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Potrzeba wykrywania, iloSciowego oznaczania i monitorowania Wwielu zwigzkoéw
chemicznych w §rodowisku przektada si¢ na duze zainteresowanie biosensorami, a badania
nad nimi prowadzone sg nieustannie na szeroka skale. Szczegdlnym zainteresowaniem ciesza
si¢ biosensory enzymatyczne - ze wzgledu na wyjatkowa selektywno$¢ pomiardow 1 wysoka
czutos¢. Jednak ograniczeniem dla ich zastosowan jest niewystarczajgca trwalosé
I powtarzalno$¢ wynikOw oraz nieustannie pojawiajgce si¢ nowe potrzeby analityczne.
Dlatego optymalizacja tych uktadéw, np. poprzez dobor odpowiedniego podloza do
unieruchamiania enzymoéw, ma tak duze znaczenie i sklania do poszukiwania nowych
materiatdéw usprawniajacych dziatania biosensorow.

Doskonatymi kandydatami do tego celu wydaja si¢ by¢ polimery przewodzace. Niemal
jednoczesnie z odkryciem tych tworzyw pod koniec lat 70-tych XX wieku zaczgto si¢ ich
wykorzystanie do konstrukcji biosensoréw. Swietnie przewodza prad, niektére bardzo dobrze
posredniczg w przeniesieniu elektronow pomiedzy centrum aktywnym enzymu a elektroda -
zwlaszcza jesli strukturalnie sa podobne do substratow enzymatycznych. Co wiecej, kontakt
pomiedzy enzymem a podlozem polimerowym nie zalezy od orientacji czasteczki biatka.
Wymagania te, wedtug mojej oceny, moglty spetnia¢ nanorurki 1 hydrozele z polimeréw
przewodzacych.  Nanostrukturalne materiaty posiadaja bardzo dobrze rozwinigty
powierzchni¢, umozliwiajaca unieruchomienie duzych ilosci enzymu. Ich przewodnictwo jest
czegsto znacznie wyzsze w porownaniu do wartosci uzyskiwanych dla zwyktych filmow

polimerowych. Natomiast zele, dzigki zawarto§ci wody w swojej porowate] strukturze,



utatwiaja dyfuzje, usprawniajagc wnikanie enzymu w warstwe 1 jego wigzanie wewnatrz
trojwymiarowej sieci. Rowniez dyfuzja analitu przez liczne pory materialu wypetnione
rozpuszczalnikiem ulega znacznej poprawie.

Gtowny cel badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej stanowito
wytworzenie i scharakteryzowanie biosensorow opartych na enzymach unieruchomionych
w warstwach nanorurek 1 hydrozeli polimerowych oraz poszerzenie stanu wiedzy
w dziedzinie biokatalizy z uzyciem warstw przewodzacych. Wykorzystanymi polimerami
byty: polianilina (PANI) — charakteryzujgca si¢ dobrg stabilno$cig $rodowiskowa
i elektrochemiczng, oraz poli(3,4-ctylenodioksytiofen) (PEDOT), ktory cechuje wy$mienite
przewodnictwo, nie zalezace - w odréznieniu od PANI - od pH $rodowiska reakcji.

Pierwsza cze¢$¢ badan dotyczyla scharakteryzowania hydrozeli supramolekularnych
otrzymanych w wyniku prostej syntezy chemicznej monomeru przewodzacego (aniliny lub
3,4-etylenodioksytiofenu) i czynnika sieciujacego, jakim byt polistyrenosulfonian (PSS).
Synteze przeprowadzitam w roztworach o dwoch réznych wartosciach pH — w HCI (pH=0)
oraz, po raz pierwszy, w buforze fosforanowym (pH=5.0). Do wyjasnienia réznic mi¢dzy
otrzymanymi probkami, wynikajacymi z odmiennych warunkéw syntezy, uzytam
spektroskopii w podczerwieni oraz rezonansowej spektroskopii Ramana. Widma pokazaty, ze
hydrozele PANI-PSS posiadaja pasma charakterystyczne dla pierécieni fenazynowych.
PierScienie fenazynowe moga laczy¢ sasiednie lancuchy PANI - sg zatem czynnikiem
sieciujacym PANI. Jednak w zaleznosci od pH syntezy struktury te r6éznig si¢ mi¢dzy soba.
Dla obu probek udowodnitam wystepowanie pierscieni sieciujacych — powstajacych przez
potaczenie monomerdéw w sekwencji tail-head-tail. Dodatkowo, dla hydrozelu wytworzonego
w lagodniejszych warunkach, wykazalam obecno$¢ fenazyn powstajacych wedtug
mechanizmu head-to-head. Tym samym potwierdzitam, ze wuklad wytwarzany
W tagodniejszym $rodowisku posiada mieszaning réznych struktur fenazynowych, co nie byto
dotychczas opisane w literaturze. Natomiast badanie zeli PEDOT-PSS przy pomocy
spektroskopii Ramana nie ujawnito zadnych roznic. Przyczyng podobienstwa widm moze by¢
fakt, ze linia lasera wzbudza rezonansowo te same, przewodzace struktury w probkach.

Drugim z podjetych problemow badawczych bylo zbadanie mechanizméw zachodzacych
reakcji enzymatycznych celem poznania i zrozumienia oddzialywania mi¢dzy zwigzanym
bialkiem a matrycg oraz przyszlego zmodyfikowania skonstruowanych biosensorow. Jako
enzyméw modelowych uzylam ureazy i peroksydazy chrzanowej (HRP). Zbadatam
aktywno$§¢ HRP zwigzanej w matrycach z nanorurek PANI oraz hydrozeli PANI-PSS
i PEDOT-PSS stosujac  metody elektrochemiczne — woltamperometri¢  cykliczng



I chronoamperometri¢. Poréwnujgc wyniki uzyskane dla nanorurek i zelu PANI wykazatam
uzyskanie lepszego sygnatu analitycznego dla zelu supramolekularnego. Powigzatam to
z obecnoscig fenazyn w sekwencji head-to-head oraz duza zawartoscig wody w strukturze
zelu, ktoéra utatwia dyfuzje zarowno enzymu jak i czasteczek analitu. Badatam takze wpltyw
termicznego sieciowania nanorurek PANI na ich wlasciwosci. Wykazatam, ze HRP
unieruchomiona na nanorurkach nieusieciowanych charakteryzuje si¢ znacznie lepsza
czulo$cig na nadtlenek wodoru w poréwnaniu do enzymu unieruchomionego na nanorurkach
usieciowanych. Zaobserwowane réznice wyttumaczytam wigksza hydrofilowos$cig nanorurek
nieusieciowanych. Ponadto, przeprowadzone pomiary dowiodly, ze PANI nawet w pH
w zakresie 6.0-7.0 jest elektroaktywna - ze wzgledu na przewodnictwo jonowego
I protonowe. To drugie jest szczegdlnie wazne, poniewaz jony wodorowe odgrywaja
kluczowa rolg¢ w mediowaniu procesu z udziatem HRP.

W ramach tego problemu badawczego zbadatam aktywnos¢ HRP takze w uktadach
z PEDOT-PSS jako podlozem. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzitam, ze HRP
unieruchomiona w warstwie zelu PEDOT-PSS (synteza w pH=5.0) wykazuje najlepsza
uzyskiwang czuto$¢ pomiarow — z powodu wyzszego przewodnictwa PEDOT niz PANI.
Natomiast na podtozu polimeryzowanym w HCI nie zaobserwowalam zadnej reakcji. W tym
przypadku kluczowa role odgrywa morfologia probki i wigksza zawartos¢ wody w jej
strukturze. Zauwazylam, ze widmo probki otrzymanej w roztworze o pH=5.0 jest
zdominowane przez intensywne pasma IRAVs $§wiadczace o przewadze formy przewodzacej
polimeru w tym uktadzie.

Dzigki przeprowadzonym eksperymentom zaproponowatam mechanizmy reakcji HRP
unieruchomionej na podtozach z nanorurek oraz hydrozeli polimerowych. Udowodnitam, ze
dla ukladu z matryca PEDOT-PSS w zachodzacym procesie nastepuje bezposrednie
przeniesienie elektronu pomiedzy enzymem a powierzchnig elektrody. W przypadku warstw
Z nanorurek badz zelu PANI wykazano, ze biegnacy proces enzymatyczny jest mediowany
przez polimer, a jego przebieg $cisle zalezy od ilosci protonéw w §rodowisku reakcji.

Aktywno$¢ ureazy sprawdzatam jedynie w warstwach hydrozelu PANI-PSS. Mechanizm
zachodzacej reakcji jest bardziej skomplikowany niz prosta kompensacja tadunku podczas
utleniania lub redukcji PANI. Wciaganiu dodatnio natadowanych jonéw NH4"
prawdopodobnie towarzyszy przeniesienie protonu pomigdzy polimerem a jonem
amoniowym. Wyzsza zawarto$¢ wody w strukturze zelu syntezowanego w pH=5.0 znacznie

ulatwia dyfuzje enzymu i jego unieruchomienie w matrycy. Reakcja, na ktorej opartam



dziatanie biosensora z ureazg, jest unikalna dla PANI; z warstwami PEDOT nie zachodzi,
poniewaz polimer ten nie tworzy wigzan wodorowych z jonami NH4".

Uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej wyniki badan pozwolily na zaproponowanie
mechanizmow reakcji dwoch enzyméw (ureazy i HRP) unieruchamianych w warstwach
nanorurek i hydrozeli polimerowych. Charakterystyka uzytych materialdow pozwala na
wysunigcie wniosku, ze stworzylam biosensory o dobrej czutosci i duzym zakresie liniowosci
pomiarow.

Wyniki badan bedace podstawg mojej pracy doktorskiej zostaly opublikowane
w czasopismach o zasiegu mi¢dzynarodowym: w Electrochimica Acta oraz w Journal of
Physical Chemistry C. Kolejna z prac poswigconych opisywanej tematyce zostata wystana do

czasopisma Bioelectrochemistry, a pozostate sa w przygotowaniu.



