pompy strzykawkowej NE-500, zaworu dozujacego Rheodyne 77251 oraz
mikrowagi kwarcowej EQCM 5610. Dane doswiadczalne gromadzono i1 przetwarzano za
pomocg oprogramowania EQCM 5710-S2. Rezonatory kwarcowe byly przygotowane w ten
sam sposob jak w przypadku oznaczania nikotyny 1 miosminy (Przyklad 3 i 4). Przez tak

przygotowany uktad FIA przepuszczano z szybkoscig 100 puL/min roztwdr nosny, wodno-
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ctanolowy (1:1, v:v) 0,1 M bufor octanowy (pH =4,2). Nastgpnie do roztworu no$nego
wstrzykiwano 100-uL porcje roztworu nosnego zawierajacego kotyning o réznym stgzeniu i
jednoczes$nie rejestrowano zardwno zmiany Af jaki i AR w czasie. Zalezno$¢ minimalnej
wartosci czgstotliwosci, Afmin, 0d stgzenia wstrzyknigtego roztworu kotyniny przedstawia
Krzywa 3 na Fig. 5 a parametry analityczne mikrograwimetrycznego czujnika do oznaczania

kotyniny z rozpoznajaca warstwg polimeru ZnPDATDPP zebrane s w Tabeli 1.

Przyklad 6 — Stopniowe uwalnianie nikotyny

W celu zastosowania opisanych powyzej polimeréw porfirynowych jako materiatow
aktywnych do stopniowego uwalniania nikotyny przeprowadzono seri¢ pomiarow
pozwalajacych oceni¢ pod tym wzgledem wtasciwosci tych materialdow. Pomiary te
przeprowadzono na dwa sposoby.

W jednym z tych sposobow badania przeprowadzono w uktadzie przeptywowym FIA
stosowanym uprzednio w badaniach oznaczania nikotyny, kotyniny i miosminy, opisanym w
Przyktadach 3-5. W tym celu rezonator kwarcowy pokryty warstwa polimeru umieszczono w
oprawce przeptywowej mikrowagi kwarcowej EQCM 5610 a nastegpnie przez tak
przygotowany uklad przepuszczano z szybkoscig 200 pL/min roztwor nosny, 0,067 M
roztwor NaH,PO4 (pH = 7,4). Nastgpnie do roztworu nosnego wstrzykiwano 1 mL porcjg 100
mM roztworu nikotyny w 0.067 M NaH,PO, (pH = 4,4) i rejestrowano zmiany Af 1 AR w
czasie. W wyniku powolnego przeplywu roztworu nikotyny najpierw polimer wysycal si¢
nikotyna a nast¢pnie stopniowo ja uwalnial do strumienia przeptywajacego roztworu nosnego.
Zmiany Af w czasie przeliczono nast¢gpnic na zmiany masy stosujac rownanie Saurebreya i
znormalizowano wzgledem masy osadzonego za pomoca elektropolimeryzacji polimeru. Tak
zarejestrowang Krzywa 1 1 2 uwalniania nikotyny, odpowiednio, z polimeru ZnPATDPP i
ZnPDATDPP przedstawiono na Fig. 6a.

W innym sposobic pomiardéw uwalniania nikotyny rezonator kwarcowy pokryty
polimerem umieszczono w oprawce stacjonarnej mikrowagi EQCM 5710. Nastepnie tg
oprawkg zamocowano poziomo w taki sposob, aby wngka oprawki z rezonatorem
kwarcowym na jej dnie stanowila mininaczynko o malej, submililitrowej, objgtosci. W
mininaczynku tym umieszczano 200-uL porcj¢ 100 mM nikotyny w wodno-etanolowym (1:1,
vv) 0,1 M buforze octanowym (pH =4,2). W tych warunkach polimer sorbowal nikotyng

przez 10-15 min, po czym rejestrowano Af i AR w czasie. Nast¢gpnie mininaczynko
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oprozniono z roztworu nikotyny a oprawk¢ umieszczono w naczynku zawierajacym 20-mL
porcj¢ 0,067 M roztworu NaH,PO4 (pH =7,4). Ze wzglgdu na drastyczng (~2 kHz) zmiang
Af'w trakcie zanurzania oprawki do roztworu, falszujaca wyniki pomiaru uwalniania nikotyny,
rejestracjg Af 1 AR rozpoczynano z kilkusekundowym opdznieniem w trakcie ktdérego sygnat
Af stabilizowal si¢. Zarejestrowane zmiany czg¢stotliwosci przeliczono, za pomocg rownania
Saurebreya, na mas¢ uwolnionej nikotyny i znormalizowano wzglgdem masy osadzonego za
pomoca elektropolimeryzacji polimeru. Tak zarejestrowane Krzywe 1’ 1 2” uwalniania

nikotyny, odpowiednio, z polimeru ZnPATDPP 1 ZnPDATDPP przedstawiono na Fig. 6b.

Tabela 2. Wyznaczone w warunkach przeptywowych i stacjonarnych parametry uwalniania

nikotyny z polimerow ZnPATDPP i ZnPDATDPP.

Polimer Masa Masa QOdzyskiwanie 115 04 Sredni
zaabsorbowanej uwolnionej nikotyny, min strumien
nikotyny, nikotyny, % uwalnianej
mg g mg g nikotyny,
mg ¢’ min!

Warunki stacjonarne

ZnPATDPP 57,70 35,50 61,50 2,33 2,04

ZnPDATDPP 535,30 435,70 81,40 0,13 225,70
Warunki przeplywowe

ZnPATDPP 14,30 14,3 100,00 2,72 0,40

ZnPDATDPP 36,40 28,6 78,60 1,19 1,66

W obu sposobach pomiaru, dla obu polimerdw, nikotyna jest stopniowo uwalniana z
warstwy polimeru. Ilo§¢ uwolnionej nikotyny po kilkunastu minutach osiaga plateau.
Zard6wno masa zaabsorbowanej nikotyny przypadajaca na jednostk¢ masy polimeru jak i czas
w  ktorym krzywa uwalniania nikotyny osiaga plateau oraz stopien odzyskania
zaabsorbowanego alkaloidu silnie zalezy od rodzaju polimeru (Tabela 2). Masa uwolnione;j
nikotyny jest w wigkszoS$ci przypadkow dla obu polimerdw nizsza niz masa zaabsorbowanej
nikotyny co wskazuje na wystgpowanic w polimerze miejsc wigzacych o rdéznym

powinowactwie do nikotyny. Polimer ZnPDATDPP jest w stanie zaabsorbowa¢ wigcej
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nikotyny w przeliczeniu na gram polimeru niz polimer ZnPATDPP. Rowniez uwalnianie tego
alkaloidu z polimeru ZnPDATDPP jest znacznie szybsze niz z polimeru ZnPATDPP.
Wskazuje to na bardziej otwarta, porowatg struktur¢ polimeru ZnPATDPP. Z tego tez
wzgledu S$redni strumien uwalnianej nikotyny jest wigkszy w przypadku polimeru
ZnPDATDPP niz polimeru ZnPATDPP. Wielko§¢ strumienia uwalnianej nikotyny silnie

zalezy od ilosci nikotyny uprzednio zaabsorbowanej w warstwie polimeru.
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