Warstwa rozpoznajaca epitop glutenu i jej otrzymywanie metody wdrukowywania
molekularnego z zastosowaniem pochodnych tiofenu, oraz zastosowanie tej warstwy do
selektywnego wykrywania i/lub oznaczania glutenu wystepujagcego w zbozowych

produktach spozywczych

Przedmiotem wynalazku jest warstwa rozpoznajgca epitop glutenu i jej otrzymywanie
metodg wdrukowywania molekularnego z zastosowaniem pochodnych tiofenu, oraz
zastosowanie tej warstwy do selektywnego wykrywania i/lub oznaczania glutenu
wystepujgcego w zbozowych produktach spozywczych. W szczegdlnosci, wynalazek
obejmuje molekularnie wydrukowany polimer wytworzony za pomocg polimeryzacji
pochodnych tiofenu, sposéb przygotowania tego polimeru i jego zastosowanie jako
elementu rozpoznajgcego chemicznego czujnika elektronicznego, w ktérym jako przetwornik
zastosowano tranzystor polowy z zewnetrzng bramka (ang. extended-gate field-effect
transistor, EG-FET), do wykrywania i selektywnego oznaczania glutenu wystepujgcego w

zbozowych produktach spozywczych.

Stan techniki

Celiakia, potocznie zwana chorobg trzewng, jest jedng z najczestszych ludzkich nietolerancji
pokarmowych. Moze ujawni¢ sie w kazdym wieku pacjenta a jej obraz kliniczny nie ogranicza
sie do przewlektej biegunki i uposledzenia stanu odzywienia. Szacuje sie, ze na chorobe
trzewng zapada do 3% populacji, z czego 10-15% chorych nie jest poprawnie
zdiagnozowanych. Choroba ta to enteropatia jelita cienkiego charakteryzujgca sie zanikiem
struktury kosmkéw z kompensacyjnym przerostem krypt oraz masywnym naciekiem
limfocytarnym w obrebie blaszki wtasciwej btony $luzowej po wprowadzeniu glutenu do
diety. Wycofanie glutenu z diety prowadzi do odnowy prawidtowego obrazu
morfologicznego tej btony. Natomiast ponowne wprowadzenie glutenu do diety przyczynia
sie do nawrotu zmian histopatologicznych [J. Kruszewski, Alergia, 1 (2001) 8].

Gluten to ogdlna nazwa biatek wchodzacych w sktad zbéz, takich jak pszenica,
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jeczmien, czy zyto. Biatka pszenicy, zgodnie z klasyfikacjg Osborne’a [T. B. Osborne, The
protein of the wheat kernel, Carnegie Institute, Washington DC (1907) 84] dzieli sie na cztery
rodzaje, tj. albuminy, globuliny, prolaminy i gluteliny. Albuminy i globuliny spetniajg funkcje
strukturalne i katalityczne. Jako biatka fatwo rozpuszczalne w roztworach wodnych sg
usuwane podczas wymywania glutenu. Wymywanie glutenu to proces, podczas ktérego
otrzymuje sie czysty gluten poprzez usuniecie skrobi. Wymyty gluten to ciggngca sie, lepka
masa, ktéra w zaleznosci od rodzaju zboza moze przybieraé barwe od jasnozidttej do
szarobrunatnej. W sktad glutenu wchodzg gliadyny i gluteniny, stad nazywane sg réwniez
biatkami glutenowymi [A. Mi$, Acta Agrophys., 128 (2005) 1]. Sa to typowe biatka zapasowe
zmagazynowane wylgcznie w bielmie skrobiowym ziarniaka [S. Grzesiuk, et al., Biologia
ziarniakéw zboz, PWN, Warszawa, 1998].

Gliadyny to biatka alergenne. Zbudowane sg z pojedynczych tancuchéw
polipeptydowych, ktére zgodnie z ich ruchliwoscig elektroforetyczng dzielimy na cztery
grupy, tj. alfa- (najszybsze), beta-, gamma- i omega-gliadyny (najwolniejsze). Masa
czgsteczkowa gliadyn zawiera sie pomiedzy 30 i 75 kDa [S. Muller et al., J. Cereal Sci., 26
(1997) 169]. U oséb chorych na celiakie obecno$é frakcji gliadynowych w organizmie
wywotuje reakcje immunologiczne objawiajgce sie m.in. wysokim poziomem przeciwciat IgA i
lgG w surowicy krwi [A. Rocher et al., Biochim. Biophis. Acta, 1247 (1995) 143]. Alergennos¢
prolamin zbdz zalezy od liczby i sekwencji aminokwaséw w nich zawartych. Badania
pierwszorzedowej struktury glutenu wykazaly, ze najkrétszym peptydem zdolnym do reakgji
z przeciwciatami IgE jest pentapeptyd o sekwencji aminokwaséw QQQPP [S. Tanabe et al.,
Biochem. Biophys. Res. Co., 219 (1996) 290] (P — prolina, Q — glutamina). Inne wyniki badan
wskazujg, ze tetrapeptydy o sekwencjach PSQQ (S - seryna), PQQP i QQQP s3
charakterystyczne dla peptydéw alergennych w celiakii [A. Ensari et al., Clin. Sci., 95, (1998),
419]. Co wiecej, w omega-gliadynie pszenicy, omega-sekalinie zyta i C hordeinie jeczmienia
wykazano obecno$¢ tego samego oktapeptydu, PQQPFPQQ (F - fenyloalanina),
odpowiedzialnego za reakcje alergiczne [A. Ensari et al.,, Clin. Sci, 95 (1998) 419].
Oktapeptyd ten zawiera motyw PQQP charakterystyczny dla alfa-gliadyny [B. Brzozowski et
al., Zywnosé. Nauka. Technologia. Jako$é., 4 (2015) 17].

Do wykonania warstwy rozpoznajgcej epitopy glutenu wystepujgcego w zbozowych
produktach spozywczych w niniejszym wynalazku zastosowalismy wdrukowywanie

molekularne [K. Haupt, K. Mosbach, Chem. Rev., 100 (2000) 2495]. Wdrukowywanie to
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(Fig. 1) [Z. Iskierko, P. S. Sharma, K. Bartold, A. Pietrzyk-Le, K. Noworyta, W. Kutner,
Biotechnol. Adv., 34 (2016) 30] prowadzi do wytworzenia polimeréw wdrukowanych
molekularnie (ang. molecularly imprinted polymers, MIPs) zdolnych do odwracalnego i
selektywnego wigzania wybranych substancji. Miarg selektywnosci MIPéw jest ich zdolnosc
do preferencyjnego wigzania analitu w obecnosci substancji przeszkadzajgcych o podobnej
budowie [P. S. Sharma et al., TrAC, Trends Anal. Chem., 34 (2012) 60]. Do gtéwnych zalet
MIPow nalezy ich wysoka wytrzymato$é mechaniczna i odpornosc¢ chemiczna, tj. odpornosé
na rozpuszczalniki organiczne oraz zmiany, w szerokim zakresie, pH, mocy jonowej i
temperatury. Cechuje je wysoka selektywno$é, powtarzalno$é¢ pomiaru oraz prostota ich
syntezy i niski koszt wytwarzania.

Molekularne wdrukowanie matych czgsteczek jest stosunkowo proste. Jednakze
wdrukowanie wiekszych czgsteczek, np. biatek, jest znacznie trudniejsze. Biatko, ze wzgledu
na swojg skomplikowang strukture i znaczng wielko$¢ czgsteczki, niezwykle trudno
wdrukowaé w polimer. Powstate po usunieciu szablonu - czgsteczki biatka — luki
molekularne pod wzgledem wielkosci i ksztattu odpowiadajg tej czgsteczce. Sg wiec
stosunkowo duze. Dlatego mogg odzdziatywaé z mniejszymi czgsteczkami o podobnej
budowie, przez co MIP traci na selektywnosci. Inny problem to rozpuszczalnos¢ biatka. W
zaleznosci od stosowanego rozpuszczalnika, biatko moze przybieraé rézny ksztatt. Zwykle do
wdrukowania biatka stosowany jest inny rozpuszczalnik niz do jego oznaczania. Dlatego
mogg wystgpié¢ trudnosci z jego oznaczaniem. Co wiecej, w trakcie wdrukowania biatko
moze zdenaturowad lub roztozyc¢ sie na mniejsze fragmenty.

Jedno z rozwigzah powyzszych trudnosci polega na wdrukowaniu tzw. ,epitopéw” [S.
Li et al., Prog. Polym. Sci., 39 (2014) 145], tj. swoistego peptydowego fragmentu biatka,
zwykle umiejscowionego na jego powierzchni, odpowiedzialnego za specyficzne jego
rozpoznawanie. Dzieki temu wdrukowana w MIP luka molekularna jest mniejsza, a przez to
bardziej selektywna. Jednoczesnie biatko, ktére w swojej budowie zawiera ten epitop, moze
byt rozpoznawane przez czujnik, ktérego warstwe rozpoznajgcg stanowi MIP wdrukowany
jego epitopem.

Gluten to mieszanina biatek, a nie jeden jego rodzaj. Dlatego czgsteczke glutenu
trudno zidentyfikowaé. Stad podejscie ,epitopowe” do wdrukowania jest korzystne. Co
wiecej, charakterystyczne toksyczne fragmenty glutenu sg rozpoznane i opisane [S. Tanabe

et al., Biochem. Biophys. Res. Co., 219 (1996) 290; A. Ensari et al., Clin. Sci., 95 (1998) 419 i
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B. Brzozowski et al., Zywnosé. Nauka. Technologia. Jakosé., 4 (2015) 17].

Do niniejszych badai wybrano toksyczng sekwencje aminokwaséw epitopu glutenu,
PQQPFPQQ [A. Ensari et al., Clin. Sci., 95 (1998) 419]. Za pomocg obliczen kwantowo-
chemicznych wyznaczono i zoptymalizowano strukture przestrzenng tego epitopu (Fig. 2). W
tym celu zastosowano modelowanie za pomocg teorii funkcjonatu gestosci (ang. density
functional theory, DFT) z korelacyjno-wymiennym funkcjonatem B3LYP oraz bazami danych
3-21G* i 6-31G*. Obliczenia wykonano zaréwno dla czgsteczek w prozni jak i w toluenie, tj.
w rozpuszczalniku hydrofobowym, w ktérym biatko nie zmienia swojej struktury
trzeciorzedowej.

Zgodnie z wynalazkiem, warstwa rozpoznajgca epitop glutenu wystepujgcego w
zbozowych produktach spozywczych, charakteryzuje sie tym, ze zawiera polimer tiofenowy
wdrukowany molekularnie (MIP) epitopem glutenu.

Korzystnym epitopem glutenu jest epitop glutenu o sekwencji PQQPFPQQ 1.

Wynalazek ponadto obejmuje sposdb otrzymywania warstwy rozpoznajgcej gluten,
wedtug wynalazku, metodg wdrukowywania molekularnego z zastosowaniem pochodnych

tiofenu, charakteryzujgcy sie tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

(a) wytworzenie w roztworze zmieszanych rozpuszczalnikdw organicznych, toluenu i
acetonitrylu, o stosunku objetosciowym jak 9 : 1 pre-polimeryzacyjnego kompleksu epitopu
glutenu 1 z monomerem funkcyjnym zawierajgcym grupe karboksylowg 2 jako miegjsce
rozpoznajgce epitop glutenu 1 i monomerem funkcyjnym zawierajgcym podstawnik
cytozynowy 3 jako miejsce rozpoznajgce epitop glutenu 1, oraz 2,4,5,2’,4’,5'-heksa(tiofen-2-

ylo)-3,3’-bitiofenem 4 w stosunku molowym jak 1:2:1:2 w 0,1 M (TBA)CIOy4, po czym

(b) osadzenie drogg elektropolimeryzacji potencjodynamicznej powyzszego
kompleksu na elektrodzie otrzymujgc przewodzgcg warstwe polimeru wdrukowanego

epitopem glutenu 1 (MIP-1); a nastepnie

(c) usuniecie szablonu epitopu glutenu 1, z warstwy MIP-1, aby oproézni¢ luki

molekularne wdrukowane w polimerze z uzyskaniem warstwy rozpoznajgcej epitop glutenu.

Korzystnie, w etapie (a) tego sposobu stosuje sie epitop glutenu, PQQPFPQQ 1, o
stezeniu w zakresie od 0,1 mM do 1 mM, korzystnie 0,1 mM.

Korzystnie, w etapie (a) tego sposobu stosuje sie roztwor zmieszanych



rozpuszczalnikdéw organicznych, toluenu i acetonitrylu, korzystnie o stosunku objetosciowym
jak9: 1.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, monomerem funkcyjnym zawierajgcym
grupe karboksylowg 2 jako miejsce rozpoznajgce epitop glutenu 1 jest kwas p-bis(2,2'-bitien-
5-ylo)metylobenzoesowy.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, monomerem funkcyjnym zawierajgcym
podstawnik cytozynowy 3 jako miejsce rozpoznajgce epitop glutenu 1 jest p-bis(2,2'-bitien-5-

ylo)metylobenzoesan 2-(cytozyn-1-ylo)etylowy.

Korzystnie, w sposobie wedtug wynalazku, jako elektrode w etapie (b) stosuje sie
platynowg elektrode dyskowg, ptytke szklang z naparowang warstwg ztota na podiozu
tytanowym lub elektrode ztotg rezonatora kwarcowego (ang. quartz crystal resonator, QCR).

Korzystnie, w etapie (b) tego sposobu, kontroluje sie grubos¢ osadzanych warstw
polimeru za pomoca liczby cykli zmian potencjatu, korzystnie 3 cykli.

Korzystnie, etap (b) tego sposobu prowadzi sie w warunkach potencjodynamicznych
w zakresie potencjatow od 0,20 do 1,20V wzgledem Ag/AgCl przy szybkosci zmian
potencjatu 50 mV/s.

Korzystnie, etap (c) prowadzi sie drogg ekstrakcji za pomocg organicznego
rozpuszczalnika polarnego rozktadajgcego epitop glutenu, korzystnie wodnego roztworu
kwasu solnego o stezeniu w zakresie od 1 mM do 1.0 M, etanolu lub acetonu.

Wynalazek réwniez obejmuje zastosowanie warstwy rozpoznajgcej epitop glutenu,
wedtug wynalazku albo wytworzonej sposobem opisanym powyzej, do selektywnego
wykrywania i/lub oznaczania glutenu wystepujgcego w zbozowych produktach spozywczych.

Korzystnie, wynalazek ma zastosowanie w czujnikach chemicznych.

Wedtug danych z kwietnia 2016r., w handlu dostepne sg rézine czujniki do
wykrywania glutenu w zbozowych produktach spozywczych (Tabela 1). Jeden z nich to
Gluten Tox Home (Hiszpania) [https://glutentox.com/glutentox-home/] a drugi — Nima
Sensor (USA) [https://nimasensor.com/]. W obu tych czujnikach do wykrywania glutenu
wykorzystywana jest immunodetekcja. Czujniki te sg stosunkowo drogie i nadajg sie do
jednorazowego uzytku. Co wiecej, nie sg to czujniki tatwo dostepne. Obecnie mozna je

kupi¢ jedynie przez Internet.



Tabela 1. Poréwnanie wfasciwosci dwoch najwazniejszych komercyjnych czujnikéw do

wykrywania glutenu w zbozowych produktach spozywczych.

Rodzaj czujnika

Nima Sensor

Gluten Tox Home

Cecha

Kraj USA. Hiszpania, Francja.

pochodzenia

Dostepne rynki  Tylko USA. USA, Kanada, Australia, wiekszo$é
krajéow Europy w tym Polska.

Metoda detekcji Immunodetekcja. Immunodetekcja.

Wykrywalnosc 20 ppm. 20 ppm (opcja 5 ppm).

Liniowy zakres
stezeniowy

Jednorazowe/
wielorazowe

Cena

Czas

pomiaru

Wynik

Strona

internetowa

Uwagi

Sposdb zakupu

Oba czujniki wykazujg odpowied? dodatnig badz ujemng. Uzytkownik
uzyskuje jedynie informacje czy produkt zawiera gluten czy nie (czy
bezpiecznie moze spozy¢ dany produkt). Jezeli produkt zawiera mniej
niz 20 ppm glutenu, to wg norm jest , bezglutenowy”.

Urzadzenie elektroniczne
z jednorazowymi wktadami.

Ok. 200 USD lub 250 USD z 12
jednorazowymi wktadami.

2 min.

Obecnos¢ glutenu: tak/nie,
bez pomiaru stezenia.

https://nimasensor.com/

Przenosny czujnik o niewielkich
wymiarach. Wygodny w uzyciu
poza domem, na przyjeciach iw
restauracjach.

Tylko przez Internet, niedostepny
w sklepach stacjonarnych.

Ptytki jednorazowego uzytku,
podobne do testéw cigzowych.

Ok. 100 zt za 2 jednorazowe testy.

0d 5 do10 min.

Weczesniej nalezy zmieli€ i
wyekstrahowac gluten z prébki
zywnosci, co zajmuje ok. 10 do 15
min.

Obecnos¢ glutenu: tak/nie,
bez pomiaru stezenia.

http://www.glutentoxhome.com/en
.hitml

Test nieporeczny, poniewaz pomiar
jest wieloetapowy. Mozliwosé
wykonania testu wtasciwie tylko w
warunkach domowych.

Tylko przez Internet, niedostepny w
sklepach stacjonarnych.




Wynalazek zostanie teraz blizej przedstawiony w korzystnym przyktadzie wykonania, z

odniesieniem do zaftgczonych rysunkéw.

Fig. 1. Pogladowa ilustracja wdrukowania molekularnego prowadzacego do wytworzenia
polimeru do selektywnego rozpoznawania oznaczane] substancji [Z. Iskierko, P. S. Sharma, K.

Bartold, A. Pietrzyk-Le, K. Noworyta, W. Kutner, Biotechnol. Adyv., 34 (2016) 30].

Fig. 2. Zoptymalizowana za pomocg metody DFT z korelacyjno-wymiennym funkcjonatem
B3LYP i bazg danych 3-21G* struktura czasteczki epitopu glutenu o sekwencji PQQPFPQQ w
prozni [A. Ensari et al., Clin. Sci., 95, (1998), 419]

Fig. 3. Wzory strukturalne monomerdéw funkcyjnych, tj. kwasu p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylo-
benzoesowego 2 i p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesanu 2-(cytozyn-1-ylo)etylowego 3 oraz

monomeru sieciujgcego, (2,4,5,2’,4’,5'-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3’-bitiofenu 4.

Fig. 4. Fotografia przedstawiajgca toluenowe roztwory epitopu glutenu, PQQPFPQQ 1
(bezbarwny), monomeréw funkcyjnych, tj. kwasu p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesowego
2 (fioletowy) i p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesanu 2-(cytozyn-1-ylo)etylowego 3
(pomaranczowy) oraz monomeru sieciujgcego, 2,4,5,2",4’,5’-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3'-bitiofenu 4

(zotty).

Fig. 5. Zoptymalizowana, za pomocg metody DFT z korelacyjno-wymiennym funkcjonatem
B3LYP i bazg danych 3-21G*, struktura czasteczki kompleksu epitopu glutenu o sekwencji
PQQPFPQQ 1z dwoma czgsteczkami kwasu p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesowego 2i 2’ i
jedng czasteczkg p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesanu 2-(cytozyn-1-ylo)etylowego 3 w
prézni. AG =-334 kl/mol.

Fig. 6. Zoptymalizowana, za pomocg metody DFT z korelacyjno-wymiennym funkcjonatem
B3LYP i bazg danych 3-21G*, struktura czasteczki kompleksu epitopu glutenu o sekwencji
PQQPFPQQ 1z dwoma czgsteczkami kwasu p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesowego 2i 2’ i
jedng czasteczkg p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesanu 2-(cytozyn-1-ylo)etylowego 3 w

prézni; zmiana entalpii swobodnej tworzenia kompleksu wynosi, AG =-334 kJ/mol.

Fig. 7. Krzywe potencjatowe] zaleznosci pradu zarejestrowane w trakcie osadzania warstwy
MIP-1 za pomocg elektropolimeryzacji potencjodynamicznej na (a) platynowej elektrodzie
dyskowej o $rednicy 1 mm i (b) ztoconej ptytce szklanej o powierzchni ~30 mm?. Do

polimeryzacji zastosowano roztwér 0,1 mM 1, 0,2 mM 2, 0,1 mM 3, 0,1mM 4 w 0.1 M
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(TBA)CIO,, rozpuszczalnikdw, toluenu i acetonitrylu, zmieszanych w stosunku objetosciowym

jak 9 : 1. Szybkosé zmian potencjatu 50 mV/s.

Fig. 8. Krzywe potencjatowej zaleznosci (a) pradu jak rédwniez zmian (b) czestotliwosci
rezonansowej i (c) opornosci dynamicznej rownoczesénie zarejestrowane w trakcie osadzania
warstwy MIP-1 za pomocg elektropolimeryzacji potencjodynamicznej na elektrodzie ztotej Au-
QCR o podstawowej czestotliwosci rezonansowej 10 MHz. Do polimeryzacji zastosowano
roztwér 0,1 mM 1, 0,2 mM 2, 0,1 mM 3, 0,1 mM 4 i 0,1 M (TBA)CIO,4, rozpuszczalnikow,
toluenu i acetonitrylu, zmieszanych w stosunku objetosciowym jak 9:1. Szybkos¢ zmian

potencjatu 50 mV/s.

Fig. 9. Krzywe rdznicowej woltamperometrii pulsowej zarejestrowane w trakcie ekstrakc;ji
szablonu, epitopu glutenu PQQPFPQQ, z warstwy MIP za pomocg (a) acetonu, krzywa 1 —
przed ekstrakcja, krzywa 2 — po 1 godz. ekstrakgji, krzywa 3 — po 2 godz. ekstrakcji, krzywa 4 —
po 3 godz. ekstrakgcji, (b) etanolu, krzywa 1 — przed ekstrakcjg, krzywa 2 — po 1 godz. ekstrakgji,
krzywa 3 — po 2 godz. ekstrakgji, (c) 0,1 M HCI, krzywa 1 — przed ekstrakcjg, krzywa 2 — po 1

godz. ekstrakgji, krzywa 3 — po 2 godz. ekstrakgji.

Fig. 10 Zaleznosci pradu zrodto-dren od napiecia zrédto-dren (charakterystyki tranzystora) dla
nastepujacych stezen analitu (epitopu PQQPFPQQ) krzywa 1 — 0; krzywa 2 — 0,5; krzywa 3 - 1;
krzywa 4 — 7; krzywa 5 — 13; krzywa 6 — 20; krzywa 7 — 30 pM PQQPFPQQ, przy napieciu
bramki, V=1,5V.

Fig. 11. Krzywe kalibracyjne dla czujnika EG-FET z warstwg rozpoznajgcg (a) 1 — MIP i 2 — NIP
dla epitopu glutenu, PQQPFPQQ, przy napieciu bramki 1,5 V; granica wykrywalnosci (ang. limit
of detection, LOD), LOD = 2,8 puM, pozorny wspotczynnik wdrukowania (ang. apparent
imprinting factor, AIF), AIF = 20 (b) odpowiedz czujnika (zmiana pradu zrédto-dren) na: krzywa
1 — epitop glutenowy PQQPFPQQ oraz substancje przeszkadzajace: krzywa 2 — PQQPSPQQ i
krzywa 3 — PQQQFPPQ,, przy napieciu bramki 1,5 V.

Fig. 12. Krzywe kalibracyjne dla czujnika EG-FET z warstwg rozpoznajgcg (a) krzywa 1 — MIP i
krzywa 2 — NIP dla epitopu glutenu, PQQPFPQQ, przy napieciu bramki 2,0V; granica
wykrywalnosci, LOD =4,7 uM, pozorny wspodtczynnik wdrukowania, AlF =22 (b) odpowiedz
czujnika (zmiana pradu zrédto-dren) na: krzywa 1 — epitop glutenu PQQPFPQQ oraz substancje

przeszkadzajgce: krzywa 2 — PQQPSPQQ i krzywa 3 — PQQQFPPQ, przy napieciu bramki 2,0 V.



Korzystny przyktad wykonania wynalazku

Ponizej przedstawiono przyktad wykonania warstwy rozpoznajacej gluten wedtug wynalazku:

(1) Obliczenia kwantowo-chemiczne

Tworzenie kompleksu do polimeryzacji, jego struktura i sktad byly modelowane za pomoca
obliczeA kwantowo-chemicznych.

Zoptymalizowano struktury epitopu PQQPFPQQ (Fig. 2) i monomeréw funkcyjnych (2
i 3 na Fig. 3), umozliwiajgcych przygotowanie kompleksu pre-polimeryzacyjnego w roztworze
(Fig. 4). Nastepnie obliczono zmiany entalpii swobodnej kompleksowania, AG. Obliczenia
wykonano metodg DFT z korelacyjno-wymiennym funkcjonatem B3LYP i bazg danych 3-21G*
(Fig. 5) za pomocg oprogramowania Gaussian 09 (M. J. Frisch et al. Gaussian 09, Gaussian,
Inc., Wallingford CT, USA). Ze wzgledu na otrzymang nietypowo wysokg warto$é entalpii
swobodnej, AG, obliczenia powtérzono stosujgc te samg baze danych 3-21G* (pozycje 2 i3 w

Tabeli 2) jak réwniez baze 6-31G* (Pozycja 1 w Tabeli 2 i Fig. 6).
Wszystkie obliczone wartosci AG zestawione sg w Tabeli 2.

Tabela 2. Zmiany entalpii swobodnej zwigzane z tworzeniem komplekséw przedstawionych

na Fig. 5i Fig. 6, obliczone za pomocg DFT i réznych baz danych.

L.p. Baza danych AG (kJ/mol) Srodowisko
1. B3LYP 6-31G* -88 préznia
2. B3LYP 3-21G* -334 préznia
3. B3LYP 3-21G* -347 préznia
4. B3LYP 3-21G* -303 toluen

(2) Przygotowanie kompleksu pre-polimeryzacyjnego

Fotografie toluenowych roztworéw stuzgcych do przygotowania roztworu kompleksu pre-

polimeryzacyjnego sg przedstawione na Fig.4. Roztwdr ten zawierat epitop glutenu



PQQPFPQQ 1, kwas p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesowy 2, p-bis(2,2'-bitien-5-
ylo)metylo-benzoesan 2-(cytozyn-1-ylo)etylowy 3 i 2,4,5,2’,4’,5'-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3’-
bitiofen 4 w stosunku molowym 1:2:3:4jak 1:2 :1: 2. Ten stosunek molowy zostat

wybrany na podstawie przeprowadzonych obliczed kwantowo-chemicznych.

(3) Osadzanie polimeru na elektrodzie za pomocj elektropolimeryzacji
Sktad roztworu do elektropolimeryzacji

- Elektrolit podstawowy: chloran(VIl) tetrabutyloamoniowy, (TBA)CIO,4, 0,1 M.

- Analit/szablon 1: epitop glutenu PQQPFPQQ, 0,1 mM.

- Monomer funkcyjny 2: kwas p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesowy, 0,2 mM

- Monomer funkcyjny 3: p-bis(2,2'-bitien-5-ylo)metylobenzoesan 2-(cytozyn-1-ylo)etylowy, 0,1 mM
- Monomer sieciujacy 4: 2,4,5,2’,4’,5'-heksa(tiofen-2-ylo)-3,3’-bitiofen, 0,2 mM [F. Sannicolo,

et al., Chem. Eur. J., (2016) w druku].

- Rozpuszczalnik: mieszanina toluenu i acetonitrylu w stosunku objetosciowym jak 9: 1.
Warunki osadzania polimeru

Warstwy MIP-1 przygotowano za pomocg polimeryzacji elektrochemicznej w warunkach
potencjodynamicznych w zakresie potencjatéw od 0 do 1,25V vs Ag/AgCl przy szybkosci
zmian potencjatu 50 mV/s. Do polimeryzacji zastosowano roztwér rozpuszczalnikow
organicznych, toluenu i acetonitrylu, o stosunku objetosciowym jak 9 : 1. Stezenie epitopu w
ww. roztworze wynosito od 0,1 mM do 1 mM, korzystnie 0,1 mM. W celu zapewnienia
trwatosci luk molekularnych w powstajgcym polimerze, do roztworu do elektropolimeryzacji
dodano monomer sieciujgcy 4 w stosunku molowym PQQPFPQQ : 4 jak 1 :2. Wystarczajaca
przewodnos¢ roztworu do elektropolimeryzacji zapewnit elektrolit podstawowy, 0,1 M
(TBA)CIO4. W tym roztworze umieszczono odpowiednig elektrode badang, na ktdrej
osadzono polimer, MIP-1. Grubo$¢ polimeru kontrolowano za pomocg liczby cykli zmian
potencjatu, korzystnie trzech cykli. Warstwe MIP-1 osadzono na platynowej elektrodzie
dyskowej o $rednicy 1 mm (Fig. 7a), na ptytce szklanej z naparowang warstwg ztota na
podktadzie tytanowym (Fig. 7b) oraz na elektrodzie ztotej Au-QCR o srednicy 5 mm (Fig. 8), o
podstawowej czestotliwosci rezonansowej 10 MHz. Przygotowane w celach poréwnawczych

warstwy polimeru niewdrukowanego (ang. non-imprinted polymer, NIP) osadzono na takich
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samych elektrodach z roztworu do elektropolimeryzacji nie zawierajgcego szablonu stosujac
takg sama procedure jak procedura stosowana do osadzania warstw MIP-1.

Warstwe MIP-1 osadzono na elektrodzie Au-QCR za pomocg trzech cykli zmian
potencjatu w zakresie od 0,20 do 1,20 V vs Ag/AgCl przy szybkosci zmian potencjatu 50 mV/s
(Fig. 8). W trakcie osadzania na krzywej zaleznosci prgdu od potencjatu obserwowano
anodowy prad utleniania monomerdw ponizej 1,0 V i pik anodowy przy potencjale ~0,90 V
(Fig. 8a). W kolejnych cyklach prad anodowy zwigzany z utlenianiem nie tylko monomeréow
w roztworze, ale rdwniez warstwy polimeru osadzanej na elektrodzie wzrastat. Na krzywych
zaleznosci pradu od potencjatu nie zaobserwowano katodowych pradéw redukgji
powstajgcego polimeru. Nasze wczesniejsze badania proceséw elektrodowych epitopu
PQQPFPQQ w nieobecnosci monomerdéw wykazaty, ze jest on elektronieaktywny
w stosowanym do niniejszej elektropolimeryzacji zakresie potencjatéw.

Rejestrowane réwnoczesénie ze zmianami pradu zmiany czestotliwosci rezonansowej
Au-QCR (Fig. 8b) wykazaty, Zze elektroutlenianiu monomeréw towarzyszy spadek
czestotliwosci rezonansowej. Spadek ten wskazuje na wzrost masy Au-QCR w wyniku
osadzania polimeru. Spadek czestotliwosci obserwowany byt w kazdym cyklu po osiggnieciu
potencjatu piku anodowego. Spadek czestotliwosci wzrastat w kolejnych cyklach wraz ze
wzrostem pradu anodowego. To zachowanie wskazuje na wzrost powierzchni elektrody w
trakcie osadzania stosunkowo dobrze przewodzgcej warstwy polimeru.

W celu przeprowadzenia pomiardw elektrochemicznych, warstwe MIP-1 osadzono
rowniez na platynowej elektrodzie dyskowej. Natomiast w celu scharakteryzowania tej
warstwy i przygotowania chemoczujnika EG-FET warstwe te osadzono rowniez na plytce
szklanej z napylonym ztotem na podfozu tytanowym. W opisanych powyzej przypadkach
zastosowano takg samg procedure jak procedura opisana powyzej, zastosowana do
osadzenia warstwy na elektrodzie ztotej Au-QCR.

W wyniku polimeryzacji, zarbwno na Au-QCR, elektrodzie platynowej, jak i na
ptytkach szklanych z napylonym ztotem osadzaty sie brgzowe warstwy polimeréw dobrze
przylegajace do przewodzacego podtoza. Po zakoAczeniu elektropolimeryzacji warstwy te
przemyto acetonitrylem w celu usuniecia z nich sladéw elektrolitu podstawowego i

niespolimeryzowanych monomerdw.
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(4) Usuwanie szablonu epitopu glutenu, PQQPFPQQ, z warstwy MIP

W celu opréznienia luk molekularnych wdrukowanych w polimerze, z przygotowanych
warstw MIP-1 wyekstrahowano szablon epitopu acetonem w ciggu 2 godz. w temperaturze
pokojowej. Do ekstrakcji zastosowano aceton, poniewaz ten rozpuszczalnik rozktada epitop.
Postep ekstrakcji monitorowano za pomocg probnika redoks $ledzgc tzw. ,efekt
bramkowania” (Fig. 9) w pomiarach rdznicowej woltamperometrii pulsowej (ang. differential
pulse voltammetry, DPV). Jako prébnik redoks zastosowano wodny roztwdr
heksazelazocyjanianu(ll) potasu o stezeniu 10 mM w 0,1 M chlorku potasu, spetniajgcym role
elektrolitu podstawowego. Wraz z usuwaniem czgsteczek szablonu epitopu z luk
molekularnych obserwowano wzrost piku DPV w czasie ekstrakcji do 2 godzin.
Obserwowany nastepnie nagty wzrost pradu piku $wiadczyt o niekorzystnym usuwaniu

warstwy polimeru z powierzchni elektrody (krzywa 4 na Fig. 9).

(5) Oznaczanie epitopu glutenu, PQQPFPQQ, za pomocg czujnika chemicznego EG-FET z

warstwa rozpoznajaca MIP-1

Wykonano pomiary stezenia epitopu glutenu o sekwencji PQQPFPQQ (analitu) w roztworach
wodnych za pomocg wytworzonych czujnikéw chemicznych (EG-FET). Jako zewnetrzng
bramke tranzystora polowego zastosowano ztocong ptytke szklang z osadzong na niej cienkg
warstwg molekularnie wdrukowanego (MIP) lub niewdrukowanego (NIP) polimeru. Bramke
polaryzowano napieciem 1,5 V (Fig. 11) lub 2,0 V (Fig. 12). Im wyzsze byto stezenie analitu w
roztworze badanym tym wyzsza byta zmiana pradu zrédto-dren. Przy napieciu bramki 1,5 V
zmiany pradu siegaty nanoamperéw, natomiast przy 2,0 V — mikroamperéw.

Dla pordéwnania skonstruowano analogiczne krzywe kalibracyjne dla analitu z
wykorzystaniem cienkiej warstwy NIPu (krzywa 2 na Fig. 10a i krzywa 2 na Fig. 11a). W tym
przypadku zaréwno przy napieciu bramki 1,5 V jak i 2,0 V zmiany pradu zrédio-dren ze
wzrostem stezenia analitu byty niewielkie.

Ze stosunku nachylenia krzywych kalibracyjnych MIP i NIP dla analitu PQQPFPQQ
(krzywe 1 i 2 na Fig. 10a oraz krzywe 1 i 2 na Fig. 11a) wyznaczono wartosci pozornych
wspotczynnikéw wdrukowania (ang. apparent imprinting factor, AIF). Dla napiecia bramki
1,5V i2,0Vwartos¢ AIF wynosita, odpowiednio, 20i 22 (Tabela 3).

Okreslono réwniez selektywnos$¢ wytworzonych czujnikdw. W tym celu
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skonstruowano krzywe kalibracyjne dla stezen dwéch réinych epitopdéw o strukturze
podobnej do struktury oznaczanego epitopu (analitu), ale z wymienionym jednym,
PQQPSPQQ, lub dwoma, PQQQFPPQ, aminokwasami (odpowiednio, Fig. 11b i Fig. 12b). Ze
zmian pradu dla ww. epitopdw przeszkadzajagcych w oznaczaniu analitu, PQQPFPQQ,
wyznaczono wspoétczynniki selektywnosci (Tabela 3). Rownania krzywych kalibracyjnych

wyrazone sg przez ogdlne rownanie regresji liniowej
I_q(nA) =a Cep(UM) + b (1)

gdzie cep to stezenie epitopu, /.4 to prad zrodto-dren przy zadanym napieciu bramki,

natomiast wspotczynniki a i b przedstawione sg w Tabeli 4.

Tabela 3. Wartosci parametréw analitycznych wyznaczonych za pomocg czujnikow EG-FET z

warstwag rozpoznajacg MIP-1 lub NIP dla réznych wartosci napiecia bramki.

Napiecie bramki, V
Parametry analityczne

15 2,0
Granica wykrywalnosci, LOD*, (uM) przy N/S =3 2,8 4,7
Czutosé, MIP (pA uM™) -4,81x 10  -4,04 x 10
Czutosé, NIP (A uM™) 2,42x10°  -1,82x10°
Pozorny wspotczynnik wdrukowania (AIF) 20,0 22,0
Wspbtczynnik selektywnosci wzgledem PQQPSPQQ 4,85 4,25
Wspbtczynnik selektywnosci wzgledem PQQQFPPQ 21,10 -6,76

* ang. limit of detection, LOD.
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Tabela 4. Wartosci wspotczynnikow a i b w Réwnaniu (1).

Krzywa kalibracyjna a (nA-pM™) b (nA)

Krzywa 1 na Fig. 11a -4,81 x 107 -1,76 x 10™
Krzywa 2 na Fig. 11a 2,42 x 10° 1,49 x 10
Krzywa 2 na Fig. 11b 9,92 x 10° 2,85 x 107
Krzywa 3 na Fig. 11b 2,28 x 10° 7,15 x 107
Krzywa 1 na Fig. 12a -4,04 x 10 -1,23 x 10™
Krzywa 2 na Fig. 12a -1,82 x 107 6,09 x 10
Krzywa 2 na Fig. 12b 9,49 x 107 6,45 x 10
Krzywa 3 na Fig. 12b 5,97 x 107 4,90 x 10

Whioski

1. Obliczenia kwantowo-chemiczne wykazaty mozliwos¢ tworzenia kompleksu epitopu
PQQPFPQQ z monomerami funkcyjnymi 2 i 3 w stosunku 1:2:1. Wyniki obliczen daja

wglad w strukture i stechiometrie tworzonego kompleksu pre-polimeryzacyjnego.

2. Elektropolimeryzacja potencjodynamiczna w zakresie dodatnich potencjatow wykazata
przydatno$é¢ do otrzymywania warstw polimerdw pochodnych tiofenu wdrukowanych
epitopem PQQPFPQQ. Opracowana metoda polimeryzacji pozwala na szybkie
przygotowanie warstw MIPdw dobrze przylegajacych do podtoza metalicznego zaréwno o
duzej (Au-QCR) jak i matej szorstkosci (Au-szkto, elektrody platynowe). Metoda ta umozliwia
dogodng kontrole grubosci osadzanych warstw polimeréw za pomocg liczby cykli zmian

potencjatu.

3. Opracowana metoda osadzania warstwy polimeru wdrukowanego epitopem PQQPFPQQ
umozliwia tatwe scalenie tej warstwy z przetwornikami chemicznego sygnatu rozpoznawania
na analityczny sygnat elektryczny takimi jak tranzystory polowe z zewnetrzng bramka (EG-

FETy).

4. Czujnik chemiczny EG-FET wykazat najwyzszg wykrywalnos$é, LOD =2,8 uM, epitopu
PQQPFPQQ przy napieciu bramki 1,50 V.

5. Czujnik chemiczny EG-FET nadaje sie do wykrywania i oznaczania epitopdw glutenu

PQQPFPQQ w roztworach wodnych, co umozliwia jego zastosowanie do oznaczania glutenu
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w zbozowych produktach spozywczych.

6. W przeciwiedstwie do komercyjnie dostepnych immunologicznych bioczujnikéw
jednorazowego uzytku do wykrywania glutenu, czujnik chemiczny EG-FET z syntetycznym
elementem rozpoznajagcym MIP wedtug wynalazku nadaje sie nie tylko do jednorazowego

wykrywania, ale i do wielokrotnego oznaczania stezenia epitopdw glutenu.
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