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ABSTRACT

the cooperation of scientists specializing in different fields has given rise to the
integration of previously distinct thematic areas and creation of new multidimen-
sional disciplines as a result. Biochemistry, which has derived from the borderline of
chemistry and biology, can be set as a good example. In this short review an insight
into electrochemical studies, which are currently carried out in the Department of
Microbioanalytics at the Faculty of Chemistry (Warsaw University of Technology),
was presented. Three independent scientific pathways introducing electrochemical
methods for biochemical and bioanalytical purposes can be distinguished among
the ongoing researches.

The first one embraces the design of the so-called electronic tongue - a sys-
tem used for the qualitative and quantitative analysis of liquid samples of complex
composition. In this work, potentiometric sensor arrays were applied to develop
an electronic tongue system enabling the evaluation of the effectiveness of bitter
taste masking of pharmaceuticals. The second scientific pathway involves voltam-
metric studies of the interactions of biologically active peptides with copper(II) ions.
The interest was drawn to clarify and describe the role of $-amyloid and NSFRY
copper(II) complexes, relevant to Alzheimer’s disease occurrence and cardiovascu-
lar system disorder respectively. Finally, boronic acids and their derivatives, exhibit-
ing the affinity for molecules possessing 1,2 or 1,3-diol group in their structure,
were used as selective molecular receptors in the third research project. The studies
include the selection of the optimal method and conditions of the immobilization
process, providing the most favorable receptor layer structure, and the determina-
tion of the performances of constructed electrochemical sensor towards particular
bioanalytes.

Keywords: electrochemistry, electronic tongue, chemometrics, peptide-copper(II)
complexes, boroorganic layers

Stowa kluczowe: elektrochemia, elektroniczny jezyk, chemometria, kompleksy pep-
tyd-jony miedzi(II), warstwy boroorganiczne
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WPROWADZENIE

Zdumiewajaco szybkie tempo rozwoju nauki obserwowane w dzisiejszych
czasach jest wypadkowa zaawansowanego zaplecza naukowo-badawczego, jakim
obecnie dysponujemy, a takze coraz bardziej popularnej i efektywnej wspotpracy
naukowcéw specjalizujacych sie w roznych dziedzinach. W wyniku integracji
dotychczas odrebnych obszaréw tematycznych powstaja nowe wielowymiarowe
dyscypliny. Jako przyklad moze postuzy¢ wywodzaca sie z pogranicza chemii i bio-
logii biochemia, ktéra jako samodzielna dyscyplina naukowa zaistniata na poczatku
XX w.

Istotg biochemii jest zrozumienie, w jaki sposéb budowa danej czasteczki
chemicznej jest powigzana z funkcja pelniong przez nig w organizmach zywych.
Przelozenie zdobytej wiedzy, dotyczacej proceséw biegnacych na poziomie moleku-
larnym na wyzsze plaszczyzny (funkcjonowanie komorek i tkanek, poszczegélnych
organdw i catego organizmu), jest sita napedowa postepu jaki poczyniono w zakre-
sie medycyny, weterynarii, rolnictwa czy biotechnologii. Dynamiczny rozwoéj bio-
chemii mozliwy byt dzigki wprowadzeniu nowoczesnych technik instrumentalnych,
w tym przede wszystkim chromatograficznych i spektrometrycznych. Kazda tech-
nika dostarcza innych informacji o prébce, totez uzasadnione jest prowadzenie
badan wielotorowo. Réwnie wazng technikg pomiarows, ktérg warto mie¢ na uwa-
dze w pracach biochemicznych, jest elektrochemia. W wielu przypadkach wzboga-
cenie spektrum badan o metody potencjometryczne badz tez woltamperometryczne
prowadzi do uzyskania pelniejszej charakterystyki analizowanego uktadu.

W niniejszej pracy przedstawiono przyklady zastosowania metod elektroche-
micznych w badaniach biochemicznych i bioanalityce. Prezentowane wyniki doty-
czg: a) potencjometrycznych matryc czujnikowych, ktére w pofaczeniu z metodami
numerycznymi umozliwiajg automatyczng analize i klasyfikacje probek o zlozonym
skladzie, b) woltamperometrycznych badan oddzialywan biologicznie czynnych
peptydow z jonami miedzi(II), istotnych z punktu widzenia zrozumienia roli tego
typu kompleksow w organizmach zZywych oraz c) boroorganicznych warstw recep-
torowych czulych na wybrane weglowodany, bedacych alternatywg rozwigzan sto-
sowanych w sensorach enzymatycznych.

1. POTENCJOMETRYCZNY ELEKTRONICZNY JEZYK
W ANALIZIE PROBEK FARMACEUTYCZNYCH

Elektroniczny jezyk (ang. Electronic Tongue, ET) to uklad stuzacy do jakosciowej
i ilo$ciowej analizy probek cieczy o skomplikowanym skltadzie. Celem analizy jest
rozroznienie lub klasyfikacja probek np. pod katem oryginalnosci i sposobu przy-
gotowania produktu, zawarto$ci wybranego skladnika lub poziomu zanieczyszczen
[1, 2]. Ze wzgledu na mozliwo$¢ uzycia rdznego typu systemow detekcji (matryc
elektrod potencjometrycznych czy woltamperometrycznych) elektroniczny jezyk
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wykorzystywany jest w wielu dziedzinach - gléwnie do badania prébek spozyw-
czych, farmaceutycznych, klinicznych, srodowiskowych czy biotechnologicznych.
Matryca sensorowa zfozona jest z czujnikéw chemicznych o ograniczonej selek-
tywnosci, ktére nie dostarczajg informacji o skfadzie probki, jak w przypadku kla-
sycznej analizy chemicznej, ale tworzg jej ,,cyfrowy” odcisk palca. Dane pomiarowe
uzyskane z matrycy czujnikowej sg przetwarzane za pomocg metod chemometrycz-
nych. Najczesciej stosowanymi metodami analizy sygnalow sa: Analiza Gtéwnych
Sktadowych (ang. Principal Components Analysis, PCA), Metoda Czastkowych
Najmniejszych Kwadratéw (ang. Partial Least Squares, PLS) oraz sztuczne sieci
neuronowe (ang. Artificial Neural Networks, ANN). PCA umozliwia graficzng pre-
zentacje zaleznos$ci pomiedzy wielowymiarowymi danymi dzieki redukcji najmniej
istotnych zmiennych. Przedstawienie na wykresach 2D lub 3D wartosci pierwszych
dwdch lub trzech gléwnych sktadowych pozwala zaobserwowa¢ podstawowe zalez-
nosci pomigdzy danymi. Metoda PLS, to algorytm regresji najczesciej wykorzysty-
wany do analizy ilo$ciowej, jednakze moze zosta¢ rowniez zastosowana w wariancie
dyskryminacyjnym w analizie jako$ciowej do klasyfikacji probek (ang. Partial Least
Squares — Discriminant Analysis, PLS-DA) [3]. Sieci neuronowe s3 stosowane do
nieliniowego przetwarzania danych z matryc w celu przeprowadzenia analizy jako-
$ciowej jak i ilosciowe;.

Wiele substancji aktywnych farmaceutycznie (ang. Active Pharmaceutical
Ingredients, API) charakteryzuje si¢ smakiem gorzkim. Jest to zjawisko niepoza-
dane, gdyz niekorzystnie wplywa na wyniki farmakoterapii, szczegoélnie u dzieci.
Z tego powodu opracowywanych jest wiele metod maskowania smaku gorzkiego
w produktach farmaceutycznych. Jedna z najczgsciej stosowanych metod jest doda-
wanie cukrow oraz stodzikéw, jednakze ze wzgledu na ich szkodliwos$¢ poszukiwane
sg nowe metody. Czesto leki w postaci stalej powlekane s3 odpowiednim substan-
cjami, ktore tworzg powloke ochronng stanowigcg bariere pomiedzy receptorami
w kubkach smakowych, a gorzka substancja aktywna. Do maskowania smaku sto-
sowane sg rowniez m.in.: mikroenkapsukacja, kompleksowanie substancji aktywnej
czy modyfikacja reologiczna [4]. Nowoczesnym narzedziem stuzacym do analizy
efektywno$ci maskowania smaku farmaceutykow jest ET, ktory dotychczas zostal
zastosowany do: rozrdznienia oryginalnych lekéw oraz ich zamiennikéw [5], oceny
efektywno$ci maskowania smaku gorzkiego substancji aktywnej [6], rozréznienia
probek substancji aktywnych oraz pomocniczych, ktére charakteryzowaly sie zroz-
nicowanym smakiem [7], badania wptywu substancji pomocniczych na obraz che-
miczny API [8]. Wyniki badan otrzymywanych za pomocg elektronicznego jezyka s3
poréwnywane z wynikami uzyskanymi za pomocg metod referencyjnych, np. HPLC
lub z wykorzystaniem panelu ludzkiego (grupy przeszkolonych oséb o okreslonych
predyspozycjach, charakteryzujacych si¢ wysoka wrazliwo$cig sensoryczng). Zaletg
elektronicznego jezyka jest przede wszystkim mozliwos¢ obiektywnej i ilosciowej
charakteryzacji probek farmaceutycznych, a takze mozliwo$¢ automatyzacji pomia-
IOW.
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Na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej opracowano szereg sys-
temow typu elektroniczny jezyk, ktdre z powodzeniem stosowane byly do analizy
probek spozywczych, biotechnologicznych oraz klinicznych. Aktualne prace sku-
piaja sie na zastosowaniu ET do analizy farmaceutykéow. W eksperymentach tych
najczesciej wykorzystywane sg potencjometryczne matryce czujnikowe zawierajace
membranowe elektrody jonoselektywne, dlatego kluczowym etapem tych badan jest
ocena mozliwoéci uzycia wybranych czujnikéw do rozwigzania danego problemu
badawczego (optymalizacja skltadu matrycy czujnikowej). W tym celu wyznaczono
czulos¢ elektrod jonoselektywnych na wybrane sktadniki aktywne (ibuprofen, meta-
mizol sodu, chlorowodorek tramadolu, siarczan pseudoefedryny, walsartan) oraz
wybrane substancje pomocnicze (Eudragit EPO, hypromeloza, karmeloza sodowa,
dodecylosiarczan sodu). Opracowane membrany elektrod (plastyfikowany PVC)
zawieraly jedynie wybrane sole lipofilowe jako sktadniki elektroaktywne, dzigki
czemu skonstruowane sensory mogly by¢ zastosowane do monitorowania szerokiej
gamy substancji obdarzonych tadunkiem. Na podstawie parametréw pracy czujni-
kéw utworzono ,.biblioteke sensoréw potencjometrycznych’, dzieki ktérej budo-
wano matryce czujnikowe dostosowane do konkretnych aplikacji.

Jednym z przykladéw zastosowania ET do analizy probek farmaceutycznych jest
system do badania uwalniania walsartanu (substancji aktywnej) z minitabletek powle-
kanych Eudragitem EPO (Rys. 1). Badano dwa rodzaje minitabletek: bez otoczki oraz
z otoczkg polimerowa. Sygnaly elektrod rejestrowano w ukfadzie stacjonarnym przez
30 minut od momentu umieszczenia tabletek w roztworze. Matryca czujnikowa byta
zfozona z 16 elektrod jonoselektywnych o klasycznej architekturze [6].
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Rysunek 1. Schemat uzyskiwania i analizy danych w elektronicznym jezyku
Figure 1. Scheme of data acquisition and data analysis in the electronic tongue

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze minitabletki niepowlekane
zaraz po umieszczeniu ich w medium ulegaja dezintegracji i uwalniajg substancje
aktywna, czemu towarzysza zmiany sygnalow elektrod. W przypadku minitabletek
powlekanych, rozpad nastepuje wolno, a spadek potencjatu elektrod w czasie jest
nieznaczny. Przeprowadzenie analizy chemometrycznej calo$ciowej odpowiedzi
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matrycy umozliwilo zaobserwowanie znaczgcej zmiany obrazéw chemicznych roz-
tworu juz po 30 s od chwili umieszczenia niepowlekanych minitabletek w roztworze.
Natomiast w przypadku powlekanych minitabletek zauwazono znacznie mniejsze
zmiany obrazéw chemicznych badanych probek, co swiadczylo o wplywie polimeru
powlekajacego na szybkos§¢ uwalniania API a zarazem na maskowanie smaku leku.
Wyniki te potwierdzono za pomocg tradycyjnie stosowanej spektrofotometrycznej
metody referencyjnej.

W przypadku wielu badan wykonywanych za pomocg ET znacznym proble-
menm staje sie objeto$¢ badanej probki (wymagane jest wykonanie wielu powtorzen)
oraz konieczno$¢ przeprowadzenia duzej liczby analiz w krétkim czasie. Technika
ulatwiajaca tego typu zadanie a takze wprowadzajacag mozliwos¢ automatyzacji
procesu pomiarowego jest wstrzykowa analiza przeptywowa (ang. Flow Injection
Analysis, FIA). System typu elektroniczny jezyk pracujacy w trybie FIA zostal takze
opracowany na Politechnice Warszawskiej, a jednym z jego zastosowan byla ocena
efektywno$ci maskowania smaku gorzkiego ibuprofenu za pomocg mikroenkap-
sulacji przeprowadzonej technika suszenia rozpylowego. W eksperymencie tym
poréwnywano obrazy chemiczne probek czystego ibuprofenu, ibuprofenu mikroen-
kapsulowanego za pomocg polimeru Eudragit EPO oraz ibuprofenu mikroenkapsu-
lowanego tym samym polimerem z dodatkiem substancji powierzchniowo czynnej
SLS (dodecylosiarczan sodu). Dodatkowo analizie poddano probki czystego Eudra-
gitu EPO oraz SLS (Rys. 2). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
mikroenkapsulacja substancji aktywnej za pomocg suszenia rozpytowego jest efek-
tywna metoda maskowania smaku. Ponadto, zaobserwowano wptyw SLS na obraz
chemiczny badanych formulacji. Opracowany elektroniczny jezyk sprze¢zony z FIA
charakteryzuje si¢ wysokimi zdolnosciami klasyfikacyjnymi i moze by¢ z powodze-
niem stosowany do badan probek farmaceutycznych [6].
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Rysunek 2. Wykres PLS-DA obrazéw chemicznych prébek otrzymanych za pomoca FIA-ET
Figure 2. PLS-DA plots of chemical images of pharmaceutical samples obtained by FIA-ET
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2. ELEKTROCHEMICZNE BADANIA ODDZIAEYWAN PEPTYDOW
Z JONAMI MIEDZI(II)

Peptydy oraz biatka ze wzgledu na réznorodnos¢ budowy sg molekutami pel-
nigcymi w orgazmach zywych wiele waznych funkgji. Jednym z czynnikéw decy-
dujacych o aktywnosci biologicznej tych zwigzkéw jest zdolnosé do kompleksowa-
nia jonéw metali. W wyniku selektywnego rozpoznawania molekularnego miedzy
wybranym kationem metalu, a peptydowym receptorem dochodzi do utworzenia
kompleksu, ktory moze wywiera¢ zaréwno pozytywny jak i negatywny wplyw na
funkcjonowanie organizméw zywych. W kregu najszerzej badanych oligopeptydow
znajduja sie te, ktore tworza kompleksy z jonami miedzi(II), a ich wystepowanie
najprawdopodobniej wigze si¢ z zapadaniem ludzi na choroby neurodegeneracyjne
mozgu [9]. Przykladem takiego neurotoksycznego peptydu moze by¢ f-amyloid
(AB) powodujacy powstawanie choroby Alzheimera - przewleklego, nieodwracal-
nego zaburzenia funkcjonowania mézgu, w wyniku ktérego dochodzi do stopnio-
wego zaniku pamieci oraz funkeji poznawczych. Af odkiadajac si¢ w przestrzeni
pozakomorkowej mozgu tworzy blaszki starcze powodujace uszkodzenie i zabu-
rzenie pracy neuronéw. Zgodnie z jedng z hipotez procesowi agregacji A sprzyja
wigzanie jonéw miedzi(Il). Ponadto dowiedziono, iz w wyniku redukcji centrum
metalicznego powstaja reaktywne formy tlenu wtérnie uszkadzajace komorki ner-
wowe [10]. Innym szkodliwym peptydem jest a-synukleina, zwiazana z wystepowa-
niem choroby Parkinsona. Podobnie jak w przypadku $-amyloidu, jony miedzi(II)
wplywaja na proces tworzenia fibryl zbudowanych z a-synukleiny przyspieszajac
proces agregacji tego oligopeptydu [11]. W literaturze mozna réwniez odnalez¢
badania nad chelatami peptydy-jony miedzi(II) wplywajagcymi na homeostaze np.
peptydy transportujgce jony miedzi(II) we krwi [12] lub peptydy natriuretyczne,
ktére poprzez wiazanie kationéw miedzi(II) przeciwdzialajg wystepowaniu nadci-
$nienia tetniczego krwi [13,14].

Gléwnymi technikami wykorzystywanymi do badania oddzialywan peptydow
z jonami metali sg techniki spektroskopowe (spektroskopia UV-Vis, CD, NMR,
EPR, spektrofluorymetria, spektrometria mas), potencjometryczne a takze kalo-
rymetria [15]. Metody spektroskopowe dostarczaja informacji na temat struktury
koordynacyjnej powstajacych komplekséw czy tez zmian konformacyjnych biatek,
zachodzacych po zwigzaniu jonéw metalu. Natomiast potencjometria i kaloryme-
tria pozwalajg wyznaczy¢ stale trwalosci takich komplekséw. Rzadko prowadzone
sg badania z wykorzystaniem technik pradowych, pomocnych w opisie wlasciwosci
elektrochemicznych powyzszych ukladéw.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki pomiaréw woltamperometrycznych,
ktorych celem bylo wyznaczenie wlasciwosci elektrochemicznych trzech grup pep-
tydéw wykazujacych powinowactwo do jonéw miedzi(II). Na przebieg i efektyw-
no$¢ procesu tworzenia peptydowych zwigzkéw kompleksowych majg wpltyw m.in.
liczba jednostek aminokwasowych, rodzaj grup donorowych, obecnosci (nie)wigza-
cych fancuchéw bocznych oraz srodowisko reakcji. Dlatego tez w pierwszej kolejno-
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$ci za cel obrano okreslenie charakteru zmian wtasciwosci koordynacyjnych, jakie
pociagaja za sobg nieskomplikowane modyfikacje fancucha peptydowego. Realiza-
cja tego zadania obejmowala badania oddziatywan wybranych homo- oraz hetero-
peptydéw z jonami Cu(Il): GGG, GGGG, GGH, GGHG, gdzie G to glicyna, zas H
histydyna. Wyjatkowo silne powinowactwo do kationéw miedzi(IT) wykazaty oligo-
peptydy posiadajace w trzeciej pozycji histydyne, co jest w pelni zgodne z danymi
literaturowymi [16]. Obecnos$¢ pierscienia imidazolowego umozliwia niemalze
jednoczesne utworzenie trzech pierscieni koordynacyjnych o geometrii ptaskiego
kwadratu, w wyniku czego powstaje struktura 4N (tzn. taka w ktdrej kation Cu(II)
otoczony jest przez 4 atomy azotu) dominujgca w szerokim zakresie pH. Natomiast
w przypadku prostych homopeptydéw, jak GGGG, z uwagi na znaczne rdéznice
w wartosciach stalych deprotonowania poszczegdlnych grup amidowych obserwuje
sie pelne spektrum mozliwych form komplekséw (od IN do 4N). Na przykladzie
tripeptydu GGH przesledzono takze wplyw modyfikacji grupy na C-koncu. Roz-
wazono dwa przypadki: obecnos¢ wolnej grupy karboksylowej (GGH-COOH)
oraz grupy amidowej (GGH-C(O)NH,). Wyrazna odwracalno$¢ odpowiedzi elek-
trochemicznej, wyzsza warto$¢ potencjatu piku utleniania, a takze nizsza warto§¢
pH roztworu odpowiadajgca tworzeniu kompleksu 4N, jednoznacznie wskazuja, iz
efektywniejszym chelatorem jonéw Cu(II) jest GGH-C(O)NH, (Rys. 3). Przyczyna
odmiennego zachowania tripeptydéw, nieznacznie réznigcych si¢ pod wzgledem
strukturalnym, jest zjawisko oksydacyjnej dekarboksylacji GGH(COOH)-Cu(II)
katalizowanej przez GGH(COOH)-Cu(III) generowany w cyklu woltamperome-
trycznym. W wyniku tej reakcji powstaje kompleks, w ktérym zamiast reszty histy-
dyny wystepuje a-hydroksyhistamina oraz uwalniana jest czasteczka CO, [17].

————— GGH-COOH
——GGH-CONH, -~ ™,

T T T T T
05 06 07 08 09 1,0 11
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Rysunek 3. Woltamperogram cykliczny zarejestrowany dla elektrody z wegla szklistego w roztworze zawiera-
jacym kompleks GGH-COOH-Cu(II) (linia przerywana) oraz GGH-C(O)NH,-Cu(II) (linia cig-
gla); 96 mM KNO,, 4 mM HNO,, pH = 7,4, szybkoé¢ zmian potencjatu 0,1 V/s.

Figure 3. Cyclic voltammogram recorded for glassy carbon electrode in the solution of GGH-
COOH-Cu (II) (dashed line) and GGH-C(O)NH,-Cu (II) (solid line) complex; 96 mM KNO
4 mM HNO,, pH = 7,4, scan rate 0,1 V/s

3
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W dalszej kolejnosci podjeto probe wyjasnienia natury oddzialywan jondw
miedzi(I) z f-amyloidem oraz oszacowania wartosci statej tworzenia kompleksu
AB-Cu(Il), co do ktorej dane literaturowe s3 mocno rozbiezne (réznica nawet kilka
rzedow wielkoséci) [18]. Dlatego tez zaproponowano nowe podejscie, wykorzy-
stujace wspotzawodnictwo o jony metalu pomiedzy Af oraz specjalnie zaprojek-
towanymi peptydami, ktérych ,sita” wigzania centrum koordynacji byla zblizona
do stalej trwalosci kompleksu AS-Cu(Il). Jednym z zastosowanych zwigzkéw byt
tripeptyd Ala-Ala-His (AAH), ktéry z zalozenia powinien by¢ silniejszym chelato-
rem kationow miedzi(II) niz neurotoksyczny amyloid. Na Rysunku 4 przedstawiono
rezultaty przykladowego eksperymentu. Najpierw utworzono kompleks AB-Cu(II),
po czym do uktadu wprowadzano AAH. Dowodem na powstanie kompleksu AAH-
-Cu(II) byt jednoczesny zanik sygnatu zwigzanego z redukcjg Ap-Cu(II)/AB-Cu(I)
i pojawienie sie charakterystycznego piku utleniania Cu(II) do Cu(III) wlasciwego
dla struktury AAH-Cu(II). Odebranie jonéw miedzi z kompleksu AB-Cu(Il) przez
AAH $wiadczy o tym, Ze tripeptyd jest silniejszym chelatorem jonéw miedzi(II).

N PR 64 ----AB-Cu
064 AB-Cu , R Ap-
—— AB-Cu-AAH K N —— AB-Cu-AAH

~ B /
"~ 03 e /
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L ;
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~o .- ’
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06 04 02 00 02 04 06 04 02 00 02 04 06 08 1,0
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Rysunek 4.  Woltamperogramy cykliczne ilustrujace wyniki badan wspoétzawodnictwa o kationy miedzi(II)
pomiedzy B-amyloidem a tripeptydem AAH: krzywa zarejestrowana w roztworze po utworze-
niu kompleksu Ap-Cu (linia przerywana) oraz po dodaniu AAH (linia ciagla); bufor 0,05 M
TRIS z 0,1 M NaClIO,, pH = 7,4, szybkoé¢ zmian potencjatu 0,02 V/s. Powyzszy rysunek przed-
stawia woltamperogramy zarejestrowane w takich samych warunkach, ale w réznym zakresie
potencjalow

Figure 4. Cyclic voltammogram presenting the results of competition for copper(II) cations between the
f-amyloid and tripeptide AAH: curve recorded in solution after formation of AB-Cu (dashed line)
and after addition of AAH (solid line); buffer 0,05 M TRIS with 0,1 M NaClO,, pH = 7,4, scan rate
0,02 V/s. The figure above presents voltammograms recorded in the same conditions, but in dif-
ferent potential ranges

Trzeci kierunek badan dotyczyt kompleksowania jonéw miedzi(II) przez
ligandy peptydowe wplywajace na funkcjonowanie ukladu sercowo-naczynio-
wego. Przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. Artrial Natriuretic Factor, ANF)
nalezy do grupy zwigzkow wytwarzanych i wydzielanych przez serce w celu obni-
zenia ci$nienia tetniczego krwi [19]. Jego aktywnos$¢ zwigzana jest z silnym kom-
pleksowaniem jonéw miedzi(II) przez pentapeptyd NSFRY znajdujacy si¢ na jego
C-koncu. Dotychczasowe prace prowadzone w tym zakresie wykorzystywaty gtow-
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nie techniki spektroskopowe i potencjometryczne. Badania elektrochemiczne, ktore
zainicjowano na Wydziale Chemicznym PW dotyczyly poréwnania dwdch kom-
plekséw: NSFRY-Cu(II) i AAAAA-Cu(II). Z uwagi na brak fancuchéw bocznych,
ktore wystepujg w strukturze NSFRY i ktdre istotnie wplywaja na trwaloé¢ chelatu,
pentaalanina stanowila modelowy odno$nik. Na podstawie uzyskanych woltampe-
rogramow ustalono, iz NSFRY jest silniejszym ligandem niz AAAAA, na co wska-
zuje wyzsza warto$¢ potencjalu formalnego dla tego kompleksu (Rys. 5). Wyniki
potwierdzily, Ze pozornie stabe oddzialywania fancuchéw bocznych mogg istotnie
wplywaé na stabilno$¢ tworzonych chelatow.

8

----NSFRY-Cu
—— AAAAMACU
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Rysunek 5. Woltamperogram cykliczny zarejestrowany dla elektrody z wegla szklistego w roztworze zawiera-
jacym kompleks NSFRY-Cu(II) (pH = 9, linia przerywana) oraz AAAAA-Cu(Il) (pH = 11, linia
ciggta); 96 mM KNO,, 4 mM HNO,, szybkos¢ zmian potencjatu 0,1 V/s

Figure 5. Cyclic voltammogram recorded for glassy carbon electrode in the solution of NSFRY-Cu(II)
(pH =9, dashed line) and AAAAA-Cu(Il) (pH = 11, solid line); 96 mM KNO,, 4 mM HNO,, scan
rate 0,1 V/s

3. WARSTWY RECEPTOROWE SENSOROW ELEKTROCHEMICZNYCH
ZAWIERAJACE KWASY BORONOWE

Immobilizacja czasteczek receptora molekularnego na powierzchni elektrod
jest kluczowym etapem w procesie przygotowania sensora elektrochemicznego.
Sposrdéd dostepnych metod na szczegdlng uwage zastuguja dwie: tworzenie samo-
organizujacych si¢ monowarstw oraz elektroosadzanie. Pierwsza z metod wyko-
rzystuje zdolnos$¢ spontanicznego wigzania si¢ okre$lonych grup funkcyjnych ze
stalym podtozem. Najpowszechniej stosowanymi sg monowarstwy tioli powstajace
na powierzchni zlota. Metoda ta pozwala na tworzenie zaréwno warstw jednorod-
nych, jak i mieszanych, sktadajacych sie z dwoch lub wigcej rodzajéw molekut [20].
Druga metoda polega na przeprowadzeniu reakcji elektrochemicznej z udziatem
jednej z grup funkcyjnych immobilizowanej czgsteczki. Produktem tej reakeji jest
kationo- lub anionorodnik, ktéry wiaze sie kowalencyjnie z powierzchnig elektrody.
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Najczesciej metoda ta jest wykorzystywana do redukcyjnej immobilizacji zwigzkow
posiadajacych w swojej strukturze grupe diazows, jednakze mozliwe jest takze osa-
dzanie przez utlenienie grupy aminowej lub karboksylowej [21]. Obydwie metody
umozliwiajg zwigzanie z powierzchnig elektrody zaréwno czasteczek receptordw,
jak i linkerow podlegajacych dalszej modyfikacji.

Kwasy boronowe i ich pochodne posiadaja unikatowa zdolnos¢ do wigzania
czasteczek posiadajacych w swojej strukturze grupe 1,2 lub 1,3-diolowa. W wyniku
takiej reakcji powstaje cykliczny diester [22]. Ponadto, kwasy boronowe jak i ich
diestry, wykazujg wlasciwosci kwasowe Lewisa ze wzgledu na deficyt elektronow
na atomie boru. Szczegdlnie fatwo powstaje wigzanie bor-anion hydroksylowy lub
fluorkowy. W wyniku tworzenia takiego wigzania nastepuje zmiana otoczenia koor-
dynacyjnego atomu boru z elektroobojetnej formy trygonalnej na anionowg — tetra-
gonalng, przy czym wlasciwosci kwasowe diestrow sa silniejsze niz wyj$ciowych
zwigzkow boroorganicznych. Przyjmuje sie takze, ze diestry w formie anionowe;j
charakteryzuja si¢ wyzsza trwaloécig niz w formie elektroobojetnej, jednakze
wlasno$¢ ta jest silnie zalezna od rodzaju diolu i jest trudna do przewidzenia na
podstawie samej budowy czasteczek [23]. O trwato$ci komplekséw zwiazkéw boro-
organicznych z diolami decyduje w gtéwnej mierze struktura molekularna diolu,
kwasowos$¢ atomu boru, otoczenie steryczne, miejsca wigzania diolu oraz inne
czynniki. Najsilniej z kwasami boronowymi i ich pochodnymi wiaza sie zwigzki
zawierajace ugrupowanie katecholowe, takie jak dopamina, endorfina czy czerwien
alizarynowa S. Omawiane zwigzki boroorganiczne tworzg takze stabilne kompleksy
z weglowodanami (w szczegdlno$ci z wystepujacymi w formie piranoz, np. fruk-
toza, ryboza) i z ich pochodnymi (np. rybonukleotydy) oraz poliolami (np. sorbitol)
[24, 25]. Zdolno$¢ do wigzania biologicznie istotnych czgsteczek byta wykorzystana
w licznych pracach dotyczacych zastosowania kwaséw boronowych jako recepto-
réw molekularnych. Wigkszo$¢ z tych opracowan dotyczyla sensoréw z detekejg
optyczng, jednak istniejg doniesienia wskazujgce na mozliwo$¢ uzycia kwasow
boronowych w sensorach elektrochemicznych [26].

Celem prezentowanych prac badawczych bylo opracowanie i optymalizacja
struktury warstw receptorowych sensoréw elektrochemicznych zawierajacych
w swojej strukturze kwasy boronowe i ich pochodne. Czasteczki receptoréw (tiolo-
wych lub aminowych pochodnych kwaséw fenyloboronowych) dowigzywane byly
do powierzchni przetwornikéw (elektrody Au) metodami samoorganizacji, tak aby
zapewni¢ mozliwie prosta, sktadajaca si¢ z niewielu etapéw procedure przygotowa-
nia. W celach poréwnawczych otrzymano szereg monowarstw rézniacych sie pod
wzgledem dlugo$ci immobilizowanych molekul oraz separacjg czasteczek receptora
krotszym alkanotiolem w monowarstwach mieszanych. Otrzymywane warstwy
byty analizowane pod katem zdolnoséci do wigzania dwdch modelowych analitow:
fruktozy oraz anionéw fluorkowych [27]. W prowadzonych badaniach stosowano
elektrochemiczne techniki pomiarowe, takie jak: woltamperometria cykliczna,
woltamperometria fali prostokatnej oraz spektroskopia impedancyjna. Poniewaz
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zaréwno kwasy boronowe, jak i czasteczki badanych analitéw nie posiadaja wlasci-
wosci elektroaktywnych, konieczne byto wprowadzenie do roztworu zewnetrznej
sondy redoks, w tym przypadku byly to jony Fe(CN)./Fe(CN);".Warunki prowa-
dzenia pomiaréw byly dobrane tak, by wigzaniu analitu towarzyszylo gromadzenie
sie ujemnego fadunku na powierzchni elektrod w wyniku zwigzania anionu fluor-
kowego lub, jezeli analitem byta fruktoza, na skutek zwiekszenia kwasowosci atomu
boru po zwigzaniu czasteczki diolu. W takim przypadku nastepowalo zmniejszenie
dostepnosci powierzchni elektrody dla sondy redoks poprzez pojawienia sie dodat-
kowej zawady sterycznej (czasteczka fruktozy) oraz odpychania elektrostatycz-
nego (wiazanie anionu fluorkowego). Efekt taki wplywal bezposrednio na wyniki
pomiaréw woltamperometrycznych oraz impedancyjnych - reakcja zachodzaca na
powierzchni elektrody charakteryzowala si¢ mniejsza odwracalno$cia, obserwo-
wano przy tym spadek wartosci pradu pikow utleniania/redukcji, oraz wzrost oporu
przeniesienia fadunku miedzy sondg redoks a elektrodg (Rys. 6 i 7). Rezultaty badan
wykazaly, ze wielko$¢ tych zmian jest zalezna od stezenia zaréwno fruktozy jak
i anionéw fluorkowych w szerokim zakresie (od 10 uM do 0,01 M). Ponadto stwier-
dzono, ze osadzanie monowarstw o wyzszym stopniu uporzadkowania pozwala na
uzyskanie wiekszej czulosci sensora, jednakze powoduje to obnizenie gérnej granicy
oznaczalnos$ci. Przypuszczalnie dzieje sie tak z powodu zbyt gestego rozmieszcze-
nia czasteczek receptora na powierzchni elektrody. Separacja czasteczek receptora
uzyskana poprzez zastosowanie monowarstw mieszanych pozwolila na polepszenie
tego parametru bez znaczacego spadku czulosci sensora [27].

-02 0,0 02 04 06
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Rysunek 6.  Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla: a) elektrody Au przed modyfikacja, b) elektrody
po dowigzaniu tiolowej pochodnej kwasu fenyloboronowego, ¢) sfunkcjonalizowanej elektrody
w roztworze 10 M fruktozy, d) sfunkcjonalizowanej elektrody w roztworze 10~ M fruktozy.
Pomiary prowadzone byly w roztworze jonéw Fe(CN). ™" o stezeniu 5-10° M

Figure 6. Cyclic voltammograms recorded for: a) Au electrode before modification, b) electrode functiona-
lized with thiolated phenylboronic acid, c) functionalized electrode in 10 M fructose solution,
d) functionalized electrode in 10 M fructose solution. The measurements were carried out in

5-10” M solution of Fe(CN); ™ ions
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Rysunek 7. Widma spektroskopii impedancyjnej zarejestrowane dla: a) elektrody Au po dowigzaniu tiolowej
pochodnej kwasu fenyloboronowego, b) sfunkcjonalizowanej elektrody w roztworze 10 M fruk-
tozy, c) sfunkcjonalizowanej elektrody w roztworze 107 M fruktozy. Pomiary prowadzone byly

w roztworze jonéw Fe(CN)}"* o stezeniu 5-10° M

Figure 7. Electrochemical impedance spectra recorded for: a) Au electrode functionalized with thiolated
phenylboronic acid, b) functionalized electrode in 10" M fructose solution, c) functionalized elec-
trode in 107 M fructose solution. The measurements were carried out in 5-10~° M solution of
Fe(CN); " ions

Dalsze prace prowadzone sg w trzech kierunkach zmierzajacych do: wyelimi-
nowania koniecznosci stosowania zewnetrznej sondy redoks, umozliwienia pracy
sensora w $rodowisku mozliwie bliskiemu fizjologicznemu oraz zwigkszenia selek-
tywnosci warstw receptorowych w stosunku do wybranych analitéw. Realizacja
pierwszego celu prowadzona jest poprzez immobilizacje elektroaktywnych pochod-
nych kwasdéw boronowych, w szczegdlnosci posiadajacych grupe ferrocenows.
Monowarstwy takie otrzymuje si¢ poprzez dzialanie kwasu ferrocenoboronowego
na przygotowane in situ na powierzchni elektrody sole diazoniowe. Pozostale kie-
runki badan realizowane s3 stosujac nowe pochodne zwigzkéw boroorganicznych
takich jak benzooksaborole, ktdre wykazuja wyzsza selektywnos¢ w stosunku do
biologicznie istotnych substancji niz kwasy boronowe oraz charakteryzuja sie wyz-
szg kwasowoscig atomu boru, dzieki czemu mogg by¢ wykorzystywane w srodowi-
sku bliskiemu fizjologicznemu. Do$wiadczenie zdobyte we wczesniejszych etapach
prac pozwala na dobranie odpowiednich metod immobilizacji nowych monowarstw
w zaleznosci od planowanego zastosowania.
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W artykule przedstawiono kierunki prac badawczych obecnie realizowanych

na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej, dotyczacych zastosowania
metod elektrochemicznych w biochemii i bioanalityce. Wyniki prowadzonych
badan wskazaly, ze:

o potencjometryczne matryce czujnikowe moga by¢ skutecznym narzedziem
w analizie efektywnosci maskowania smaku gorzkiego farmaceutykow,

o pomiary pradowe pozwalaja na lepszy opis i zrozumienie oddziatywan
peptydow, istotnych z punktu widzenia wielu proceséw biochemicznych,
z jonami miedzi(II),

o mozliwe jest opracowanie samoorganizujacych sie monowarstw zlozonych
z pochodnych kwasow fenyloboronowych, stanowigcych warstwy recepto-
rowe czujnikow elektrochemicznych.
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