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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biosensor wykonany w technologii niskotemperaturowej wspotwy-
palanej ceramiki (LTCC) stuzgcy do detekcji epinefryny (adrenaliny) w roztworach wodnych, znajdujg-
cy zastosowanie w diagnostyce medycznej lub przemysle spozywczym. Biosensor pozwala na wykry-
cie bardzo niskich stezen adrenaliny, moze zatem informowaé o punktach kryzysowych.

Ze zgtoszenia patentowego nr US2017108437 (A1) znany jest biosensor optyczny oparty na
pomiarach luminescencji. Zawiera on w swojej budowie porowate podtoze krzemowe lub tlenek glino-
wy wraz z uktadem wykrywajgcym unieruchomionym na ich powierzchni. Biologiczny uktad wykrywa-
jacy zawiera domene czutg i domene sygnalizacyjng. Domena czuta zaopatrzona jest w tgcznik zdolny
do oddziatywania z docelowym bioanalitem i domeng sygnalizacyjng posiadajgcg donor i akceptor
luminescencji — donor i akceptor sg optycznie sprzezone przez tgcznik w przypadku braku bioanaliow
docelowych, co stanowi podstawe do detekcji danego bioanalitu.

W koreanskim zgtoszeniu patentowym nr KR20160107086 (A) przedstawiony jest system op-
tyczny biosensora do wykonywania nieinwazyjnego monitorowania glukozy we krwi. Urzadzenie do
oznaczania poziomu glukozy we krwi przenosi penetrujgce Swiatto do biosensora plazmonowego wy-
krywajacego glukoze. Pomiar polega na ocenie $liny pacjenta, ktéra przeptywa przez kanat wykonany
w technologii indukowanej folii, zawierajgcej zwigzek selektywnie reagujgcy na glukoze prébki.

Nastepne zgtoszenie patentowe holenderskich naukowcéw nr W02016096908 (A1) ujawnia
biosensor oparty na fluorescencyjnym oznaczaniu pojedynczych molekut, gtownie dzieki emiterom
fluorescencyjnym.

Wynalazek przedstawiony w zgtoszeniu o numerze CN103196970 (A) dotyczy biosensora za-
wierajgcy akceptor beta2, stuzgcy do oznaczania epinefryny w roztworach wodnych. Biosensor akcep-
tora beta2 charakteryzuje sie tym, ze rekombinowany receptor purynergiczny epinefryny beta2 mody-
fikuje sie na elektrodzie ztota, a rekombinowany receptor purynergiczny epinefryny beta2 jest sekwen-
cjg podstawowgq. Taki uktad moze znalezé zastosowanie miedzy innymi do nadzoru nad higieng zyw-
nosci czy w gospodarstwach przy hodowli bydta do monitorowania poziomu adrenaliny.

Poli[2-([2,2"-bitiofen]-5-yl0)-6-([2,3"-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydna] znana jest z pub-
likacji K. Olech, J. Sotoducho, S. Roszak, K. taba, P. Data, M. tapkowski, Donor — Acceptor-Type
of Electrochromic Polymer with Low Band-gap based on Pyridine as an Acceptor Unit, Indian Journal
of Applied Research, Vol. 7, 6, 593-597, 2017.

Istota biosensora optycznego do detekcji adrenaliny, zawierajgcego korpus wykonany z co naj-
mniej trzech warstw dolnej, $rodkowej oraz gérnej niskotemperaturowej wspdtwypalanej ceramiki,
ktéry posiada kanat przeptywowy wyposazony w warstwe platynowg potgczony Swiattowodem ze zré-
dtem Swiatta i jednoczes$nie drugim Swiattowodem z czujnikiem Swiatta polega na tym, ze kanat prze-
ptywowy pokryty jest chemoczutym filmem enzymatycznym wytworzonym z poli [2-([2,2'-bitiofen]-5-
-ylo)-6-([2,3'-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny] oraz lakazy lub tyrozynazy.

Korzystnie $wiattowdd potaczony ze zrédtem Swiatta usytuowany jest rownolegle, a Swiattowod
potgczony z czujnikiem Swiatta potozony jest prostopadle wzgledem kanatu przeptywowego.

Korzystnie warstwa platynowa naniesiona jest na powierzchnie warstwy dolnej metodg si-
todruku.

Korzystnie warstwa platyny zawiera czeS¢ detekcyjng ktorg stanowi roztwor adrenaliny z dodat-
kiem barwnika opartego o jony zelaza (ll).

Korzystnie Swiattowody sg $wiattowodami polimerowymi lub kwarcowymi.

Korzystnie czujnikiem $wiatta jest fotodioda lub fototranzystor.

Korzystnie zrodtem Swiatta jest dioda laserowa lub dioda elektroluminescencyjna.

Biosensor optyczny do detekcji adrenaliny wedtug wynalazku jest urzgdzeniem miniaturowym,
wykonanym z folii niskotemperaturowej wspotwypalanej ceramiki LTCC. Sensor wedtug wynalazku do
oznaczania adrenaliny w roztworach wodnych wyposazony jest w dwa Swiattowody oraz korpus wyko-
nany z ceramiki, ktéra jest niewrazliwa na substancje chemiczne oraz biologiczne, co umozliwia pro-
wadzenie pomiaréw niezaleznie od sktadu chemicznego badanej prébki. Miniaturowy czujnik wykona-
ny jest przy uzyciu lasera lub wykrojnika mechanicznego z niskotemperaturowej ceramiki.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach realizacji oraz na rysunku, na ktérym
fig. 1 przedstawia biosensor optyczny stuzacy do detekcji adrenaliny w widoku z gory i w przekroju
A-A, a fig. 2 przedstawia wykres przedstawiajgcy zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji od stezenia
epinefryny w badanej probce.
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Przyktad 1

Ceramiczny biosensor fluorescencyjny ma korpus KS wykonany z trzech warstw WD, WS, WG
niskotemperaturowej wspétwypalanej ceramiki, zawiera kanat przeptywowy KP wyposazony w war-
stwe platyny PT pokrytg cienkim filmem polimerowym otrzymanym z 2-([2,2'-bitiofen]-5-ylo)-6-([2,3'-
-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny wraz ze zimmobilizowang lakazg, potgczony Swiatto-
wodem S1 umocowanym w kanale wykonanym w korpusie KS ze zrodtem Swiatta ZS w postaci diody
elektroluminescencyjnej. Jednoczeénie kanat przeptywowy KP potgczony jest drugim Swiattowodem
S2 z czujnikiem Swiatta CS w postaci fotodiody. Kanat Swiattowodowy S1 oraz kanat przeptywowy KP
wykonane sg w warstwie Srodkowej WS, a kanat Swiattowody S2 w warstwie dolnej WD.

Ceramiczny czujnik fluorescencyjny wykonany jest z surowej folii niskotemperaturowej wspot-
wypalanej ceramiki, z ktérej wycina sie jedng warstwe dolng WD, na ktérej naniesiona jest metoda
sitodruku warstwa platyny PT.

Zgodnie z wynalazkiem, warstwy WD, WS, WG zgrywa sie i laminuje za pomocg metody termo-
kompersyjnej w temperaturze 70°C, pod ciSnieniem 5 MPa, przez 10 minut. Zalaminowane warstwy
WD, WS, WG wypala sie podczas wieloetapowej obrobki termicznej. Kolejno, obrobke termiczng pro-
wadzi sie przez 240 minut i w temperaturze otoczenia (rt) — do 450°C. W temperaturze 450°C wy-
grzewa sie spodnig cze$¢ obudowy przez 60 minut, kolejno spodnig cze$¢ obudowy podgrzewa sie do
temperatury 850°C (60 minut). Nastepnie, zgodnie z wynalazkiem uktad chtodzi sie powoli do tempe-
ratury otoczenia (rt). W dalszym etapie do kanatow Swiattowodowych wkleja sie Swiattowody polime-
rowe przy uzyciu kleju epoksydowego.

Roztwor detekcyjny zawiera barwny kompleks tworzony pomiedzy jonami Fe2* i czgsteczkami
epinefryny. Utworzenie kompleksu potwierdza zmiana koloru barwnika z jasnozielonego na-w zalez-
nosci od pH kolor krwistoczerwony, ciemnofioletowy badz ciemnogranatowy, po dodaniu do barwnika
roztworu chlorowodorku epinefryny. Warstwa enzymatyczna lakazy jest cienkim filmem zaadsorbowa-
nym na matrycy polimerowej poli [2-([2,2'-bitiofen]-5-ylo)-6-([2,3'-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-
ylo)pirydny] pokrywajgcej warstwe platynowa. Nastepnie roztwory epinefryny o réznych stezeniach
mieszane sg w stosunku 1:1 z roztworem barwnika i jest to podstawg do detekcji adrenaliny. Im wyz-
sze stezenie adrenaliny w prébce, tym wyzsza warto$¢ sygnatu. Zaletg ukfadu jest jego duza czutosé
i fakt, ze nadaje sie do wykrywania réznych stezen. Powtarzalno$¢ otrzymanych wynikéw oraz rdézne
odpowiedzi czujnika, na rézne stezenia adrenaliny, typujg ten materiat do budowy czujnikéw stosowa-
nych w diagnostyce medyczne;.

Dziatanie miniaturowego ceramicznego czujnika fluorescencyjnego do oznaczania stezenia ad-
renaliny w roztworach wodnych, polega na tym, ze w kanale przeptywowym KP wyposazonym w che-
moczutg warstwe enzymatyczng zbudowang z polimeru wytworzonego z 2-([2,2'-bitiofen]-5-ylo)-6-
-([2,3'-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny oraz lakazy, umieszcza sie probke barwnika
wraz z adrenaling, ktora ulega reakcji enzymatycznej. Probke oswietla sie dioda, ktéra podczas prze-
ptywu probki wzbudza zwigzki obecne w roztworze. Rejestrowany przez czujnik Swiatta wzrost inten-
sywnosci fluorescencji jest zatem proporcjonainy do stezenia oznaczanej substancji. Pomiar inten-
sywnosci fluorescencji wykonuje sie za pomocg czujnika $wiatta, a intensywnos¢ fluorescenciji jest
okre$lana wielko$cig wzrostu napiecia na rezystorze pomiarowym podtgczonym do czujnika Swiatta.
Rejestrowany wzrost intensywnosci fluorescencji jest wprost proporcjonalny do stezenia oznaczanej
substancji. Limit detekc;ji dla uktadu wynosi 2,1 nM.

Przyktad 2

Ceramiczny biosensor fluorescencyjny wykonany jak w przyktadzie pierwszym z tg rdznicg, ze czuj-
nikiem $wiatta CS jest fotodioda, a zrédtem Swiatta ZS jest dioda laserowa, ponadto $wiattowody S1i S2 sg
Swiattowodami kwarcowymi, i przyklejone sg klejem epoksydowym do kanatu wykonanego w korpusie KS.

Przyktad 3

Elektroda enzymatyczna zawierajgca tyrozynaze immobilizowang adsorpcyjnie z dodatkiem
czynnika sieciujgcego (glutaraldehyd) w elektroprzewodzgcym materiale wytworzonym z 2-([2,2'-
-bitiofen]-5-ylo)-6-([2,3'-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny powstata w wyniku depozycj
tyrozynazy na elektrodzie platynowej zmodyfikowanej materiatem przewodzgcym. Proces depozyciji
biatka na modyfikowanej elektrodzie pracujgcej prowadzono za pomocg adsorpcji kowalencyjnej
z dodatkiem czynnika sieciujgcego w buforze fosforanowym o pH 6,8 w ciggu dwéch godzin. Nastep-
nie biosensor biatkowy wedtug wynalazku wprowadzono do uktadu optycznego, wykonanego w tech-
nologii LTCC. Do pomiaru aktywnos$ci wytworzonej warstwy chemoczutej uzyto roznych stezen epine-
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fryny jako substratu, wraz z barwnikiem zelaza. Ukfad pomiarowy w trakcie prowadzonego procesu
zmieniat sygnat chemiczny na mierzalny sygnat optyczny (Fig. 2).

Przyktad 4

Ceramiczny biosensor fluorescencyjny ma korpus KS wykonany z trzech warstw WD, WS, WG
niskotemperaturowej wspétwypalanej ceramiki, zawiera kanat przeptywowy KP wyposazony w war-
stwe platyny PT pokrytg cienkim filmem polimerowym otrzymanym z 2-([2,2'-bitiofen]-5-ylo)-6-([2,3'-
-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny wraz ze zimmobilizowang tyrozynaza, potgczony
Swiattowodem S1 umocowanym w kanale wykonanym w korpusie KS ze zrédtem Swiatta ZS w postaci
diody elektroluminescencyjnej. Jednoczesnie kanat przeptywowy KP potgczony jest drugim Swiatto-
wodem S2 z czujnikiem Swiatta CS w postaci fotodiody. Kanat Swiattowodowy S1 oraz kanat przepty-
wowy KP wykonane sg w warstwie $rodkowej WS, a kanat $wiattowody S2 w warstwie dolnej WD.

Ceramiczny czujnik fluorescencyjny wykonany jest z surowej folii niskotemperaturowej wspoét-
wypalanej ceramiki, z ktérej wycina sie jedng warstwe dolng WD, na ktérej naniesiona jest metodg
sitodruku warstwa platyny PT.

Roztwor detekcyjny, wedtug wynalazku, zawiera barwny kompleks tworzony pomiedzy jonami
Fe?* i czgsteczkami epinefryny. Utworzenie kompleksu potwierdza zmiana koloru barwnika z jasnozie-
lonego na — w zaleznoéci od pH kolor krwistoczerwony, ciemnofioletowy bgdz ciemnogranatowy, po
dodaniu do barwnika roztworu chlorowodorku epinefryny. \Warstwa enzymatyczna tyrozynazy jest
cienkim filmem zaadsorbowanym na matrycy polimerowej poli [2-([2,2'-bitiofen]-5-ylo)-6-([2,3'"-bitiofen]-
-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny] pokrywajgcej warstwe platynowa. Nastepnie roztwory epine-
fryny o réznych stezeniach mieszane sg w stosunku 1:1 z roztworem barwnika i jest to podstawg do
detekcji epinefryny. Im wyzsze stezenie epinefryny w prébce, tym wyzsza warto$¢é sygnatu. Zaletg
uktadu jest jego duza czutoS¢ i fakt, ze nadaje sie do wykrywania réoznych stezen. Powtarzalno$é
otrzymanych wynikow oraz rézne odpowiedzi czujnika, na rézne stezenia epinefryny, typujg ten mate-
riat do budowy czujnikow stosowanych w diagnostyce medyczne;j.

Dziatanie miniaturowego ceramicznego czujnika fluorescencyjnego do oznaczania stezenia ad-
renaliny w roztworach wodnych, polega na tym, ze w kanale przeptywowym KP wyposazonym w che-
moczutg warstwe enzymatyczng zbudowang z polimeru wytworzonego z 2-([2,2'-bitiofen]-5-ylo)-6-
-([2,3'-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny oraz tyrozynazy, umieszcza sie prébke barwni-
ka wraz z adrenaling, ktora ulega reakcji enzymatycznej. Probke oswietla sie diodg, ktéra podczas
przeptywu prébki wzbudza zwigzki obecne w roztworze. Rejestrowany przez czujnik Swiatta wzrost
intensywno$ci fluorescencji jest zatem proporcjonalny do stezenia oznaczanej substanciji. Pomiar
intensywno$ci fluorescencji wykonuje sie za pomocg czujnika Swiatta, a intensywnosé fluorescencii
jest okreslana wielko$cig wzrostu napiecia na rezystorze pomiarowym podtgczonym do czujnika Swia-
tfa. Rejestrowany wzrost intensywnosci fluorescencji jest wprost proporcjonalny do stezenia oznacza-
nej substancji. Limit detekc;ji dla uktadu wynosi 2,07 nM.

Zastrzezenia patentowe

1. Biosensor optyczny do detekcji adrenaliny zawierajgcy korpus (KS) wykonany z co najmniej
trzech warstw dolnej (WD), $rodkowej (WS) oraz gornej (WG) niskotemperaturowej wspot-
wypalanej ceramiki, ktory posiada kanat przeptywowy (KP) wyposazony w warstwe platyno-
wg (PT) potgczony Swiattowodem (S1) ze zrdédtem Swiatta (ZS) i jednocze$nie drugim Swia-
ttowodem (S2) z czujnikiem Swiatta (CS) znamienny tym, ze kanat przeptywowy (KP) pokry-
ty jest chemoczutym filmem enzymatycznym wytworzonym z poli [2-([2,2'-bitiofen]-5-yl0)-6-
-([2,3'-bitiofen]-5'-ylo)-4-(5-heksylotiofen-2-ylo)pirydny] oraz lakazy lub tyrozynazy.

2. Biosensor wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze Swiattowdd (S1) potgczony ze zrodiem
Swiatta (ZS) usytuowany jest réwnolegle, a Swiattowod (S2) potgczony z czujnikiem Swiatta
(CS) potozony jest prostopadle wzgledem kanatu przeptywowego (KP).

3. Biosensor wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze warstwa platynowa (PT) naniesiona jest na
powierzchnie warstwy dolnej (WD) metoda sitodruku.

4. Biosensor wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze warstwa platyny (PT) zawiera czeS¢ detek-
cyjng ktorg stanowi roztwor adrenaliny z dodatkiem barwnika opartego o jony zelaza (ll).

5. Biosensor wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze Swiattowody (S1, S2) sg $wiattowodami po-
limerowymi lub kwarcowymi.
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Biosensor wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze czujnikiem Swiatta (CS) jest fotodioda lub
fototranzystor.

Biosensor wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zrédtem Swiatta (ZS) jest dioda laserowa
lub dioda elektroluminescencyjna.
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