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Wprowadzenie

W wyniku potrzeby kontroli oraz szybkiego i efektywnego re-
agowania na poziom skazenia, w przemysle farmaceutycznym i spo-
zywczym rozwingelo sie wiele nowych metod analitycznych. Potrzeby
ciagtego monitoringu réznych proceséw przemystowych w sposéb
precyzyjny, sprawny a przy tym tani, spowodowaly duzy rozwoj no-
wych technologii opartych na molekularnym drukowaniu polimeréw
(Molecular Imprinting of Polymers — MIP’s). Literatura naukowa wska-
Zuje, ze w ostatnim dziesigcioleciu, szczegélnie rozwineta sig tech-
nologia molekularnego drukowania polimeréw w masie i w cienkich
warstwach [|+3]. Powstaly, z uzyciem tej techniki materiaty senso-
rowe dla ogromnej ilosci zwiazkéw chemicznych i lekéw, ktére sa
zdolne do selektywnej adsorpcji tych molekut. Takie materiaty sen-
sorowe byty w ostatnim |5-leciu przedmiotem badan prowadzonych
w Katedrze Fizyki Molekularnej Politechniki tédzkiej i prezentowane
weczesniej w niniejszym czasopismie [3A, 3B]. Rozwijajaca si¢ dia-
gnostyka medyczna spowodowata réwniez wzrost zainteresowania
molekularnym drukowaniem zwiazkéw biologicznie waznych: biatek
i mikroorganizméw. Ze wzgledu na charakter aplikacyjny materiatow
biosensorowych, wazne jest, aby specyficznie wiazace miejsca byty
tatwo dostepne dla wigkszych obiektéw biologicznych. Takie wtasci-
wosci materiatléw tworzy powierzchniowe molekularne drukowanie
polimerdéw (Surface Molecular Imprinting of Polymers — SMIP’s). Mate-
riaty sensorowe typu SMIP’s w potaczeniu z mikroskopig fluorescen-
cyjna pozwalaja na sledzenie molekut, okreslenie ich stezenia, rozkfa-
du, ale takze na obserwacje przebiegu proceséw, w ktérych molekuty
te uczestnicza. Mikroskopia fluorescencyjna pozwala na obserwacje
przebiegu proceséw w biologicznym materiale w sposéb bezinwazyjny
[4]. Badania takie moga by¢ wykonywane z czufoscia, na jaka pozwalaja
obecnie techniki spektroskopii fluorescencyjnej i z rozdzielczoscia, jaka
zapewnia dobry mikroskop.
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Technologie molekularnego drukowania na powierzchni po-
limeru symbolicznie przedstawia schemat (rys. |). Technologia
ta byta juz wczesniej prezentowana na famach tego miesiecznika
[3]. Wzorcem (rys. |) moze byé atom, jon, molekuta, kompleks,
ale takze wielkoczasteczkowy uktad jak biatko lub mikroorganizm.
Po usunieciu wzorca poprzez ekstrakcje, z otrzymanego usiecio-
wanego polimeru pozostaje w rezultacie puste miejsce, ktére jest
gotowe do zaadsorbowania wtasnie czasteczki wzorca. Preferencje
w adsorpcji czasteczki wzorca w stosunku do innych czasteczek
w srodowisku polimeru wynika z preferencji pod wzgledem roz-
miaru i ksztattu, ale takze, albo przede wszystkim, wynika z roz-
ktadu grup funkcyjnych w modyfikowanym polimerze. Technologia
molekularnego drukowania zapoczatkowana przez Waulffa [5] zna-
lazta zastosowanie migedzy innymi w przemysle farmaceutycznym
do oczyszczania lekéw [I, 6, 7]. Gdy czasteczka farmaceutyku
wystepuje w dwu formach enancjomerycznych, moze sie zdarzy¢,
ze jedna z tych form daje efekt pozytywny (leczy), a druga jest
wrecz szkodliwa dla organizmu, jak miato to miejsce w przypad-
ku talidomidu. Obecnie enancjomery lekéw sa tatwo rozdzielane
z uzyciem MIP-éw [6]. Zdolnos¢ MIP-6w do wysokiej selektywnosci
w wykrywaniu okreslonych czasteczek lub czastek czyni je bardzo
atrakcyjnymi w wielu dziedzinach zycia a technologie modyfiko-
wanej polimeryzacji coraz bardziej popularna. MIP-y moga by¢ tez
przydatne w walce z epidemiami i terroryzmem, bowiem moga
by¢ wykorzystane w czujnikach wykrywajacych chorobotwoércze
drobnoustroje i toksyny obecne w organizmie lub w srodowisku.
Polimery molekularnie drukowane moga przyspiesza¢ opracowy-
wanie nowych lekéw przy stosunkowo niskich kosztach; moga one
pomoéc w oczyszczaniu i rozdzielaniu preparatéow farmaceutycz-
nych za pomocg chromatografii, gdzie faze stata stanowia polimery
w postaci granulatu z molekularnie wdrukowanymi sladami molekut
leku lub potproduktu [I, 6+8]. Inng bardzo wazna dziedzing zasto-
sowania molekularnie drukowanych polimeréw, ktéra rozwija sig
wraz z rozwojem poziomu wiedzy biochemicznej, jest powstawa-
nie nowych testéw diagnostycznych opartych na okresleniu steze-
nia odpowiedniego preparatu lub czastki. Najczesciej sa one tanie
i znacznie przyspieszaja wynik testu.

Molekularne drukowanie wigkszych obiektéw biologicznych, jak
mikroorganizmy i biatka, opiera sie, ze wzgledéw gtéwnie praktycz-
nych, na tworzeniu $ladéw na powierzchni polimeru [9]. Technologie
te pokazywalismy w poprzedniej publikacii [3]. Ten sposéb nanostruk-
turalnej modyfikacji powierzchni polimeru znaczaco zmienia wtasci-
wosci powierzchni polimeru w poréwnaniu do niemodyfikowanej
powierzchni. Nadaje jej wtasciwosci zwiekszonej adhezji w stosunku
do molekut i mikroorganizmoéw, ktére wczesniej byty uzyte w pro-
cesie molekularnego drukowania [10]. Oddziatywania w interfejsie
biologiczno-polimerowym podczas procesu drukowania powoduja,
ze powierzchnia polimeru ma zwiekszong ilo$¢ tzw. specyficznych
miejsc wiazacych. Preparatyka polimeru z uzyciem technologii mole-
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kularnego drukowania na powierzchni polega na wprowadzeniu zna-
nej techniki stempla, jak to przedstawiono [3] dla wdrukowywania
$ladow mikroorganizméw.

Technike stempla zastosowano réwniez w procesie molekularnego
drukowania biatek. W niniejszej pracy skupiono sig na badaniach mole-
kularnego powierzchniowego drukowania biatek z grupy albumin. Za-
stosowano dwa pokrewne biatka: o — laktoalbuming i owoalbumine.

Albuminy s3 biatkami o matej masie czasteczkowej. Dobrze
rozpuszczajg si¢ w wodzie i roztworach soli w zakresie pH od 4
do 8,5. Do tej grupy zalicza sig: albuminy surowicy, a-laktoalbuminy,
owalbuming jaja kurzego oraz albuminy roslinne. Albuminy sa gtéw-
nym sktadnikiem biatek plazmy, wystepujacym w ilosci ok. 60%.
a-laktoalbumina-wystepuje w mleku ssakéw, masa czasteczko-
wa |4 178 Da. Pierwszorzedowa struktura tego biatka jest zgodna
ze strukturami o-laktoalbuminy u innych gatunkéw ssakéw, np. mle-
ka krowiego. Owalbumina, masa czasteczkowa 44 000 Da, zawiera
3,2% weglowodandéw oraz reszte kwasu fosforowego, ktéra przy-
taczona jest do fancucha bocznego seryny. Znaczne roéznice masy
czasteczkowej, a takze rozmiaru o — laktoalbuminy i owoalbuminy,
ale jednoczesnie podobienstwo struktury pierwszorzedowej, zdecy-
dowaly o wyborze tych biatek jako materiatu biologicznego do badan
nad molekularnym drukowaniem powierzchni polimeréw i selektyw-
nosci adsorpcji.

Adsorpcje biatka na powierzchni polimeru: modyfikowanej i nie-
modyfikowanej sledzono z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego fir-
my Nikon Eclipsse 2000U z kamera fluorescencyjna, komputerem oraz
monitorem wraz z odpowiednim programem przetwarzania obrazu.

Znakowanie biatka fluoroforem z zastosowaniem jednoczesnie
technologii molekularnego drukowania polimeréw (MIPs) stwarza
mozliwo$¢ otrzymania chemicznego sensora, ktéry posiada dwie
wazne cechy: i) bezinwazyjnos¢ pomiaru oraz ii) najwazniejsza ce-
che MIPéw — selektywnosé¢ adsorpciji. Biatka znakowano z uzyciem
fluoroforu styrylopirydynowego (dimethylstyrylopiridine) zalecanego
przez katalog ,,Molecular Probes” do znakowania biatka [4]. Fluorofor
ten i jego wlasciwosci fotofizyczne byty takze przedmiotem naszych
badan [I1].

Adsorbowana molekuta biatka oddziatuje z funkcjonalizowana
wneka-obszarem na powierzchni polimeru, utworzona przez dziata-
nie stempla podczas preparatyki SMIPéw. Silne oddziatywania biatka
z polimerem i zwiekszona adhezja powoduja selektywna adsorpcje
na powierzchni sensora polimerowego.

Pod wptywem wzbudzenia $wiattem o odpowiedniej dtugosci fali,
charakterystycznej dla stosowanego znacznika biatka, polimerowy
sensor, umieszczony na stoliku mikroskopu fluorescencyjnego, jest
zrédtem emisji fluorescencii, ktérej intensywnos¢ zalezy od stezenia
zaadsorbowanych na powierzchni polimeru czastek biatka. Sygnat
ten byl rejestrowany i analizowany. W niniejszej pracy przedsta-
wiono wyniki badania proceséw adsorpciji biatka o — laktoalbuminy
oraz owoalbuminy na powierzchni polimeru modyfikowanej przez
zastosowanie molekularnego drukowania z uzyciem owoalbuminy.
Pokazemy badania nad selektywng adsorpcja biatka na powierzchni
sensora polimerowego, posiadajacego miejsca wiazace dzigki istnieniu
specyficznych oddziatywan miedzy biatkiem a powierzchnia polimeru.
Takie specyficzne miejsca wiazace, ktére wytworzono w procesie mo-
lekularnego drukowania, s3 efektywne w oddziatywaniach z biatkiem
bedacym wzorcem.

Przygotowanie mieszanin polimeryzujacych oraz filméw
polimerowych

Matryce polimerowe stanowiace podstawe do dalszych badan
analitycznych wykonane byty na bazie monomeréw TRIM i HEMA,
rozpuszczalnikiem byt THF Jako inicjator polimeryzacji zastosowano
eter etylowy benzoiny. Struktura chemiczna substratéw w procesie
jest przedstawiona w tablicy |.
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Tablica |
Skiadniki mieszaniny polimeryzujacej dla otrzymywania MIP-6w

Nazwa Wzér strukturalny
Monomery
CH, H,
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Wzorzec i analit
o - laktoalbumina 14 176 Da
owalbumina 44 000 Da

W celu otrzymania filmu, opisang powyzej mieszaning w ilosci
ok. 60 um nanoszono na szklane plytki, starajac sig, by uzyska¢ gtad-
ka powierzchnie. Tak wykonang warstwe poddano fotopolimeryzag;ji.
Kopolimeryzacjg inicjowano $wiattem UV o szerokim spektrum z mak-
simum intensywnosci lampy przy 350 nm. Proces odbywat si¢ w wa-
runkach beztlenowych ($rodowisko argonu) przez 20 s.

Przygotowanie stempli biatka

Matryce drukowane byly dwoma biatkami pochodzenia odzwie-
rzecego. W celu wykonania stempli sporzadzono wodne zawiesiny bia-
tek owoalbuminy i a.- laktoalbuminy o stezeniach wagowych 0,03%.
Stemple wykonano z roztworéw o tak niskim stezeniu w celu uzyskania
jednorodnych i jednowarstwowych powierzchni. Powierzchnie matryc
polimerowych nadrukowane owoalbumina, zwfaszcza w zakresie wyz-
szych stezen, wykazywaly niejednorodnos$¢ w swojej strukturze oraz
tendencje do agregacji. Proces przygotowywania stempli biatek zacho-
dzit w temperaturze pokojowej. Na szkietko laboratoryjne wylewano
ok. 200 ul zawiesiny, pozostawiajac w temperaturze pokojowej na
24 h do catkowitego wyschniecia.

Preparatyka polimerowych matryc drukowanych powierzch-
niowo biatkami

Na przygotowane wedfug opisu w poprzednim rozdziale czescio-
wo spolimeryzowane filmy natozono gotowe stemple. Catos¢ pozosta-
wiono na 24 h w temperaturze pokojowej, w srodowisku gazu obojet-
nego-argonu. Po uptywie 24 h biatka wymywano woda. Powierzchnia
polimeru ogladana w mikroskopie optycznym wykazywata pewne,
stabo widoczne zmiany struktury powierzchni. Probki polimeru kon-
trolnego, niedrukowanego wykonano analogicznie, dla takiego samego
skfadu mieszaniny polimeryzujacej, ale bez naktadania stempla. Otrzy-
mywano gtadkie filmy polimerowe, ktére nastepnie poddawano tym
samym procesom ekstrakgji oraz inkubacji.

Badania adsorpc;ji biatka na powierzchni polimerowych ma-
tryc modyfikowanych przez molekularne drukowanie

W celu okreslenia wptywu modyfikacji powierzchni polimeru z za-
stosowaniem molekularnego drukowania na efektywnosé¢ adsorpcji
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biatka na tej powierzchni wykonano szereg eksperymentow ekstrakgji
i adsorpcji na filmach polimeru o powierzchni modyfikowanej jak opi-
sano wczesniej. Zastosowano dwa biatka z grupy albumin: o — laktoal-
buming i owoalbuming, dobrze rozpuszczalne w wodzie, rdzniace sie
rozmiarem: o. — laktoalbumine o masie czasteczkowej 14 178 Da, owo-
albuming o masie czasteczkowej 44 000 Da. Przygotowano wodne
roztwory biafek o stezeniu procentowym 0,03% oraz wodny roztwér
fluorosensora vbDMASP o stezeniu 10M. Przygotowane roztwory
zmieszano ze sobg w stosunku |:1. Tak przygotowany roztwor do in-
kubacji naniesiono na filmy, ktére nastepnie inkubowano 0,5 h.

Badania wydajnosci adsorpcji biatka na powierzchni filmu polime-
rowego przeprowadzono zaréwno dla powierzchni modyfikowanej jak
i niemodyfikowanej. W tym celu badane matryce inkubowano w opisa-
nym wczesniej roztworze z odpowiednim biatkiem, ktérym drukowa-
na byta matryca. Plytke z filmem polimerowym umieszczano nastep-
nie na stoliku mikroskopowym dla wykonania pomiaru intensywnosci
fluorescencji. Mikroskop pracowat w ukfadzie o ustalonych parame-
trach. Pomiar intensywnosci fluorescencji wykonywano co dwie minu-
ty, za kazdym razem lekko sptukujac matryce z nadmiaru roztworu.
Na rysunku 2 przestawiono zalezno$¢ intensywnosci emisji fluorescen-
cji zbieranej z powierzchni filmu 30X 30 um? drukowanego biatkiem
o — laktoalbuming, przy ustalonych ustawieniach mikroskopu.
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Rys. 2. Readsorpcja a- laktoalbuminy na powierzchni polimeru mody-
fikowanej z uzyciem o- laktoalbuminy

Wykres przedstawia zaleznos¢ od czasu inkubacji w obecnosci
tego samego biatka, tj. o — laktoalbuminy.
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Rys. 3. Readsorpcja owalbuminy na powierzchni polimeru modyfiko-
wanej z uzyciem owalbuminy

Podobna zaleznosé¢ przedstawiano na rysunku 3 dla filmu polime-
rowego modyfikowanego przez molekularne drukowanie z uzyciem
owoalbuminy.

Poréwnanie tych dwu zaleznosci wskazuje, ze readsorpcja o —
laktoalbuminy z wodnego roztworu nastepuje po 20 min. natomiast
owoalbuminy po |5 min. jest to maksymalna ilos¢ biatka adsorbowa-
nego z danego srodowiska. Badajac proces ekstrakgji, film polimerowy
po readsorpcji inkubowano w wodzie destylowanej. Na rysunkach 4 i 5
przedstawiono krzywe ekstrakgji biatka w funkcji czasu. Analiza tych
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krzywych wskazuje na zalezno$¢ zaréwno ekstrakgji jak i readsorpgiji
od rodzaju biatka. Ekstrakcja owoalbuminy, biatka o dwukrotnie wigk-
szej masie czasteczkowej, trwa dtuzej anizeli o — laktoalbuminy. Poza
obserwowang zaleznoscia od masy czasteczkowej biatka, nalezy sig
spodziewac wplywu innych czynnikéw uzaleznionych od oddziatywan
biatko-polimer.
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Rys. 4. Ekstrakcja filmu modyfikowanego z uzyciem a- laktoalbuminy

120

100

&0

60 -+

40

Intensywnosc [jedn, wzgl.]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 &0

Czas [min]

Rys. 5. Ekstrakcja polimeru modyfikowanego z uzyciem owoalbuminy

Selektywnos¢ adsorpcji biatka i specyfika miejsc wiazacych

Rysunek 6 przedstawia stupkowy wykres intensywnosci emisji flu-
orescencji otrzymanej z powierzchni polimeru modyfikowanej przez
molekularne drukowanie owoalbuming poddanej inkubagii: kolejno
w obecnosci owoalbuminy i a-laktoalbuminy. Mimo ze a-laktoalbumina
jest znacznie mniejszym biatkiem, jego adsorpcja na powierzchni poli-
meru modyfikowanego owoalbuming jest znacznie stabsza. Intensyw-
nos¢ fluorescencii, ktdra jest miara stezenia zaadsorbowanego biatka,
jest wieksza o 35% dla owoalbuminy anizeli dla a-laktoalbuminy. Trze-
ba wziaé¢ pod uwage, ze struktura pierwszorzedowa obu biafek jest
podobna.
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Rys. 6. Histogram intensywnosci fluorescencji z powierzchni polimeru

modyfikowanej owalbumina po inkubacji w obecnosci: A) owalbuminy,
B) a-laktoalbuminy
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Eksperyment ten powtarzano trzykrotnie, wykonujac po kazdym
procedure ekstrakcji. Z danych intensywnosci przedstawionych za po-
mocg histogramu wynika powtarzalno$¢ wynikéw eksperymentu oraz
trwato$¢ materiatu, co stanowi wielka zalete otrzymanego sensora
polimerowego.

Podsumowanie

Molekularnie drukowane polimery (molecularly imprinted polymers
— MIPs) charakteryzuja si¢ specyfika oddziatywan z biatkiem, ktore
weczesniej sfuzyto jako wzorzec w procesie modyfikacji powierzch-
ni i zwiazang z tymi oddziatywaniami selektywnoscia adsorpcji tego
biatka. Wyniki badan s3 powtarzalne, a materiat otrzymanego sensora
polimerowego trwaty. MIPy s3 tanie w produkgji, poniewaz monomery
funkcyjne wykorzystywane do otrzymywania tworzyw sztucznych nie
sa drogie, a sam proces wytwarzania MIP-6w jest stosunkowo pro-
sty i trwa krétko. Molekularnie drukowane, usieciowane polimery s3
stabilne przez diugi czas. Wytworzony przez nas polimer uzylismy
trzykrotnie, ale wykonane eksperymenty wskazuja, ze takie matryce
polimerowe moga by¢ uzywane wielokrotnie. Przedstawione tutaj ba-
dania wykonano dla biatek z grupy albumin rézniacych sie znacznie
rozmiarem. Préba adsorpcji a- laktoalbuminy na powierzchni matrycy
polimerowej molekularnie drukowanej owoalbuming ktére jest znacz-
nie wigkszym biatkiem takze z grupy albumin, wykazata duzo mniej-
sz3 efektywnos¢ adsorpcji. Swiadczy to o specyfice miejsc wiazacych
na powierzchni polimeru. Niemodyfikowane filmy poddane inkubagiji
w obecnosci biatka wykazuja bardzo niska intensywnos¢ fluorescencii,
a zatem niska adsorpcje w stosunku do obu biatek.
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logia Wydziatu Chemicznego Politechniki todzkiej. Jest uczestnikiem kofa

naukowego Nanotechnologéw przy Politechnice t.édzkiej.

Prof. dr hab. Barbara WANDELT pracuje na Wydziale Chemicznym Po-
litechniki t6dzkiej. Jej obszarem badan naukowych s3 optyczne sensory mo-
lekularne i polimerowe, jest specjalista w zakresie fotofizyki polimeréw oraz
molekularnego drukowania polimeréw. Prof. Barbara Wandelt jest autorem
ponad 70. prac naukowych publikowanych w renomowanych czasopismach,
odbyta wielokrotnie staze naukowe w Wielkiej Brytanii i Kanadzie.
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Duze zainteresowanie podrecznikiem spowodowato zaktualizo-
wanie wydania przeznaczonego przede wszystkim dla studentdw wyz-
szych uczelni. Celem nowszego, siédmego juz wydania, jest rozsze-
rzenie niektdrych zagadnien zwigzanych z podstawami wspéfczesnych
metodach analizy ilosciowej. SzczegdInemu rozszerzaniu ulegty wiado-
mosci o metodzie analitycznej rozpatrywanej pod wzgledem ogdlnym
(podziat, charakterystyka, zastosowanie), jak réowniez szczegétowym
(wybor metody, sprawdzenie, certyfikacja, walidacja, niepewnos¢ la-
boratorium).

W ksiazce omoéwiono zagadnienia ogélnoanalityczne dotyczace
metod chemicznych i instrumentalnych, teorie i praktyke analizy wa-
gowej i miareczkowej oraz metody zageszczania i rozdzielania, w tym
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ekstrakcje i wymiane jonowa. W kazdym rozdziale zamieszczono
podstawy teoretyczne metody, opisy wykonania najczesciej stosowa-
nych ¢éwiczen laboratoryjnych, éwiczenia rachunkowe przeznaczone
do samodzielnego rozwiazywania oraz pytania kontrolne. W siédmym
wydaniu podrecznika opracowano réwniez dwa nowe rozdzialy. Je-
den zawiera charakterystyke rodzaju réwnowag w chemii analitycznej,
aw drugim omowione jest zastosowanie w analizie chemicznej hydro-
lizy nieodwracalnej, ktéra w przeciwienstwie do hydrolizy odwracalnej
nie moze by¢ wyjasniona w oparciu o teorie Bronsteda. Wyniki éwi-
czen rachunkowych podano na koncu ksigzki.

W nowym wydaniu rozszerzono rozdzialy omawiajace analize pro-
cesowa, rodzaje probek pobieranych do analizy chemicznej, ekstrakcyj-
ne metody rozdzielania substancji, a takze dodano rozdziat, w ktérym
przedstawiono kierunki rozwojowe wspotczesnej chemii analitycznej
ze wskazaniem na metody analizy $ladowej, specjacje i analize specja-
cyjna oraz analize srodowiska. Podrecznik jest przeznaczony dla stu-
dentéw wydziatéw chemii, farmacji i medycyny. Moga z niego takze
korzysta¢ uczniowie szkot technicznych o profilu chemicznym. (db)

Prof. dr hab. inz. Andrzej Cyganski jest wybitnym specjalista
w dziedzinie chemii analitycznej, od 1952 r. zwigzanym z Wydziatem
Chemicznym Politechniki tédzkiej. Jest autorem lub wspdtautorem
ok. 120 prac badawczych i in. Tematyka jego badan to: analiza termicz-
na i termiczne metody analityczne, spektrofotometria absorpcyjna cza-
steczkowa, analiza $ladowa. (db)
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