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Cele i zalozenia pracy

Nanocebulki weglowe (CNOs) zbudowane sg ze sferycznie zamknigtych ptaszczyzn
grafenowych o wzrastajacej $Srednicy, celem umieszczenia ich jedna w drugiej i otoczenia
pustego fulerenowego rdzenia. Stanowig one struktury posrednie miedzy fulerenami, a
wielo$ciennymi nanorurkami, wigc przypuszczalnie mogg wykazywaé wilasciwosci zardowno
jednych, jak i drugich.

W prezentowanej rozprawie doktorskiej wykorzystywano ,,mate” CNOs o $rednicy 5-6
nm, w zwiagzku z tym, ze wykazuja one wigkszg reaktywnos¢ niz te, okreslane jako ,,duze”
(15-25 nm). Gtéwnym celem przeprowadzonych badan byta synteza roznego typu materiatow
stanowiacych potaczenie nanocebulek weglowych z bioczasteczkami, polielektrolitami lub
polimerami. Byly one nastgpnie charakteryzowane i badane pod katem aktywnosci
chemicznej 1 elektrochemicznej. Pozwolilo to na ocen¢ mozliwosci zastosowania takich
materiatdw w tworzeniu biosensorow i kondensatoréw.

Tworzenie bioczujnika z wykorzystaniem nanocebulek weglowych

Mozliwo$¢ wykorzystania CNOs w bioczujnikach pracujacych w warunkach ,,in situ”
wymagata wczesniejszego sprawdzenia wptywu CNOs na zwigzki biologiczne 1 zywe
komorki. W tym celu przeprowadzony zostat test MTS (z uzyciem soli (3-(4,5-dimetylotiazol-
2-ylo)-5-(3-karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazolowej)  pozwalajagcy na
okreslenie stopnia cytotoksyczno$ci badanych nanostruktur i ich pochodnych. Otrzymane
wyniki wskazuja na dobrg cytokompatybilno$¢ oraz brak wiasciwosci cytotoksycznych wobec
komorek fibroblastow wszystkich testowanych nanocebulek w zakresie st¢zen od 30 do 300
ug/ml.

Roéwnie wazna w konstrukcji bioczujnikow z udziatem ,,matych” CNOs jest ich zdolnos$¢
do tworzenia trwatych potaczen z bioczagsteczkami. W zwigzku z tym przeprowadzono probe
funkcjonalizacji nanocebulek substancjami czynnymi biologicznie. W tym celu, w pierwszej
kolejnosci, badane struktury weglowe utleniano za pomoca kwasu azotowego, wprowadzajac
na ich powierzchni¢ grupy zawierajace tlen 1 podnoszac tym samym ich hydrofilowos¢.
Nastgpnie na powierzchni¢ otrzymanych 0x-CNOs podziatano hydrazydem kwasu
biotynoamidoheksanowego (BioAH) w obecnosci aktywatoréw: chlorowodorku N-(3-
dimetyloaminopropylo)-N"-etylokarbodiimidu (EDC) i N-hydroksysukcynimidu (NHS),
inicjujagcych reakcje amidacji zgodnie z mechanizmem przedstawionym na Schemacie 1.
Przebieg procesu modyfikacji sledzono metoda spektroskopii w podczerwieni.
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Schemat 1. Mechanizm tworzenia wigzania amidowego pomiedzy utlenionymi nanocebulkami a
sfunkcjonalizowanymi czasteczkami biotyny w obecnos$ci aktywatorow EDC i NHS.

Wyniki uzyskane technikg IR wskazuja na mozliwo$¢ kowalencyjnej funkcjonalizacji
utlenionych nanocebulek weglowych, za pomoca zwigzkow aktywnych biologicznie, zgodnie
z procedurami obowigzujacymi dla kwasoéw karboksylowych. Wtasciwo$¢ ta pozwala na ich
wykorzystanie w tworzeniu bioczujnikéw technika ,,warstwa po warstwie”

Wykorzystujac opisang metode modyfikacji podjeto probe utworzenia bioczujnika z
udzialem ,,matych” CNOs w oparciu o modelowe oddzialywanie biotyny z awidyng.
Poszczegdlne warstwy bioczujnika nanoszono na powierzchni¢ ztota w roznej kolejnosci, a
ich tworzenie monitorowano za pomocg wybranych technik badania powierzchni (SPR, AFM
oraz FTIR-HATR). Najlepsza ze zbadanych konfiguracja bazowala na modyfikacji
powierzchni ztota samoorganizujaca si¢ warstwa cysteaminy, a nastepnie utworzeniu wigzan
amidowych w obecnosci aktywatorow pomigdzy wolnymi grupami aminowymi tiolu, a
grupami karboksylowymi utlenionych nanocebulek. Kolejnym etapem tworzenia tego
bioczujnika byta analogiczna reakcja amidacji przebiegajaca z udziatem unieruchomionych
0x-CNOs oraz czasteczek biotyny. Utworzona konfiguracja Auf/tiol/ox-CNOs/biotyna
stanowita bioczujnik oddziatywujacy specyficznie z czasteczkami awidyny, tak jak
przedstawiono to na Schemacie 2.



Schemat 2. Model biosensora Au/tiol/ox-CNOs/biotyna czutego na awidyne tworzonego technikg
,warstwa po warstwie”.

Przeprowadzone do$wiadczenia potwierdzity tworzenie bioczujnika, w ktorym kolejne
warstwy wigzane byty kowalencyjnie. Majac na celu sprawdzenie potencjalnych mozliwos$ci
zastosowania analitycznego tego bioczujnika przeprowadzono pomiary metoda SPR,
wykazujac wysoka bioaktywnos$¢ uktadu wobec oznaczanej awidyny.

Otrzymywanie kompozytow zawierajacych nanocebulki weglowe

Tworzenie kompozytow w oparciu o potaczenie nanostruktur weglowych z
polielektrolitami lub polimerami jest jednym z wiodacych zagadnien we wspotczesnej chemii
materialowej. Rolg zarowno polielektrolitu, jak 1 polimeru jest przeciwdziatanie tendencji
nanostruktur do tworzenia agregatow oraz poprawa jednorodnos$ci i mechanicznej trwatosci
materiatu kompozytowego. Obecno$¢ nanomateriatu weglowych wptywa natomiast istotnie
na wiasciwosci elektrochemiczne kompozytow. W niniejszej rozprawie opisano
otrzymywanie kompozytow ,,matych” CNOs z polielektrolitami takimi jak chitozan (Chit)
czy poli(chlorek diallilodimetyloamoniowy) (PDDA) oraz z polianiling (PANI), po
wczesniejszej ich funkcjonalizacji grupami fenylenoaminowymi.

Synteza kompozytow CNOS/Chit o réznym stosunku masowym struktur weglowych do
polielektrolitu opierata si¢ na rozpuszczeniu odpowiedniej ilosci chitozanu w 0,05 M kwasie
chlorowodorowym, ogrzewaniu mieszaniny w temperaturze 90°C do momentu uzyskania
jednorodnej cieczy, obnizeniu wartosci pH roztworu do 4, a nastgpnie dodaniu
niezmodyfikowanych nanocebulek weglowych, ktore dyspergowano stosujac 15-minutowsg
ultrasonifikacje. Procedura przygotowywania roztworéw PDDA polegata na rozcienczaniu
ciektego poli(chlorku diallilodimetyloamoniowego) celem uzyskania odpowiednich jego



stezen, a nastepnie, analogicznie do poprzedniej procedury, wprowadzano do nich CNOs
dziatajgc przez 15 minut taznig ultradzwickowa. Synteza kompozytow CNOs z polianiling
byta bardziej skomplikowana, wymagata bowiem wczesniejszej modyfikacji powierzchni
nanocebulek za pomocg kwasu 4-aminobenzoesowego (4-ABAc) lub p-fenylenodiaminy (p-
PDA), a dopiero potem miata miejsce chemiczna polimeryzacja ,,in situ” aniliny.

Filmy kompozytowe uzyskiwano poprzez nanoszenie na powierzchnig¢ elektrody z wegla
szklistego (GCE), folii ztotej lub szklanej ptytki pokrytej ztotem, 10 pl otrzymanego roztworu
i odparowanie rozpuszczalnika w atmosferze argonu. Nastepnie otrzymane kompozyty byty
charakteryzowane technikami mikroskopii elektronowej oraz spektroskopowymi, co miato na
celu potwierdzenie tworzenia zaplanowanych struktur w poszczegolnych krokach syntezy
oraz poznanie wybranych wiasciwosci fizykochemicznych koncowego materiatu. Techniki
mikroskopowe SEM i TEM dostarczaty informacji dotyczacych odpowiednio morfologii
filméw kompozytowych oraz budowy pojedynczych struktur po modyfikacji
powierzchniowej (Rysunek 1). Metody FTIR oraz spektroskopia Ramana wskazywaty na
tworzenie wigzan chemicznych oraz umozliwity okreslenie stopnia funkcjonalizacji CNOs.

Rysunek 1. Zdjecia SEM filmu kompozytowego CNOs/Chit (a) oraz TEM kompozytu CNOs/4-
ABAC/PANI (b).

Wiele uwagi poswiecono badaniom wiasciwosci elektrochemicznych uzyskanych
kompozytow stosujac woltamperometrie cykliczng (CV) oraz spektroskopie impedancyjna
(EIS) w uktadzie trojelektrodowym, gdzie role elektrody pracujacej petita elektroda z wegla
szklistego (GCE) modyfikowana badanym filmem kompozytowym, elektrode chlorosrebrowa
stosowano w charakterze elektrody odniesienia, natomiast elektroda platynowa stanowita
elektrode  pomocniczg. Opisana zostata takze proba pomiaréw  wlasciwosci
elektrochemicznych wybranego materiatu kompozytowego w symetrycznym uktadzie
dwuelektrodowym. Wyniki uzyskane obydwiema technikami wskazaly na typowe
zachowanie pojemno$ciowe badanego materiatu kompozytowego. Krzywe cykliczne



cechowaty si¢ pseudoprostokatnym profilem katodowym i1 anodowym, charakterystycznym
dla idealnego kondensatora (Rysunek 2).
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Rysunek 2. Cykliczne krzywe woltamperometryczne zarejestrowane dla elektrody GCE pokrytej
filmem kompozytowym CNOs/Chit (1:1,5) (a) oraz CNOs/PDDA (1:1) (b) wobec odno$nikéw Chit
(a) oraz PDDA (b) w roztworze 0,1 M H,SO, przy szybkos$ci polaryzacji 100 mV/s .

Potwierdzenie i uzupehlienie uzyskanych wynikéw stanowila analiza impedancyjna
otrzymanych kompozytow. Pomiary EIS umozliwity miedzy innymi dopasowanie uktadu
zastepczego, ktory najlepiej modelowat zachodzace podczas pomiarow zjawiska 1 efekty
(Schemat 3).



Schemat 3. Elektryczny obwod zastepczy opisujacy zachowanie elektrody modyfikowanej filmem
CNOs/Chit lub CNOs/PDDA zanurzonej w roztworze elektrolitu (a) oraz model tadowania warstwy
podwojnej na granicy faz elektroda/elektrolit z zaznaczeniem elementéw obwodu zastepczego (b).

Pojemnosci wlasciwe uzyskane metodami CV oraz EIS, w zaleznosci od sktadu
jakosciowego i ilosciowego otrzymanego kompozytu, wahaty si¢ od okoto 20 do 300 F/g.
Niektore z elektrod modyfikowanych warstwami kompozytéw byly wykorzystywane w
celach analitycznych.

Analityczne zastosowanie otrzymanych materialow

Wyniki prac przedstawionych w niniejszej rozprawie obejmujg takze wstepne badania
mozliwo$ci 0znaczen awidyny na utworzonym bioczujniku Au/tiol/ox-CNOs/biotyna. Dla
poréwnania analogiczne badania prowadzono przy uzyciu sensora bez warstwy ox-CNOs.
Przedstawione na Rysunku 3 sensogramy przedstawiaja zmiany sygnatu analitycznego
zwigzane ze stopniowym wigzaniem awidyny (wstrzyknigcia po 20 ul roztworu awidyny o
stezeniu 0,45 pug/ml) z powierzchnig Au/tiol/ox-CNOs/biotyna (wykres czerwony) i dla
poréwnania z Au/tiol/biotyna (wykres niebieski).
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Rysunek 3. Sensogramy przedstawiajace stopniowe wigzanie awidyny na powierzchni Au/tiol/ox-
CNOs/biotyna (linia czerwona) oraz Aul/tiol/biotyna (linia niebieska).

Znacznie wigksze przesuni¢cie kata SPR obserwuje si¢ w przypadku zastosowania
sensora z nanocebulkami. Swiadczy to o wiekszej liczbie czasteczek oznaczanego biatka
wigzanych przez powierzchni¢ bioczujnika z warstwg ox-CNOs niz przez sensor
Aultiol/biotyna.
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Rysunek 4. Oznaczanie r6znych stezen dopaminy: 0,5 mM (1); 1 mM (2); 2 mM (3); 3mM (4) i 4mM
(5) za pomoca metody DPV na elektrodzie GCE modyfikowanej filmem CNOs/PDDA (1:1) w
buforze 0,01 M PBS (a) oraz sporzadzona na tej podstawie krzywa kalibracyjna (b).



Ponadto sprawdzono zdolno$¢ elektrody modyfikowanej kompozytem CNOs/PDDA do
elektrochemicznego oznaczania dopaminy (DA) w obecno$ci kwasow askorbinowego (AA) i
moczowego (UA). Ilosciowa i jakosciowa analiza dopaminy zostala przeprowadzona z
uzyciem cyklicznej woltamperometrii (CV), roznicowej pulsowej woltamperometrii (DPV)
oraz woltamperometrii fal prostokatnych (SWV) (Rysunek 4). Zaobserwowano, ze zalezno$¢
pradu procesu utlenienia od stezenia DA jest liniowa w catym badanym zakresie, czyli od
510 do 4-10° mol/l ze wspotczynnikiem korelacji wynoszacym R?=0,999. Teoretyczny limit
detekcji wykonanych analiz, przy stosunku S/N=3, wynidst 110" mol/l, podczas gdy czulo§¢
zostata ustalona na poziomie 0,0175 pA/(umol/l). Otrzymane wyniki wskazujg na to, ze
mozna z powodzeniem stosowac elektrody modyfikowane filmami CNOs/PDDA w
elektrochemicznych badaniach ilo§ciowych dopaminy.



