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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaoberd hrubovrstvymi atenkovrstvymi technologiami
vytvarania senzorov nositelnych na l'udskom tele, ktoré snimaja latky v T'udskom pote.
Cast je venovana ich rozdeleniu a naslednym navrhom flexibilnych trojelektrodovych
biosenzorov vyuzivajucich 4 rozne elektrochemické prevodniky. VSetky tieto biosenzory
snimaju koncentraciu laktatu v ludskom pote a su zalozené na imobilizacii enzymu
laktatoxidazy na povrchu pracovne] elektrody. Technologicky postup vyroby
biosenzorov pozostava z kombinacii hrubovrstvovych a tenkovrstvovych technologii.
Zaver tejto prace obsahuje amperometrické stanovenia koncentracie laktatu pomocou
biosenzorov, z ktorych boli vytvorené kalibracné krivky.

KLUCOVE SLOVA

Tlaceny senzor, elektrochemicky prevodnik, biosenzor, elektrody, laktat

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with thick-film and thin-film technology of creating wearable
sensors on human body, that sense substances in perspiration. Part is devoted to their
classification and making subsequent proposal of flexible three-electrode biosensors
using 4 different electrochemical transducers. All of these biosensors sense concentration
of lactate in human sweat, and are based on immobilization lactate oxidase enzyme on
the working electrode. Technological process of production is based on combination of
thick-film and thin-film technology. Conclusion of this bachelor thesis contains
amperometric evaluations of the lactate concentration, from which calibration curves
were created.
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UvoD

Senzory nositel'né na tele vzbudzuji ¢oraz vacsi zaujem najma v odvetviach, kde je
dolezité nepretrzité monitorovanie vitdlnych funkcii Cloveka ato najmé v Sporte,
medicine a armade. Zaujimavu kategdriou tvoria senzory nositel'né na tele, ktoré snimaju
zlozky v l'udskom pote. Trendom takychto senzorov je aby spliiovali poziadavky ako
odolnost, nizka hmotnost, mala vel'kost a pohodlné nosenie. Existuje viacero druhov
senzorov ktoré vyuzivaju na snimanie pot napr. senzory zalozené na principe organického
elektrochemického tranzistoru (OECT), organického pol'om riadeného tranzistoru
(OFET) aelektrochemické senzory ktoré vyuzivaju trojelektrodovy systém. Tato
bakalarska praca je zamerana na biosenzory snimajuce mnozstvo laktatu v 'udskom pote.

Laktat je sol kyseliny mlie¢nej ktorého meranim zistujeme fyzicku aktivitu cloveka.
K zvysSeniu koncentracie laktatu dochadza pri anaerobnom procese. Kl'udova hodnota
laktatu sa v krvi pohybuje medzi 0,5-2 mmol.I"!. Pri intenzite rozvijajicej vytrvalost' sa
pohybuje hodnota laktatu medzi 2-4 mmol.I"! . Hladina 4 mmol.l"! sa povazuje za
anaerobny prah, je to hranica pri ktorej laktat vzniknuty v tele je aj spotrebovany.

Cielom tejto prace je vytvorenie trojelektrodovych biosenzorov laktatu
vyuzivajucich 4 rézne elektrochemické prevodniky. Tieto biosenzory su zalozené na
imobilizacii enzymu laktatoxidazy na povrchu pracovnej elektrody. Technologicky
postupu vyroby biosenzoru je zamerany na pouzitie hybridnej technologie, tj. kombinacii
technologii hrubych a tenkych vrstiev. Stanovenie koncentracie laktatu prebieha
pomocou amperometricke] metody. V zavere tejto prace su vytvorené kalibracné krivky
jednotlivych biosenzorov.



1 SENZORY

Slovo senzor je odvodené z latinCiny a znamena ,,citlivy”. ZjednoduSene mozeme
teda senzor chapat’ ako zariadenie citlivé na podnet, stav alebo prostredie (merant
veliCinu) a d’alej prevadzajici podnet na vysledni odozvu alebo informéciu (vystupnu
elektricki veli¢inu). Definicia pojmu senzor vSak zatial nie je ustdlena, urcité
zovSeobecnenie tohoto pojmu moézeme vyjadrit nasledujucim spdsobom: , Senzor je
zariadenie, ktoré snima sledovanu fyzikalnu, chemicku alebo biologicku veli¢inu a podl'a
ur¢itého definovaného principu ju transformuje fyzikalnym prevodom na vystupnu
veliCinu, Casto elektricky kvantitativnu. Stav sledovanej veli¢iny snima citliva Cast
senzoru oznacovana ako snimac alebo prevodnik (viz. obr. 1.1). Jeho vystupom je zmena
merane] fyzikalnej veliCiny, ktoru d'alej prevadza a spracovava vyhodnocovaci obvod
senzoru. Vystupna informécia z vyhodnocovacieho obvodu senzoru je kvantitativna,
obvykle elektricky signal, ktory je vytvoreny elektronickym detektorom a mdzeme ho
d’alej spracovat elektronickymi obvodmi [1].

NS

Fyzikalny, chemicky Vystupna veli€ina senzoru,
proces kvantitativny signal

Obr. 1.1: Schematické znazornenie senzoru (prevzaté z [1])

1.1  Chemické senzory

Vlastny senzor je kompozitné zariadenie, ktoré sa sklada z niekol'ko funkénych Casti.
Pri chemickych senzoroch sa vyuziva viacnasobny prevod meranej veli¢iny. Aktivna
vrstva moze byt umelo vytvorena vrstvicka pri prefabrikacii senzoru, ale tiez napr.
elektrodova dvojvrstva vytvorena automaticky na povrchu kovovej elektrody pri styku
s elektrolytom. Pri modulacnych metddach, kde sa sleduji zmeny charakteristickych
vlastnosti frekvencného signalu (napr. amplitida ¢i faza), byva aktivnou vrstvou iba
analyzovana vzorka alebo ¢ast sledovaného systému, ktorym prechadza , Cisty™ signal
(signal snulovou informéciou). Pritomnost analytu (detegované latky) generuje
chemicku ¢i fyzikalnu zmenu v aktivnej vrstve senzoru. Nakoniec vSak musi dojst
k trvalej ¢i prechodnej zmene urcitej meratel'nej fyzikalnej veliiny. Rozdelenie senzorov
podl'a prevodu meranej (chemickej) veliCiny na fyzikéalnu je objasnené v nasledujuce;



podkapitole. Pokial’ doslo interakciou s analytom ku zmene chemického zlozenia aktivne;
vrstvy doprevadzane] fyzikalnou zmenou, potom tito zmenu spracuje fyzikalny
prevodnik signalu, ktorého vystupom je informacia v elektrickej forme. [1]

1.1.1 Rozdelenie chemickych senzorov

Podl'a sposobu prevodu meranej veli¢iny na fyzikalnu:
e elektrochemickeé,
e gravimetrické,
e teplotné,
e optické,
e fluorescencné. [1]

Na zéaklade nosi¢a informécie:

o clektrické - poskytuju elektricky vstupny signal (elektronické, polovodicoveé
a mikroelektronické),

e neelektrické — mechanické, optické. [2]
Podl'a druhu snimanej veli¢iny:
e mechanické (poloha, otacky),
e tepelné (teplota, tepelny tok),
o elektrické (prud, napétie, vykon),
e magnetické (magneticka indukcia, intenzita pol'a),
e radiacné (intenzita ziarenia vo viditel'nej oblasti, UV),
e chemické (koncentracia i6nov, pH). [1,2]
Podla spravania sa vystupu:
e aktivne - su zdrojom energie,
e pasivne - samy o sebe nie si zdrojom energie. [2]
Podrla sposobu interakcie s meranim prostredim:
e dotykové,
e bezdotykové. [2]

1.1.2 Statické vlastnosti senzorov

o selektivita - urCuje mieru, s akou je senzor citlivy na urcity analyt. Tato miera je
relativna vzhl'adom k ostatnym analytom popripade interferentom (nameranym
zlozkam ovplyviiujucich signdl), ktoré sa vyskytuju v sledovanom prostredi.
Selektivita sa urCuje roznymi spdsobmi, pretoze senzory roznych typov maja
odlisné vlastnosti. Mozeme tiez urcit’ koeficient selektivity udavajaci kol'kokrat
niz8i signal poskytne senzor pri merani interferentu nez pri merani sledovaného



analytu, pricom interferent a analyt maju rovnaku koncentraciu. Pomocou tohto
koeficientu mdézeme charakterizovat' rozne interferenty vzhladom k urenému
analytu. Vel'kost koeficientu selektivity ma byt o najnizsia. [2]

hranica detekcie - tento limitny Statisticky parameter udava najniz§iu mozna
koncentraciu analytu, ktora je v prostredi detekovate'na danou metodou. [3]

plny rozsah (horna hranica meracieho rozsahu) - je najvyssia hodnota merane;j
veliCiny, ktora moze byt senzorom detekovana. [1]

rozsah senzoru - alebo tiez koncentrany rozsah senzoru udava rozmedzie
koncentracie, v ktorej je mozno stanovit koncentraciu analytu. Pokial je
koncentracia analytu medzi dolnym detekénym limitom a dolnou hranicou
koncentracného rozsahu, mézeme urcit’ iba pritomnost detekovaného analytu.
Rovnaka situacia nastane pokial sa koncentracia analytu nachadza medzi hornou
hranicou koncentra¢ného rozsahu a hornym detekénym limitom. [2,3]

citlivost’ - tento parameter udava zmenu vystupného signalu na jednotkovi zmenu
koncentracie analytu. [2]

staticka prenosova charakteristika (kalibra¢na krivka) - udava vztah medzi
vystupnou a meranou velic¢inou. [1]

casova konsStanta senzoru - dlhodoba Casova stalost popisovana poklesom
citlivosti ktora sa udava v percentach za jednotku Casu. [2]

linearita (tiez chyba linearity, nelinearita alebo integrilna nelinearita) -
udava maximalnu odchylku ktoréhokolvek kalibracného bodu od
odpovedajuceho bodu na idedlnej statickej prenosovej charakteristike. [1]

hysteréza - je maximalny rozdiel vo vstupe pri akejkol'vek hodnote meraného
rozsahu, ked’ je hodnota merana najskor pri zvySovani a potom pri zniZzovani
meranej veliCiny. [1]

rozliSenie (rozliSite’nost’) - je najmensi inkrement vystupu senzoru, ktory senzor
zaznamena pri zmene vstupu. Odpoveda absolutne; alebo relativnej chybe
senzoru. [1]

rychlost odozvy - je urCovana najmé fyzikalnymi vlastnostami senzoru
(vel'kost). Zavisi na rychlosti posobenia meranej veli€iny na prevodnik (na
elektricka veli¢inu) alebo na rychlosti premeny na elektrické veliCiny (vacSinou
elektrony). [1]

doba odozvy - Cas potrebny k dosiahnutiu urcitej vel'kosti signalu v kone¢nom
ustalenom stave (t — ). [1]

signal pozadia - je signal v zakladnom stave v nepritomnosti analyzovanej
latky. [1]

reprodukovatel’nost’ (opakovatel’'nost’ merania) - je dana odchylkou medzi
nameranymi hodnotami, ktoré boli merané pri nemennej vstupnej velicine

a nemennych rusivych vplyvov v kratkom casovom slede. [1]

dlhodoba stabilita - je podmienend zmenami citlivosti senzoru v €ase. Citlivost’
obvykle klesa ale moze aj prechodne vzrast’. [1]



1.1.3 Dynamické vlastnosti senzorov

e prechodova charakteristika - je priebeh vystupnej veliiny v zavislosti na ¢ase
pri skokovej zmene vstupnej veliCiny. [1]

o frekven¢na charakteristika - udava zavislost prenosu a fazového uhlu na
frekvencii. Teda rozdiel amplitudy na faze vystupného signalu oproti vstupnému
signalu v zavislosti na frekvencii. [1]

1.2  Elektrochemické senzory

Zakladny princip tejto skupiny senzorov je dany elektrochemickymi reakciami ktoré
nastavaju na urcitej elektrode v danom elektrolyte. K tymto reakciam dochadza na troch
fazovych rozhraniach medzi analyzovanou kvapalinou (resp. plynom), kovovou
elektrodou a elektrolytom v tekutej alebo tuhej faze. U elektrody dochadza bud’
k anodickej oxidacii alebo katodickej redukcii (teda k odovzdavaniu alebo prijimaniu
elektronov). Reakciu mozeme ovplyvnit vol'bou elektrody, elektrolytu alebo pripadne
elektrodovym potencialom. [4]

1.2.1 Biosenzory

Biosenzor obsahuje citlivy prvok biologického povodu (biorekogniza¢nu cast),
spojenu s fyzikalne-chemickym prevodnikom. V tomto pripade s elektrochemickym
prevodnikom. Biologicky citlivy element (receptor) je naneseny (imobilizovany) na
povrchu prevodnika. Receptorom moze byt protilatka, enzym, bunka, mikroorganizmus,
DNA sekvencie, apod. Biosenzor poskytuje priebezny elektronicky signal, ktory je
umerny koncentracii jednej alebo niekol'kych chemickych latok vo vzorku.[1,5]

1.3 OTFT

Organické tenkovrstvoveé tranzistory (organic thin-film transistors) vykazuju sl'ubné
uplatnenie v roznych chemickych a biologickych senzoroch. Vyhody v senzoroch tohto
typu zahriluju vysoku citlivost, nizku cenu, lahktl vyrobitelnost, flexibilitu
a biokompatibilitu. Tranzistory OTFT sa mo6zu rozdelit do dvoch druhov tranzistorov
a to:

e OFETs (organic field effect transistors) - organické polom riadené
tranzistory,

e OECTs (organic electrochemical transistors) — organické elektrochemické
tranzistory. [6]

Tieto tranzistory sa skladaji ztrojice elektrod source, drain a gate. Medzi
elektrodami source a drain sa nachadza aktivny organicky polovodi€ovy material ktory
moze byt vyrobeny napriklad z: pentacenu, polyanilinu (PANI), CuPc a poly(3,4-
ethylendioxythiofen) polystyrensulfonat (PEDOT:PSS). Tieto polovodiové vrstvy mézu
byt nanesené technoldgiou spin-coating, naparovanym, sietotlacou a atramentovou
tlacou. Tento typ tranzistoru sa moze pouzit’ €i uz ako chemicky alebo biologicky senzor.
Ako chemicky senzor je schopny detegovat’ iony ako napriklad K*, Ca?*, uréit’ vihkost
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a pH. Druhou variantou je pouzitie OTFT ako biologického senzoru ktory je schopny
detegovat’ napr. bielkovinu, DNA, mocovinu, glukozu, ale aj laktat o je cielom naSej
prace. [6,7]

1.3.1 OFET

Organicky pol'om riadeny tranzistor sa sklada najcastejSie z kovovych elektrod drain
a source medzi ktorymi je organickd polovodiCova vrstva a gate elektroda je od tejto
Struktary oddelena vrstvou dielektrika (viz. obr. 1.2). Po pripojeni napétia medzi
elektrodami source a drain sa vytvori prudovy kanal pretekajuci cez aktivnu organicka
polovodicovu vrstvu ktory je spdsobeny prenosom nosicov elektrického naboja. Tento
prudovy kanal moze byt modulovany pomocou napéitia prilozeného na elektrode gate.
Vo vicsine senzoroch zalozenych na principe OFET je polovodicova vrstva vystavena
skimanému analytu. Tento analyt néasledne moéze menit pradovy kanal kvoli
obohacovaniu elektrického naboja alebo jeho odchytu. V porovnani s anorganickymi
pol'om riadenymi tranzistormi organické vykazuja relativne menS$iu pohyblivost’ nosi¢ov
naboja a stabilitu ale zas vacsiu flexibilitu, biokompatibilitu. Preto su tieto tranzistory
vhodné do aplikacii jednorazovych senzorov. [6,7]

Obr. 1.2; Schematicka Struktura senzoru zalozeného na OFET [6]

1.3.2 OECT

Organicky elektrochemicky tranzistor sa vyznacuje tym, Ze elektroda gate prichadza
do priameho styku s analytom (viz. obr. 1.3). Gate elektréda moze byt tvorend kovovym
drotikom alebo plieSkom. Prad prechadzajuci medzi elektrodami source a drain je
modulovany elektrochemickym obohacovanim alebo ochudobiiovanim aktivnej vrstvy
organického polovodivého materialu spojujuceho tieto dve elektrody i6nmi z roztoku
elektrolytu obsahujuceho analyt aplikaciou napitia na gate elektrodu. Vzdialenost medzi
elektrodou gate a Struktirou drain—organicky polovodivy material-source je flexibilna
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a moze dosahovat’ az niekol'ko centimetrov. V porovnani so senzormi zalozenych na
principe OFET, OECT senzory vykazuju ovela nizSie pracovné napétie ktoré je bezne
menSie nez 1 V. Na druhej strane je vyroba OECT jednoduchsia kvoli oddelenej elektrode
gate, vd'aka ¢omu je vyhodnejsie zakomponovat’ takyto tranzistor do komplikovanych
systémov. [6,7]

M,\m Gate electrode

co®
t\C“"’w 4 4
2.4 3

L)

Obr. 1.3 : Schematicka Struktura senzoru zalozeného na OECT [8]
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2 ELEKTROANALYTICKE METODY

2.1  Cyklicka voltametria

Cyklicka voltametria patri medzi zakladné voltametrické techniky, pri ktorej je
sledovana pradova zavislost’ na potencialu v tvare pily a vystupna prudova odozva je
odozvou reverzibilného systému. Vyuziva sa trojelektrédové zapojenie a zaznamenava sa
zavislost pradu v obvode pracovnej a pomocnej elektrody na napéti vkladanom medzi
pracovnu a referencnu elektrodu. Voltametricka krivka (voltamogram) je zdrojom
informécii o charaktere elektrodového procesu a CiastoCne o zlozeni elektrolyzovaného
roztoku. V pripade reverzibilného elektrodového procesu dostavame cyklicky
voltamogram (viz. obr. 2.1) s katodickym a anodickym pikom. V tejto praci bola vyuzita
cyklicka voltametria na urCenie oxidacného potencialu laktatoxidazy.[1,9]

-

) Ox+ne—) R

t

d

E

¥

0

d

. Ox (—R-ne

k

¥ b"

Obr. 2.1: Cyklicky voltamogram ( prevzaté z [10])

2.2  Amperometria

Amperometricka metdda je zalozend na merani celkového pradu medzi pracovnou
(polarizovatelnou) a referencnou (nepolarizovatelnou) elektrédou, na ktorej je
aplikovany konStantny potencial. Pri jednoduchej redoxnej reakcii merany prud zavisi na
rychlosti difuzie analytu k elektrode. Zmenu prudu s ohl'adom na Cas v amperometrii
udava Cottrellova rovnica:

I, = nFAcg\/% (1.1)

ILje limitny prad [A], n je pocet elektronov pre oxidaciu/redukciu u jednej molekuly
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analytu R, F je Faradayova konstanta (98,485 C/mol), A je povrch elektrody [cm?], ¢ je
pociato¢na koncentracia redukovatelného analytu R [mol/cm?], Dr je difuzny koeficient
analytu R [cm?/s] a t je &as [s].[11,12]

Signal vyjadreny ako I > 0 odpoveda oxidacnému deju prebiehajicom na anode,
a signal I < 0 zase redukénému deju prebiehajicom na katoéde. Pri amperometrickych
meraniach sa vyuzivaji dvojelektrodové alebo trojelektrodové systémy. Nevyhodou
dvojelektrodového systému ktory sa sklada z pracovnej a referencnej elektrody je ten, ze
nepozname presny potencial pracovnej elektrody. Dévodom je strata Casti napétia na
odpore roztoku. U trojelektrodového systému zlozeného z pracovnej, referencnej
a pomocnej elektrody sa meria celkovy prud pretekajuci medzi pracovnou a pomocnou
elektrodou. Potencial pracovnej elektrody sa nastavuje proti referencnej elektrode. AvSak
u trojelektrodového usporiadania je nutna pritomnost potenciostatu, ktory udrzuje
konstantny potencial medzi pracovnou a referennou elektrodou nezavisle na zmene
prudu. Z amperometrickych merani s ziskavané linearne pradové ionovo-koncentracné
charakteristiky.[1,11]
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3 HRUBOVRSTOVA TECHNOLOGIA

Pojem hruba vrstva oznacujeme vrstvu, ktorej hrabka je podstatne vacsia nez stredna
vol'na draha elektronov. Stredna vol'na dréaha je draha, ktoru urazia Castice medzi dvoma
zrazkami. Typickd hrubka hrubych vrstiev sa pohybuje v desiatkach um. Téato
technologia sa tradi¢ne pouziva napriklad k tvorbe hybridnych integrovanych obvodov,
senzorov (viz. obr. 3.1) apod. Vd'aka svojej ekonomickej efektivnosti a nenarocnosti si
udrzuje pevnu poziciu pri pouziti v elektrotechnike. [13,14]

Obr. 3.1: Priklad senzorov vyrobenych s pouzitim hrubovrstvovej technoldgie [15]

3.1  Materialy pre hrubé vrstvy

Materialy pouzivané pre vytvaranie pasivnych sieti su dodavané vo forme past
(inks). Tieto pasty predstavuju heterogénny termodynamicky systém, teda systém
s viacerymi zlozkami o rdéznych chemickych a fyzikalnych vlastnostiach s oddelenym
povrchovym rozhranim. Pasty sa vyznacuju radou Specifickych parametrov, z ktorych su
dolezité predovSetkym tixotropné vlastnosti. Tixotropné chovanie materidlov je
charakterizované predovSetkym tym, ze ich viskozita sa meni v zavislosti na
mechanickom tlaku. Hrubovrstvové pasty sa skladaju z troch zakladnych zloziek :

e funkéna zlozka,
e lakova zlozka,
e spojivova zlozka. [16]

Okrem tychto troch zakladnych zloziek hrubovrstvovych past moézu pasty este
obsahovat modifikatory vlastnosti, ktoré slizia na zmenu viskozitného chovania
systému. [16]
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Hrubovrstvové pasty sa na zaklade urCenia delia na :
e vodivé,
e odporové,
o dielektrické, izola¢né a krycie,
e 3pecialne. [17]
Technoldgiu hrubych vrstiev triedime podl'a materialu matriky nasledovne :
e Cermetovu hrubovrstvovu technoldgiu (cermet thick film),

e Polymérnu hrubovrstvovu technologiu (polymer thick film). [14,18]

3.1.1 Cermetova hrubovrstova technolégia

Materialom matriky cermetovych hrubovrstvovych technologii byva najcastejSie
sklo vo forme jemného prasku (frity). Tieto vrstvy sa vypal'uju najcastejSie okolo teploty
850 °C. [14]

3.1.2 Polymérna hrubovrstvova technologia

Pri polymérnej hrubovrstvovej technoldgii sa ako plnivo pouziva polymér (napr.
polyester). Nizsia teplota vytvrdzovania polymérnych vrstiev umoziiuje pouzitie na viac
druhov podloziek. Takéto hrubé vrstvy sa vypal'uju pri teplote okolo 200 °C. Hlavné
nevyhody polymérnych vrstiev su vacsi odpor vodivych vrstiev, obmedzena pracovna
teplota, obmedzené vykonové zatazenie anizSia tepelna vodivost v porovnani
s cermetovymi vrstvami. Obmedzené je tiez pajanie takychto vrstiev. Tieto vrstvy nie su
odolné voci vlhkosti, preto to obmedzuje ich stabilitu. Tato bakalarska praca sa zameriava
na tla€ polymérnych hrubovrstvovych past a to konkrétne vodivej karbonovej a Specialne;
argentchloridovej. Tiez sa zameriava na tla¢ izolacnej pasty. [14]

3.2  Metody nanasSania hrubych vrstiev

Nanasanie hrubych vrstiev sa moze prevadzat’ nasledujucimi sposobmi:
e Sietotlacou,
e Sablonovou tlacou,
e striekanim (riadene rozpraSovacie hlavice),

e namacanim. [17,18]

3.2.1 Sietotlac

Siet'otlac je metdda urena pre nanasanie tixotropnych materialov, ktora vyuziva ich
hlavna charakteristiku, ato zniZenie viskozity pri nanasani a nasledné zvySenie po
naneseni. Vyhodou je nevakuovany, relativne nenarocny sposob nanasania definovaného
mnozstva materialu cez siet'otlaCové Sablony na nosny substrat. Pasta nanesena na sito je
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pretlacovana cez sito stierkou na substrat (viz. obr. 3.2). Po odskoku sita zostane na
substrate pozadovany motiv. Motiv §ablony je spravidla vytvoreny fotolitografickou
cestou. Sietotlacové Sablony sa skladaju z kovového ramu a sietotlaCove] tkaniny.
Materialy z ktorych su najcastejSie vyrobené vlakna tkaniny st nehrdzavejuca ocel,
polyester alebo nylon. Vrstvy sa tlacia najCastejSie na keramicky, skleneny alebo
polymérny substrat, ktory musi byt hladky, rovny a homogénny povrch. [17,18]

stierka
pred tlacou pasta

maska

n
( —=¥-substrat

ukoncenie tlace - A A A A
l vyslednavrstva

- =

Obr. 3.2: Proces sietotlace (prevzaté z [18])

3.2.2 Sablénova tla&

Sablénova tlag je metoda nanasania podobna sietotlade, rozdiel je v tom Ze namiesto
sita je pouzitd do ramu upnutd kovova Sablona s vytvorenym motivom. Tento motiv je
vytvoreny pomocou laseru alebo leptanim. Sablona je priloZen4 priamo na substrat a jej
odskok je prevedeny po naneseny pasty do vol'nych priestorov celoplosne. Tento spdsob
tlace je vhodny pre nanasanie savislych ploch, nie vSak zlozitych ¢iar.[17]
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4 TENKOVRSTVOVA TECHNOLOGIA

Pomocou tenkovrstovej technologie mozeme vytvarat’ anorganickeé vrstvy s hribkou
do 1 um. Najcastejsie sa tato technoldgia vyuziva na realizaciu vodivych, odporovych
a dielektrickych vrstiev. V oblasti senzorove] techniky su vSak vytvarané aj Specialne
vrstvy. Medzi technologie tenkych vrstiev patria fyzikalne achemické depozicie
z plynnej fazy. Do fyzikédlnych depozicii z plynnej fazy patri termalne naparovanie
a naprasovanie. Do chemickych depozicii z plynnej fazy zahriiujeme tie, u ktorych je
deponovany material produktom chemickej reakcie plynov, napr. disproporcionécia,
polymerizécia, redukcia, oxidacia a nitridacia. Medzi depozitné techniky patria tiez
nevakuové sposoby ako elektrodepozicia a rozne techniky nanaSania z roztoku (dip-
coating, spin-coating, spray-coating a drop-coating). [1]

4.1 Spray-coating

Nanasanie striekanim je prevadzané sol-gel procesom. Vyuziva sa tu jednoducha
selektivna depozicia cez Sablonu. Hrabka vrstvy je uréena vel'kost'ou a mnozstvom cCastic
v suspenzii a dobou striekania, pri ktorej sa jednotlivé vrstvicky usadzaju na seba.
Nevyhodou je mensia presnost deponovanych ploch, pretoze moéze dochadzat
k podtekaniu povrchovej masky vplyvom kapilarnych sil. [1]

4.2  Drop-coating

Technika nakvapkavania je tiez prevadzand sol-gel procesom. Vyuziva sa tu
jednoducha depozicia priamym urCenim miesta. Hrubku vrstvy urcuje okrem velkosti
a koncentracie Castic v suspenzii aj mnozstvo deponovaného materialu v zavislosti na
vel'kosti deponovanej plochy. Nevyhodou je mensia presnost deponovanych ploch,
obvykle kruhovych, ktoré su ovplyvnené zmacanlivostou deponovaného povrchu. [1]
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5 LAKTAT

Laktat je sol’ kyseliny mlieCnej a vznika predovsetkym v kostrovom svalstve. Priblizne
65% laktatu je spracovanych v peceni. Je to jeden z najdolezitejSich biomarkerov
tkanivovej oxygenacie, a teda ma najvacsi vyznam pri posudzovani fyzického vykonu
v Sporte, armade a aplikaciach zdravotnej starostlivosti. Pocas intenzivne] fyzickej
aktivity bezny aerébny metabolizmus nie je schopny uspokojit’ energetické poziadavky
T'udského tela. Tento pripad nastava pri vytrvalostnych aktivitach ako napriklad triatlon,
box, cyklistika. V takomto pripade je vyvolany anaerobny proces pri ktorom je ulozeny
glykogén spotrebovavany na vytvorenie energie a laktatu svalovymi bunkami. Tento dej
je tiez znamy pod pojmom glykolyza alebo laktatova acidéza a zapriCiniuje zvySenie
urovne laktatu. Nadmerna tvorba laktatu ktora nestiha pecenl odburat’ spdsobuje okyslenie
vnutorného prostredia organizmu ¢o vedie k svalovej unave. Hladina laktatu v krvi je
dana pomerom medzi jeho tvorbou a odburavanim v peceni. [19,20,21]

V medicinske] praxi sa vySetruje hodnota laktatu pri:
e nedostatocnom okysli¢eni tkaniv (choroba pl'uc, srdca, Sok, chudokrvnost),
e nadorovych ochoreniach, ochoreniach pecene a obliciek,

e pri priznakoch prekyslenia vnitorného organizmu — svalova slabost, zrychleny
dych, nevol'nost, zvracanie a potenie,

e pri kritickych stavoch (bezvedomie, Sok, zavazné infekcie, srdcovy zachvat,
zlyhanie srdca, koma pri cukrovke),

e pri podozreni na poskodenie ¢i infekciu centralneho nervového systému. [21]

5.1 Vztah medzi koncentraciou laktatu v pote a v krvi

Sakharov a kolektiv v praci [22] skumali relaciu medzi vyplavovanim laktatu v pote
a v kapilarnej krvi pred a po cviceni. Dosli k zaveru ze narast laktatu v pote je priemerne
050,3 % menS$i ako v kapilarnej krvi (viz. obr. 5.1) a koncentracia laktatu moze
dosahovat’ hodnét 20,4+6,7 mmol/l pred cvi¢enim a 62,2+16,3 mmol/l po cviceni.
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Obrazok 5.1: Graf zavislosti inkrementu koncentracie laktatu v pote na inkrementu koncentracie
v krvi [22]

5.2 Elektrochemické stanovenie laktatu

Pri elektrochemickom stanoveni laktatu pomocou laktatoxidazy (LOD) sa tento
enzym musi zabudovat' do biosenzoru. V naSom trojelektrodovom systéme sa musi
stabilizovat’ na povrch pracovnej elektrédy pomocou glutaraldehydu. Tento enzym
nasledne katalyzuje oxidaciou laktatu na pyruvat v pritomnosti rozpusteného kyslika
a vytvoreného peroxidu vodika, ktory je elektrochemicky aktivny a méze redukovat
alebo oxidovat podl'a rovnice [2], Cim sa ziska prud ktory je imerny koncentracii laktatu.
Takto generovany prud sa potom stanovuje amperometricky. [23]

L — laktat + 0, — Pyruvat + H,0, 4.2)

H,0, - 0, + 2H* + 2e~
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6 EXPERIMENTALNA CAST

6.1 Navrh designu a Sablon

V prve] etape bolo potrebné navrhnat celkovy design trojelektrodového
elektrochemického biosenzoru, ten bol navrhnuty v programe Inventor srozmermi
6,7 x 17 mm, s priemerom pracovnej elektrody 3 mm, rozstupom kontaktov 1,25 mm
(viz. obr. 6.1), azlozenie citlivostnej vrstvy na povrchu pracovnej -elektrody
(viz. obr. 6.2). VSeobecné zlozenie pracovne] elektrody pozostdva z modifikovanej
pracovnej elektrody pomocou multistenovych karbonovych nanotrubiek (MWCNTSs) na
ktorej sa nachéadza citlivostna vrstva tvorena hovéddzim sérovym albuminom (BSA),
biopolymernym chitosanom a enzymom LOD zosietovanym pomocou glutaraldehydu.

Pomocna elektroda
Pracovna elektroda
Referencna elektroda

y

Obr. 6.1: Navrh designu biosenzoru v programe Inventor
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Chitosan

Uhlikova elektréda

MWCNT BSA LoD

Obrazok 6.2: Vseobecné zloZenie pracovnej elektrody (MWCNT- multistenova karbonova
nanotrubka, LOD - laktatoxidaza, BSA — hovidzi sérovy albumin)

Na technologicky postup vyroby zvoleného biosenzoru bolo potrebné vytvorit’ 3
Sablony pre sietotlaC ajednu Sablonovii masku. Jednotlivé motivy boli vytvorené
v programe Eagle. Ako prvé bol vytvoreny vodivy motiv (viz. obr. 6.3) vd’aka ktorému
bolo mozné vytvorit sietotlacovia  Sablonu anasledne pomocou sietotlae s
pouzitim karbonovej pasty vytvorit vodivy motiv.

50.8

T
T

Obr. 6.3: Vodivy multimotiv vytvoreny v programe Eagle

50.8

Dalsi vytvoreny motiv (viz. obr. 6.4) sluzi na vytvorenie referenénej elektrody
pomocou siet'otlace s pouzitim argentchloridovej pasty.
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50.8

50.8

Obr. 6.4: Motiv sluziaci na tla¢ referen¢nej elektrody

Nasledujuci motiv (viz. obr. 6.5) slizi na vytvorenie siet'otlacovej Sablony pomocou
ktorej sa nanesie izola¢na vrstva ktora bude odokryvat iba elektrody a kontaktné plosky.

50.8

50.8
+
+

Obr.6.5: Motiv slaziaci na sietotla¢ izolacnej vrstvy

Posledny motiv (viz. obr. 6.6) slizi na vytvorenie Sablony, ktora bola pouzita pri
technologii  spray-coating za ucCelom nanesenia suspenzie MWCNTSs/N,N-
dimetylformamidu (DMF) na pracovnu elektrodu.
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Obr. 6.6: Motiv Sablony vyuZity pri technologii spray-coating

6.2 Zhotovenie motivov na sitach

Na zhotovenie trojelektrodového systému bolo potrebné vytvorit 3 motivy na
sitach. Na zaciatku boli sita odmastené odmastovacim pripravkom a oSetrené pripravkom
Universal Mesh Prep ktory zlepSuje zméacaciu charakteristiku sietoviny. Sita sa nasledne
namocili do destilovanej vody a po vytiahnuti bol na ne naneseny kapilarny film.
ZasuSenie kapilarneho filmu na sitach bolo zabezpecené pomocou studeného vzduchu
pouzitim fénu. Po zasuSeni bola nasledne odstranena krycia folia z kapilarneho filmu.
Takto pripravené sita boli postupne vlozené do osvitovej komory spolu s osvitovou féliou
avystavené UV svetlu po dobu 45 sekiind. Vyvolanie motivu prebiehalo v nadobe
s destilovanou vodou a pod pradom vody z umyvadla. Nakoniec sa vSetky tri sita nechali
v digestore vyschnut’.

6.3  Zhotovenie Sablony

Z kovového plechu bol vystrihnuty obdiznikovy tvar o nieo vicsi ako rozmer
navrhnutého motivu (viz. obr. 6.6). Na tento vystrizok plechu bol nasledne vypaleny vzor
Sablony a to pomocou kontinualneho YAG laseru v zariadeni AUREL 300 (viz. obr. 6.7).
Kvoli bezpecnej manipulacii so Sablénou boli ostré hrany zbrasené pomocou
orezavacieho noza.
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Obr. 6.7: Laserové zariadenie AUREL 300

6.4  Vytvorenie trojelektrodovych systémov

Pri tvorbe trojelektrodovych systémov (viz. obr. 6.8) boli pouzité 3 rozne polymérne
substraty. Folanorm s hrabkou 175 pm, Polyetylén (PE) s hrubkou 135 pm a FR4
s hrubkou 150 um, ktoré boli narezané na §tvorce s rozmermi 50,8 x 50,8mm a nasledne
ocistené v isopropylalkohole. Kvoli vakuovej vyveve sietotlacového poloautomatu
AUREL C880 (viz. obr. 6.9) boli vSetky polymérne substraty pripevnené obojstrannou
lepiacou paskou k §tvorcom z korundovej keramiky totoznych rozmerov, aby sa zabranilo
prehybu polymérnych substratov vplyvom tejto vyvevy pri sietotlac¢i. Rovnako ako aj
polymérne substraty bola tato korundova keramika ocistena v isopropylalkohole. Kvoli
zmr§tovaniu substratov bolo nutné substraty vlozit’ do susicky Memmert UF 75 PLUS
kde boli vystavené teplote 150 °C po dobu 20 minut. Pred siet'otlaCou bolo potrebné
vytiahnut z chladnicky polymérne hrubovrstvové pasty a ponechat ich pri izbovej teplote
urCiti dobu, aby sa ich teplota vyrovnala teplote okolia. Nasledne boli postupne
rozmieSané jednotlivé polymérne hrubovrstvové pasty, za cielom znizenia ich viskozity.
Postupne boli do sietotlacového poloautomatu pripevnené sitd podla ktorych bolo
potrebné zosuladit’ substraty. Pri vhodne zvolenom pritlaku terky a odtrhu bola natlacena
prva vodiva vrstva pomocou karbonovej polymérnej hrubovrstvove] pasty DuPont
BQ221. Po natlaceni boli substraty vlozené do susicky kde bola zvolena teplota 130°C
a substraty v nej boli ponechané po dobu 10 minit. Ako druha vrstva bola natlacena
ploska referencnej elektrody pomocou argentchloridovej polymérnej hrubovrstvovej
pasty DuPont 5874 ktora bola vytvrdena v susicke pri teplote 120 °C po dobu 5 minut.
Ako posledna bola natlatena ochranna polymérna hrubovrstvova pasta ESL 243-S ktora
bola vytvrdena v susicke pri teplote 150 °C po dobu 15 minut.
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Obr. 6.8: Vytvorené trojelektrodove systémy

S Y NG —

Obr. 6.9: Sietotlacovy poloautomat AUREL C880
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6.5 NanaSanie multistenovych karbonovych nanotrubiek

Vopred pripravena suspenzia 0,1 g multistenovych karbonovych nanotrubiek
v 10 mlI DMF bola vystavena posobeniu ultrazvuku po dobu 20 minut za ucelom
dosiahnutia homogénnej suspenzie. Boli pouzit¢ MWCNTs (Aldrich) s vonkaj$im
priemerom 40 - 70 nm, vnutornym priemerom 5 — 40 nm a dizkou 0,5 - 2 pm. Na substrat
na ktorom sa nachadzali trojelektrodové systémy bola pripevnena Sablona (viz. obr. 6.6),
odokryvajica iba plochy pracovnych elektrod. Nasledne bol substrat s pripevnenou
Sablonou polozeny na vyhrevnu platnicku ktorej teplota bola 140 °C. Pomocou
davkovaca bol objem 60 uL suspenzie MWCNTs/DMF vlozeny do striekacej piStole
Fengda BD 208 arozpraSeny na povrchu pracovnych elektrod. Takto modifikovany
povrch pracovnej elektrody sluzi na zlepSenie prenosu elektronov medzi aktivnou stranou
imobilizovaného enzymu a povrchom elektrody, ¢o vedie k zvySeniu citlivosti
biosenzoru.

6.6 Imobilizacia enzymu laktatoxidazi

V tejto praci boli vytvorené celkovo 4 druhy imobilizovanych vrstiev (immobilized
layers) -ILs (viz. Tab. 6.1) na povrchu pracovnych elektrod. Ako enzym v IL1-3 bola
pouzita LOD (Roche) s aktivitou 90,9 U/mg apri IL4 LOD (Roche) s aktivitou
166 U/mg. Pri IL1, IL2 bol pouzity biopolymer chitosan, vyuzivajuci sa ako matrice pre
imobilizaciu enzymu, ktory disponuje atraktivnymi vlastnostami ako: vyborna schopnost’
tvorby filmu, vysokd permeabilita voci vode, dobra adhézia, netoxicita a biologicka
kompatibilita. Pri IL3, IL4 bol chitosan nahradeny glycerolom. Ako stabilizator enzymu
pri skladovani a enzymovej reakcie bol pouzity hovddzi sérovy albumin (Aldrich). Pri
priprave vSetkych ILs bol pouzity fosfatovy pufr s pH 7,2 akoncentraciou 10 mM
pripraveny v 200 ml demineralizovanej vody Millipore. Na zosietovanie enzymu bol
pouzity 25 % glutaraldehyd (Aldrich), ktory sa riedil s vodou. [24]

Na IL1 boli pripravené 2 roztoky. Prvy roztok pozostaval z 1ml fosfatového pufru
s koncentraciou 4 mg/ml LOD a 10 mg/ml BSA. Dalej bol pripraveny 1 ml roztoku
glutaraldehydu (2 %) a 1 ml roztoku chitosanu (1 wt %) v kyseline octovej (1 wt %).
Nasledne bol 1ml roztoku glutaraldehydu zmieSany s 1ml roztoku chitosanu. Na povrch
14 pracovnych elektréd bol pomocou striekacky naneseny 1 pL roztoku fosfatového
pufru (LOD s BSA) a 0,5 pL roztoku glutaraldehydu s chitosanom.

IL2 bola vytvorena 1 ml roztoku fosfatového pufru s koncentraciou 4 mg/ml LOD
a 10 mg/ml BSA, 1 ml roztoku 8 % glutaraldehydu a Iml roztoku chitosanu (1 wt %)
v kyseline octovej (1 wt %). Nasledne bol postupne nakvapnuty 1 uL roztoku fosfatového
pufru (LOD s BSA), 0,6 uL roztoku chitosanu a 0,3 pL roztoku 8% glutaraldehydu na
povrch 14 pracovnych elektrod.

Na IL3 boli zmieSané roztoky 1 ml fosfatového pufru s koncentraciou 4 mg/ml LOD
a50 mg/ml BSA s1 ml 2 % glutaraldehydu a1 ml 5 % glycerolu. Na povrch 14
pracovnych elektrod bol naneseny objem 1 uL takto zmieSaného roztoku.

IL4 bola vytvorena zmieSanim 1 ml fosfatového pufru s koncentraciou 4,4 mg/ml
LOD a 10 mg/ml BSA s 1 ml roztoku 8 % glutaraldehydu a 1 ml roztoku 5 % glycerolu.
Nasledne sa nakvapol objem 3 pL takto zmieSaného roztoku na povrch 14 pracovnych
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elektrod.

Vsetky ILs sa nechali vyschnut’ pri okolnej teplote a po vyschnuti boli vlozené do
chladnicky v ktorej bola teplota 6 °C za ucelom imobilizacie enzymu a skladovania.

Tab. 6.1: ZloZenie jednotlivych ILs

IL Zlozenie Postup pripravy
! 1 uL PBS (4 mg/ml LOD, 10 mg/ml BSA) postupné nanasanic
' 0,5 uL 2 % glutaraldehyd, 1 wt % chitosan Jednotlivych vrstiev

1 uL PBS (4 mg/ml LOD, 10 mg/ml BSA) ) o
2. 0,6 uL 1 wt % chitosan postupne nanasafic
jednotlivych vrstiev

0,3 puL 8 % glutaraldehyd

3 1 uL 4 mg/ml LOD, 50 mg/ml BSA, 2 % zmieSanie roztokov
’ glutaraldehyd, 5 % glycerol a nasledné nanesenie
4 3 pL 4,4 mg/ml LOD, 10 mg/ml BSA, 8 % zmieSanie roztokov
’ glutaraldehyd, 5 % glycerol a nasledné nanesenie

6.7  Priprava 0,1 M K-fosfatového pufru

Na zaciatku bolo potrebné pripravit 0,2 molarny roztok KoHPO4
(hydrogenfosfore¢nan draselny, M: = 174,18 g/mol). Tento roztok bol pripraveny
zmieSanim 3,48 g hydrogenfosfore¢nanu draselného v 100 ml demineralizovanej vody
Millipore. Ako druhy bol pripraveny 0,2 M roztok KH2PO4 (dihydrogenfosforecnan
draselny, M; = 136,09 g/mol) zmieSanim 2,72 g dihydrogenfosforecnanu draselného
v 100 ml demineralizovanej vody Millipore. Pre pripravu 0,1 M K-fosfatového pufru
konkrétneho pH bolo potrebné zmieSat obidva roztoky na zaklade objemov uvedenych
v Tab. 6.2 a doplnit demineralizovanou vodou Millipore do objemu 200 ml. V tomto
pripade bolo zvolené pH 7,0.

Tab. 6.2: Pomery objemov roztokov pre pripravu K-fosfatového pufru daného pH (prevzaté z

[25])

pH 0,2 M roztok K;HPO4 [ml] 0,2 M roztok KH>PO4 [ml]
6,0 12,3 87,7

6,5 31,5 68,5

7,0 61,0 39,0

7,5 84,0 16,0

8,0 94,7 5,3
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6.8 Stanovenie oxida¢ného potencialu

Na stanovenie oxida¢ného potencialu biosenzoru laktatu bola pouzita metodda
cyklicke;j voltametrie v trojelektrodovom zapojeni na potenciostate
LAUTOLABIII/FRA2. Za tucelom dosiahnutia dobrej aktivity enzymu prebiehalo
meranie v 10 ml pripraveného K-fosfatového pufru. Vstupné napétie bolo rozmietané od
- 0,2 Vdo 1V spolarizacnou rychlostou 0,05 V/sv 10 cykloch. Meranie bolo
vykonavané v troch roztokoch K-fosfatového pufru sroéznou koncentraciou kyseliny
mlie¢nej. Prvy roztok obsahoval len K-fosfatovy pufr. Dalsi merany roztok bol okrem
pufru doplneni oobjem 9,3 uL kyseliny mliecnej (40 wt % v H2O) avysledna
koncentracia roztoku bola 5 mmol/l. Posledny roztok obsahoval pufr doplneni o objem
55,8 puL kyseliny mliecnej aby vysledna koncentracia roztoku bola 30 mmol/l.
Z voltamogramov biosenzorov na ktorych boli vytvorené rozne ILs (viz. obr. 6.10-13) je
viditel'ny narast prudu v oblasti okolo 0,6 V, tento narast prudu sa prejavil ako désledok
oxidacného deja sposobeného pritomnost’'ou laktatu v pufre. Pre amperometrické meranie
vSetkych biosenzorov bola zvolena hodnota napatia 0,9 V, kvoli vyssSej prudovej odozve
na pritomnost’ laktatu.

25
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Obr. 6.10: Voltamogram biosenzoru s IL.1
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Obr. 6.11: Voltamogram biosenzoru s IL2
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Obr. 6.12: Voltamogram biosenzoru s IL3
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Obr. 6.13: Voltamogram biosenzoru s L4

6.9 Amperometricka detekcia laktatu

Na detekciu laktatu pomocou amperometrickej metody bola zvolena hodnota
vstupného napdtia 0,9 V, ktord bola urCend z cyklickej voltametrie. Toto meranie
prebiehalo v trojelektrodovom zapojeni na potenciostate pAUTOLABIII/FRA2
v 10 ml roztoku K-fosfatového pufru, ktory bol premieSavany elektromagnetickou
mieSaCkou Heidolph MR 1000, ktorej rychlost otacania bola nastavena na hodnote
2000 ot/min. Roztok bol premieSavany za u¢elom znizenia doby odozvy biosenzoru na
pritomnost’ laktatu. Po ustaleni pradu pracovnej elektrody sa pomocou automatickej
pipety postupne davkoval do pufru objem kyseliny mlie¢nej zodpovedajtci koncentracii
v Tab. 6.3. Biosenzor s IL1 reagoval na koncentraciu kyseliny mlie¢nej v K-fosfatovom
pufre vrozsahu 0,25 — 1,5 mmol/l (viz. obr. 6.14). Pri vysSej koncentracii kyseliny
mliecnej uz nedochadzalo k zvySovaniu prudu. Biosenzor s IL2 bol schopny detegovat’
koncentraciu kyseliny mlie¢nej vrozsahu 4 -36 mmol/l (viz.obr.6.15). Pri
koncentraciach 0,25 — 2 mmol/l kyseliny mliecnej sice doslo k zvySeniu prudu, ale tento
prud sa nemohol ustalit’ a nebolo mozné urcit’ mnozstvo koncentracie v danom rozsahu.
Biosenzor s IL3 bol schopny detegovat’ koncentraciu kyseliny mliecnej v rozsahu
6 — 33 mmol/l (viz. obr. 6.16). Biosenzor pri koncentracii kyseliny mlie¢nej v rozsahu
0,25 — 4 mmol/l sice vykazoval prudovu odozvu, ale tato prudovéa odozva sa nedokazala
ustalit a postupne s ¢asom narastala. V oblasti koncentracie vysSej ako 36 mmol/l
kyseliny mliecnej nedochéadzalo u biosenzoru k ustaleniu prudove; odozvy apo jej
zvySeni dochadzalo nasledne k poklesu. Biosenzor s IL4 detegoval koncentraciu kyseliny
mlie¢nej vrozmedzi 0,25 — 12 mmol/l (viz.obr.6.17). Pri dalSom zvySovani
koncentracie kyseliny mlie¢nej uz nedochadzalo k narastu prudu.
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Tab. 6.3: Prudova odozva na jednotlivé typy ILs pri r6znej koncentracii laktatu

C [mmol/1] | V [uL] IL1 [nA] IL2 [nA] IL3 [nA] IL4 [nA]
0,25 0,5 49 - - 0,93
0,5 1 6,0 - - 1,37
1 1,93 7,6 - - 1,84
1,5 2,86 8,9 - - 2,4
2 3,79 - - - 3,0
4 7,51 - 4.4 - 4,6
6 11,23 - 4,7 3,75 6,28
9 16,81 - 5,15 44 8,7
12 22,39 - 5,7 49 10,5
15 27,97 - 6,25 5,55 -
18 33,55 - 6,9 6,17 -
21 39,13 - 7,5 6,8 -
24 44,71 - 8,07 7,6 -
27 50,29 - 8,7 8,27 -
30 55,87 - 9,3 8,86 -
33 61,45 - 9,83 9,9 -
36 67,03 - 10,4 - -

12,00

10,00
8,00

E 6,00

4,00
2,00
0,00
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
t[s]

Obr. 6.14: Amperometrické meranie biosenzoru s 1.1
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Obr. 6.15: Amperometrické meranie biosenzoru s 11.2
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Obr. 6.16: Amperometrické meranie biosenzoru s 1.3
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Obr. 6.17: Amperometrické meranie biosenzoru s 1.4

6.10 Stanovenie kalibra¢nych kriviek biosenzorov

Na zaklade pradovej odozvy na pritomnost roznej koncentracie laktatu ziskanej
z amperometrickych merani (viz. Tab. 6.3) boli stanovené kalibra¢né krivky biosenzorov
s IL1-4 (viz. obr. 6.18-21) prelozenim linearnej spojnice. Kalibra¢na krivka biosenzoru
sIL1 (viz.obr.6.18) mé& zo vSetkych kalibracnych kriviek najmensi rozsah
detekovatel'nej koncentracie kyseliny mlie¢nej 0,25 — 1,5 mmol/l z dévodu ustalenia
prudove] odozvy biosenzoru pri dalSom zvySovani koncentracie laktatu. A najvacsi
rozsah detekovatel'nej koncentracie kyseliny mliecnej ma kalibracna krivka biosenzoru
s IL2 (viz. obr. 6.19) v rozmedzi 4 — 36 mmol/l.
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Obr. 6.18: Kalibra¢na krivka biosenzoru s IL1
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Obr. 6.19: Kalibra¢na krivka biosenzoru s IL2
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Obr. 6.20: Kalibra¢na krivka biosenzoru s IL3
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Obr. 6.21: Kalibra¢na krivka biosenzoru s IL4
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6.11 Zhodnotenie dosiahnutych vysledkov

V predlozenej praci boli zhotovené celkovo 4 druhy flexibilnych elektrochemickych
biosenzorov laktatu s roznymi ILs. Jednotlivé ILs sa od seba lisili :

e mnozstvom LOD alebo BSA,

e pouzitim LOD s r6znou aktivitou,

e pouzitim glutaraldehydu s réznou koncentraciou,
e vyuzitim chitosanu alebo glycerolu,

e ale aj objemom nanesenej citlivostnej vrstvy na povrchu pracovnej elektrody
(viz. Tab. 6.1).

Pri amperometrickom merani bol pritomny Sum s velkostou 30 nA spdsobeny
elektromagnetickou miesackou. Na zéaklade tejto skuto¢nosti musela byt splnena
podmienka stanovenia detekcného limitu, kedy hodnota detekéného limitu nesmie byt
mensia ako trojnadsobok Sumu. Najvacsiu citlivost vykazoval biosenzor s IL1 ato
3,16 pA/mmol (viz. Tab. 6.4) av§ak vo vel'mi malom rozsahu 0,25 - 1,5 mmol/l s limitom
detekcie 0,25 mmol/l. Biosenzor s IL4 vykazoval vel'mi dobru citlivost’ 0,82 pA/mmol
a aj detek¢ny limit 0,25 mmol/l av§ak pomerne maly rozsah 0,25 — 12 mmol/l. Sakharov
a kolektiv v praci [22] dosli k zaveru Ze koncentracia laktatu moze v pote nadobudat
hodnét 20,4+6,7 mmol/l pred cvicenim a 62,2+16,3 mmol/l po cviceni. Koncentracia
laktatu v pote je podmienend viacerymi faktormi a to napriklad pohlavim, vekom,
pravidelnou fyzickou aktivitou apod. Na zaklade toho vykazuju najlepsie vysledky
biosenzory s IL2 a IL3 ktoré maju Siroky linearny rozsah detekcie 4 — 36 mmol/l
a 6 — 33 mmol/l, ktory ale nepostacuje na snimanie koncentracie laktatu v pote pri tazkej
fyzickej zatazi. Biosenzory sIL2 allL3 maji pomerne postacujucu citlivost’ a to
0,19 pA/mmol a 0,22 pA/mmol aich detekény limit je 4 mmol/l a 6 mmol/l. Maly
detek¢ny limit pri snimani koncentracie laktitu z potu cloveka nie je rozhodujuci
parameter, pretoze kazdy ¢lovek ma v pokoji urcité mnozstvo laktatu v pote, ktoré moze
nadobudat’ hodnot 20,4+6,7 mmol/1.[22]

Tab. 6.4: Statické vlastnosti vytvorenych biosenzorov laktatu

Biosenzor Detekény limit Linearita Citlivost’
[mmol/] [mmol/l] [nA/mmol]
IL1 0,25 0,25-1,5 3,16
L2 4 4-36 0,19
L3 6 6-33 0,22
L4 0,25 0,25-12 0,82
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7 ZAVER

Predlozena bakalarka praca je venovana oblasti senzoriky, kde pojednava
o zédkladnej podstate senzorov a principoch ich fungovania. Senzory su nasledne
klasifikované na zéklade niekol'kych hl'adisk, a to:

e nosic¢ informacie,

e druh snimanej veliiny,

e spravania sa na vystupe

e spdsobu interakcie s meranim prostredim.

Dalsia &ast’ prace bliZsie rozobera a popisuje senzory snimajice latky z potu
Cloveka. Pojednava o senzoroch zalozenych na principe OFET, OECT
a elektrochemickych senzoroch. Nasledovna Cast’ prace je venovana elektroanalytickym
metoddam pouzitych v experimentalnej Casti. Konkrétne bola pouzita cyklicka voltametria
a amperometria. V zavere teoretickej ¢asti su popisané hrubovrstvové a tenkovrstvoveé
technologie vytvarania uvadzanych senzorov.

Experimentalna Cast’ obsahuje navrh a technologicky postup vyroby flexibilnych
trojelektrodovych elektrochemickych biosenzorov laktatu so 4 roznymi citlivostnymi
vrstvami. Technologicky postup vyroby pozostaval zkombinacie hrubovrstvovych
(siet'otlac) a tenkovrstvovych (spray-coating, drop-coating) technolégii. Biosenzory boli
vytvorené na troch réznych flexibilnych substratoch a to FR4, Folanorm a PE. Povrch
pracovnych elektrod bol modifikovany suspenziou MWCNTs/DMF pomocou
technologie spray coatingu. Na takto modifikované pracovné elektrody boli vytvorené
citlivostné vrstvy IL1-4 pomocou technoldgie drop coating, imobilizovanim enzymu
laktatoxidazy. Pomocou cyklickej voltametrie bol stanoveny oxidacny potencial
laktatoxidazy na hodnotu 0,9 V, ktory bol nastaveny pocas vSetkych amperometrickych
merani. Na zaklade nastavenej malej hodnoty maximalneho napétia (1 V) pri cyklickej
voltametrii bol nevhodne zvoleny oxidacny potencial laktatoxidazy, ktory v skuto¢nosti
bol o nieco vyssi ako 0,9 V. Amperometrické stanovenia koncentracie laktatu by
v pripade nastavenia vysSieho pracovného potencialu dosahovali vys$sej prudovej odozvy
pri pritomnosti laktatu a zvySila by sa citlivost’ biosenzorov. Najlepsie vysledky pre
snimanie koncentracie laktatu z potu ¢loveka dosahuju biosenzory s IL2 a IL3, ktoré
dokazu snimat’ koncentraciu laktatu v rozsahu 4 — 36 mmol/l a 6 — 33 mmol/l. Ich
detek¢ny limit je 4 mmol/l a 6 mmol/I a citlivost’ 0,19 pA/mmol a 0,22 pA/mmol. Kvoli
malému rozsahu vSak nepostacuju na snimanie koncentracie laktatu z potu cloveka.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

OFET
OECT
OTFT
LOD
MWCNTs
BSA
DMF
PE

IL
K>HPO4
KH>PO4
uv

H>O

I

DNA
CuPc
PANI

Organicky polom riadeny tranzistor
Organicky elektrochemicky tranzistor
Organicky tenkovrstvovy tranzistor
Laktatoxidaza

Multistenové karbonové nanotrubky
Hovidzi sérovy albumin
N,N-dimetylformamid

Polyetylén

Immobilized layer
Hydrogenfosforecnan draselny
Dihydrogenfosforecnan draselny
Ultrafialové

Voda

Limitny prud

Faradayova konStanta (98,485 C/mol)
Pocet elektronov u jednej molekuly
Povrch elektrody

Pociatocné koncentracia redukovatel'ného analytu R
Difuzny koeficient

Cas

Kyslik

Peroxid vodika

Jednotka molarnej koncentracie — molarita
Molekulova hmotnost
Deoxyribonukleova kyselina
Ftalocyanin mede

Polyanilin
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ZOZNAM PRILOH

A Motiv trojelektrodového systému v programe Eagle (CD)

B Motiv §ablony v programe Eagle (CD)
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