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Electrochemical sensors for epinephrine determination based on

gold nanostructures

Epinefryna (EP) jest niezmiernie waznym hormonem oraz neurotransmiterem
kontrolujacym uktad nerwowy ssakéw. Substancja ta reguluje procesy fizjologiczne, takie
jak: przyspieszanie bicia serca, regulowanie poziomu cukru we krwi czy lipoliza. Jednakze, w
zwiazku z tworzeniem si¢ silnie reaktywnych produktow jej utleniania, dlugoterminowe
podwyzszone stezenie EP skutkuje neurotoksyczno$cia oraz kardiotoksycznoscia. Zaburzenia
stezenia EP we krwi wiaza si¢ z choroba Parkinsona, Alzheimera oraz schizofrenii. Z uwagi
na udzial EP w przebiegu wielu proceséw fizjologicznych, posiada ona zastosowanie jako lek,
migdzy innymi w przypadku zawalu serca, anafilaksji 1 astmie oskrzelowe;.

W zwiazku z niezmiernie szerokim spektrum procesow z ktorymi wiaze si¢ EP, bardzo
przydatnym byloby stworzenie narzedzia pozwalajacego na szybkie 1 proste analizowanie jej
stezenia w plynach ustrojowych. Oznaczenie takie powinno si¢ odbywaé w czasie
rzeczywistym i w warunkach poza laboratoryjnych, co pomogloby w zrozumieniu podioza
niektorych proceséw zachodzacych w organizmie ludzkim lub skutkéw ich zaburzen.

Glownym zalozeniem pracy bylo uzyskanie -elektrochemicznego sensora EP
cechujacego si¢ niska granica oznaczalnos$ci, szerokim zakresem pomiarowym oraz wysoka
czuto$cia, dzigki polaczeniu ze soba wiasciwosci metalu szlachetnego jakim jest Au z
wyjatkowymi wiasciwos$ciami materiatdow w skali nanometryczne;.

W  pierwsze] kolejnosci  zoptymalizowano proces otrzymywania cienkich
nanoporowatych warstw  Au, uporzadkowanych uktadéw z nanorurek Au oraz
nanoporowatych Au struktur gabczastych. Pierwsze dwa typy elektrod uzyskano poprzez
elektroosadzanie Au na powierzchni¢ lub w porach napylonego zlotem templatu (matrycy)

tlenku glinu otrzymanego w procesie dwustopniowej anodyzacji. Elektroda w postaci



warstwy uporzadkowanych nanorurek Au charakteryzowata si¢ wigkszym polem powierzchni
oraz bardziej rozwinigta struktura, co mialo na celu umozliwienie weryfikacji wpltywu tego
czynnika na wilasciwosci badanych elektrod. Proces otrzymywania trzeciej elektrody polegat
na wytrawianiu st¢zonym kwasem azotowym jonéw Ag ze stopow powstatych podczas
wspolosadzania Au 1 Ag. Z jej udziatem mozliwa byla ocena wptywu domieszkowania
nanostrukturalnego Au atomami Ag na wlasciwosci elektrokatalitycznego utleniania EP.

Otrzymane materialy stanowity powierzchnie elektrod pracujacych, wykorzystanych do
pomiaru zaleznosci natgzenia pradu od zmian st¢zenia EP w uktadzie. Porownano wyniki
otrzymane roznymi technikami elektrochemicznymi, takimi jak chronoamperometria (ChA),
woltamperometria liniowa (LSV) i1 réznicowa (DPV), w celu wytypowania najlepszej metody
pomiarowej oraz elektrody charakteryzujacej si¢ najwigksza czuloscia 1 szerokim zakresem
linlowym odpowiedzi uktadu, oraz najnizszym limitem detekcji. Dodatkowo oznaczano
stezenie EP metoda LSV z zastosowaniem litej elektrody Au, w takich samych zakresach
stezen 1 warunkach jakie stosowano dla badanych nanostrukturalnych elektrod. Pomiary te
dostarczyly informacji na temat wptywu struktury elektrody na jej odpowiedz katalityczna
(przejscie od elektrody litej do nanostrukturalnej). Testy ChA 1 cyklicznej woltamperometrii
(CV) postuzyly do wyznaczenia parametrow elektrochemicznych procesu utleniania EP
zachodzacego na nanostrukturalnych elektrodach Au.

Woltamperogramy cykliczne uzyskane dla badanych elektrod charakteryzuja si¢ r6zna
liczba obserwowanych pikoéw utleniania 1 redukcji, aczkolwiek wszystkie procesy sa
kontrolowane szybkos$cia dyfuzji. W przypadku cienkich nanoporowatych warstw Au oraz
nanoporowatych struktur gabczastych zaobserwowano trzy jednoelektronowe procesy w
etapach determinujacych szybkos$¢ reakcji utleniania (n,) EP, natomiast dla elektrody oparte;j
na warstwie uporzadkowanych nanorurek Au, zachodzi proces dwuelektronowy. Uzyskane

rezultaty maja odzwierciedlenie w przebiegu krzywych CV, gdzie dla pierwszych dwdch



elektrod wystepuja trzy piki utleniania, natomiast w przypadku trzeciej jest jeden szeroki pik.
Na podstawie analizy pierwszych pikow utleniania, stwierdzono ze wspoiczynnik transferu
elektrondow (a) przybiera zblizone wartosci dla cienkich nanoporowatych warstw Au (0,52)
oraz nanoporowatych struktur gabczastych (0,55), natomiast jego wartos¢ jest nieco nizsza dla
ostatniego typu elektrody (0,45). Catkowita liczba elektronow zaangazowanych w pierwszy
etap utleniania EP wynosi 1,1 = 1 dla cienkich nanoporowatych warstw Au, a dla
nanoporowatych struktur gabczastych jest rowna 1,8 =~ 2. Swiadczy to o tym, ze w pierwszym
etapie dochodzi do utleniania odpowiednio jednej albo dwoch grup hydroksylowych EP.
Obliczone wspolczynniki dyfuzji (D) EP w 0,1 M roztworze PBS, wyznaczone w oparciu o
pomiary ChA z zastosowaniem powyzszych elektrod, maja zblizona warto$¢ 1 wynosza
odpowiednio:3,42x10° i 1,29x10° cm® s'. Majac na uwadze oczekiwana poprawe
wilasciwosci katalitycznych zwiazana z obecnoscia niewielkiej ilosci Ag w materiale
elektrody, wyznaczono wartosci Srednich statych katalitycznych (k). Uzyskane dla elektrody z
niewielka zawarto$cia Ag i elektrody Au stale o warto$ciach odpowiednio: 10,03x10°M ™' s~
oraz 2,16x10° M ™' s' nie potwierdzaja tej tezy, a wrecz sugeruja odwrotny efekt.

Pomimo wczesniejszych zalozen, uzyskane wyniki oznaczen EP nie wykazaty
znaczacych r6éznic we wlasciwosciach nanostrukturalnych elektrod ze wzgledu na
odmienno$¢ ich budowy lub sktadu. Parametry charakteryzujace metode analityczna, takie
jak: czulos¢, zakres oznaczalnos$ci, granica wykrywalnosci czy wspofczynnik korelacji nie
roznily si¢ diametralnie migdzy soba. Zostat natomiast potwierdzony silny wptyw zwiazany z
nanostrukturalng budowa elektrody Au w porownaniu do materialu makroskopowego. W
przypadku elektrod na bazie nanostruktur Au wystepowatly dobrze zdefiniowane piki
zwiazane z utlenianiem EP, natomiast dla elektrody litej nie zaobserwowano zadnych pikow

w catym zakresie badanych stezen.



Najnizsza granica wykrywalnosci, réwna 2,43 puM uzyskana dla zakresu stgzen
5 - 110 uM EP, charakteryzowata si¢ elektroda w postaci cienkich nanoporowatych warstw
Au w pomiarach DPV. Zaobserwowano, ze zmiana parametréw pomiarowych w tej technice
moze skutkowa¢ wzrostem czulo$ci metody, jak w przypadku elektrody na bazie warstwy
uporzadkowanych nanorurek Au. Wiaze si¢ to jednak z szybszymi zmianami proporcji
pomigdzy pradem odpowiedzi a stgzeniem EP, co z kolei skutkuje zawgzeniem zakresu
linlowego pomiaru. Rezultaty uzyskane metoda LSV charakteryzowaty si¢ wyzsza granica
wykrywalnosci 1 szerszym zakresem liniowym odpowiedzi pradowej na zmienne st¢zenie EP.
W przypadku elektrody z warstwy uporzadkowanych nanorurek Au, zakres oznaczanych
stezen wynosit 60 — 1000 uM EP. Dzigki temu metoda ta zdaje si¢ stwarza¢ mozliwos¢
fatwego zaadaptowania do oznaczen w przemysle farmaceutycznym. Niestety, bez wzgledu
na wybrana technik¢ oraz rodzaj elektrody, nie zostala osiagnigta wystarczajaco niska granica
wykrywalnosci, aby elektrody mogty znalez¢ zastosowanie w badaniu probek biologicznych.
Ze wzgledu na to, iz najwigkszym wyzwaniem bylo uzyskanie niskiej wartosci granicy
wykrywalnosci, do dalszych badan stasowano technik¢ DPV.

Prawidlowos¢ dziatania metody DPV okreslono poprzez pordéwnanie uzyskanych
wynikdw z rezultatami oznaczania EP metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
sprzezone] z spektrometrem masowym (HPLC-MS). Na podstawie analizy otrzymanych
widm MS potwierdzono obecnos¢ EP w probce. Ponadto sporzadzono krzywa kalibracyjna,
co umozliwito uzyskanie zdecydowanie nizszej granicy wykrywalnosci niz dla technik
elektrochemicznych.

Waznym elementem badan bylo przeprowadzenie testow w obecnosci substancji
wspotistniejacych z EP w ptynach ustrojowych, ktore réwniez wykazuja aktywnos$¢
elektrochemiczna. Badania prowadzone w obecnosci substancji interferujacych sugeruja, ze

prawdopodobnie jest mozliwe oznaczanie EP w ptynach biologicznych w obecnosci kwasu



askorbinowego w zakresie jego typowych stgzen, natomiast kwas moczowy powyzej stgzenia
125 uM uniemozliwia oznaczenie EP.

Dalsza weryfikacja oznaczania EP za pomoca metody DPV z wykorzystaniem
nanostrukturalnych elektrod Au, polegata na zbadaniu powtarzalnosci uzyskanych wynikéw
dla stalego stezenia EP, roztworow EP w obecnos$ci interferentéw (kwasu moczowego i
askorbinowego), oraz realnej probki w postaci EP pochodzacej z amputek do wstrzyknigc.
Kazdy pomiar dla danego rodzaju elektrody oraz roztworu byl powtarzany siedmiokrotnie.
Uzyskane wyniki wykazaty dobra powtarzalnos¢ w zakresie 1,7% - 8,4% 1 dokladno$¢ od
97,5 % do 113,9 %.

Dodatkowo, za pomoca nowoczesnego systemu ROXY-MS poddano weryfikacji
mechanizm utleniania EP, ktory nie zostal dotychczas jednoznacznie ustalony, oraz stabilnos¢
1 rodzaj tworzonych adduktow po dodaniu glutationu (GHS), czyli substancji wspotistniejace;
z EP w ptynach ustrojowych. Na podstawie tej czg¢sci badan mozna sktania¢ si¢ ku przyjeciu
mechanizmu ECE (transfer elektronu - reakcja chemiczna — transfer elektronu). W przypadku
alternatywnego mechanizmu ECC (transfer elektronu — reakcja chemiczna — reakcja
chemiczna), konieczne jest aby dwie czasteczki bgdace produktami utleniania EP, czyli
leukoadrenochrom (reduktor) oraz adrenochinon (utleniacz) spotkaly si¢ efektywnie w
objetosci roztworu 1 przereagowaty. Obecno$¢ na widmach MS produktu posredniego tej
reakcji, jakim jest leukoadrenochrom-o-semichinon, swiadczy, ze reakcja ta zachodzilaby w
dwoéch etapach 1 efektywny kontakt musialby nastapi¢ dwukrotnie, co zdaje si¢ by¢ mato
prawdopodobne. Badania na temat wptywu dodatku GSH do uktadu pokazaty, ze addukty EP-
GSH powstaja poprzez redukcje produktow utleniania EP, na co wskazuje proporcjonalny
wzrost ich stezenia do stezenia metabolitow EP. Potwierdza to, ze tworzenie si¢ adduktow
EP-GSH nie wptywa na zdolno$¢ oznaczania EP, a jest indykatorem stgzenia produktow jej

utlenienia.



