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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest elektroda enzymatyczna do wykrywania zwigzkéw fenolowych
znajdujgca zastosowanie w przemysle spozywczym.

Znane sg elektrody enzymatyczne modyfikowane za pomocg warstw otrzymanych z wykorzy-
staniem, réznych technik samoorganizacji czgstek.

Powszechnie znane sg biosensory, ktérych czute elementy stanowig oksydoreduktazy kapsut-
kowane w liposomach i immobilizowane na powierzchni porowatych elektrod weglowych. Tego typu
elektrody enzymatyczne petnig role bioczujnikéw oraz elementéw bioogniw paliwowych i znane sg
z chinskiego zgtoszenia patentowego CN102124598.

Ze amerykanskiego zgtoszenia patentowego US2012129725 znany jest biosensor do wykrywa-
nia stezenia ATP w prébkach biologicznych. Uktad tego typu wytworzony jest z poliakryloamidu oraz
immobilizowanego enzymu.

Innym biosensorem znanym z europejskiego zgtoszenia patentowego EP2441834 jest czujnik
fluorescencyjny wytworzony z hydrolaz izolowanych z drozdzy, tego typu uktad stuzy do detekcji oraz
rozktadu fosforowych zwigzkéw organicznych.

Z kolejnego amerykanskiego zgtoszenia patentowego US2012052018 znany jest sensor do wy-
krywania glukozy in vivo w prébkach biologicznych. Tego typu sensor wytworzony jest miedzy innymi
Z kumaryny, ksantenu, kwasu borowego.

Z japonskiego zgtoszenia patentowego JPS5041999 znany jest bioczujnik wykrywajacy obec-
no$¢ metanolu w badanych prébkach win. Chemiluminescencyjny czujnik wykorzystuje w swym dzia-
taniu reakcje katalizowang przez oksydaze alkoholanowa.

Z publikacji Electrochromic devices and thin film transistors from a new family of ethylenedioxy-
thiophene based conjugated polymers Zhongtao Li, Yuan Zhang, Amanda L. Holt, Borys P. Kolasa,
Justin G. Wehner.b Andreas Hampp, New J.Chem, 2011,35 Guillermo C. Bazan, Thuc-Quyen Nguy-
enc and Daniel E. Morse znany jest poli(3,4-etylenodioksytiofeno-alt-9,9-didodecylofluoren) oraz spo-
sob jego wytwarzania,

W ostatnich latach coraz czesciej elektrochemiczne elektrody modyfikowane sg za pomocg bia-
tek enzymatycznych w celu konstrukcji selektywnych urzadzen analizujgcych rézne substancje
w przemys$le spozywczym, w systemie tego typu biatka sg adsorpcyjnie wigzane do uktadéw kopoli-
merowych pokrywajgcych elektrode.

Istotg elektrody enzymatycznej do wykrywania zwigzkéw fenolowych wedtug wynalazku jest to,
ze zawiera biatkowg warstwe aktywng w postaci takazy zimmobilizowanej adsorpcyjnie na powierzchni
elektrochemicznego filmu, otrzymanego z kopolimeru w sktad, ktérego wchodzi kwas tiofeno-octowy,
3-metylotiofen oraz oligomer poli(3,4-etylenodioksytiofeno-alt-9,9-didodecylofluoren).

Korzystnie elektroda utworzona jest z rdwnomolowej mieszaniny z kwasu tiofeno-octowego,
3-metylotiofenu oraz oligomeru poli(3,4-etylenodioksytiofeno-alt-9,9-didodecytofluorenu) oraz lakazy.

Zaletg elektrody enzymatycznej jest jej duza czuto$¢ i fakt, ze nadaje sie do wykrywania réz-
nych stezen, a takze jej szeroka aktywnos¢ substratowa. Nie bez znaczenia jest rowniez dos¢ diuga
zywotnosé zimmobilizowanego biatka, ktére zachowuje swojg katalityczng aktywnos$¢ w ciggu kolej-
nych dwudziestu cykli reakcyjnych (3 miesigce). Enzymatyczna warstwa bioaktywna wedtug wynalaz-
ku i powtarzalnos¢ otrzymanych wynikéw oraz rézne odpowiedzi czujnika zbudowanego z kopolimeru
w skfad ktérego wchodzi kwas tiofeno-octowy, 3-metylotiofen oraz oligomer poli(3,4-etylenodioksy-
tiofeno-alt-9,9-didodeeylofluoren), na rézne stezenia zwigzkéw fenolowych, typujg ten materiat do
budowy czujnikéw stosowanych w przemysle spozywczym.

Przedmiot wynalazku jest wyjasniony w przyktadzie realizacji i na rysunku, na ktérym fig. 1
przedstawia schemat pracy elektrody enzymatycznej, fig. 2-wykres zalezno$ci aktywnosci biatka unie-
ruchomionego w elektroprzewodzgcym filmie mierzonej wzrostem natezenia ptyngcego pradu od
zmiany przytozonego napiecia.

Przyktad |

Elektroda enzymatyczna zawierajgca lakaze immobilizowang adsorpcyjnie w elektroprzewodza-
cym kopolimerze wytworzonym z kwasu tiofeno-octowego, 3-metylotiofenu oraz oligomeru poli(3,4-
-etylenodioksytiofeno-alt-9,9-didodecyloftuorenu) (P) powstata w wyniku elektrolitycznej depozycji
lakazy na platynowej elektrodzie (Pt) modyfikowanej polimerem przewodzgcym (P). Proces elektrode-
pozycji biatka (B) na modyfikowanej elektrodzie pracujgcej prowadzono galwanostatycznie przy ge-
stosci ptyngcego pragdu 3 mA/cm? w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,25 w czasie 10 minut.



PL 222 326 B1 3

Nastepnie biosensor biatkowy wedlug wynalazku wprowadzono do naczynia pomiarowego, o pojem-
nosci 10 ml zaopatrzonego w ukfad dwéch elektrod: elektrode kalomelowag (SCE) jako elektrode od-
niesienia Eo oraz cylindryczng elektrode platynowg jako elektrode pomocniczg Ep. Do pomiaru ak-
tywnosci zimmobilizowanego biatka uzyto 0,228 mM ABTS jako substratu, rekcje katalityczng prowa-
dzono w warunkach beztlenowych, przepuszczajgc przez roztwor prad w zakresie napieé¢-300-1200
mV. Proces i pomiar aktywnosci zimmobilizowanego biatka prowadzono w temperaturze pokojowej
w 0,01 molowym buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH 5,25. Zmiane natezenia prgdu notowano
przy uzyciu galwanostatu/potencjostatu AUTOLAB PGSTAT128N. Uktad pomiarowy w trakcie prowa-
dzonego 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 ABTS jako substratu, linig ciggla zaznaczony
jest pierwszy cykl reakcyjny, linig przerywang-dwudziesty. Omawiane badania nad aktywnoscig lakazy
byly prowadzone przy zastosowaniu ABTS, syringaldazyny jako substratow.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze obecno$¢ kopolimeru zbudowanego z kwasu tiofeno-
-octowego, 3-metylotiofenu oraz oligomeru poli(3,4-etylenodioksytiofeno-alt-9,9-didodecylofluorenu)
ze wzgledu na mediacyjny charakter elektroprzewodzacego ukfadu, usprawnia transport elektronow,
przez co znacznie poprawia aktywnos¢ katalityczng unieruchomionego biatka.

Dtugos¢ zycia zimmobilizowanego biatka wedtug wynalazku wynosi co najmniej 3 miesigce.
Stata, wysoka zdolnos¢ utleniania substratu zachowana jest przez kolejnych 20 cykli reakcyjnych.

Aktywnos$¢ biatka zimmobilizowanego w filmie stanowi okoto 90% aktywnosci uzytego do immo-
bilizacji biatka natywnego.

Zastrzezenia patentowe

1. Elektroda enzymatyczna do wykrywania zwigzkow fenolowych, znamienna tym, ze zawiera
biatkowg warstwe aktywng w postaci lakazy zimmobilizowanej adsorpcyjnie na powierzchni elektro-
chemicznego filmu, otrzymanego z kopolimeru w sktad, ktérego wchodzi kwas tiofeno-octowy, 3-metylo-
tiofen oraz oligomer poli(3,4-etylenodioksytiofeno-alt-9,9-didodecylofluoren).

2. Elektroda wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze utworzona jest z rbwnomolowej mieszaniny
Zz kwasu tiofeno-octowego, 3-metylotiofenu oraz oligomeru poli(3,4-etylenodioksytiofeno-alt-9,9-dido-
decylofluorenu) oraz lakazy.
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