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1. Imi¢ i Nazwisko: Mariusz Pietrzak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytutu rozprawy doktorskie;j.

- (1998 - 2003) studia magisterskie; praca magisterska pt.: Synteza metaloorganicznych
katalizatorow polimeryzacji w reakcjach bemitu ze zwigzkami glinoorganicznymi, obrona 9
lipca 2003, Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej

- (2003 - 2008) studia doktoranckie; praca doktorska pt.: Badania wybranych metaloporfiryn
jako jonoforow membran do detekcji potencjometrycznej i optycznej, obrona 14 stycznia
2008, Wydziat Chemiczny Politechniki Warszawskiej

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.
- styczen 2008 — kwiecien 2009, research fellow, University of Michigan, USA
- maj 2009 — obecnie, adiunkt, Politechnika Warszawska, Wydziat Chemiczny

4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

Jednotematyczny cykl publikacji pt.:
Porfirynoidy i ich kompleksy - nowe koncepcje i zastosowania analityczne

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

D4 - jako autor korespondencyjny

[H1] Gérski L., Mroczkiewicz M., Pietrzak M., Malinowska E., Complexes of tetra-tert-
butyl-tetraazaporphine with Al(IIl) and Zr(IV) cations as fluoride selective ionophores,
Analytica Chimica Acta 633 (2009) 181

Mo¢j wkiad w powstawanie tej pracy polegal na wspoétudziale w tworzeniu koncepcji catej
pracy, syntezie oraz oczyszczeniu badanych zwigzkéw, przeprowadzeniu wstepnych analiz
oraz przygotowaniu czesci tekstu manuskryptu.

Moj wktad okreslam na 30%.
IF2000= 3,757; CI=5
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[H2] Pietrzak M., Meyerhoff M. E., Polymeric membrane electrodes with high nitrite
selectivity based on rhodium(lll) porphyrins and salophens as ionophores, Analytical
Chemistry 81 (2009) 3637

Moj wktad w powstawanie tej pracy polegat na wspdtudziale w tworzeniu koncepcji pracy,
syntezie oraz oczyszczeniu badanych zwigzkow, zaplanowaniu oraz realizacji
eksperymentdéw oraz przygotowaniu tekstu manuskryptu.

Moj wktad okreslam na 80%b.
IF2000= 5,214; CI=18

[H3] Pietrzak M. DK, Bala A., Mroczkiewicz M., Malinowska E., Application of
metallocomplexes as ionophores in various polymer matrices, Procedia Engineering 47
(2012) 672

Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
eksperymentu, przeprowadzeniu cze$ci pomiaréw, opracowaniu wynikoOw, przygotowaniu
tekstu manuskryptu oraz korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 60%b.
SJR2012=0,191; CI=0

[H4] Pietrzak M. DX, Mroczkiewicz M., Malinowska E., Application of F-Selective
lonophores in Carboxylated or Aminated Poly(Vinyl Chloride)-Based Membranes of lon
Selective Electrodes, Electroanalysis 24 (2012) 173

Moj udzial w tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy, przygotowaniu planu
eksperymentu, syntezie oraz oczyszczeniu badanych zwigzkéw, przeprowadzeniu wigkszo$ci
pomiaréw, opracowaniu wynikow, przygotowaniu tekstu manuskryptu oraz korespondencji z
edytorem.

Moj wktad okreslam na 70%o.
IF2012= 2,817; CI=3

[H5] Bala A., Pietrzak M. DX, Zajda J., Malinowska E., Further Studies on Application of
Al(111)-tetraazaporphine in Membrane-Based Electrochemical Sensors for Determination of
Fluoride, Sensors and Actuators B: Chemical 207 (2015) 1004

Moj udziat w tej pracy polegal na stworzeniu koncepcji pracy, syntezie oraz oczyszczeniu
badanego zwiazku, przygotowaniu planu eksperymentu, przeprowadzeniu cze$ci pomiarow,
opracowaniu wynikdéw, przygotowaniu wigkszosci tekstu manuskryptu oraz korespondencji z
edytorem.

Moj wktad okreslam na 60%b.
IF2015= 4,758; Cl=4

[H6] Matusevich A., Pietrzak M. DX, Malinowska E., Miniaturized F-Selective All-Solid-
State Potentiometric Sensors with Conductive Polymer as an Intermediate Layer, Sensors and
Actuators B: Chemical 168 (2012) 62

Moj udziat w tej pracy polegal na wiodacym udziale w stworzeniu koncepcji pracy, syntezie
oraz oczyszczeniu jednego z badanych zwigzkow, przygotowaniu planu eksperymentu,
opracowaniu otrzymanych wynikéw, przygotowaniu czg¢$ci manuskryptu 1 jego ostatecznej
korekcie oraz korespondencji z edytorem.



dr inz. Mariusz Pietrzak Autoreferat PL

Moj wktad okreslam na 55%.
IF2012= 3,535; Cl=4

[H7] Gorski L., Matusevich A., Pietrzak M., Wang L., Meyerhoff M.E., Malinowska E.,
Influence of inner transducer properties on EMF response and stability of solid-contact
anion-selective membrane electrodes based on metalloporphyrin ionophores, Journal of Solid
State Electrochemistry 13 (2009) 157

Moj wktad w powstawanie tej pracy polegal na: wspotudziale w tworzeniu koncepcji catej
pracy, syntezie oraz oczyszczeniu badanego jonoforu oraz przygotowaniu czgsci tekstu
manuskryptu.

Moj wktad okreslam na 20%.
IF2000= 1,821; CI=13

[H8] Gorski L., Mroczkiewicz M., Pietrzak M., Malinowska E., Metalloporphyrin-based
acetate-selective electrodes as detectors for enzymatic acetylcholine determination in flow-
injection analysis system, Analytica Chimica Acta 644 (2009) 30

Moj udziat w tej pracy polegal na wspottworzeniu koncepcji pracy, sSyntezie oraz
oczyszczeniu jednego z badanych zwigzkow oraz przygotowaniu czgsci tekstu manuskryptu.

Moj wktad okreslam na 25%.
IF2000= 3,757; CI=8

[H9] Mroczkiewicz M., Pietrzak M. I, Gorski L., Malinowska E., Optical acetylcholine
sensor based on free base porphyrin as a chromoionophore, Analyst 135 (2011) 3770

Moj wklad w powstawanie tej pracy polegat na wspotudziale w tworzeniu koncepcji pracy,
zaplanowaniu cze$ci eksperymentow oraz interpretacji ich wynikoéw, korekcie tekstu
manuskryptu i korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 55%.
IF2011= 4,230; CI=2

[H10] Konopinska K., Pietrzak M. D<, Malinowska E., Manganese Porphyrins - Studies on
Their Potential Use for Protein Labeling, Microchemical Journal 115 (2014) 1

Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegal na wiodagcym udziale w tworzeniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu wigkszo$ci eksperymentow oraz wspolinterpretacji ich wynikow,
korekcie tekstu manuskryptu i korespondencji z edytorem.

Mo¢j wkiad okreslam na 60%.
IF2014= 2,746; Cl=2

[H11] Konopinska K., Pietrzak M. D<, Malinowska E., Studies on Potential Use of Tin(IV)
Porphyrin in a Role of Proteins' Label, Analytical Biochemistry 470 (2015) 41

Mo¢j wktad w powstawanie tej pracy polegatl na wiodagcym udziale w tworzeniu koncepcji
pracy, syntezie oraz oczyszczeniu badanego zwigzku, zaplanowaniu wigkszosci
eksperymentdw oraz wspolinterpretacji ich wynikéw, korekcie tekstu manuskryptu i
korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 50%o.
IF2015= 2,243; Cl=1
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[H12] Konopinska K., Pietrzak M. P<, Mazur R., Malinowska E., Tetraphenylporphyrin as
a protein label for triple detection analytical systems, Heliyon 1 (2015) e00053

Moj wkiad w powstawanie tej pracy polegal na wiodacym udziale w tworzeniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu wigkszo$ci eksperymentdw oraz wspoélinterpretacji ich wynikow,
korekcie tekstu manuskryptu i korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 50%.
SJR2015=0,173; CI=0

[H13] Konopinska K., Pietrzak M. D<, Mazur R., Malinowska E., Analytical
characterization of 1gG — cTpp and IgG — Mn-cTpp conjugates, Journal of Porphyrins and
Phtalocyanines 19 (2015) 1177

Moj wkitad w powstawanie tej pracy polegal na wiodacym udziale w tworzeniu koncepcji
pracy, syntezie oraz oczyszczeniu jednego z badanych zwigzkéw, zaplanowaniu wigkszosci
eksperymentdéw, przeprowadzeniu cze$ci z nich oraz wspodtinterpretacji ich wynikow,
korekcie tekstu manuskryptu i korespondencji z edytorem.

Moj wktad okreslam na 50%o.
IF2015= 1,087; CI=0

[H14] Pietrzak M. D4, Porphyrins and metalloporphyrins in electroanalytical chemistry,
Advances in Chemistry Research. Volume 36, Nova Science Publishers, USA (2017) 95 -
152

Moj wkiad polegal na przygotowaniu i napisaniu catego rozdziatu przegladowego.
Moj wktad to 100%

Sumaryczny IF jednotematycznego cyklu publikacji wchodzacego w sklad rozprawy
habilitacyjnej wedlug listy Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem opublikowania:

35,965. W 10 pracach z tego cyklu jestem autorem korespondencyjnym.

€) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnigtych wynikow wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Porfiryny (porfiny) oraz inne porfirynoidy takie jak ftalocyjaniny i tetraazaporfiny
(porfirazyny) oraz ich kompleksy z metalami cieszg si¢ nieustajgcym zainteresowaniem
naukowcow od wielu lat (Rys. 1). Pragnienie zrozumienia biologicznej roli porfiryn 1 ich
kompleksow, jak rowniez modelowanie proceséw fizjologicznych motywowato badaczy do
rozwoju metod analizy tych zwigzkow, a takze doprowadzito do opracowania szeregu metod
syntezy prostych porfiryn i innych porfirynoidow, oraz ich bardziej skomplikowanych
pochodnych. Poglebianie wiedzy na temat tej grupy zwiazkoéw przyczynito si¢ do ich coraz

szerszego zastosowania w wielu dziedzinach nauki tj. chemii, fizyce, medycynie, optyce i
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innych, tym bardziej, ze charakteryzuja si¢ one wysoka trwatoscig chemiczng oraz termiczna,
na co wskazujg liczne dane literaturowe. Ciekawe wlasciwosci optyczne, zdolno$¢ do
oddziatywania z kationami 1 tworzenia z nimi trwatych kompleksow, a w formie
metaloporfirynoidow (w zaleznosci od skompleksowanego jonu metalu) mozliwosé
kompleksowania anionow oraz czasteczek nienatadowanych, jak rowniez cenne wlasciwosci
katalityczne metaloporfirynoidow spowodowaty ich szerokie wykorzystanie w naukach

chemicznych. Baza Scopus® (www.scopus.com) indeksuje prawie 61 tys. prac, w ktorych

hasto porphyrin pojawia si¢ w tytule, abstrakcie lub stowach kluczowych, z czego ponad
potowa prac dotyczy nauk chemicznych, a ponad 17 tys. biochemii. Pomimo tak duzego
zainteresowania wykorzystaniem porfiryn i metaloporfiryn, moim zdaniem w zwigzkach tych
ciggle drzemie duzy potencjat, nad ktérym postanowitem si¢ pochyli¢ w ramach badan do
mojej habilitacji. Niewatpliwym dowodem aktualnosci i atrakcyjnoséci moich badan moze by¢
przyznana w tym miesigcu nagroda FNP 2017, ktora otrzymal prof. Daniel Gryko za swoje

prace dotyczace wlasnie zwiazkdéw z grupy porfirynoidow.
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Rysunek 1. Liczba publikacji na temat porfiryn (wystgpowanie hasta porphyrin w tytule, abstrakcie lub
stowach kluczowych artykutéw) indeksowanych w bazie Scopus® od roku 1920.

Celem moich badan, ktérych wyniki zaprezentowatem w cyklu prac wchodzacych w sklad
rozprawy habilitacyjnej pt. Porfirynoidy i ich kompleksy - nowe koncepcje i zastosowania
analityczne, byto zaproponowanie nowych, nieopisanych wczesniej zastosowan dla
metaloporfirynoidow oraz opracowanie nowych metod analitycznych wykorzystujacych

zwiazki z tej grupy.


http://www.scopus.com/
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Prace badawcze dotyczace opracowywania nowych sensoréw chemicznych i
biosensoréw, jak i udoskonalania tych istniejacych prowadzone sa w wielu osrodkach
naukowych na calym $wiecie. Zaliczy¢ nalezy do nich niewatpliwie poszukiwanie nowych
syntetycznych receptorow np. jonoforéw, szczegodlnie tych umozliwiajacych oznaczanie
anionow, ktore sg analitami bardziej wymagajgcymi niz kationy. Badania takie lezagce w
obszarze zainteresowan zaréwno chemikow syntetykow, jak i analitykow, od okoto 20 lat
koncentrujg si¢ rowniez na wykorzystaniu komplekséw porfirynoidow, ktére dzieki swoim
unikalnym wiasciwosciom doskonale sprawdzaja si¢ w tej roli. Wpisujac si¢ w ten trend,
bratem aktywny udzial w opracowaniu i syntezie nowych jonoforow selektywnych na
hydrofilowe aniony fluorkowe i azotanowe(lll).

Elektrody jonoselektywne z membranami ciektymi (polimerowymi) sg jednym z
czesciej wykorzystanych narzedzi analitycznych w przypadku oznaczania jonow. Zwigzane
jest to ze stosunkowo niskg ceng takich elektrod, prostota przeprowadzania analiz oraz
dostepnoscia nieskomplikowanych urzadzen do pomiaru sity elektromotorycznej. Jednakze
oznaczanie aniondéw hydrofilowych przy uzyciu potencjometrii zawsze stanowito dla
analitykow wyzwanie ze wzgledu na niekorzystne wspdtczynniki podziatu takich jonow
pomiedzy fazg organiczng membrany jonoselektywnej a faze wodng, zwigzane z wysoka
energig hydratacji jonéw hydrofilowych (AHnys dla F~ oraz NO2™ wynosi odpowiednio -515
oraz -412 kJ-mol ). Aby moc z powodzeniem oznaczy¢ te jony wykorzystujac elektrody z
membranami polimerowymi, niezbedne jest opracowanie jonoforu, ktory selektywnie i silnie
z nimi oddzialuje. Jak juz wspomniano wcze$niej, porfirynoidy po trwalym
skompleksowaniu kationu daja mozliwo$¢ oddziatywania z anionami. Zatem $wiadomy
wybor struktury porfirynoidu oraz kationu, ktory jest skompleksowany w jego strukturze
pozwala oczekiwac, ze otrzymany zwigzek bedzie spetniat wymagania stawiane jonoforom
tzn. bedzie odpowiednio lipofilowy - stabilny w fazie membrany polimerowej oraz bedzie
selektywnie oddziatywat z wybranym analitem. Kierujac si¢ ta wiedzg zaprojektowatem oraz
zsyntezowatem nowe jonofory do oznaczania fluorkéw 1 azotanow(I1I).

Sposrad tych pierwszych szczegolnie uzytecznym okazata si¢ tetraazaporfina glinowa
podstawiona grupami tert-butylowymi (AI-TAP) przedstawiona na rysunku 2a [H1]. W celu
zbadania mechanizmu dziatania jonoforu przygotowanych zostal szereg membran r6znigcych
si¢ rodzajem uzytego plastyfikatora oraz rodzajem 1 iloscig dodatkow jonowych. Co wazne
jonofor ten, w zaleznosci od dodatkéw jonowych obecnych w membranie z PCW 1 sposobu
kondycjonowania membrany przed pomiarami, zdolny jest do dziatania wedlug mechanizmu

nos$nika oboje¢tnego lub obdarzonego ladunkiem. Jednakze najlepsze parametry pracy
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wykazywaly elektrody z membranami z dodatkiem soli anionowej plastyfikowane
sebacynianem dioktylu - DOS, w przypadku ktorych jonofor ten dziala jako nos$nik
naladowany. Elektrody z takimi membranami charakteryzowaty si¢ najlepsza w momencie
opublikowania (2009) selektywnoscig na jony fluorkowe w stosunku do lipofilowych
chloranow(VII) (logKrcios =-2,9) i tiocyjanianéw (logKrscn =-3,6) oraz szeregu innych
anionow 1 wedlug mojej aktualnej wiedzy jest to ciagle najlepszy opisany jonofor na fluorki.
Ponadto elektrody z membrang PCW/DOS/AI-TAP i dodatkiem 20% molowych
tetrafenyloboranow (TFPB") wzgledem jonoforu charakteryzowaty si¢ teoretycznym
nachyleniem (nie obserwowano powstania niepozadanych w przypadku pomiaréw
potencjometrycznych dimerow), krotkim czasem odpowiedzi i stosunkowo szerokim
zakresem odpowiedzi prostoliniowej (niewiele ustepujac krystalicznej elektrodzie
fluorkowej) w pH 3,0. Elektroda taka zostata z powodzeniem wykorzystana do oznaczenia

fluorkow w preparacie farmaceutycznym.

A cr o

Rysunek 2. Struktura Al-TAP (a) oraz Rh-tBTPP (b).

Do oznaczania azotan6w(IIl) zaproponowalem zastosowanie kompleksow rodu(III),
ktore nigdy wczesniej nie byty stosowane w tym celu [H2]. W pierwszym etapie pracy
przygotowatlem 1 badalem membrany z PCW zawierajace kompleks rodu z
tetrafenyloporfiryna, jednakze niezaleznie od uzytego plastyfikatora zwigzek ten ulegat
szybkiej krystalizacji w fazie membrany, w zwiazku z czym byt stabo uzyteczny jako

jonofor. Problemy z rozpuszczalnoscia Rh-TPP w fazie membrany, sktonity mnie do
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poszukiwania innych komplekséow rodu, ktére moglyby by¢ zastosowane jako jonofory.
Posrod zsyntezowanych i1 przebadanych jonoforow najlepsza charakterystyka cechowat sie
rodowy kompleks pochodnej tetrafenyloporfiryny - Rh-tBTPP przedstawiony na rysunku 2b.
Nalezy podkreslic, ze kompleksy rodu moga dziala¢ wedlug mechanizmu nos$nika
natadowanego lub obojetnego, w przeciwienstwie do gtownie wykorzystywanych w tym celu
porfirynoidéow kobaltowych, ktore ze wzgledu na nieodwracalne oddzialywanie pierwszego
skompleksowanego anionu azotanowego(Ill) z jonem kobaltu w kompleksie, dziata¢ moga
tylko jako nosniki obojetne. Niestety pomimo szeregu korzystnych parametréw pracy
elektrod z membranami z plastyfikowanego PCW z dodatkiem Rh-tBTPP tj. selektywnosci,
granicy wykrywalnos$ci czy czasu zycia, charakteryzowaly si¢ one rodwniez stosunkowo
dlugim czasem odpowiedzi i jak udowodnitem, nie bylo to zwigzane z dimeryzacja tego
jonoforu w fazie membrany. Moje obserwacje wskazywaly raczej na wolng kinetyke
oddziatywania analit-jonofor. W celu skrécenia czasu odpowiedzi zaproponowatem dodatek
karboksylowanego poli(chlorku winylu) — kPCW (handlowo dostepny PCW zawierajacy
cz¢$¢ merow modyfikowanych grupa karboksylowa, ~1,8% wagowo), ktory zwigksza
hydrofilowo$¢ membrany i moze dziata¢ jako dodatek o charakterze anionowym, co stato si¢
gldownym tematem moich dalszych prac badawczych dotyczacych zastosowania jonoforow z
grupy metaloporfirynoidow. Elektrody z membranami zawierajacymi kPCW zamiast
typowych dodatkéw jonowych charakteryzowatly si¢ znacznie kroétszym czasem odpowiedzi i
ponadto doskonalg selektywnoscig na azotany(Ill) wzgledem typowych interferentow takich
jak tiocyjaniany, salicylany czy chlorany(VII). Wyznaczone wspotczynniki selektywnosci
wzgledem tych jonow w pH 4,5 wynosity odpowiednio logKno2scn =-1,6; logKno2,sal =-2,4;
a logKnozcios =-2,5. Granica wykrywalnosci w pH 4,5 wynosita 9-10° M, a nachylenie
krzywej kalibracji bylo bliskie teoretycznemu. Uzyteczno$¢ opracowanych elektrod
udowodnitem przeprowadzajac oznaczenia azotanow(IIl) w probkach trzech wedlin. Nalezy
podkresli¢, ze w momencie opublikowania pracy dotyczacej kompleksow rodu jako
jonoforow Rh-tBTPP byl najlepszym opisanym jonoforem selektywnym na azotany(Ill) i
wedlug mojej wiedzy taki stan utrzymuje si¢ do dnia dzisiejszego. Ponadto opracowane przez
mnie jonofory staly si¢ réwniez podstawa opracowania sensordw optycznych do oznaczania
azotan6w(IIl) 1 monotlenku azotu, ktére badano w grupie prof. Meyerhoffa, w ktorej
odbytem staz podoktorski, ale po moim wyjezdzie.

Sukces w zastosowaniu karboksylowanego poli(chlorku winylu) do optymalizacji
skladu membran jonoselektywnych zawierajacych Rh-tBTPP sktonit mnie do zbadania

mozliwo$ci zastosowania tego polimeru, jak réwniez aminowanego poli(chlorku winylu) -
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aPCW wraz z innymi jonoforami z grupy metaloporfirynoidéw [H3]. W warunkach pomiaru
kPCW moze pehi¢ funkcj¢ dodatkoéw anionowych, podczas gdy aPCW mozna zastosowac
jako dodatek o charakterze kationowym. W ramach przeprowadzonych badan postanowitem
zbada¢ opisane juz w literaturze w mniejszym lub wigkszym stopniu jonofory
anionoselektywne. Byly to kompleksy porfiryn lub tetrazaporfin z jonami AIl(III), Zr(IV),
Ga(lll) (wszystkie opisane jako jonofory selektywne na fluorki), In(111) (znane jako jonofory
selektywne na chlorki), Mn(lll) (opisane jako jonofory selektywne przede wszystkim na
chlorki i tiocyjaniany), Cr(lI), Sn(1V) (opisane jako jonofory selektywne na salicylany) oraz
Ni(Il) (opisany jako jonofor na tiocyjaniany). W przypadku zastosowania membran z aPCW
(a PCW otrzymany przeze mnie, w wyniku analiz okre$lono, ze jest to PCW z ~1,7% merow
zawierajacych pierwszorzedowa oraz drugorzedowa grupe aminow3d) praktycznie wszystkie
badane elektrody oprocz tej z membrang zawierajacg Ni-TPP wykazywaly selektywno$¢
inng, niz ta wynikajagca z szeregu Hofmeistera. Dodatkowo wykazatem, ze selektywno$¢
takich membran mozna poprawi¢ (ograniczajac odpowiedz na aniony lipofilowe) poprzez
dodatek typowej soli o charakterze anionowym. W przypadku gdy do przygotowania
membran zastosowano KPCW tylko nieliczne jonofory wykazywaly zdolnos¢ do
kompleksowania aniondéw obecnych w probce, co objawialo si¢ jako anionowa odpowiedz
elektrod z takimi membranami. Do tych jonoforéw nalezatly oba przebadane kompleksy
glinu: AI-TAP oraz AI-tBTPP, porfiryna manganowa: Mn-TPP oraz porfiryna chromowa Cr-
OEP. W przypadku pozostatych jonoforow: Ga-TPP, Zr-tBTPP, In-OEP oraz Sn-TPP nie
obserwowano satysfakcjonujacej odpowiedzi potencjometrycznej na aniony. W przypadku
elektrod z membranami z karboksylowanego poli(chlorku winylu) zawierajacymi
wymienione jonofory, w czasie kalibracji, gdy osiggano wysokie stezenia soli (stosowano
sole sodowe) obserwowano jedynie odpowiedZz o charakterze kationowym. Wskazuje to
jednoznacznie na zablokowanie dziatania zastosowanych jonoforow 1 z duzym
prawdopodobienstwem jest skutkiem silnego oddziatywania anionow karboksylanowych z
centrami metalicznymi tych porfiryn, co uniemozliwia ich oddzialywanie z anionami
obecnymi w probkach. Co ciekawe zamiana PCW na kPCW w przypadku Mn-TPP oraz Cr-
OEP nie przyniosta praktycznie zadnych zmian w parametrach pracy elektrod z takimi
membranami, duze zmiany zaobserwowano jednak w przypadku AI-TAP oraz Al-tBTPP,
czemu w duzej mierze poswiecitem kolejng prace [H4]. W pracy tej doktadniej zbadatem
wpltyw uzytego wczesniej aPCW 1 kPCW o roznej zawartosci grup karboksylowych na
parametry pracy elektrod z membranami zawierajacymi Zr-tBTPP, AI-tBTPP i Al-TAP.

Szczegdlnie ciekawe rezultaty otrzymatem w wyniku badan nad kompleksami glinu. Badania
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poréwnawcze pomigdzy elektrodami z Al-tBTPP i Al-TAP wskazaly przewage tego drugiego
jonoforu, gdyz w przypadku uzycia membran z kPCW lub tez mieszaniny PCW z kPCW w
stosunku 3:1 elektrody z membranami zawierajacymi Al-TAP charakteryzowaty si¢ lepszymi
parametrami pracy tj. granica wykrywalnosci i selektywnoscia wzgledem anionow
lipofilowych, przy podobnych teoretycznych nachyleniach krzywych Kkalibracji, co
zilustrowane jest w tabeli 2 w tym artykule [H4]. W przypadku elektrody z membrang o
sktadzie kPCW/DOS/AI-TAP parametry te wynosity odpowiednio 5-10° M F", logKgscn =-
2,2; a logKrcios =-2,7. Jednakze selektywnos$¢ otrzymanych elektrod ciggle odbiegata od
selektywnoS$ci opisanej w pierwszej pracy poswieconej Al-TAP, gdzie jako dodatek jonowy
zastosowano sole tetrafenyloboranowe [H1]. Aby polepszy¢ selektywnos¢ membran z
tetraazaporfing glinowa, kPCW zastgpiono polimerem o wickszej zawartosci grup
karboksylowych (k*PCW, ~5 wag.% grup karboksylowych). Elektrody z membranami o
sktadzie k*PCW/DOS/AI-TAP charakteryzowaly si¢ dokladnie taka samg granica
wykrywalnosci jak te z membranami kPCW/DOS/AI-TAP, jednakze byly bardziej
selektywne na jony fluorkowe: logKrscn =-2,9; a logKrcios =-3,1, osiggajac parametry
zblizone do elektrod z membranami zawierajacymi dodatki w postaci soli
tetrafenyloboranowej. Wspotczynniki selektywnosci elektrod z membranami Al-TAP oraz
Al-tBTPP oraz nachylenia krzywych kalibracji dla tych elektrod zostaty przedstawione na
rysunku 3.
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Rysunek 3. Wspotczynniki selektywnosci elektrod z membranami Al-TAP oraz Al-tBTPP oraz nachylenia
krzywych kalibracji na jony fluorkowe w pH 3,0.

Opracowanie elektrod selektywnych na fluorki z membranami zawierajagcymi Al-TAP
o zoptymalizowanym w powyzszych pracach skladzie stanowi duzy wklad w rozwoj
potencjometrii i metod oznaczania aniondéw hydrofilowych. Jednakze z mojego punktu
widzenia do osiggnigcia pelniejszego sukcesu pozostawata jeszcze kwestia nie do konca
satysfakcjonujacej granicy wykrywalnosci wynoszacej ~5-10% M F. W zwigzku z tym
faktem postanowitem podja¢ proby obnizenia tej wartosci stosujac trzy rozne podejécia [H5].
Po pierwsze postanowitem doktadniej przyjrze¢ si¢ wptywowi sktadu membrany rozszerzajac
wczesniejsze badania o kolejny karboksylowany PCW o jeszcze wigkszej zawartosci grup
karboksylowych (k**PCW, 10 wag.% grup karboskylowych) i inne, nie testowane wcze$niej
plastyfikatory, w tym wysoce polarny eter 2-fluorofenylo-2-nitrofenylowy (2-FPNPE).
Adaptujac  warunki pomiarowe z wczesniej opublikowanych prac (bufor glicynowo-
fosforanowy o pH 3,0) do przeprowadzanych eksperymentow okazato si¢, iz zaden z nowo
testowanych sktadow membran selektywnych na fluorki nie gwarantuje obnizenia granicy

wykrywalno$ci. Majac na uwadze pKa kwasu fluorowodorowego oraz jego lotno$¢, a takze
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fakt, ze anionem, ktory jest gléwnym interferentem w przypadku oznaczania fluorkéw przy
uzyciu elektrod z polimerowymi membranami jonoselektywnymi zawierajacymi
metaloporfirynoidy jest jon OH", postanowitem sprawdzi¢ czy niewielkie obnizenie pH jest w
stanie wplyna¢ na granice wykrywalnosci. Obnizenie pH z 3,0 do 2,6 powoduje 2,5-krotne
obnizenie aktywnosci jonow OH’, podczas gdy stezenie fluorkow maleje 2 razy. Natomiast
obnizenie pH z 3,0 do 2,2 powoduje 6-krotne obnizenie aktywnosci jonow OH", podczas gdy
stezenie fluorkéw maleje 4 razy. Te zatozenia potwierdzitem eksperymentalnie i okazalo sie,
ze w przypadku zastosowania do pomiaréw roztworu o pH 2,2 granica wykrywalno$ci dla
elektrody z membrang Al-TAP/PCW/DOS zawierajaca tetrafenyloborany wynosi 2,2-10° M,
a w przypadku elektrody z membrang Al-TAP/k*PCW/DOS wynosi 2,5-10% M. Dla
poréwnania granica wykrywalnosci dla elektrody z membrang krystaliczng z LaF3
domieszkowang europem w tych samych warunkach wynosi 1,8-10° M. Nalezy zauwazy¢,
ze badane elektrody w pH 2,2 charakteryzowaty si¢ nachyleniami bliskimi teoretycznemu
(wynikajacemu z rownania Nernsta) oraz stosunkowo krotkim czasem odpowiedzi. Pomimo
osiggniecia sukcesu postanowitem réwniez sprawdzi¢ inne podejscie, ktére zasugerowane
zostalo w literaturze na krotko przed rozpoczeciem opisanych tutaj prac. Polegato ono na
zastosowaniu chronopotencjometrii pulsowej, ktora to technika typowo pozwala na
zubozenie czesci probki w najblizszym sgsiedztwie membrany o jony przeszkadzajace, w ten
sposob umozliwiajagc oznaczenie jondw gtownych bez wigkszych interferencji. Jednakze
takie podejscie w przypadku oznaczania jonéw fluorkowych okazato si¢ by¢ chybione, gdyz
glowny interferent, jony OH’, sa w sposob ciagly odnawiane w calej objetosci probki
(rowniez w sgsiedztwie membrany) ze wzgledu na dysocjacje wody, a ich aktywno$¢ jest
ustalona poprzez wybor roztworu buforowego (jego pH), w ktérym prowadzone sg prace.

Za najwigksza wartos¢ prac H3-HS uwazam wskazanie mozliwosci zastosowania
kPCW w roli dodatkow anionowych, ktorych ilos¢ moze by¢ modyfikowana poprzez zmiang
stopnia karboksylacji PCW oraz mieszanie karboksylowanego poli(chlorku winylu) z
polimerem niemodyfikowanym. Duzg zaletg takiego podejscia jest stosunkowo niski koszt
kPCW w poréwnaniu do soli tetrafenyloboranowych, ktore jak wiadomo maja ograniczong
trwato§¢ w fazie membran polimerowych. Ponadto w przeciwienstwie do soli
tetrafenyloboranowych taki rodzaj dodatku jonowego nie ulega wymywaniu z fazy
membrany, co jest jednym z typowych problemoéw w przypadku polimerowych membran
jonoselektywnych, co w efekcie skutkuje pogorszaniem parametrow pracy elektrod w czasie.
Jednakze mozliwos¢ aplikacji kKPCW jako dodatkow jonowych ograniczone jest tylko do

wybranych jonoforow, gdyz jak wskazano, w wielu przypadkach grupy karboksylowe/aniony
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karboksylanowe powoduja zablokowania oddziatywania jonoforéw z innymi anionami.
Nalezy rowniez podkresli¢ fakt, iz membrany z aPCW 1 kPCW charakteryzujg si¢ wysoka
adhezja do podtoza (np. szkla), co nie bylo wykorzystane w tej pracy, jednakze daje
mozliwo§¢ zastosowania takich membran w sensorach o konstrukcji planarnej, gdzie
membrana jonoselektywna nie jest mechanicznie unieruchomiona w strukturze elektrody.
Zapobieganie wymywaniu sktadnikow elektroaktywnych (jonoforéw, dodatkéw
jonowych) z membran elektrod jonoselektywnych mozna réwniez ograniczy¢ eliminujac z
fazy membrany plastyfikator. Nie jest to mozliwe w przypadku membran z poli(chlorku
winylu), jednakze w przypadku niektoérych jonoforow mozna zastgpi¢ ten polimer
poliuretanem np. Tecoflex SG-80A. Polimer ten znany ze swojej biokompatybilnosci jest
chetnie wykorzystywany w konstrukcji urzadzen do zastosowan in-vivo. Membrany z
Tecoflex SG-80A charakteryzuja si¢ rowniez zdecydowanie lepsza niz w przypadku
membran wykorzystujacych PCW adhezja do wielu podlozy, co zostalo wykorzystane w
kolejnej pracy, ktérej celem byto opracowanie miniaturowych planarnych sensorow
selektywnych na jony fluorkowe [H6]. W badaniach wykorzystano kilka jonoforow znanych
z selektywnosci na jony fluorkowe, w tym opracowany przeze mnie Al-TAP. We wstepnych
etapach pracy sprawdzono czy wybrane jonofory pracujg prawidlowo w membranach z
badanego poliuretanu (PU). Zauwazono, ze kompleks cyrkonowy tetraazaporfiny (Zr-TAP)
w membranie z PU (zaréwno plastyfikowanej, jak 1 pozbawionej plastyfikatora) dziata duzo
gorzej niz w membranie z PCW, co objawiato si¢ niskim nachyleniem krzywych kalibracji
oraz stosunkowo wysokimi granicami wykrywalnosci. Te obserwacje mozna tlumaczy¢
oddziatywaniem skompleksowanego jonu cyrkonu z grupami funkcyjnymi zastosowanego
polimeru. Natomiast pozostale jonofory dziataty poprawnie, a najlepszym z nich byt AI-TAP
(Nernstowskie nachylenia krzywych kalibracji, niskie granice wykrywalnosci, dobra
selektywno$¢) zarowno w membranach z klasyczng iloscig plastyfikatora, w membranach o
jego zmniejszonej ilodci, jak 1 membranie zupelnie pozbawionej plastyfikatora (co zostato

zilustrowano na rysunku 4).
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Rysunek 4. Wspotczynniki selektywnosci elektrod z membranami Al-TAP i 20% KTFPB (tetrakis[3,5-
bis(trifluorometylo)fenylo]boran potasu) z r6zna iloscia plastyfikatora DOS (podano stosunki masowe) oraz
nachylenia krzywych kalibracji na jony fluorkowe w pH 3,0.

Elektroda z membrang AI-TAP/PU z dodatkiem 20% molowych soli anionowej
wzgledem jonoforu charakteryzowata si¢ szerokim zakresem odpowiedzi prostoliniowej,
nachyleniem -58,9 mV/dec oraz nastgpujacg selektywnoscia wzgledem anionow
lipofilowych: logKFrscn =-1,9; logKFcios =-2,4. W celu opracowania poprawnie dziatajacych
sensoroOw miniaturowych, pozbawionych wad elektrod powlekanych, przetworniki ztote byty
modyfikowane warstwa przewodzaca zaro6wno elektronowo, jak i jonowo. Na przetworniki
zlote naniesiono warstwe¢ polimeru przewodzacego PEDOT (poli(3,4-etyleno-1,4-
dioksytiofen) poprzez elektropolimeryzacje monomeru w obecnosci polistyrenosulfonianu
sodu (NaPSS). Naniesienie warstwy PEDOT/PSS poprzedzone byto kilkuetapowsg
optymalizacja i do dalszych prac wytypowano warstwe¢ nanoszong przez 1200 s przy gestosci
pradu wynoszacej 0,1 mA/cm?. Dzigki mozliwosci funkcjonowania Al-TAP jako no$nika
obdarzonego tadunkiem oraz no$nika obojetnego sprawdzono kompatybilno$¢ warstwy
polimeru przewodzacego domieszkowanego polianionem PSS z membranami z PU z
dodatkiem soli o lipofilowym anionie — KTFPB (wtedy jonofor dziata jako nosnik obdarzony
tadunkiem) oraz  soli o lipofilowym  kationie - TDMAC  (chlorek
tridodecylometyloamoniowy, AI-TAP dziala jako nosnik obojetny). W  toku

przeprowadzonych prac okazato si¢, ze na krzywych odpowiedzi dynamicznej elektrod z
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membrang domieszkowang TDMAC obserwuje si¢ znaczne niestabilnosci potencjalu w
czasie, podczas gdy takie problemy nie byly obserwowane w przypadku soli z anionem
lipofilowym. Wytlumaczeniem tego zjawiska jest ograniczenie przenoszenia tadunku (w
postaci kationd6w) pomiedzy warstwa polimeru przewodzacego domieszkowanego
polianionem, a membrang domieszkowang wymieniaczem anionow. W wyniku
przeprowadzonych badan, wykorzystujgc nieplastyfikowang membrane z PU, Al-TAP i
dodatki o charakterze anionowym, udato si¢ skonstruowaé¢ w petni funkcjonalng miniaturowa
elektrode F-selektywng na podlozu stalym o dobrych parametrach pracy, tj. krotkim czasie
odpowiedzi, stabilnym potencjale, szerokim zakresie odpowiedzi prostoliniowej z
teoretycznym nachyleniem, korzystnej selektywnosci wzgledem lipofilowych jonow
przeszkadzajacych: logKr scn =-2,0; a logKr cios =-2,4, oraz czasie zycia wynoszacym ponad
3 miesiace.

Koncepcja eliminacji wodnych elektrolitow z konstrukcji elektrod jonoselektywnych
rozwijana jest juz od ponad 10 lat i oprocz zastosowania polimeréow przewodzacych w
miejsce ciektych elektrolitoéw, powstat szereg prac dotyczacych zastapienia ich hydrozelami,
warstwami redoks-aktywnymi itd., ktérych zadaniem bylo umozliwienie przetworzenia
przewodnictwa jonowego na elektronowe i odwrotnie. Postulowano rowniez szereg
rozwigzan, aby nie dopusci¢ do tworzenia niechcianej cienkiej warstwy wodnej pomig¢dzy
membrang jonoselektywng a przetwornikiem, ktora powoduje niestabilnosci potencjalu
elektrod w czasie. W ramach swoich badan zaproponowatem zastosowanie przetwornikow w
postaci pretow grafitowych z naniesiong warstwag pasty grafitowej do konstrukcji elektrod
selektywnych na jony azotanowe(lll) oraz fluorkowe wykorzystujacych membrany
polimerowe z jonoforami w postaci metaloporfiryn [H7]. W toku prac okazalo sig, ze
najlepsze efekty przynosi zastosowanie elektrod z pasta przygotowang z wykorzystaniem
oleju mineralnego (badano réwniez dwa plastyfikatory typowo stosowane w membranach z
PCW: DOS oraz o-NPOE (eter o-nitrofenylooktylowy). W przypadku takich elektrod nie
obserwowano powstawania warstwy wodnej miedzy przetwornikiem a membrang, podczas
gdy w przypadku elektrod z pastami zawierajacymi plastyfikatory taka warstwa powstawala.
Zaobserwowano rowniez, ze zaproponowana konstrukcja elektrod wykorzystujaca wezyki z
PCW, w ktorych znajduje si¢ pret grafitowy oraz pasta grafitowa nie spelnia wymagan, gdyz
najprawdopodobniej z powodu dyfuzji sktadnikow elektroaktywnych z membrany do wezyka
nastepuj¢ stosunkowo szybkie pogorszenie parametréw pracy takich elektrod.

Powinowactwo komplekséw cyrkonu do aniondéw karboksylowych, ktore objawito si¢

miedzy innymi przy okazji zastosowania karboksylowanego PCW do przygotowania
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membran jonoselektywnych wykorzystane zostalo przeze mnie 1 wspolpracownikow do
opracowania uktadu przeplywowo-wstrzykowego do oznaczania waznego neuroprzekaznika
— acetylocholiny [H8]. W tym celu zastosowano elektrody z membranami z Zr-TPP oraz tert-
butylowang pochodng tego jonoforu (Zr-tBTPP) i skonstruowano uktad zawierajacy
bioreaktor z unieruchomiong acteylocholinesteraza, ktéra jest enzymem rozkladajacym
acetylocholing do octanéw i choliny. Zrodlem sygnatu analitycznego byto oddziatywanie
jonoforow z powstatymi w wyniku reakcji enzymatycznej octanami. W tym miejscu nalezy
podkresli¢, ze w momencie publikacji cyrkonowe kompleksy porfiryn byly drugim
przyktadem jonoforow selektywnych na octany, ktore zostaly opisane w literaturze.
Zastosowanie zoptymalizowanych w ramach tej pracy membran pozwolito na oznaczenie
acetylocholiny na poziomie 10* M i w tym przypadku obserwowano sygnat wielkosci 3,5
mV. Dla wyzszych stezen obserwowano proporcjonalny wzrost sygnatu wraz ze wzrostem
stezenia badanego analitu. Przepustowo$¢ zaproponowanego ukladu wynosita okoto 60
probek na godzing. Opracowany uktad przeptywowo-wstrzykowy z reaktorem
enzymatycznym bazujacym na zywicy Amberlite XAD7 z  unieruchomiong
acetylocholinesterazg dziatal w sposéb poprawny przez 9 dni, pdzniej natomiast
obserwowano pogorszenie parametréw pracy uktadu, w tym przede wszystkim czulosci, z
powodu utraty aktywnosci przez enzym.

Inny przyktad ukladu przeptywowo-wstrzykowego do analizy acetylocholiny zostat
opisany w kolejnej pracy [H9]. Majac na uwadze unikalne wlasciwosci optyczne porfiryn
wykorzystano fakt, ze zwigzki te (dwa atomy azotu pierScieni pirolowych) moga ulegac
protonowaniu tworzac kation o ladunku 2+, ktory rozni si¢ polozeniem najbardziej
charakterystycznego pasma widma porfiryn tzw. pasma Soreta od formy obojetnej porfiryny.
Do opracowania uktadu wykorzystano fakt przesuwania rownowagi pomie¢dzy porfiryng i jej
protonowang forma na skutek oddzialywania z kationami, co skutkowalo zmiang widma
absorpcji cienkich filméw polimerowych, do ktérych przygotowania wykorzystano
plastyfikowang membrang z PCW z dodatkiem soli lipofilowej oraz chromojonoforu w
postaci tetrafenyloporfiryny lub oktaetyloporfiryny. Duzo wigksze zmiany w widmach
przygotowanych filméw obserwowano w przypadku TPP i membrany w postaci cienkiego
filmu z ta porfiryna byty poddane dalszym eksperymentom. W wyniku szczegétowych badan
sktadu membrany/filmu okre§lono, ze optymalna zawarto$¢ soli z lipofilowym anionem w
postaci pochodnej tetrafenyloboranowej to 175% molowych wzgledem tetrafenyloporfiryny.
Po umieszczeniu membrany naniesionej na szklanym slajdzie w roztworze buforowym o pH

4,5 nastepowalo ustalenie si¢ réwnowagi miedzy forma obojetng (422 nm) a kationowa
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porfiryny (442 nm), ktéra nastgpne ulegata przesuni¢ciu w kierunku formy nieprotonowane;j

na skutek oddziatywania z kationami obecnymi w prébce. Poniewaz acetylocholina jest

stosunkowo lipofilowym kationem, odpowiedz tego uktadu na acetylocholing byta duza w

poréwnaniu do kationéw nieorganicznych i poréwnywalna z odpowiedzig dla kationu
tetrametyloamoniowego.

Kolejng tematyka badawcza podjeta przez mnie w ramach mojej pracy naukowej byto
wykorzystanie porfiryn i metaloporfiryn w roli znacznikow bialek — przede wszystkim
przeciwcial z grupy immunoglobulin G (IgG). Koncepcja pracy zakladala, ze zwiazki z tej
grupy beda doskonatymi znacznikami, gdyz sg w stanie generowaé wiecej niz jeden sygnat
analityczny (co przedstawiono schematycznie na rysunku 5) w przeciwienstwie do
znacznikdw typowo stosowanych w biotestach i biosensorach powinowactwa, ktore sa
dobierane tylko do jednej techniki detekcji. Porfiryny i metaloporfiryny charakteryzuja si¢
bogatymi widmami absorpcyjnymi, a ich najbardziej charakterystycznym elementem jest

tzw. pasmo Soreta wystepujace w zakresie 400-500 nm i charakteryzujace si¢ wysokim

molowym wspétczynnikiem absorpcji wynoszacym typowo 10°-10° dm3-mol~t-cm™.

[ \ spektofluorymetria
v spektrofotometria UV-vis

woltamperometria

Rysunek 5. Schematyczna koncepcja oznaczania koniugatu porfiryna-biatko.

W zalezno$ci od struktury i metalu kompleksowanego w centrum koordynacyjnym

porfiryny, metaloporfiryny moga wykazywa¢ wlasciwosci fluorescencyjne. Ponadto

porfiryny i metaloporfiryny ((metalo)porfiryny) sa redoks-aktywne i mozna je utlenia¢ oraz
redukowacé, tak wigc zdolne sa rowniez do generowania sygnatlu elektrochemicznego. Co

wigce] niektore z metaloporfiryn, dzigki skompleksowanym jonom metali charakteryzujg si¢
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aktywnoscig katalityczng, ktoérg roéwniez mozna wykorzysta¢ do generowania sygnatu
analitycznego np. nasladujgc aktywnos¢ enzymow z grupy oksydoreduktaz - miedzy innymi
peroksydazg. Enzym ten zdolny jest do katalizy reakcji przemiany bezbarwnych substratow
(np. tetrametylobenzydyny — TMB, o-fenylodiaminy — OPD czy kwasu 2,2'-azyno-bis(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonowego) — ABTS) w barwne produkty w obecnosci nadtlenku
wodoru. Schemat generowania sygnatlu w sposob bezposredni oraz dzigki witasciwosciom

katalitycznym znacznika przedstawiono na rysunku 6.

sygnat

Rysunek 6. Schemat generowania sygnatu analitycznego w immunote$cie/immunosensorze ze znacznikiem
(®) bezposrednim oraz katalitycznym (przemiana substratu w produkt, ktory jest Zrodtem sygnatu
analitycznego).

Sposrod wielu porfiryn 1 metaloporfiryn po wstepnych badaniach wytypowatem
pochodne tetrafenyloporfiryny, w przypadku ktorych w celu dowigzania do przeciwciat jeden
z pierscieni fenylowych musiat by¢ wzbogacony o grup¢ karboksylowa. Co istotne do badan
wybrane zostaly (metalo)porfiryny nierozpuszczalne w wodzie, co wymagalo
przeprowadzania analiz w dimetylosufotlenku — DMSO (ktory jednakze bywa stosowany w
rutynowych analizach biochemicznych wykorzystujacych przeciwciata), ale znaczaco
utatwilo proces oczyszczania koniugatow IgG-(metalo)porfiryna od nieprzereagowanych
(metalo)porfiryn. Zgodnie z przewidywaniami najlepszym materiatem elektrodowym do
oznaczen metaloporfiryn okazal si¢ wegiel szklisty i na elektrodach z tego materialu
przeprowadzano  analizy  elektrochemiczne. W  ramach prowadzonych  badan
elektrochemicznych okazalo si¢, ze porfiryna manganowa w badanym zakresie potencjatow

charakteryzowana jest przez 3 charakterystyczne sygnaty wynikajace z utleniania Mn(II) do
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Mn(l111), tworzenia anionorodnika oraz dianionu [H10]. W przypadku porfiryny cynowej, jak
i niemetalowanej tetrafenyloporfiryny obserwowano dwa sygnaly wynikajace z tworzenia
anionorodnika oraz dianionu [H11, H12]. Co istotne zaro6wno wartosci potencjaléw piku (dla
woltameprometrii pulsowej roéznicowej), jak i intensywnos$¢ sygnatow, byla zalezna od
zastosowanego elektrolitu podstawowego, co wynikato z oddziatywan pomig¢dzy solami o
lipofilowym kationie i anionie w postaci chlorkow, bromkow, chloranéw(VII) lub boranéw, a
badanymi zwigzkami, jak rowniez wspotczynnikami dyfuzji powstatych kompleksow.

W kolejnym etapie badan sprawdzono wptyw biatek na sygnaty elektrochemiczne
pochodzace od (metalo)porfiryn. Badania te miaty na celu modelowanie wptywu sktadnikow
probek i1 elementow warstw receptorowych immunotestoéw 1 immunosensoréw na uzyskiwane
sygnaly elektrochemiczne. W zwiazku z powyzszym badano wptyw albuminy bydlecej —
BSA, albuminy jajka kurzego — CEA oraz kréliczej immunoglobuliny G. Na skutek szeregu
oddziatywan (elektrostatyczne, hydrofobowe, van der Waalsa, wigzania wodorowe) biatka
moga powodowacé przesuni¢cia w potencjalach sygnatow, wplywac¢ na ich intensywnosc¢,
powodowac ich zanik lub tez pojawianie si¢ sygnatow do tej pory nie obserwowanych, badz
naktadajacych si¢ na sygnaly pochodzace od reakcji redoks (metalo)porfiryn. W ramach
przeprowadzonych badan wskazano, iz chlorany(VII) jako najbardziej chaotropowe sposrod
badanych elektrolitow moga powodowaé zmiany strukturalne w biatkach obecnych w
probkach 1 powodowacé pojawianie si¢ sygnatu pochodzacego z utlenienia aromatycznych
aminokwasow, ktére pod nieobecnos$¢ tego elektrolitu schowane sg w strukturze biatek.
Ponadto wykazano, ze w zalezno$ci od zastosowanego zwiazku, uzyteczne analitycznie s3
rézne sygnaty. W przypadku Mn-TPP oraz Sn-TPP jako najmniej wrazliwy na wptyw innych
sktadnikow probki okazat si¢ by¢ sygnatl pochodzacy od tworzenia anionorodnika, podczas
gdy w przypadku TPP byt to sygnat pochodzacy od tworzenia dianionu.

Tozsame badania przeprowadzono w przypadku technik optycznych [H10, HI11,
H12]. W przeciwienstwie do badan elektrochemicznych okazato sig, iz biatka maja niewielki
wplyw na sygnaly spektrofotometryczne oraz fluorescencyjne i w zwigzku z tym te techniki
mozna z powodzeniem wykorzysta¢ do oznaczania (metalo)porfiryn w probkach
zawierajacych bialtka, badz tez w koniugatach z biatkami. Podj¢to tez badania probek
zawierajacych obok bialek elektrolity zastosowane do badan elektrochemicznych, chcac
sprawdzi¢, czy probki wykorzystane do badan elektrochemicznych mozna wykorzystaé
rowniez do badan optycznych. Okazalo si¢, ze w przypadku tetrafenyloporfiryny 1 jej
kompleksu z manganem, jednoczesna obecnos¢ biatek i soli elektrolitow nie ma znaczacego

wplywu na obserwowane sygnaly. Zupelnie inaczej kwestia ta rysowala si¢ w przypadku Sn-
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TPP dla ktorej sama juz obecnos$¢ bromkéw (badano Sn-TPP z przeciwjonami chlorkowymi)
poprzez oddziatywanie z metaloporfiryng powoduje znaczgce zmiany w widmie
fluorescencji, podczas gdy sygnaly na krzywej absorpcji pozostajg praktycznie niezmienione.
Poniewaz w czasie analiz kompetycyjnych znacznik ma kontakt z badang probka (o
nieznanym sktadzie, mogaca zawiera¢ r6zne jony) Sn-TPP nie powinna by¢ stosowana jako
znacznik fluorescencyjny. Z przeprowadzonych badan wynika wniosek, ze w przypadku
biosensoréw czy biotestow o strukturze kanapkowej mozna stosowaé wszystkie badane
zwigzki, a w przypadku biosensoréw i biotestow kompetycyjnych nalezy zastosowac
niemetalowang pochodng tetrafenyloporfiryny lub tez jej kompleks manganowy. Oba te
zwigzki modyfikowane grupa karboksylowa w jednym z pierscieni fenylowych (cTPP)
poddano dowigzaniu do bialek: BSA oraz IgG (to pierwsze gldwnie ze wzgledéw na niska
cen¢ postuzyto do optymalizacji procedury dowigzania) [H12, H13]. Aby zoptymalizowaé
proces dowigzania obu zwigzkoéw do biatek przeprowadzono szereg eksperymentow, w
ktorych zmieniano zawarto$¢ odczynnika aktywujacego grupy karboksylowe, czas aktywacji
tych grup, czas reakcji koniugacji oraz stezenie biatka. Do reakcji zastosowano mieszaning
DMSO (do rozpuszczania (metalo)porfiryn) z buforem weglanowym (do rozpuszczania
biatka) w stosunku objetosciowym 1:1. Jako najlepsze wybrano: st¢zenie EDC wynoszace
0,5 mg/ml; czas aktywacji wynoszacy 2h; czas reakcji wynoszacy 24h, oraz stezenie biatka
wynoszace 30 mg/ml. Wydajnos$¢ reakcji dowigzania przy zastosowaniu takich warunkow
wyniosta okoto 87% w przypadku BSA-cTPP 1 okoto 75% dla koniugatéw IgG-CTPP oraz
71% dla koniugatow IgG-Mn-cTPP (Rys. 7). Powstanie koniugatdow udowodniono kilkoma
technikami  analitycznymi w  tym  chromatografia ~ wykluczania z  detekcja

spektrofotometryczng oraz chromatografig zelowa.
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Rysunek 7. Koniugat Mn-cTPP-1gG.

Jako koncowy etap prac skonstruowano modelowy kompetycyjny test
immunologiczny do oznaczania IgG [HI13]. W rezultacie przeprowadzonych badan
wykazano, ze zardwno pochodna tetrafenyloporfiryny, jak i jej manganowy kompleks moga
by¢ zastosowane jako znaczniki bialek generujace wigcej niz jeden sygnal analityczny.
Przyktadowe krzywe wzorcowe dla koniugatu IgG-cTPP otrzymane w ramach
przeprowadzonych badan przy uzyciu spektrofotometrii w zakresie widzialnym 1

spektrofluorymetrii przedstawiono na rysunku 8.
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Rysunek 8. Krzywe wzorcowe koniugatu 1gG—cTpp otrzymane dla testu kompetycyjnego: A -
spektofotometria hAmax=418 nm; B — spektrofluorymetria, Aem = 651 nm [H13].
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W przypadku Mn-cTPP wykazano, ze ten zwigzek moze by¢ rowniez zastosowany
jako znacznik katalityczny o aktywnosci peroksydazy, ktory w stosunku do natywnego
enzymu wyroznia si¢ wysokg stabilnos$cia i niskg cena.

Ostatnia praca wchodzaca w sktad cyklu jest rozdziatem przegladowym dotyczacym
zastosowania porfiryn i metaloporfiryn w chemii elektroanalitycznej [H14]. Opisuje ona
histori¢ zastosowania tych zwigzkow w roli jonoforow, modyfikatorow elektrod do analiz
woltamperometrycznych oraz znacznikow i wskazuje kierunki rozwoju. Opisuje réwniez
wspotczesne zastosowania porfiryn i metaloporfiryn w chemii analitycznej, co jest $cisle

zwigzane z tematyka przedstawionego cyklu.

Za swoje najwazniejsze osiagniecia uwazam:

a) syntez¢ 1 zastosowanie po raz pierwszy komplekséw rodu, w tym komplekséw porfiryn,
jako jonoforéw selektywnych na aniony azotanowe(Ill), ktére pozwalaja na uzyskanie
sensorOw o bardzo dobrych parametrach pracy, w tym najlepszej opisanej selektywnosci
wzgledem anionéw lipofilowych,

b) syntezg 1 zastosowanie po raz pierwszy glinowego kompleksu tetraazaporfiny, ktory jest
najlepszym opisanym jonoforem na aniony fluorkowe,

c) wykorzystanie karboksylowanego 1 aminowanego poli(chlorku winylu) w roli dodatkéw
jonowych membran jonoselektywnych zawierajacych metalokompleksy. Szczegolnie
uzytecznym okazuje si¢ by¢ karboksylowany poli(chlorek winylu), ktéry z powodzeniem
zastosowatem jako dodatek anionowy w membranach zawierajacych glinowe kompleksy
porfiryny 1 tetraazaporfiny. Nalezy podkresli¢, ze taki dodatek jonowy w przeciwienstwie do
typowo stosowanych soli tetrafenyloboranowych jest stabilny i tani. Jednakze pamigtaé
nalezy, ze w wielu przypadkach aniony karboksylanowe moga kompleksowaé centra
metaliczne jonoforéw, uniemozliwiajac im oddziatywanie z anionami obecnymi w probkach.
Membrany z dodatkiem karboksylowanego PCW charakteryzuja si¢ tez wysokg adhezjg do
podtoza co umozliwia ich wykorzystanie w sensorach o konstrukcji planarnej,

d) wykazanie, ze metalokompleksy glinu, w tym przede wszystkim glinowy kompleks
tetraazaporfiny moze by¢ stosowany jako jonofor w nieplastyfikowanych membranach z
poliuretanu (Tecoflex SG-80A). Dzigki temu membrany te wykazujg duzo wigksza adhezj¢
do podloza niz klasyczne plastyfikowane membrany z PCW, a brak plastyfikatora

predystynuje takie membrany do zastosowan in-vivo,
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e) otrzymanie koniugatow (metalo)porfiryna-1gG i wykorzystanie (metalo)porfiryn jako
znacznikow zdolnych do generowania wigcej niz jednego sygnatu analitycznego,
wynikajacego z unikalnych elektrochemicznych 1 optycznych wiasciwosci takich
znacznikéw. Ponadto wykazalem, Ze oprocz wymienionych zalet metaloporfiryna w
koniugacie Mn-cTPP-IgG moze by¢ zastosowana jako znacznik katalityczny nasladujgcy

aktywnos¢ typu peroksydazy.

Podsumowanie

W historycznym ujgciu zastosowanie porfirynoidow i ich kompleksow przyczynito sie
do opracowania szeregu metod analitycznych. Nalezy podkreslic, ze dzigki
przeprowadzonym przez mnie pracom badawczym pula tych metod zostala zwigkszona o
nowe metody potencjometryczne stuzace do oznaczania azotanow(IIl), fluorkow oraz
acetylocholiny. Parametry pracy elektrod jonoselektywnych opracowanych w ramach
omoOwionych badan niewatpliwie predestynuja je do rutynowych oznaczen jonow F~ oraz
NOz". Co wazne, przeprowadzone przeze mnie prace znaczaco wpltyngty na rozwoj wiedzy na
temat oddziatywan metaloporfirynoidow z anionami w fazie membran polimerowych
(niemodyfikowanym i modyfikowanym PCW, oraz poliuretanie Tecoflex SG80A), jak i
kompatybilno$ci warstwy polimeru przewodzacego z membranami jonoselektywnymi
zawierajacymi dodatki jonowe o réznym charakterze. Wykorzystanie tej wiedzy moze si¢
przyczyni¢ do powszechniejszego wykorzystania jonoforoOw reprezentujacych te¢ grupe
zwigzkéw w membranach charakteryzujacych si¢ dobra adhezja do podtoza i podwyzszona
biokompatybilnoscia, co w perspektywie m. in. da mozliwos¢ zastosowania sensoréw z
takimi membranami w analizach in-vivo. Ponadto badania te powinny rowniez uzmystowié
badaczom niebezpieczenstwo interferencji ze strony grup funkcyjnych polimerow
wykorzystywanych do przygotowywania membran jonoselektywnych, ktoére w niektorych
przypadkach powoduja catkowite zablokowanie zdolnosci kompleksowania jonow z probki
przez zastosowane jonofory.

Pomimo  coraz = wigkszego  zainteresowania  technikami  analitycznymi
umozliwiajacymi badania oddziatywan receptor-analit bez zastosowania znacznikéw (label-
free techniques, ktore co nalezy podkresli¢, nie nalezg do tanich), wiele z nowo
opracowywanych metod analitycznych wykorzystujacych oddzialywania powinowactwa
ciggle bazuje na zastosowaniu znakowanych receptorow. Polaczenie ciekawych wlasciwosci

optycznych z wlasciwosciami elektrochemicznymi 1 katalitycznymi, ktore pozwala na
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zastosowanie (metalo)porfirynoidéw jako znacznikéw, moze przyczynic¢ sie do szerszego
zastosowania zwigzk6w z tej grupy w opisanej roli. Obok znakowania bialek, zwiazki te
mozna rowniez z powodzeniem wykorzysta¢ do kowalencyjnego znakowania innych
receptorow np. kwaséw nukleinowych. Uwazam, ze potencjal drzemigcy w zwiazkach z
grupy porfirynoidow jest ciagle bardzo duzy, a mozliwo$¢ wptywania na wiasciwosci
porfirynoidéw poprzez zmiang struktury pierscienia, podstawniki lub kompleksowane jony
metali powoduje, ze, jeszcze przez wiele lat bedg znajdowaly zastosowanie zaréwno w

chemii analitycznej, jak i innych gateziach nauk chemicznych.
Obecne i przyszle prace badawcze

Obecnie, swoja uwage badawcza koncentruje przede wszystkim na metodach
stabilizacji i powierzchniowej modyfikacji kropek kwantowych oraz badaniach nanoczastek
metalicznych o wlasciwosciach katalitycznych nasladujacych aktywno$é enzyméw z klasy
oksydoreduktaz. Prowadz¢ badania nad opracowaniem koniugatéw takich nanoczastek z
bialkami w celu ich zastosowania w biotestach i biosensorach powinowactwa, gdzie
nanoczgstki petni¢ maja rol¢ znacznikéw generujacych sygnal analityczny. Moje prace
ukierunkowane s3 réwniez na badania oddziatywarn koniugatéw nanoczastka-receptor

(aptamer lub przeciwciato) z wybranymi biatkami o duzym znaczeniu klinicznym.
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