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Występowanie toksycznych zakwitów cyjanobakteryjnych wpływa na jakość wody rekreacyjnej i wody pitnej. Obecnie rozpoznano i sklasyfikowano cztery główne grupy substancji toksycznych, które mogą być produkowane przez cyjanobakterie w wodach śródlądowych, są to hepatotoksyny, neurotoksyny, cytotoksyny i dermatotoksyny. Hepatotoksny są najczęściej występującymi toksynami produkowanymi przez sinice. Jest to spowodowane kosmopolitycznym występowaniem sinicy z gatunku Microcystis aeruginosa, głównego producenta grupy hepatotoksyn nazwanych mikrocystynami. Sinica ta produkuje co najmniej 9 różnych mikrocystyn, które są cyklicznymi peptydami utworzonymi z 7 cząsteczek aminokwasów. Najlepiej poznaną toksyną produkowaną przez sinice jest mikrocystyna-LR, której limit w wodzie pitnej, ustalony przez Światową Organizację Zdrowia oraz przyjęty przez Polskie Ministerstwo Zdrowia wynosi 1 µg/dm3. W wyniku zatrucia mikrocystynami dochodzi do nieodwracalnej destrukcji wątroby, co wiąże się z masowym napływem krwi do wątroby i szokiem krwotocznym.

Toksyczność mikrocystyn jest wynikiem ich silnego wiązania do kluczowych enzymów komórkowych, fosfataz proteinowych, odpowiedzialnych za defosforylację wewnątrzkomórkowych fosfoprotein należących do klasy fosfataz serynowo/treoninowych typu 1 i 2A (PP1 i PP2A). 

Coraz powszechniej wykonywane oznaczenia mikrocystyn w różnych materiałach prowadzi się najczęściej metodami separacyjnymi, głownie wysokosprawną chromatografią cieczową z detekcją UV oraz metodami enzymatycznymi wykorzystującymi wielkość inhibicji enzymu jako miarę zawartości mikrocystyn w badanych próbkach. 


Celem przedstawionej pracy doktorskiej było zoptymalizowanie konstrukcji bioczujników enzymatycznych przeznaczonych do szybkiego monitoringu środowiskowego mikrocystyn (MCs) oraz opracowanie metod rozdzielania i oznaczania mikrocystyn z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej i wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcją fluorescencyjną.


Głównym osiągnięciem prezentowanej pracy było zoptymalizowanie konstrukcji bioczujnika enzymatycznego. Analiza toksycznych mikrocystyn opiera się na zasadzie inhibicji unieruchomionego na powierzchni bioczujnika enzymu, oraz możliwości amperometrycznej detekcji powstającego w reakcji enzymatycznej elektroaktywnego produktu. Zaletą bioczujników jest możliwość wykonywania pomiarów bez pobierania próbki, prosta budowa i obsługa, szybkość oznaczeń a także wysoka selektywność.

       
 W pracy badawczej wykorzystano węglowe elektrody sitodrukowane służące jako podłoże do unieruchomienia fosfatazy proteinowej typu 2A (PP2A). Enzym unieruchomiono na zasadzie pułapkowania cząsteczek białka w matrycy polimerowej alkoholu poliwinylowego (PVA-AWP). Zanotowano również znaczną poprawę stabilności unieruchomionego enzymu. 

        
Optymalizacja warunków dobrania odpowiedniego ufosforylowanego substratu wykazującego bierność elektrochemiczną oraz dającego po katalitycznej reakcji produkt elektrochemicznie aktywny zakończyła się wyborem fosforanu pirokatechiny (CMP) spośród testowanych fosforanów naftylu, fenylu, p-nitofenylu, p-aminofenylu, kwasu askorbinowego, 4-metoxyfenylu.

 
Skonstruowano bioczujnik amperometryczny umożliwiający oznaczanie mikrocystyn na poziomie stężenia 10 do 20 μg/L oraz współczynniku inhibicji IC50 = 83.08 i 89.1 μg/L odpowiednio dla MC-LR oraz MC-RR. 

      
Praktyczne zastosowanie bioczujnkiów amperometrychnych służących do analizy mikrocystyn zastało potwierdzone w analizie próbek środowiskowych (ekstraktach z zakwitów cyjanobakterycjnych oraz próbkach wody rzeki Tarn, region Pireneje, Francja).  


Przeprowadzone badania chromatograficzne nad zastosowaniem detekcji fluorescencyjnej, wymagające etapu derywatyzacji analitów zakończyły się częściowym powodzeniem. Podczas prowadzonych badań z wykorzystaniem trzech związków derywatyzujących: 3-(bromoacetylo)kumaryny (BAC), 9-fluorenylmetylo chloromrówczanu oraz izotiocyjanian fluoresceiny (FITC) pomyślne wyniki otrzymano tylko w przypadku derywatyzacji 9-fluorenylmetylo chloromrówczanu. Przeprowadzone badania wskazują jednak na niewielką trwałość utworzonego produktu. 

Wykonane badania elektrofeoretyczne z wykorzystaniem strefowej elektroforezy kapilarnej z detekcją UV pozwoliły na rozdzielenie i oznaczenie trzech wariantów mikrocystyn MC-LR, MC-YR i [Asp3, Dha7]MC-YA w czasie 4 min. Optymalne rozdzielenie osiągnięto dla elektrolitu podstawowego o składzie 25 mmol/l bufor boranowy, pH 10 przy zoptymalizowanej długości fali detekcji 238 nm, hydrodynamicznym sposobem wstrzykiwania próbki w czasie 2 s przy ciśnieniu 50 mbar oraz dodatniej polaryzacji o wartości przykładanego napięcia 25 kV. Tak zoptymalizowana metodę wykorzystano do analizy próbek środowiskowych.

Użycie micelarnej chromatografii elektrokinetycznej umożliwiło lepsze oddzielenie [Asp3, Dha7] MC-YA od zanieczyszczeń i ilościową analizę toksyny. Rozdzielenie hepatotoksyn uzyskano w ciągu 12 min stosując 25 mmol/L bufor boranowy z dodatkiem 75 mmol/L dodecylosiarczanu sodu (SDS), pH 9.3.
Wyniki uzyskane w ramach przygotowania doktoratu zostały opublikowane w międzynarodowych czasopismach analitycznych Talantas, Journal of Biochemical and Biophysical Methods, Sensors & Actuators: B, Encyclopedia of Chromatography, Biosensors and Bioelectronics.
