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Opis patentowy

Przedmiotem wynalazku jest bioczujnik, przeznaczony do wykrywania fenolu i jego pochodnych
w przemysle spozywczym oraz w srodowisku wodnym.

Bioczujniki sg powszechnie stosowane w technologiach przemystowych, spozywczych i w ochro-
nie srodowiska. Sktadajg sie z czesci biologicznej i czesci aparaturowej przetwarzajacej sygnat ode-
brany przez element biologiczny. Bioczujniki moga by¢ oparte na receptorach chemicznych, immuno-
logicznych lub biokatalitycznych.

Znane sa biosensory warstwowe otrzymane z wykorzystaniem réznych technik samoorganizacji
czastek na powierzchni z kwasow ttuszczowych, fosfolipidéw lub porfiryn. Tego typu systemy stanowig
podstawe do budowy biosensoréw oraz biologicznych sensoréw optycznych. Znane sg innego rodzaju
czujniki enzymatyczne, ktérych konstrukcja oparta jest o na modyfikacji elektrod (np. platynowe lub
weglowe) za pomocg polimeréw przewodzacych oraz odpowiednich enzymow.

Z europejskiego zgtoszenia patentowego nr EP2083015 znane sg biosensory, ktérych czesé
biologicznie aktywna wigzana jest kowalencyjnie w porowatych polipeptydach tworzac charaktery-
styczne uklady poro-sensorowe. Z amerykanskiego patentu nr US7572356 znany jest jednoelektro-
dowy biosensor zbudowany z uzyciem membrany do dializ. Bioczujnik tego typu posiada elektrode
pokrytg filmem otrzymanym z mieszaniny hydrofilowego polimeru przewodzacego oraz enzymu.
Z miedzynarodowego zgtoszenia patentowego nr W02009140343 znany jest elektrochemiczny bio-
sensor do oznaczania stezenia hemoglobiny we krwi. Kolejnym elektrochemicznym biosensorem,
dajacym odpowiedz amperometryczng jest uktad elektrod modyfikowanych ureazg i iminohydrolazg
kreatyninowg opisany w amerykanskim zgtoszeniu patentowym nr US 2010025265.

Z europejskiego zgtoszenia nr EP2082038 znany jest sensor biologiczny do wykrywania toluenu
i ksylenu zbudowany z transformowanych szczepéw Acinetobacter baylyi adpl. Z chinskiego zgtosze-
nia patentowego nr CN101592626 znany jest warstwowy biosensor, w ktérym chemoczutg warstwe
stanowi metal. Tego typu biosensor jest trwaty i charakteryzuje go silniejszy sygnat pomiarowy.
W wynalazku wedtug europejskiego zgtoszenia patentowego nr EP1828759 mediacyjny charakter
rutynowych kompleksoéw zostat wykorzystany w konstrukcji warstwowych biosensoréw, w ktérych bial-
ka enzymatyczne byty unieruchamiane w przewodnikowych wzglednie potprzewodnikowych warstwach
weglowych. Z amerykanskiego zgtoszenia nr US2010047670 znana jest weglowa elektro-
da modyfikowana warstwg fosfolipidowa oraz dehydrogenaza glukozowg. Tego typu uktad znalazt za-
stosowanie w ogniwie paliwowym. Rowniez z amerykanskiego zgtoszenia patentowego nr
US2010040909 znane sg nowoczesne ogniwa wykorzystujgce mikroorganizmy, ktdre czerpig paliwo
z atmosfery z CO,. Znane sg réwniez elektrody modyfikowane suchym ukfadem fosfolipidy-biatko opisa-
ne w europejskim zgtoszeniu patentowym nr EP2135943. Tego typu elektrody stuzg do immobilizacji np.
biokatalizatoréw, komoérkowych organelli, wiruséw. Z polskiego zgtoszenia patentowego nr P381953
znany jest warstwowy bioczujnik do wykrywania zwigzkéw fenolowych w srodowisku wodnym. Czujnik
ma warstwe aktywnag w postaci biatka-lakazy zimmobilizowanej w filmie Langmuira-Blodgett (LB) otrzy-
manym z N-heptylo-3,6-bis(tiofeno)karbazolu, kwasu 22-trikozenowego i aldehydu glutarowego. Zimmo-
bilizowane, korzystnie kowalencyjnie, biatko-lakaza wykazuje duzg czuto$¢ na obecnos¢ fenolu oraz sél
sodowa kwasu 2,2'-azyno-bis-3-etylobenzeno-tiazolo-6-sulfonowego w roztworze wodnym.

W ostatnich latach coraz czesciej elektrochemiczne elektrody modyfikowane sg za pomoca bia-
tek enzymatycznych w celu konstrukcji selektywnych urzadzeh diagnozujgcych substancje toksyczne
w srodowisku. W systemie tego typu biatka sg kowalencyjnie i adsorpcyjnie wigzane do uktadéw kopo-
limerowych pokrywajacych elektrode.

Istote bioczujnika do wykrywania zwigzkéw fenolowych wedtug wynalazku stanowi czujnik za-
wierajacy warstwe aktywng w postaci lakazy zimmobilizowanej kowalencyjnie na powierzchni elektro-
chemicznego filmu otrzymanego z kopolimeru w skfad ktérego wchodzi kwas tiofenokarboksylowy,
3-metylotiofen oraz N-butylo-3,6-bis(3,4-etylenodioksytiofeno)karbazol.

Korzystnie bioczujnik utworzony jest z réwnomolowej mieszaniny kwasu tiofenokarboksylowe-
go, 3-metylotiofenu oraz N-butylo-3,6-bis(3,4-etylenodioksytiofeno)karbazolu oraz lakazy.

Korzystnie lakaza zimmobilizowana jest na powierzchni elektrochemicznego filmu za pomoca
stabych oddziatywan Van der Waalsa.

Bioczujnik wedtug wynalazku wytworzony jest z ultracienkiego filmu elektrochemicznego i nada-
je sie do wykrywania fenolu i jego toksycznych pochodnych w srodowisku wodnym oraz w przemysle
spozywczym. Zaletg bioczujnika jest jego bardzo duza czutos¢ i fakt, ze nadaje sie do wykrywania
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réznych stezen, a takze jego szeroka aktywnos$¢ substratowa. Nie bez znaczenia jest réwniez dosc
dtluga zywotnos$¢ zimmobilizowanego biatka, ktére zachowuje swojg katalityczng aktywnos¢ w ciggu
kolejnych trzydziestu cykli reakcyjnych tj. okoto 4 miesigce. Warstwa elektrochemicznego filmu z im-
mobilizowang lakazg wedlug wynalazku i powtarzalnosé¢ otrzymanych wynikéw oraz rézne odpowiedzi
czujnika zbudowanego z kopolimeru w sktad ktérego wchodzi kwas tiofenokarboksylowy,
3-metylotiofen oraz N-butylo-3,6-bis(3,4-etylenodioksytiofeno)karbazol, na rézne stezenia zwigzkow
fenolowych, typujg ten materiat do budowy czujnikéw stosowanych w diagnostyce srodowiska.

Przedmiot wynalazku jest wyjasniony w przyktadzie realizacji i na rysunku, na ktérym fig. 1
przedstawia schemat pracy bioczujnika, fig. 2 - wykres zaleznosci aktywnosci lakazy unieruchomione;j
w elektrochemicznym filmie mierzonej wzrostem natezenia ptyngcego pradu od zmiany przytozonego
napiecia, fig. 3 - wykres zaleznosci aktywnosci lakazy unieruchomionej w elektrochemicznym filmie
mierzonej wzrostem natezenia ptyngcego pradu od zmiany przytozonego napiecia w obecnosci tlenu.

Przyktad

Bioczujnik zawierajgca lakaze immobilizowang kowalencyjnie w elektroprzewodzacym filmie
otrzymano z kopolimeru wytworzonego z rownomolowej mieszaniny kwasu tiofenokarboksylowego,
3-metylotiofenu oraz N-butylo-3,6-bis(3,4-etylenodioksytiofeno)karbazolu P w wyniku elektrodepozyciji
lakazy na weglowej elektrodzie C modyfikowanej polimerem przewodzacym P. Proces elektrodepozy-
cji biatka B na modyfikowanej elektrodzie pracujacej prowadzono galwanostatycznie przy napieciu
réownym 250 yA w 0,1 M roztworze elektrolitu - LiCIO, w buforze octanowym o pH 5,0 E. Nastepnie
bioczujnik wedlug wynalazku wprowadzono do naczynia pomiarowego, 0 pojemnosci 50 ml zaopa-
trzonego w ukitad dwdch elektrod: elektrode kalomelowg (SCE) jako elektrode odniesienia Eo oraz
cylindryczng elektrode platynowg jako elektrode pomocniczg Ep. Do pomiaru aktywnosci zimmobili-
zowanego biatka uzyto 0,25 mM hydrochinonu jako substratu, reakcje katalityczng prowadzono w
warunkach beztlenowych i utlenionych przepuszczajac przez roztwor prgd w zakresie napie¢ -200 -
1000 mV. Proces i pomiar aktywnosci zimmobilizowanego biatka prowadzono w temperaturze poko-
jowej w 0,1 molowym buforze octanowym o pH 5,0. Zmiane natezenia prgdu notowano przy uzyciu
galwanostatu/potencjostatu ELECTROCHEMA. Uktad pomiarowy w trakcie prowadzonego procesu
zmieniat sygnat chemiczny na mierzalny sygnat amperometryczny.

Aktywnos$¢ lakazy zimmobilizowanej, przedstawiono na fig. 2 jako funkcje natezenia pradu
w zaleznosci od wzrastajgcego napiecia, w obecnosci hydrochinonu jako substratu. Omawiane bada-
nia nad aktywnoscig lakazy byly wykonywane przy zastosowaniu hydrochinonu i soli sodowej kwasu
2,2’-azyno-bis-3-etylobenzeno-tiazolo-6-sulfonowego (ABTS-u) jako substratow. Przedstawiony na
fig. 3 wykres uwidacznia istotny wptyw tlenu na katalityczne wtasciwosci biatka.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze obecnos$¢ kopolimeru zbudowanego z kwasu tiofeno-
karboksylowego, 3-metylotiofenu oraz N-butylo-3,6-bis(3,4-etylenodioksytiofeno)karbazolu ze wzgledu
na mediacyjny charakter elektroprzewodzacego ukfadu, usprawnia transport elektronéw, przez co
znacznie poprawia aktywnos¢ katalityczng unieruchomionego biatka.

Dtugos¢ zycia zimmobilizowanego biatka wediug wynalazku wynosi, co najmniej 4 miesigce.
Stata, wysoka zdolnos$¢ utleniania substratu zachowana jest przez kolejnych 30 cykli reakcyjnych.
Aktywnos$¢ biatka zimmobilizowanego w filmie stanowi okoto 85% aktywnosci uzytego do immobilizacii
biatka natywnego.

Zastrzezenia patentowe

1. Bioczujnik do wykrywania zwigzkéw fenolowych, zawierajacy biatkowag warstwe aktywng - la-
kaze zimmobilizowang w elektrochemicznym filmie osadzong na elekirodzie weglowej, znamienny
tym, lakaza zimmobilizowana jest kowalencyjnie na powierzchni elektrochemicznego filmu otrzyma-
nego z kopolimeru w sktad ktérego wchodzi kwas tiofenokarboksylowy, 3-metylotiofen i N-butylo-3,6-
-bis(3,4-etylenodioksytiofeno)karbazol.

2. Bioczujnik, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze utworzony jest z rownomolowej mieszaniny
kwasu tiofenokarboksylowego, 3-metylotiofenu, N-butylo-3,6-bis(3,4-etylenodioksytiofeno)karbazolu
oraz lakazy.

3. Bioczujnik, wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze lakaza zimmobilizowana jest na powierzch-
ni elektrochemicznego filmu za pomocg stabych oddziatywan Van der Waalsa.
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Rysunki

Fig. 1
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