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Większość substancji aktywnych biologicznie to związki optycznie czynne, np. cukry i aminokwasy, przy czym aktywny jest przeważnie jeden enancjomer. Ze względu na znaczenie substancji czynnych optycznie w przyrodzie, dla chemika czy biochemika, istotne jest otrzymywanie czystych enancjomerów. W swojej pracy badałem trzy aminokwasy – cysteinę, fenyloalaninę i metioninę (odmiany racemiczne i enancjomeryczne).  

Ostatnimi laty pojawiły się doniesienia literaturowe o tzw. chiralnych powierzchniach. Są to przeważnie powierzchnie metali (Cu, Au) lub niemetali (C, Si), na których zostały zaadsorbowane substancje chiralne. Samo określanie chiralności powierzchni odbywa się w ten sposób, że struktura powierzchni jest badana przy pomocy techniki STM. Wiązania wodorowe (z grup –COOH, –NH2, –OH), które tworzą się pomiędzy cząsteczkami zaadsorbowanej substancji, stabilizują całą strukturę. 

Punktem wyjścia dla mych badań była praca z czasopisma Nature z 2002 r., w której opisano tworzenie się dimerów cząsteczek cysteiny zaadsorbowanych na powierzchni Au (100), przy czym autorzy zaobserwowali wyłącznie obecność par DD lub LL (homodimerów). Wychodząc z mieszaniny racemicznej cysteiny nie otrzymano heterodimerów, tylko równomolową mieszaninę dimerów DD i LL. Weryfikacja tego wniosku była celem mej pracy doktorskiej, a szerzej – odpowiedź na pytanie, czy spektroskopia ramanowska, w tym zjawisko SERS, może być metodą enancjoselektywną. Należy pamiętać o różnicach pomiędzy eksperymentem STM i SERS: najbardziej widoczna różnica dotyczy stopnia pokrycia powierzchni – dla STM to pokrycie jest niewielkie (na powierzchni metalu występują pojedyncze atomy), zaś dla SERS stopień pokrycia jest dużo większy, można wręcz powiedzieć, że na powierzchni metalu występuje monowarstwa lub film.  

Użyta przeze mnie metoda – SERS, powierzchniowo wzmocnione rozproszenie ramanowskie, to zjawisko polegające na znacznym wzmocnieniu (106) pasm pochodzących od oscylacji molekuły zaadsorbowanej na powierzchni metalu (Au, Ag, Cu) w porównaniu z intensywnością tych pasm dla molekuły obecnej w roztworze. Przyjmuje się, że powodem wzmocnienia jest złożenie dwóch efektów: elektromagnetycznego oraz chemicznego, przy czym efektem dominującym jest efekt elektromagnetyczny. Teoria tłumacząca wzmocnienie elektromagnetyczne odwołuje się do modelu dipola: promieniowanie laserowe padające na powierzchnię metalu powoduje wzbudzenie oscylacji tzw. plazmonów powierzchniowych (kolektywnych oscylacji elektronów w powierzchni metalu). Do uzyskania wzmocnienia powierzchniowego niezbędne jest istnienie na powierzchni metalu chropowatości, o wymiarach około 50 nm. Przyjmuje się za kształt tych chropowacizn np. trójkąty równoramienne, a niektórzy autorzy twierdzą, że bardzo duże wzmocnienie uzyskuje się na nanostrukturach w kształcie igieł. Zatem wzmocnienie powierzchniowe jest możliwe w następującym układzie: zaadsorbowana molekuła+chropowatości powierzchni. 

Druga teoria tłumacząca zjawisko SERS, opiera się o mechanizm chemiczny, lub przeniesienia ładunku (ang. CT). Polega to na tym, że elektrony mogą być przeniesione z najwyższego obsadzonego poziomu w molekule na poziom Fermiego w metalu, lub z poziomu Fermiego metalu na najniższy niebsadzony poziom w molekule. Argumentem przemawiającym za tym mechanizmem jest zależność intensywność rejestrowanych pasm w widmach SERS od narzucanego potencjału zewnętrznego. Ponadto, wielkim plusem spektroskopii ramanowskiej, w tym efektu SERS, jest możliwość badania roztworów wodnych (tej użytecznej cechy nie posiada np. spektroskopia IR). 

Dla zrozumienia sposobu adsorpcji np. aminokwasów na powierzchni metalu, niezbędne jest wprowadzenie pojęcia samoorganizujących się monowarstw (ang. SAM). Są to struktury utworzone przez spontaniczną adsorpcję np. tioli na powierzchni metalu (Au, Ag). Czas tworzenia się monowarstwy przyjmuje się na 12-18 godzin (w zależności od tiolu): choć już w przeciągu 60 min można założyć, iż na powierzchni metalu jest obecna monowarstwa, to sama organizacja struktury (uporządkowanie) zabiera dużo więcej czasu. Istotne jest także fakt obecności np. grup polarnych w cząsteczce – ich obecność znacznie przyspiesza tworzenie się SAM (stabilizacja przez wiązania wodorowe).

Pierwsza część mych eksperymentów miała na celu ustosunkowanie się do wniosków z pracy cytowanej na wstępie: czy na powierzchni metalu (Au, Ag) faktycznie tworzą się dimery cysteiny, lub inaczej, czy widmo SERS cysteiny racemicznej będzie różnić się od widma cysteiny enancjomeryczej, zarejestrowanych w środowisku kwaśnym (pH 3). Odpowiedni odczyn roztworu, w którym wykonywano pomiary warunkował, iż grupy karboksylowe cysteiny będą sprotonowane (pKa1=1.8). Okazało się jednak, że weryfikacja tej tezy jest trudna ze względu na skomplikowany układ oscylatorów, jaki występuje w cząsteczce cysteiny. Aby uzyskać odpowiedź na to pytanie, należało zarejestrować widma SERS w kilku pH: 3, 7 i 13, z narzuconym potencjałem zewnętrznym, co było niezbędne do zaproponowania przypisania kilku pasm z zakresu 800-1000 cm-1. Dodatkowo, pomiary wykonywałem zarówno w środowisku H2O, jak i D2O, dla określenia precyzyjnego przypisania poszczególnych pasm. Obszar ten (800-1000 cm-1) można uznać na obszar diagnostyczny – poszukiwanie różnic w widmach SERS cysteiny zaadsorbowanej na powierzchni Ag miało miejsce właśnie tutaj. Wszystkie pomiary wykonałem na chropowaconym elektrochemicznie srebrze w układzie trójelektrodowym. 

Kluczowe były eksperymenty w środowisku kwaśnym, zarówno w obecności jonów Cl-, jak i PO43-, w dwóch niezależnych eksperymentach. Okazało się, że w potencjałach bliskich E = - 700 mV i pH 3 (HCl) wobec elektrody chlorosrebrowej, cząsteczka cysteiny zmienia orientację w następujący sposób: następuje zanik konformeru PN na rzecz PH, desorbują się jony Cl- znajdujące się pomiędzy grupami aminowymi i powierzchni Ag, następuje deprotonowanie grup aminowych (o pKa3 = 10.8) oraz protonowanie grup karboksylowych, przy czym ich płaszczyzna jest równoległa w stosunku do powierzchni metalu. Zatem niemożliwe było zaobserwowanie obecności pasm pochodzących od drgań C=O (~1650-1750 cm-1). Pomocne okazały się pomiary w obecności jonów PO43- (pH 2 i 1.6) ze względu na możliwość wykonywania pomiarów w bardzo niskich pH (dla HCl były one niemożliwe), oraz nieco inne ustawienie cząsteczek cysteiny dla niskich potencjałów w porównaniu z eksperymentami wykonanymi w obecności HCl. Okazało się, że istotnie w niskich potencjałach następuje protonowanie grup karboksylowych cysteiny. Dodatkowo, eksperyment wykonany z mieszaniną racemiczną cysteiny (pH 3, HCl), potwierdził, że sprotonowane grupy karboksylowe cysteiny oddziałają ze sobą (powstaje wiązanie wodorowe). Pasma z obszaru diagnostycznego posiadają następujące przypisanie (rozstrzygnięcie tego problemu było kluczowe dla zrozumienia sposobu adsorpcji cysteiny na powierzchni Ag):

cm-1(CC) + (NH3+) 

cm-1(CC) + (NH2) 

Zatem postawiona na wstępie teza potwierdziła się. Pytanie dotyczy faktu, dlaczego wyniki eksperymentu STM nie potwierdziły, że cząsteczki cysteiny racemicznej mogą ze sobą oddziaływać, a jedynie cysteiny enancjomerycznej. Wynika to ze zwykłej statystyki: w eksperymencie STM obserwuje się pojedyncze atomy, a w SERS – monowarstwę cysteiny na powierzchni metalu. 

Kolejna część eksperymentów polegała na pokryciu elektrody Ag warstwą cysteiny w czasie 24 h i przeniesieniu jej do roztworu fenyloalaniny i rejestrowaniu widm SERS. Wybór fenyloalaniny nie był przypadkowy – aminokwas ten posiada silne pasma w okolicach 1000 cm-1 pochodzące od drgań rozciągających pierścienia aromatycznego. Autor założył, że ze względu na odmienny sposób oddziaływania obu enancjomerów fenyloalaniny z enancjomerem cysteiny w jedynym przypadku pojawią się pasma 1000 cm-1, zaś w drugim nie.     

Te eksperymenty były wykonywane w środowisku kwaśnym (pH 3, HCl) bez udziału narzuconego potencjału zewnętrznego. Okazało się, że istotnie fenyloalanina jest w stanie wymusić zmianę konformacji cysteiny w takim przypadku, gdy oba aminokwasy są typu DD lub LL, a dla układu DL lub LD zmiana konformacji nie zachodzi (widmo cysteiny pozostało bez zmian). W widmie cysteiny pojawił się słabe pasmo 730 cm-1 pochodzące od konformeru PC cysteiny. Zatem pokrycie powierzchni elektrody Ag cysteiną jest na tyle duże, iż powierzchnia Ag ‘widzi’ jedynie pierwszą warstwę (tj. cysteinę). Powodem opisanych różnic była zawada sferyczna dużej grupy aromatycznej w cząsteczce fenyloalaniny.

Ostania część pracy była poświęcona metioninie: czy cząsteczka metioniny może się zachowywać jak cysteina (np. czy grupy karboksylowe mogą się protonować w niskich potencjałach). Wprawdzie cząsteczka metioniny zawiera więcej atomów węgla niż cząsteczka cysteiny, ponadto ta pierwsza jest nie tiolem, lecz tioeterem, zatem monowarstwy SAM metioniny będą trudniejsze do otrzymania w porównaniu z cysteiną, a także ich właściwości (np. uporządkowanie) będą gorsze. 

Autorowi nie udało się stwierdzić, aby grupy karboksylowe cząsteczek metioniny ulegały protonowaniu w środowisku kwaśnym (brak pasma (C=O)) czy tworzyły wiązania wodorowe. Jednak postawiono pytanie, czy w środowisku kwaśnym widmo metioniny enancjomerycznej będzie różnić się od widma metioniny racemicznej. 

Eksperymenty wykonywano w dwóch pH: 3 i 13, a ich dobór wynikał z wartości pKa grupy aminowej metioniny (~11), tj. dla pH 13 postać molekularna grupy aminowej metioniny w roztworze jest na pewno ––NH2, zaś dla pH 3 można było założyć, iż ta postać jest –NH3+. Okazało się, że widma SERS metioniny (D/L vs. DL) w pH 13 nie różnią się od siebie, zaś dla pH 3 pojawiają się różnice (D/L vs. DL), które dotyczyły obecności bądź nieobecności pasm 960 cm-1, 1040 cm-1 i 1400/1420 cm-1. Prawdopodobnym powodem tych różnic jest postać grup aminowych (–NH3+), które oddziałują z grupami –COO- sąsiednich cząsteczek metioniny. To oddziaływanie wpływa na ustawienie cząsteczek metioniny na powierzchni Ag, oraz tym samym na obecność (lub absencję) innych pasm.

Podsumowując, zjawisko SERS okazało się być czułe na oddziaływania elektrostatyczne pomiędzy enancjomerami aminokwasów. W rejestrowanych widmach SERS pojawiały się różnice w zależności od tego, czy rozpatrywano mieszaninę enancjomeryczną czy racemiczną. 

