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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest pochodna benzotiadiazolu — 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)ben-
zotiadiazol oraz sposob jego wytwarzania, znajdujgca zastosowanie do modyfikacji urzgdzen sensoro-
wych.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez elektroda enzymatyczna do wykrywania epinefryny w roz-
tworach wodnych przeznaczona zwtaszcza do diagnostyki choréb o podiozu neurodegeneracyjnym.
Elektroda przeznaczona do detekcji neuroprzekaznika sktada sie z elementu biologicznie aktywnego
oraz elementu przetwornikowego, przetwarzajgcego sygnat odebrany przez element receptorowy.

Z przegladu literatury, znane jest zgtoszenie patentowe PL419890 (Al) dotyczgce biosensora
elektrochemicznego stuzgcego do detekcji dopaminy, zawierajgcego biatkowg warstwe aktywng zim-
mobilizowang na powierzchni elektroprzewodzgcego filmu otrzymanego z poli[2,7-bis(3,4-etylenodiok-
sytiofeno)-N-heksyloakrydonul].

Kolejne zgtoszenie patentowe PL419891 (A1) dotyczy biosensora enzymatycznego do wykrywa-
nia epinefryny, charakteryzujgcego sie tym, ze zawiera biatkowg warstwe aktywng w postaci lakazy
zimmobilizowanej na powierzchni polimerowego filmu otrzymanego metodg woltamperometrii cyklicznej
z poli(N-heksylo-2,7-bis(tiofeno)akrydonu).

W koreanskim zgtoszeniu patentowym nr KR20170127758 (A) ujawniono biosensor do pomiaru
ilosci glukozy, w ktéorym warstwe receptorowg stanowig nanowtdkna powlekane oksydazg glukozows.
Zastosowanie tego typu rozwigzania umozliwia szybkie i doktadne zmierzenie stezenia glukozy we krwi
bez wptywu na poziom hematokrytu.

Istote wynalazku stanowi pochodna benzotiadiazolu — 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzo-
tiadiazol o wzorze 1.

Symetryczne wielopierscieniowe przewodzgce uktady typu donor-akceptor obecne w strukturze
4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu nadajg jej wiasciwosci potprzewodnikowe. Sposob
wytwarzania 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu o wzorze 1, wedlug wynalazku polega
na tym, ze do 4,7-bis(2-bromo-5-tiofeno)-2,1,3-benzotiadiazolu dodaje sie 2-(tributylocyno)pirydyny
w obecnosci katalizatora palladowego dichlorku bis(trifenylofosfino)palladu (II) w srodowisku bezwod-
nego tetrahydrofuranu, roztwér miesza sie w temperaturze 55°C w atmosferze azotu przez 48 godzin,
nastepnie mieszanine poddaje sie ekstrakcji octanem etylu i wodg, suszy nad bezwodnym siarczanem
magnezu, otrzymujgc produkt koncowy w postaci 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu.

Korzystnie otrzymany produkt w postaci 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu o wzo-
rze 1 oczyszcza sie na kolumnie chromatograficznej.

Istotg wynalazku jest réwniez elektroda enzymatyczna, ktéra ma warstwe aktywng w postaci ty-
rozynazy zimmobilizowanej adsorpcyjnie w filmie otrzymanym z 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)ben-
zotiadiazolu.

Elektroda enzymatyczna wedtug wynalazku wytworzona jest z ultracienkiego filmu polimerowego
o grubosci okoto 60 nm i nadaje sie do wykrywania epinefryny w roztworach wodnych. Zaletg elektrody
jest jej bardzo duza czutos$¢ oraz fakt, ze znajduje zastosowanie w badaniu szerokiego zakresu stezen.
Istotna jest rowniez dos¢ dtuga zywotnos¢ zimmobilizowanego biokatalizatora, ktéry zachowuje swojg
aktywnos¢ katalityczng w ciggu kolejnych kilkudziesieciu cykli reakcyjnych. Enzymatyczna warstwa bio-
aktywna weditug wynalazku i powtarzalnos¢ otrzymanych wynikéw oraz rézne odpowiedzi czujnika zbu-
dowanego z 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu na rézne stezenia neurotransmitera, ty-
pujg ten materiat do budowy czujnikéw stosowanych miedzy innymi w diagnostyce klinicznej.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania nie ograniczajgc jedno-
czesnie jego zakresu oraz na rysunku na ktérym na:

Fig. 1 przedstawiono proces elektrochemicznej polimeryzacji 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-
-ylo)benzotiadiazolu metodg chronoamperometryczna.

Fig. 2 przedstawiono uktad pomiarowy na ktoéry skladajg sie: celka pomiarowa, chlorosrebrowa
elektroda odniesienia (Eo), elektroda pomocnicza w formie platynowego drutu (Ep) oraz elektroda pra-
cujgca (Ew) zmodyfikowana poli(4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolem) (P) oraz biatkiem
enzymatycznym (B).

Fig. 3 przedstawiono zakres liniowy pracy czujnika.



PL 242327 B1 3

Przyktad 1

Sposoéb otrzymywania 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu o wzorze 1 jest przed-
stawiony na schemacie. W celu zsyntetyzowania pochodnej benzotidiazolu — 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tio-
fen-2-ylo)benzotiadiazolu, do kolby tréjszyjnej dodano 4,7-bis(2-bromo-5-tiofeno)-2,1,3-benzotiadiazolu
(1) (2,18 mmol, 1,00 g), bezwodnego tetrahydrofuranu (50 ml), 2-(tributylocyno)pirydyny (2) (4,80 mmaol,
1,77 g) oraz katalizator — dichlorek bis(trifenylofosfino)palladu (Il) — PdCl>(PPhs). (0,44 mmol, 0,306 g).
Roztwér mieszano w temperaturze 55°C w atmosferze azotu przez 48 godzin. Po zakonczeniu reakgciji
mieszanine poreakcyjng przelano do rozdzielacza i ekstrahowano octanem etylu i wodg. Faze wodng
ekstrahowano nastepnie chloroformem (3 x 30 ml). Zebrane frakcje organiczne suszono nad bezwod-
nym siarczanem magnezu. Po przesaczeniu, rozpuszczalnik odparowano na wyparce rotacyjnej. Osad
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej w gradiencie polarnosci (heksan : octan etylu). Uzyskano
0,417 g produktu (3), w postaci czerwonego ciata statego, z wydajnoscig 42,2%.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & (ppm): & 8.64 (d, J=4.8 Hz, 2H, arom. H), 8.18 (t, J=3.4 Hz, 2H,
arom. H), 7.95 (t, J=9.4 Hz, 2H, arom. H), 7.82 — 7.78 (m, 6H, arom. H), 7.15 (t, J=3.4 Hz, 2H, arom. H).

13C NMR (600 MHz, CDCl3) & (ppm): § 152.57, 152.44, 152.32, 152.18, 152.04, 149.32, 141.36,
140.68, 140.53, 137.05, 132.45, 130.89, 130.74, 128.91, 128.80, 127.33, 127.24, 126.04, 125.78,
125.68, 125.32, 125.19, 125.08, 122.18.

MS (m/z): [M*] 455,0464.

Proces elektropolimeryzacji prowadzono w ukfadzie tréjelektrodowym ztozonym z elektrody pra-
cujacej wykonanej ze ziota o powierzchni 3,14 mm?2, platynowej elektrody pomocniczej oraz chlorosre-
browej elektrody odniesienia (Ag/AgCl). Pomiary prowadzono za pomocg aparatu PGSTAT 128N. Film
polimerowy otrzymano na drodze chronoamperometrii, stosujgc 1 mM roztworu monomeru, przytozony
potencjat — 1,8 V w czasie 900 s wzgledem Ag/AgCI. 0,1 M roztwor tetrabutyloheksafluorofosforanu
amonu (BUsNPFs) w dichlorometanie zostat uzyty jako elektrolit pomocniczy.

Przyktad 2

Elektroda enzymatyczna zawierajgca tyrozynaze zimmobilizowang adsorpcyjnie w elektroprze-
wodzgcym materiale otrzymanym z 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu (P) zostata wy-
tworzona w wyniku depozycji tyrozynazy na elektrodzie wykonanej z platyny (Pt) modyfikowanej mate-
riatem przewodzgcym (P). Proces depozyciji biatka (B) na modyfikowanej elektrodzie platynowej prowa-
dzono za pomocg sieciowania kowalencyjnego w obecnosci glutaraldehydu w buforze fosforowo-cytry-
nianowym o pH 5,2 w czasie 2-6ch godzin. Nastepnie biosensor biatkowy wedtug wynalazku wprowa-
dzono do naczynia pomiarowego, o pojemnosci 10 ml zaopatrzonego w ukfad trzech elektrod: elektrody
chlorosrebrowej jako elektrody referencyjnej Eo, elektrody wykonanej ze ztota jako elektrody pracujgcej
Ew oraz platynowej elektrody pomocniczej Ep. Pomiary przeprowadzono w warunkach tlenowych me-
toda woltamperometrii cyklicznej (CV) oraz pulsowo — réznicowej (DPV) wobec szerokiego zakresu ste-
zenia epinefryny (10 nM — 50 uM w buforze fosforanowym o pH 7,0) przepuszczajgc przez badany
roztwor prgd w zakresie potencjatu 0 — 0,2 w przypadku metody DPV oraz w zakresie potencjatu -0,6 —
0,6 V w przypadku metody CV. Zmian natezenia prgdu rejestrowano przy uzyciu galwanostato/poten-
cjostatu PGSTAT 128N AUTOLAB. Uktad pomiarowy w trakcie procesu zmieniat sygnat chemiczny na
mierzalny sygnat amperometryczny.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze obecno$é materiatu zbudowanego z 4,7-bis(5-(2-piry-
dyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu ze wzgledu na mediacyjny charakter elektroprzewodzacego ukfadu,
usprawnia transport elektronéw, przez co znacznie poprawia aktywnos$¢ katalityczng unieruchomionego
biatka.

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodna benzotiadiazolu, ktérg stanowi 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazol
o0 wzorze 1.

2. Sposob wytwarzania 4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu o wzorze 1, zna-
mienny tym, ze do 4,7-bis(2-bromo-5-tiofeno)-2,1,3-benzotiadiazolu dodaje sie 2-(tributylo-
cyno)pirydyny w obecnosci katalizatora palladowego dichlorku bis(trifenylofosfino)palladu (11)
w srodowisku bezwodnego tetrahydrofuranu, roztwor miesza sie w temperaturze 55°C w at-
mosferze azotu przez 48 godzin, nastepnie mieszanine poddaje sie ekstrakcji octanem etylu
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i wodg, suszy nad bezwodnym siarczanem magnezu, otrzymujgc produkt kohcowy w postaci
4,7-bis(5-(2-pirydyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu.

. Sposoéb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze otrzymany produkt w postaci 4,7-bis(5-(2-piry-
dyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu o wzorze 1 oczyszcza sie na kolumnie chromatograficznej.
. Elektroda enzymatyczna do wykrywania epinefryny, znamienna tym, ze ma warstwe aktywng
W postaci tyrozynazy zimmobilizowanej adsorpcyjnie w filmie otrzymanym z 4,7-bis(5-(2-piry-
dyno)tiofen-2-ylo)benzotiadiazolu.

Rysunki

Wzér 1
= PACI(PPh;);
N™ “Sn(Bu), THF, Ny, 55°C, 48 h

Schemat 1
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