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Streszczenie



Głównym celem mojej pracy było skonstruowanie bioczujnika, który mógłby znaleźć zastosowanie w detekcji difenoli: katecholu i katecholaminy (dopaminy). W czujniku tym chciałem zastosować polimer przewodzący, zawierający grupy funkcyjne, które mogły posłużyć do kowalencyjnego związania enzymu – tyrozynazy. Jako polimer wybrałem poli(kwas indolo-5-karboksylowy) (PIn5COOH).

Realizację celu przeprowadziłem w kilku etapach:

· Zbadałem otrzymywanie polimeru stosując różne metody elektrochemiczne. Ze względu na jakość filmu polimerowego w dalszych badaniach stosowałem polimer uzyskiwany metodą woltamperometrii cyklicznej. 

· Zbadałem elektroaktywność filmu polimerowego w różnych środowiskach (roztwory acetonitrylu, roztwory wodne – kwaśne, obojętne, buforowe) i porównałem z istniejącymi danymi literaturowymi. W roztworach ACN i w roztworach kwaśnych na woltamogramach widoczne są dwie pary pików redoks, które w roztworach o coraz wyższym pH ulegają przesuwaniu, zlewaniu się, tworząc jedną parę redoks dla roztworów o pH>5. Film zachowuje jednak elektroaktywność w roztworach o pH bliskim obojętnemu, co umożliwia użycie go jako matrycy do przyłączenia enzymu. Badania te zostały uzupełnione o eksperymenty spektroeletrochemiczne. Zmiany w widmach spowodowane zmianami wartości potencjału korelują z wynikami elektrochemicznymi.

· Zbadałem utleniania katecholu i dopaminy na elektrodzie Pt i Pt/PIn5COOH. Badania przeprowadziłem przy użyciu dwóch metod: woltamperometrii cyklicznej i wirującej elektrody dyskowej. Eksperymenty te pozwoliły na określenie wpływu stężenia i grubości filmu polimerowego na przebieg procesu utleniania katecholu i dopaminy na tych elektrodach. 

· Skonstruowałem bioczujnik i sprawdziłem jego aktywność w roztworach katecholu. Wiązanie pomiędzy grupami funkcyjnymi polimeru i enzymu wytworzyłem w reakcji ze związkiem sprzęgającym EDAC. Sprawdziłem zachowanie tak skonstruowanego czujnika w roztworach katecholu o różnych stężeniach. Stwierdziłem liniową zależność prądu redukcji o-chinonu wytworzonego w reakcji enzymatycznej od stężenia katecholu w zakresie do 20 μM. Zachowanie aktywności enzymu po imoblizacji zostało potwierdzone wynikami eksperymentów UV-VIS, a informacje o wytworzeniu wiązania kowalencyjnego między tyrozynazą a polimerem uzyskałem dzięki badaniom ramanowskim. 
Największym problemem w pracy z PIn5COOH jest potrzeba stabilizowania warstwy polimerowej i osiągnięcie stałych wartości prądów. Zapewnienie tego warunku pozwala na wykorzystanie polimeru do detekcji katecholu. Jako bioczujnik PIn5COOH z tyrozynazą pozwala na detekcję małych, μmolowych stężeń katecholu. W przypadku roztworów o większych (mmolowych) stężeniach, kiedy następuje wysycenie enzymu możliwe jest wykorzystanie właściwości matrycy polimerowej, dla której obserwuje się liniową zależność prądów pików utleniania katecholu od jego stężenia. Pozytywne wyniki uzyskane dla detekcji katecholu nie powtórzyły się jednak w przypadku badań w roztworach dopaminy.

Niezwykle ważne było także udowodnienie trwałego związania enzymu z polimerem, ponieważ utworzenie wiązania pomiędzy matrycą i tyrozynazą zapobiega wymywaniu enzymu i zapewniające odtwarzalność wyników.

