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„Struktura monowarstw heterocyklicznych związków zawierających azot, 

stosowanych do wiązania biomolekuł 

na powierzchni metali” 

Promotor: prof. dr hab. Jolanta Bukowska
Od wielu lat prowadzone są badania samoorganizujących się molekularnych monowarstw (SAM) na powierzchniach metali. Ich wyniki ułatwiają zrozumienie wielu procesów chemicznych, fizycznych i biologicznych, a także znajdują sporo praktycznych zastosowań. Wśród nich odnaleźć możemy: tworzenie mikrośrodowiska na powierzchniach metali podobnego do środowiska błon biologicznych umożliwiającego adsorpcję białek bez denaturacji,  konstruowanie biosensorów, preparowanie powierzchni dla kontrolowanego wzrostu kryształów, ochronę metali przed korozją. Stwierdzono, że oprócz najwszechstronniej poznanych alkanotioli, także niektóre związki heterocykliczne silnie adsorbują się na powierzchniach elektrod Au i Ag, tworząc skondensowane warstwy. Wykazano również, iż doskonale mogą pełnić rolę łącznika i promotora transferu elektronów pomiędzy powierzchniami  metali a związkami biologicznie czynnymi.

Celem tej pracy było uzyskanie informacji o strukturze i właściwościach 3-amino-5-merkapto-1,2,4-triazolu (AMT) zaadsorbowanego na powierzchni polikrystalicznego srebra i złota oraz sprawdzenie przydatności jego monowarstw do przyłączania związków aktywnych biologicznie (białek, enzymów) do  powierzchni metali.  AMT jest związkiem, którego sposób oddziaływania z powierzchniami metali nie był oczywisty. Występowanie przy pierścieniu triazolowym podstawnika tiolowego sugerowało, iż bardzo prawdopodobne jest tworzenie wiązań siarka-metal. Jednakże w przypadku azoli bardzo prawdopodobna wydawała się również koordynacja heterocyklicznych atomów azotu do metalu. Niejasna była także rola grupy aminowej związanej z pierścieniem, która w odpowiednich warunkach pH roztworu może oddziaływać z powierzchnią metalu poprzez wolną parę elektronową azotu. Nie należało również zapominać o możliwości tworzenia wiązań wodorowych pomiędzy cząsteczkami 3-amino-5-merkapto-1,2,4-triazolu wewnątrz monowarstwy, a także pomiędzy cząsteczkami zaadsorbowanymi na powierzchni metalu a cząsteczkami znajdującymi się w roztworze. Sprzyjać  to mogło tworzeniu struktury, w której pierścienie zorientowane są bardziej prostopadle do powierzchni metalu. Do czynników wpływających na strukturę monowarstwy zaliczyć należało zatem pH roztworu, w którym tworzona jest monowarstwa, stężenie adsorbatu, rodzaj rozpuszczalnika, a także obecność macierzystego związku w roztworze kontaktującym się z monowarstwą. Ponieważ badane monowarstwy, po unieruchomieniu na nich białek typu redoks, mogą „pracować” w warunkach zmiennego potencjału elektrody, istotnym było określenie wpływu potencjału na ich strukturę. Ważne wydawało się również zbadanie stanu  monowarstwy w zależności od czasu jej tworzenia, a także czasu desorpcji. 

W trakcie analizy wyników dla AMT do badanych układów dołączono 1,2,4-triazol (T) i jego prostsze pochodne: 3-amino-1,2,4-triazol (AT) i 3-merkapto-1,2,4-triazol (MT) oddziaływujące z powierzchniami Ag i Au. W kolejnych etapach pracy badawczej, poświęconych każdemu z wymienionych związków triazolowych dokonano pomiarów: dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego na ich monokryształach i ich widm   ramanowskich, widm ramanowskich i absorpcyjnych w podczerwieni ich proszków, widm ramanowskich roztworów o pH alkalicznym, naturalnym i kwaśnym, widm SERS monowarstw rejestrowanych w różnych warunkach, uwzględniających wpływ: stężenia i pH roztworów, w których się znajdowały, wymiany izotopowej H/D, wartości potencjału przykładanego do metalu, rodzaju powierzchni metalu (Ag/Au, rola chropowatości powierzchni), długości fali wzbudzającej, ramanowskich widm kompleksów triazoli i srebra, strącanych z roztworów AgNO3, w przypadku AMT i MT widm XPS w zakresie energii wiązania elektronów atomów siarki.

Wyniki tych pomiarów analizowano łącząc porównania rezultatów badań pojedynczego związku w ciele stałym, roztworze i w monowarstwie, a także odnosząc się do wyników badań pozostałych związków, uwzględniając również informacje literaturowe. Na tej podstawie ustalono struktury kolejnych związków triazolowych w badanych stanach. Badania dyfrakcji promieni rentgenowskiech dostarczyły informacji o długościach poszczególnych wiązań i wartościach kątów, a także ujawniły (wraz z porównaniem ich z widmami ramanowskimi monokryształu i proszku), iż rzeczywistym stanem chemicznym AT w ciele stałym jest jego tautomer 3-amino-(2H)-1,2,4-triazol, MT to dimer (disiarczek-3,3’-di-1,2,4-triazolu),  zaś AMT istnieje w postaci tionowego tautomeru. W roztworach w zależności od pH zidentyfikowano różne formy chemiczne. W pH silnie alkalicznym  z cząsteczek T i AT oddysocjowaniu ulega atom wodoru przyłączony pierwotnie do pirolowego atomu azotu, natomiast MT i AMT istnieją w postaci tiolanów, nie ulegając deprotonacji w pierścieniu. W środowisku naturalnym wszystkie badane związki istnieją w neutralnym stanie, zaś w środowisku kwaśnym jedynie cząsteczki AT nie ulegają dodatkowej protonacji przy pirydynowym atomie azotu. Na powierzchni srebra  w środowisku silnie zasadowym i bez obecności cząsteczek monomerów w roztworach, monowarstwa T zbudowana jest z anionów triazolowych, AT z cząsteczek o zdeprotonowanych pierścieniach podstawionych grupą iminową, MT i AMT z anionów triazoloniowych przyłączonych kowalencyjnie poprzez anion siarki do metalu, a w przypadku AMT zawierających drugi podstawnik w postaci iminowej. Monowarstwy wszystkich tych związków w tych warunkach mają strukturę pierścieni leżących w płaszczyźnie silnie nachylonej do powierzchni metalu. Po dodaniu do roztworów o tak wysokim pH cząsteczek danego triazolu w wysokim stężeniu, zmienia się stan chemiczny cząsteczek w monowarstwach jedynie w przypadku MT i AMT. Wciąż ich cząsteczki łączą się z metalem tworząc tiolany, ich pierścienie nie są już jednak zdeprotonowane, a drugi podstawnik w AMT ma formę aminową. Orientacja cząsteczek w tych monowarstwach staje się bardziej prostopadła do powierzchni metalu. Obniżenie pH silnie stężonych roztworów do pH naturalnych nie powoduje zmian w monowarstwach MT i AMT, jak również nie wpływa na strukturę monowarstwy AT.  Przyczynia się jedynie do pojawienia się na powierzchni metalu niewielkiej domieszki neutralnej postaci cząsteczek w przypadku monowarstwy T. Dalsze obniżenie pH silnie stężonych roztworów triazoli prowadzi do zmian we wszystkich monowarstwach. Monowarstwa T zbudowana jest w dominującej części przez cząsteczki neutralne, prawdopodobnie nie oddziałujące całą powierzchnią pierścienia z powierzchnią metalu. Podstawnik pierścienia triazolowego cząsteczki AT ma postać aminową, a cząsteczka oddziaływująca z powierzchnią metalu jest w postaci anionu. Cząsteczki MT, wciąż w formie tiolanów tworzą monowarstwy zawierające pierścienie dodatkowo sprotonowane, a cząsteczki AMT oddziałują z powierzchnią metalu w swojej naturalnej, tionowej formie, przy czym  monowarstwy obu związków przypuszczalnie nadal zorientowane są bardziej prostopadle do powierzchni metalu. Przełożenie monowarstw wszystkich triazoli do 0,1 M roztworu HCl nie zawierającego cząsteczek wolnych doprowadziło do sprotonowania dodatkowego pierścieni w T, struktury MT  i AMT nie uległy zmianie. Cząsteczki AT prawdopodobnie ulegają przeobrażeniu do swojej formy naturalnej lub też dodatkowo sprotonowanej, co spowodowało ich odsunięcie od powierzchni metalu (nie zostają jednakże całkowicie zdesorbowane). Podobny wpływ na zmianę stanów chemicznych (poza dodatkową protonacją) cząsteczek tych związków i zmianę struktury ich monowarstw obserwować można zmieniając wartość przykładanego do metalu potencjału. Wystarczająco wysoki potencjał wpływa tak samo jak dostateczne podwyższenie wartości pH i rozcieńczenie roztworów otaczających monowarstwę. Obniżenie wartości potencjału zmienia charakter oddziaływania cząsteczek triazoli i strukturę ich monowarstw podobnie jak obniżenie pH i zwiększenie stężenia. Wartości potencjałów progowych, przy których obserwować można zachodzenie zmian są charakterystyczne dla każdego z triazoli i zależą od pH roztworu - im wyższe pH roztworu tym niższa niezbędna wartość potencjału. Podobnie zależnymi od siebie zmiennymi przy potencjale otwartego obwodu są stężenie i pH roztworu - im mniejsze stężenie roztworu tym niższa wymagana wartość pH. Zmiana metalu ze srebra na złoto powoduje jedynie zmianę wartości tych trzech zmiennych, przy których  rozpoczyna się transformacja form chemicznych  cząsteczek i ich orientacji. Deprotonację pierścieni i jednoczesne przyjmowanie przez nie struktur bardziej równoległych do powierzchni metalu wymaga drastyczniejszych warunków - wyższej wartości pH, niższego stężenia roztworu oraz wyższej wartości przyłożonego do powierzchni metalu potencjału.

Szczególnie w przypadku monowarstw MT i AMT, możliwość sterowania formami chemicznymi cząsteczek na powierzchni metalu i konsekwentnie ich orientacjami względem powierzchni, poprzez zmianę np. wartości potencjału sprawia, iż monowarstwy tych związków znaleźć mogą zastosowanie jako przełączniki molekularne. 

Wpływ długości fali wzbudzającej na widma SERS monowarstw tych triazoli wykazał duży udział mechanizmu CT w efekcie wzmocnienia w  przypadku iminowych form chemicznych AT i AMT.

Struktury wszystkich form chemicznych - w ciele stałym, w roztworach o różnych pH oraz na powierzchni (tu jako układy zawierające odpowiednią liczbę kationów srebra) zostały poddane optymalizacji geometrycznej w programie obliczeniowym, a następnie obliczono częstości ich drgań własnych. Uzyskane wyniki poddano analizie drgań normalnych, znajdując udziały energii potencjalnej drgań (wartości PED), co umożliwiło interpretację widm ramanowskich i SERS. 

Ostatni etap pracy eksperymentalnej polegał na  próbach immobilizacji cząsteczek cytochromu c i lakkazy do powierzchni srebra modyfikowanego monowarstwą AMT. W przypadku lakkazy wyniki pozostawiły wątpliwość co do istnienia na tyle silnego oddziaływania jego cząsteczek z cząsteczkami monowarstwy AMT, aby można było jego skutek określić mianem stabilnego, efektywnego i powtarzalnego unieruchomienia cząsteczki biomolekuły. Próby immobilizacji  cząsteczek cytochromu c były pozytywne. Wykazano również, iż cząsteczki cyt-c oddziałują z monowarstwą  AMT w  formie zawierającej postać 6cLSred hemu. Adsorpcja tego białka nie zachodzi zatem poprzez koordynację atomów azotu AMT do kationu żelaza hemu, a poprzez tworzenie wiązań wodorowych lub/i elektrostatycznego przyciągania nieobojętnych fragmentów jego zewnętrznej powłoki.

Część wyników zaprezentowanych w  tej pracy została opublikowana w czasopismach Applied Spectroscopy oraz  Journal of  Physical  Chemistry.  Kolejne publikacje zawierające pozostałe wyniki są w trakcie przygotowywania.

