Mgr Marzena Barbara Kaniewska                                                     Warszawa, 05.06.2009

Wydział Chemii UW

Pracowania Analizy Przepływowej 

i Chromatografii

Autoreferat rozprawy doktorskiej 

„Enancjoselektywne czujniki chemiczne i biochemiczne”
Promotor: prof. dr hab. Marek A. Trojanowicz

Badania związków zawierających w swojej strukturze chiralny atom węgla mają fundamentalne znaczenie dla poznania życia i zachodzących w nim procesów. Większość procesów, które mają miejsce w żywych organizmach zachodzi z wykorzystaniem oddziaływań związków optycznie czynnych. Enancjomery tego samego związku charakteryzują się niemal identycznymi właściwościami fizycznymi. Z tego względu są bardzo trudne do rozdzielenia analitycznego za pomocą klasycznych metod. Enancjoselektywność oznaczenia można otrzymać wówczas, gdy obecny jest selektor chiralny, który tworzy z cząsteczką analitu kompleks, najczęściej inkluzyjny i stałe szybkości tworzenia tych kompleksów są różne dla obu enancjomerów. 

Enancjoselektywność czujników elektrochemicznych może być oparta na różnych zasadach rozpoznania molekularnego analitu. Może być to naśladowanie mechanizmów biochemicznych przez syntetycznie otrzymane selektory, lub też można do tego celu angażować naturalne mechanizmy biochemiczne. Wydaje się, że szeroka wiedza dotycząca chiralnych selektorów stosowanych w nowoczesnych wysokosprawnych technikach chromatograficznych i elektromigracyjnych może być zastosowana do potencjalnego wykorzystania przy konstrukcji czujników elektrochemicznych. 

Celem badań przeprowadzonych w ramach przygotowania rozprawy doktorskiej była konstrukcja czujników elektrochemicznych wykazujących własności enancjoselektywne, opartych na różnych mechanizmach rozróżnienia chiralnego. W pierwszej części sprawdzano  możliwość zastosowania wybranych selektorów chiralnych, stosowanych z powodzeniem w technikach separacyjnych, jako jonoforów w potencjometrycznych elektrodach jonoselek-tywnych z membraną z pasty grafitowej lub splastyfikowaną membraną z polichlorku winylu. Kolejnym etapem było badanie możliwości uzyskania rozróżnienia chiralnego przez zastosowanie polimerów przewodzących domieszkowanych związkami optycznie czynnymi jako membran do potencjometrycznych elektrod jonoselektywnych czułych na domieszkujący anion. Polimery takie po wypłukaniu związku domieszkującego badane były jako polimery z wdrukowaną cząsteczką, w celu sprawdzenia możliwości odpowiedzi dla enancjomerów o podobnej budowie do związku domieszkującego. Ostatnią częścią pracy była konstrukcja bioczujników z enzymami, które chiralnie katalizowały reakcje zachodzące na powierzchni czujnika, lub były w różny sposób inhibitowane przez enancjomery tego samego związku.

W pracy niniejszej wykazano  możliwość stosowania cyklodekstryny  i antybiotyków makrocyklicznych oraz ich pochodnych jako selektorów chiralnych w potencjometrii. Sprawdzono wpływ takich czynników, jak rodzaj plastyfikatora, wpływ dodatku anionu liofilowego i sposób kondycjonowania elektrody. Zbadano dwa typy elektrod: z plastyczną membraną z polichlorku winylu z plastyfikatorem oraz elektrodę z pastą grafitową. Uzyskano niewielkie rozróżnienie odpowiedzi dla enancjomerów  badanych analitów. W przypadku elektrod zawierających teikoplaninę jako selektor chiralny, lepsze wyniki uzyskano dla selektora zmodyfikowanego poprzez zablokowanie grup hydrofilowych na drodze trójeta-powej syntezy organicznej. 

Po raz pierwszy do otrzymywania czujników chiralnych zastosowano elektroosadzane domieszkowane  polimery przewodzące w pomiarach potencjometrycznych. Elektrody z polimerami przewodzącymi, domieszkowanymi związkami optycznie czynnymi, mogą wykazywać rozróżnienie chiralne odpowiedzi na różne anality. Czujniki potencjometryczne oparte na elektroosadzanych polimerach wymagają kontroli bardzo wielu warunków takich, jak potencjał redoks, sposób wytwarzania polimerów, a w szczególności pH. Przedstawiono wyniki zastosowania  domieszkowanej polianiliny, która w analogicznym układzie wcześniej stosowana była do konstrukcji czujników piezoelektrycznych. Polianilina domieszkowana kamforosulfonianem wykazywała różnice w odpowiedzi potencjometrycznej zarówno dla domieszkujących anionów, jak i po wypłukaniu jonów kamforosulfonianowych - dla fenylo-alaniny. Rozróżnienie to jednak stosunkowo szybko zanikało w czasie. Wykazano też, że polipirol domieszkowany związkami zawierającymi centra optyczne wykazuje rozróżnienie chiralne w przeciwieństwie do tego, co sugerowali autorzy wcześniejszych prac. Otrzymano polipirol domieszkowany kamforosulfonianem, który wykazywał niewielką enancjoselek-tywność odpowiedzi potencjometrycznej dla anionów kwasu kamforosulfonowego. Polipirol domieszkowany kwasem kamforosulfonowym, po wymyciu anionów domieszkujących, wykazywał natomiast właściwości polimeru dopasowanego molekularnie i dawał odpowiedź potencjometryczną wobec enancjomerów fenyloalaniny. 

Zaproponowano również nową konstrukcję enzymatycznego bioczujnika sitodruko-wanego z unieruchomioną oksydazą D-aminokwasową. Wykazano zmiany właściwości takiego bioczujnika przy zastosowaniu do jego modyfikacji nanorurek węglowych, takie jak kilku- czy kilkunastokrotne zwiększenie wartości natężenia prądu utlenienia oraz znaczące wydłużenie czasu stabilnej pracy bioczujnika. W porównaniu z innymi bioczujnikami z oksydazą D-aminokwasową, opracowany w ramach  pracy czujnik charakteryzuje się dobrymi parametrami, takimi jak zakres liniowości odpowiedzi, czy limit detekcji w połączeniu ze stosunkowo niskim kosztem przygotowania. W porównaniu z innymi sitodrukowanymi bioczujnikami opisanymi w literaturze, dzięki zastosowaniu odpowiedniego mediatora uzyskano poprawę wykrywalności o ponad dwa rzędy wielkości. Otrzymany bioczujnik nie pozwala na oznaczenie stężenia samej D-alaniny, lecz może być zastosowany do oznaczania całkowitej zawartości D-aminokwasów np. w naturalnych próbkach soków i mleka, co można wykorzystać do szacunkowego określenia jakości przechowywanych produktów, kontroli procesów starzenia, czy fermentacji. 

Po raz pierwszy przedstawiono też bioczujnik w różny sposób inhibitowany przez enancjomery tego samego związku. Zaproponowano konstrukcję bioczujnika z esterazą acetylocholinową, który wykazywał dobrą charakterystykę i szeroki zakres liniowości odpowiedzi dla chlorku acetylocholiny w warunkach statycznych i przepływowych. Bioczujnik z unieruchomioną esterazą acetylocholinową pochodzącą z węgorza elektrycznego wykazywał różny stopień inhibicji przez enancjomery malaoksonu. Enancjomer R zawsze szybciej inhibitował enzym, niż enancjomer S, co jest zgodne ze stałymi szybkości inhibicji dla nieuruchomionego enzymu. Porównano również dwa bioczujniki sitodrukowane z unieruchomioną esterazą acetylocholinową różnego pochodzenia. Pokazano że enzym otrzymany z węgorza elektrycznego charakteryzuje się różnym stopniem inhibicji w reakcji z enancjomerami malaoksonu, natomiast szczep B394, otrzymany metodami inżynierii genetycznej, nie wykazywał takiej różnicy.   

Wyniki uzyskane w ramach przygotowania doktoratu zostały opublikowane w międzyna-rodowych czasopismach: Analytical Letters, Bioelectrochemistry, Journal of Biochemical and Biophysical Methods, Electroanalysis.
PAGE  
3

