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Apstrakt

U okviru doktorske disertacĳe razvĳeno je nekoliko senzorskih i biosenzorskih

rešenja za primene u kontroli kvaliteta hrane, životne sredine, ćelĳskoj poljoprivredi i

biomedicini.

Razvĳena je platforma Laboratorĳa-na-čipu (LOC) sa integrisanim mikrotalasnim

senzorom za identifikacĳu i detekcĳu mešanja jestivih ulja na bazi talasnog fenomena

dizajniranih površinskih plazmonskih polaritona. Optimizacĳa dizajna i jedinične ćelĳe

senzora ispitani su primenom softverskog alata CST Microwave Studio, a izrada senzora

urađena primenom jeftine, hibridne tehnologĳe izrade. Validacĳa senzora odrađena je

sa uzorcima jestivih ulja, gde je senzor pokazao dobre linearne karakteristike i veliku

osetljivost detekcĳe dielektrične permitivnosti uzoraka.

Takođe, razvĳena je i LOC platforma sa integrisanim impedansnim senzorom za

monitoring rasta ćelĳa unutar mikrobioreaktora. Realizacĳa senzora urađena je pri-

menom inkdžet štampe, a integracĳa u LOC platformu urađena je kombinovanjem

poli(metil metakrilata) – PMMA sa staklenom podlogom. Validacĳa detekcĳe urađena

je kultivacĳom sisarskih ćelĳa tokom 96 sati unutar LOC platforme, a procena biomase

impedansnim pristupom upoređena je sa pristupom obrade mikroskopskih slika. Pre-

dloženi impedansni senzor uspešno je detektovao sve faze rasta ćelĳa i početak faze

odumiranja.

Nova tehnologĳa izrade elektroda predložena je na bazi zlatnih listića i primenje-

na za elektrohemĳsku detekcĳu bakterĳa E. coli, S. Typhimurium i tumor biomarkera

HER2. Predloženi senzori ispitani su u pogledu stabilnosti signala, osetljivosti i speci-

fičnosti detekcĳe, a relevantni parametri detekcĳe procenjeni iz modela ekvivalentnog

električnog kola. Elektrode realizovane na bazi zlatnih listića pokazale su bolju osetlji-

vost i veću specifičnu površinu u poređenju sa komercĳalnim elektrodama, što je od

suštinskog značaja za biosenzorske primene.

Integracĳa elektrohemĳskog senzora u LOC platformu sa mikrofluidičnim me-

šačima realizovana je za primenu u detekcĳi glukoze. Performanse mešanja mikroflu-

idičnih mešača na bazi serpentine ispitane su primenom softvera Comsol Multiphysics,
a realizacĳa platforme urađena je kombinovanjem tehnologĳa 3D štampe i PMMA

potpornih slojeva. Predloženi koncept detekcĳe pokazan je na primeru koncentracĳe

glukoze u acetatnom puferu i medĳumu ćelĳskom medĳumu.



Abstract

In this doctoral dissertation, several sensor and biosensor solutions were de-

veloped for applications in food quality control, environmental monitoring, cellular

agriculture and healthcare.

Lab-on-a-chip (LOC) platform with an integrated microwave sensor was deve-

loped for the identification and detection of mixing of edible oils based on the wave

phenomenon of spoof surface plasmon polaritons. Optimization of sensor configurati-

on and unit cells were investigated using the CST Microwave Studio software tool, and

sensor fabrication was performed using low-cost, hybrid fabrication technology. The

validation of the sensor was done with samples of edible oils, where the sensor showed

good linear characteristics and high sensitivity in detecting the dielectric permittivity

of the samples.

In addition, a LOC platform with an integrated impedimetric sensor was deve-

loped for cell growth monitoring inside the microbioreactor. The sensor was realized

using inkjet printing, and the integration into the LOC platform was done by com-

bining poly(methyl methacrylate) - PMMA with a glass substrate. Validation of the

detection was done by cultivation of mammalian cells for 96 hours inside the LOC

platform, and biomass estimation using an impedance approach was compared with

an image processing approach. The proposed impedance sensor successfully detected

all phases of cell growth.

A novel fabrication technology for electrode fabrication was proposed based on

gold leaves and applied for the electrochemical detection of bacteria E. coli, S. Typ-

himurium, and cancer biomarker HER2. The proposed sensors were tested for signal

stability, sensitivity, and specificity, and the relevant detection parameters were esti-

mated from the equivalent electric circuit model. Finally, gold leaf electrodes (GLEs)

showed better sensitivity and bigger specific surface compared to commercial electro-

des.

The integration of the electrochemical sensor into the LOC platform with micro-

fluidic mixers was realized for application in glucose detection. The mixing perfor-

mance of serpentine-based microfluidic mixers was tested using Comsol Multiphysics

software, and the platform was realized by combining 3D printing technologies and

PMMA support layers. The proposed detection concept is demonstrated for the detec-

tion of glucose in acetate buffer and cell culture medium.
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Uvod

Razvoj savremenih mikro i nanotehnologĳa uneo je niz novina u oblast razvoja

senzora, u pogledu dizajna senzora, načina izrade kao i primene novih materĳala u cilju

smanjivanja dimenzĳa senzora i povećanja osetljivosti detekcĳe. Pored razvoja samih

senzora, savremena istraživanja orĳentisana su i na njihovu integracĳu u kompakt-

ne multifunkcionalne platforme, poznate kao Laboratorĳa-na-čipu (engl. Lab-on-a-chip
(LOC)). LOC platforme često koriste koncept mikrofluidike i primene mikrokanala za

manipulacĳu fluidom, rezervoare za skladištenje fluida, kao i optičke i elektronske

komponente za detekcĳu promena u analitu. Razvoj ovakvih sistema zahteva multidi-

sciplinaran pristup i predstavlja jednu od aktuelnih tema savremene nauke. Aktuelna

istraživanja u ovoj oblasti usmerena su na razvoj mikrofluidičnih platformi koje integri-

šu senzore i biosenzore, sa ciljem detekcĳe bakterĳa u hrani i vodi, tumor biomarkera,

monitoringa različitih parametara životne sredine, kontroli kvaliteta hrane, kao i u

novĳim istraživanjima posvećenim razvoju kultivisanog mesa, itd.

Zbog mogućnosti detekcĳe u realnom vremenu, mikrotalasni senzori predstavlja-

ju odlično rešenje za širok opseg primena uključujući merenje dielektrične permitiv-

nosti, kontrolu kvaliteta hrane, detekcĳu biomolekula, itd. Međutim, veliki nedostatak

mikrotalasnih senzora zasnovan je na nemogućnosti detekcĳe sa velikom osetljivošću

i oni se uglavnom primenjuju u oblastima gde se ne zahteva detekcĳa malih promena

dielektrične permitivnosti. Jedan od obećavajućih fenomena za ultraosetljivu detekcĳu

promene dielektrične permitivnosti zasniva se na površinskim plazmonskim polarito-

nima (engl. Surface Plasmon Polaritons, SPP) odnosno površinskom talasu koji nastaje

sprezanjem fotona i slobodnih elektrona na razdelnoj površini između metala i dielek-

trika. Ove oscilacĳe karakteristične su po tome što su fizički vezane za razdelnu površi-

nu dva materĳala, najčešće metala i dielektrika, i samim tim omogućavaju jaka lokalna

polja i interakcĳu na dimenzĳama manjim od konvencionalnog limita difrakcĳe, zbog

čega su veoma moćan alat za realizacĳu visokoosetljivih senzorskih i biosenzorskih

sistema. Međutim, SPP talasi se prostiru na razdelnoj površini provodnik/dielektrik

na optičkim učestalostima i zbog toga se primenom koncepta dizajniranih površin-

skih plazmonskih polaritona (engl. Spoof Surface Plasmon Polariton - SSPP) omogućava

njihovo prostiranje i u dalekom infracrvenom, mikrotalasnom i terahercnom opsegu

učestalosti. Ovaj koncept omogućen je primenom dizajniranih senzorskih konfiguraci-

ja, kao i plazmoničnih metamaterĳala, koji omogućavaju imitacĳu SPP propagacĳe na

pomenutim učestalostima. Primenom pomenutog principa, u okviru doktorske diser-
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tacĳe razvĳen je senzor za detekcĳu malih promena dielektrične permitivnosti velike

osetljivosti. Analizom konfiguracĳe senzora ispitani su različiti oblici jedinične ćelĳe,

kao i njihov uticaj na osetljivost senzora na male promene dielektrične permitivno-

sti. Velika osetljivost detekcĳe dielektrične permitivnosti ima potencĳalnu primenu u

kontroli kvaliteta hrane, gde dielektrična permitivnost predstavlja jedan od bitnih pa-

rametara kvaliteta. U okviru glave 1 doktorske disertacĳe biće predstavljeni rezultati

simulacĳa, optimizacĳe, realizacĳe i eksperimentalne verifikacĳe LOC platforme sa in-

tegrisanim senzorom na bazi SSPP talasa za identifikacĳu i kontrolu kvaliteta jestivih

ulja.

Pored mikrotalasnog senzora, u okviru doktorske disertacĳe razvĳeno je i LOC

rešenje za praćenje životnog ciklusa ćelĳe unutar mikrobioreaktora primenom impe-

dansnog senzora. Naime, principi detekcĳe senzora za bioanalize često su zasnovani na

električnim osobinama ćelĳa, za koje je ustanovljeno da ispoljavaju različito ponašanje

u zavisnosti od opsega učestalosti koji se koristi za analize. Većina realnih materĳala

pokazuje i dielektrična i provodna svojstva zbog postojanja kako dipola, tako i slobod-

nih nosilaca naelektrisanja koji se kreću kroz materĳal. Kod materĳala sa heterogenom

strukturom (kao što su biološki materĳali) pri kretanju slobodnih nosilaca naelektri-

sanja u polju, može doći i do nagomilavanja naelektrisanja na unutrašnjim razdelnim

površinama. U heterogenim sistemima, unutrašnje razdvajanje naelektrisanja dovodi

do formiranja efektivne unutrašnje polarizacĳe i stoga se na makroskopskom nivou,

za opis sistema koriste veličine dielektrična permitivnost i provodljivost. Pomenute

veličine zavisne su od učestalosti, a njihova promena opisana je disperzionom karak-

teristikom. Napredak mikrofluidike i senzorskih tehnologĳa doveo je do razvoja novih

metoda monitoringa rasta ćelĳa, kako u makro tako i u mikrosistemima. U okviru

glave 2 doktorske disertacĳe predstavljena je realizacĳa mikrofluidične platforme sa

mikrobioreaktorom i integrisanim impedansnim senzorom u cilju monitoringa rasta

ćelĳa tokom procesa kultivacĳe u minĳaturizovanoj platformi koja predstavlja simu-

lator velikog bioreaktorskog sistema u smanjenim razmerama. Impedansni senzor sa

interdigitalnim dizajnom elektroda realizovan je u procesu inkdžet štampe. Metod iz-

rade mikrofluidične platforme predstavlja brzo i efikasno rešenje za izradu simulatora

smanjenih razmera za montinoring rasta ćelĳa, što može naći primenu u npr. procesu

razvoja kultivisanog mesa. U predloženom sistemu, sisarske ćelĳe MRC-5 korišćene

su kao model adherentnih ćelĳa, a senzor je uspešno detektovao sve faze rasta ćelĳa

(lag, eksponencĳalnu, stacionarnu, i fazu odumiranja) tokom 96 h kultivacĳe ćelĳa sa

ograničenim nutrĳentima. Kombinovanjem impedansnog pristupa sa obradom slike,

predložena je platforma koja može da posluži za praćenje biomase u realnom vreme-

nu i napredni sistem praćenja rasta ćelĳa u mikrobioreaktoru, tj. sistemu smanjenih

razmera.
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Takođe, princip minĳaturizacĳe iskorišćen je za realizacĳu biosenzorskih rešenja

za detekcĳu specifičnih analita u kapi uzorka. Biosenzori predstavljaju najnaprednĳe

analitičke uređaje koji mere biološke ili hemĳske reakcĳe prevodeći ih u električne sig-

nale koji određuju koncentracĳu ciljnog elementa. Sastoje se od dva osnovna elementa:

bioprepoznatljivog elementa (kao što su antitela, aptameri, enzimi, nukleinske kiseline,

itd.) koji specifično prepoznaju ciljni bioelement (kao što su mikroorganizmi, virusi,

molekuli, nukleinske kiseline, biomarkeri itd.). Biosenzori imaju potencĳal da prome-

ne standardne procese dĳagnostike i monitoringa u različitim industrĳskim oblastima.

Primenom biosenzora pruža se brza, precizna i ekonomična alternativa tradicionalnim

laboratorĳskim metodama.

Veliki značaj razvoja biosenzorskih tehnologĳa ogleda se u detekcĳi bakterĳa u

hrani i životnoj sredini, kao izazivača ~600 miliona oboljenja i 420000 smrtnih slučajeva

širom sveta, po podacima Svetske zdravstvene organizacĳe. Pravovremena detekcĳa

patogena u uzorcima može sprečiti dalje širenje kontaminacĳe i bolesti, sa širokom

primenom u zaštiti životne sredine, zdravstvu, kontroli kvaliteta hrane, itd. Zbog to-

ga postoji potreba na tržištu za brzom i specifičnom detekcĳom bakterĳa, odnosno

metodom koja omogućava specifičnu detekcĳu patogena na terenu. Izazovi u razvo-

ju ovih biosenzorskih rešenja baziraju se na odabiru provodnih materĳala i njihovoj

modifikacĳi bioprepoznatljivim elemenatima (kao što su antitela) za specifičnu detek-

cĳu u malim zapreminama uzorka. Biosenzorska rešenja bi u predloženim primenama

omogućila dobĳanje informacĳa u realnom vremenu i pravovremeno preventivno de-

lovanje i preduzimanje odgovarajućih mera. Elektrohemĳski biosenzori na bazi zlata

najčešće se koriste zbog inertnosti zlata kao podloge i njegovoj efikasnoj funkciona-

lizacĳi sa biomolekulima sa tiolnom grupom, koja ima jak afinitet za vezivanje na

zlatu. Brza i jeftina izrada biosenzora na bazi zlatnih listića predložena je pomoću

laserske ablacĳe zlatnih podloga i funkcionalizacĳe elektrode bioprepoznatljivim ele-

mentom za detekcĳu specifičnog bioelementa. U okviru glave 3 doktorske disertacĳe,

biće predstavljeni rezultati razvoja nove tehnologĳe jeftine izrade elektroda, koje se u

procesu biofunkcionalizacĳe prilagođavaju detekcĳi bakterĳa. Eksperimentalna verifi-

kacĳa razvĳene tehnologĳe i realizovanih biosenzora potvrđena je detekcĳom niskih

koncentracĳa bakterĳa Escherichia coli i Salmonella Typhimurium.

Pored sigurnosti hrane, rana detekcĳa tumor biomarkera predstavlja globalni

zdravstveni izazov. Iako se brojne studĳe i kampanje bave prevencĳom i lečenjem kar-

cinoma dojke, ključna komponenta u borbi protiv ovog oboljenja jeste rana detekcĳa

specifičnih biomarkera. Jedan od najvažnĳih biomarkera je HER2, koji predstavlja ključ-

ni faktor u proceni i tretmanu karcinoma dojke. U okviru doktorske disertacĳe razvĳen

je elektrohemĳski biosenzor za detekcĳu HER2 tumor biomarkera na bazi nove teh-

nologĳe izrade elektroda. Predloženi koncept prevazilazi postojeća rešenja u pogledu
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jednostavnosti, cene izrade senzora, kao i osetljivosti detekcĳe.

Pored elektrohemĳskih senzora za detekcĳu bakterĳa i tumor biomarkera HER2,

u okviru doktorske disertacĳe realizovana je LOC platforma sa integrisanim biosenzo-

rom za detekcĳu glukoze u tečnim analitima, pogodna za povezivanje sa makrosiste-

mima za monitoring glukoze u realnom vremenu. Naime, povezivanje makrosistema

sa mikrosistemima za merenja u realnom vremenu nalazi veliku primenu u različitim

biotehnološkim procesima jer omogućava precizno praćenje parametara makroproce-

sa na mikroskali, što daje informacĳe o procesu i omogućava poboljšanu kontrolu i

optimizacĳu procesa. Pored toga, na ovaj način omogućeno je kontinuirano praćenje

bez potrebe za ručnim uzorkovanjem i analizom, što sprečava potencĳalnu kontami-

nacĳu uzoraka, dovodi do efikasnĳe i isplativĳe proizvodnje. Smanjivanjem dimenzĳa

sistema omogućava se precizna kontrola uslova i procena njihovog uticaj na relevant-

ne procese u bioanalizama. Iz tog razloga početna istraživanja razvoja senzora često

koriste fizičke principe mikrofluidike, a sa druge strane smanjuje se cena analiza kroz

uštedu reagenasa i hemikalĳa. Potencĳal detekcĳe predloženog koncepta potvrđen je

u medĳumu za kultivacĳu ćelĳa, a predloženi čip pokazao je veliki potencĳal za po-

vezivanje sa makrosistemima, kao što su bioreaktori, za direktno praćenje glukoze u

tečnom uzorku.
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Glava 1

Senzor na bazi dizajniranih površinskih plazmon-
skih polaritona za ultraosetljivu detekcĳu die-
lektrične permitivnosti

Savremena nauka i inženjerstvo naširoko koriste koncept metamaterĳala, gde se

inženjeringom geometrĳe materĳala ostvaruju osobine koje ne postoje u prirodi, kao

što su negativna permitivnost ili permeabilnost, negativni indeks prelamanja, itd. Me-

tamaterĳali se mogu definisati kao materĳali dizajnirane strukture koji se koriste za

kontrolu i manipulacĳu elektromagnetnih ili akustičnih talasa. Naime, metamateri-

jali sadrže niz ponavljajućih jedinica, poznatih kao jedinične ćelĳe, čĳe su dimenzĳe

značajno manje od talasne dužine zračenja sa kojom metamaterĳal interaguje. Iz tog

razloga, pri interakcĳi elektromagnetnog (EM) zračenja i materĳala, EM talas ”vidi”

niz jediničnih ćelĳa kao efektivnu sredinu, odnosno voluminozni materĳal sa specifič-

nim osobinama. Primena koncepta metamaterĳala u dizajniranju senzora omogućava

pojavu niza talasnih fenomena, koji se prirodno javljaju u drugim opsezima učestalosti.

Zahvaljujući svojim inovativnim osobinama, metamaterĳali su omogućili razvoj

novih uređaja i komponenata, te su našli primenu u različitim oblastima kao što su

medicinska industrĳa, automobilska industrĳa, vazduhoplovstvo, kao i razvoju razli-

čitih senzora, antena, optičkih filtera itd. [1–5]. Pomenute inovacĳe otvorile su put

za dalji napredak tehnologĳe senzora, primenom koncepta metamaterĳala u slučaju

akustičnih, optičkih i mikrotalasnih senzora.

Senzori čĳa se radna učestalost nalazi u opsegu 0,3 - 40 GHz klasifikuju se kao

mikrotalasni senzori [6–9]. Zbog mogućnosti detekcĳe u realnom vremenu, neinvaziv-

nim i beskontaktnim merenjima, mikrotalasni senzori predstavljaju pogodno rešenje za

širok spektar primena, uključujući merenja dielektrične permitivnosti [10–13], kontro-

lu kvaliteta hrane [14–16], detekcĳu gasova [17–19] i biomolekula [20, 21], monitoring

glukoze [22, 23], itd. Novĳa istraživanja kombinuju mikrotalasne senzore sa drugim

tehnologĳama, uključujući i mikrofluidiku, koja omogućuje izradu kompaktnih i is-

plativih platformi za brzu detekcĳu u malim količinama tečnosti [24, 25]. Iako postoji

veliko interesovanje za poboljšanje njihove osetljivosti, uključujući primenu split-ring

rezonatora [26, 27], transmisionih vodova [28], meta-površinskih apsorbera [29], peč
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1.1. Teorĳski uvod

rezonatora [30], itd., osetljivost senzora na promenu dielektrične permitivnosti je mala

i koriste se za merenja u širem opsegu promene vrednosti dielektrične permitivnosti.

Fizički fenomen koji nudi mogućnost prevazilaženja pomenutih ograničenja ose-

tljivosti mikrotalasnih senzora su površinski plazmonski polaritoni (engl. Surface Pla-
smon Polaritons, SPP), površinski talasi koji se javljaju na optičkim učestalostima na

razdelnim površinama između provodnika i dielektrika. Primenom koncepta dizajni-

ranih (lažnih) površinskih plazmonskih polaritona (engl. Spoof Surface Plasmon Pola-
ritons, SSPP), u okviru doktorske disertacĳe razvĳena je LOC platforma sa mikrota-

lasnim senzorom i integrisanom mikrofluidičnom komorom za tečne uzorke, u cilju

detekcĳe malih promena dielektrične permitivnosti tečnih analita. Predložena je nova

jedinična ćelĳa za SSPP strukturu, a njeno ponašanje i potencĳal detekcĳe detaljno su

analizirani. Senzor je realizovan kombinacĳom brzih i ekonomičnih tehnologĳa ksiro-

grafije, laserskog mikromašinstva i hladne laminacĳe, a njegov potencĳal je potvrđen

eksperimentima sa uzorcima jestivog ulja. Rezultati pokazuju visoku osetljivost (850

MHz/jedinici dielektrične permitivnosti) i odličnu linearnost (R
2

= 0,9802) senzora, što,

zajedno sa niskim troškovima i jednostavnom izradom, čini predloženi senzor kandi-

datom za detekcĳu malih promena dielektrične permitivnosti jestivih ulja i drugih

tečnih analita.

1.1 Teorĳski uvod
SPP talas predstavlja površinski EM talas koji se prostire duž razdelne površine

dielektrik - metal, usled sprezanja EM polja upadnog talasa i kolektivnih oscilacĳa

elektrona na površini metala. SPP talasi se prirodno javljaju unutar opsega učestalosti

koji čine deo mikrotalasnog, infracrvenog (IC), vidljivog i dela ultraljubičastog spektra

[31–33]. Različiti koncepti ”pomeranja” fenomena SPP talasa na druge opsege učesta-

losti predloženi su u literaturi, u cilju primene pogodnih osobina ovih talasa [1, 34,

35]. U dalekom IC, terahercnom i mikrotalasnom opsegu učestalosti, metali se pona-

šaju dominantno kao dobri provodnici i zbog toga SPP talasi ne postoje na površini

metala. Da bi se realizovali SPP talasi na mikrotalasnim ili terahercnim učestalostima,

predloženi su plazmonični metamaterĳali pomoću veštačkih (dizajniranih) struktura

metalnih površina na skali manjoj od talasne dužine zračenja ili na tzv. podtalasnom

nivou. Dizajnirane strukture sadrže periodične žlebove, otvore, proreze i blokove u

cilju omogućavanja prostiranja SSP na mikrotalasnim i terahercnim učestalostima [1,

34–38]. Površinski EM modovi, koji se javljaju za različite konfiguracĳe plazmoničnih

metamaterĳala, nazivaju se engl. spoof plazmoni, ”lažni” ili ”dizajnirani” plazmoni.

Njihove osobine veoma su slične SPP talasima na optičkim učestalostima, s bitnom

razlikom da se njihove osobine, odnosno disperziona relacĳa i rezonantna učestalost
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1.1. Teorĳski uvod

mogu kontrolisati promenom geometrĳe i korišćenih materĳala.

Konfiguracĳa polja i osnovne jednačine

U cilju dobĳanja uslova postojanja SPP talasa na razdelnoj površini metala i

dielektrika, analizirana je pobuda površinskih naelektrisanja na razdelnoj površini

metala i dielektrika za slučaj p-polarizacĳe1 upadnog EM zračenja.

Upadni ugao, 𝜃1, definisan je u odnosu na normalu na razdelnu površinu, slika

1.1a. Moment impulsa fotona upadnog zračenja, ℏ𝑘𝑑, sadrži talasni broj fotona, 𝑘𝑑 =
2𝜋
𝜆 𝑛𝑑, koji se prostire kroz dielektrik sa indeksom prelamanja 𝑛𝑑. Na razdelnoj površini,

reflektovani talas nastavlja kretanje pod istim uglom kao i upadni talas u odnosu na

normalu, dok se deo talasa prelama pod uglom 𝜃2 u odnosu na normalu na razdelnu

površinu i nastavlja kretanje kroz metal. Moment impulsa fotona u metalu je ℏ𝑘𝑚 , gde

je talasni broj fotona 𝑘𝑚 = 2𝜋
𝜆 𝑛𝑚 i 𝑛𝑚 indeks prelamanja metala. Impuls duž 𝑥 pravca

je očuvan i važi 𝑘𝑑𝑥 = 𝑘𝑚𝑥 , gde je 𝑘𝑑𝑥 = 𝑘𝑑 sin𝜃1 i 𝑘𝑚𝑥 = 𝑘𝑚 sin𝜃2. Drugim rečima, važi

Snelov zakon:

𝑛𝑑 sin𝜃1 = 𝑛𝑚 sin𝜃2. (1.1.1)

Generalno, indeks prelamanja dielektrika 𝑛𝑑 veći je od indeksa prelamanja metala 𝑛𝑚 u

vidljivom delu spektra. U tom slučaju talas nailazi na razdelnu površinu iz optički gušće

u optički ređu sredinu i vrednost prelomnog ugla 𝜃2 veća je od vrednosti upadnog ugla

𝜃1. U ovom slučaju maksimalna vrednost prelomnog ugla je 90°, kada se upadni talas

kreće duž razdelne površine dve sredine. Granični upadni ugao naziva se kritičnim

uglom 𝜃𝑐 i opisuje sledećim izrazom:

sin𝜃𝑐 =
𝑛𝑚

𝑛𝑑
. (1.1.2)

Ako zrak pada na graničnu površinu pod uglom većim od 𝜃𝑐 , odbĳa se od razdelne

površine simetrično u odnosu na normalu. Ova pojava poznata je kao totalna refleksĳa.

Međutim, pri nailasku talasa na razdelnu površinu pod uglom većim od 𝜃𝑐 , moment

impulsa upadnog talasa veći je od momenta impulsa koji metal može da primi. Za

p-polarizovani talas na razdelnoj površini, oscilacĳe električnog polja dovode do po-

kretanja kolektivnih oscilacĳa površinskih naelektrisanja, gde oscilujuća naelektrisanja

proizvode polje koje prodire u metal i pri totalnoj refleksĳi talasa. Ova polja nazivaju se

iščezavajućim ili evanescentnim poljima i usmerena su u pravcu normalnom na razdel-

nu površinu, slika 1.1b. Za talas koji upada pod kritičnim uglom, dužina iščezavanja

polja je beskonačna, ali ova vrednost brzo opada na red veličine talasne dužine svetlosti

kako se upadni ugao povećava. U ovim slučajevima, iščezavajuća polja za upadni talas

1ili TM moda talasa, gde je vektor električnog polja paralelan sa ravni upadnog EM zračenja.
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1.1. Teorĳski uvod

Slika 1.1: (a) p-polarizacĳa upadnog EM zračenja na razdelnu površinu

metal-dielektrik; (b) šema EM talasa i površinskih naelektrisanja na razdelnoj

površini metala i dielektrika; intenzitet komponente električnog polja normalan na

razdelnu površinu eksponencĳalno opada udaljavanjem od razdelne površine.

iznad kritičnog ugla korisna su za sprezanje zračenja sa površinskim elektronima i

formiranje površinskih plazmonskih polaritona.

Na osnovu graničnih uslova na razdelnoj površini dve sredine, komponenta elek-

tričnog polja upadnog talasa 𝐸𝑥 je očuvana, dok se komponenta električnog polja 𝐸𝑧

menja pri nailasku na razdelnu površinu. Naime, normalna komponenta gustine elek-

tričnog polja 𝐷𝑧 je kontinualna s obzirom na to da nema slobodnih naelektrisanja na

razdelnoj površini i 𝐸𝑧 se menja sa dielektričnom permitivnošću sredine:

𝐷𝑧 = 𝜀𝑑𝜀0𝐸𝑧𝑑 = 𝜀𝑚𝜀0𝐸𝑧𝑚 , (1.1.3)

gde su 𝜀𝑑 i 𝜀𝑚 dielektrične permitivnosti dielektrika i metala, 𝐸𝑧𝑑 i 𝐸𝑧𝑚 𝑧-komponente

električnog polja dielektrika i metala, respektivno, a 𝜀0 dielektrična permitivnost vaku-

uma. Opisani diskontinuitet u 𝐸𝑧 rezultuje promenu polarizacĳe na razdelnoj površini.

Iz ove pretpostavke može se primetiti da s-polarizovani2 upadni talas neće izazvati

stvaranje naelektrisanja na razdelnoj površini, dok će p-polarizovani talas stvoriti vre-

menski zavisnu polarizacĳu naelektrisanja na razdelnoj površini. Iz tog razloga u daljoj

analizi biće razmatrana samo p-polarizacĳa EM talasa.

Magnetno i električno polje iznad površine metala (za 𝑧 > 0) mogu se opisati

izrazima (1.1.4) i (1.1.5), dok su magnetno i električno polje u oblasti 𝑧 < 0 opisani

izrazima (1.1.6) i (1.1.7):

𝐻𝑑 = (0, 𝐻𝑦𝑑 , 0) 𝑒−𝑘𝑧𝑑𝑧+𝑖(𝑘𝑥𝑥−𝜔𝑡), (1.1.4)

2ili TE moda talasa, gde je vektor električnog polja normalan na ravan upadnog EM zračenja.
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1.1. Teorĳski uvod

𝐸𝑑 = (𝐸𝑥𝑑 , 0, 𝐸𝑧𝑑) 𝑒−𝑘𝑧𝑑𝑧+𝑖(𝑘𝑥𝑥−𝜔𝑡), (1.1.5)

𝐻𝑚 = (0, 𝐻𝑦𝑚 , 0) 𝑒−𝑘𝑧𝑚𝑧+𝑖(𝑘𝑥𝑥−𝜔𝑡), (1.1.6)

𝐸𝑚 = (𝐸𝑥𝑚 , 0, 𝐸𝑧𝑚) 𝑒−𝑘𝑧𝑚𝑧+𝑖(𝑘𝑥𝑥−𝜔𝑡), (1.1.7)

gde 𝐻𝑑 i 𝐸𝑑 opisuju magnetno i električno polje u dielektriku, dok 𝐻𝑚 i 𝐸𝑚 opisuju

magnetno i električno polje u metalu, respektivno. Komponenta 𝑥 talasnog vektora

označena je sa 𝑘𝑥 , dok su 𝑧-komponente talasnog vektora u dielektriku i metalu opisane

sa 𝑘𝑧𝑑 i 𝑘𝑧𝑚 , respektivno. Komponente 𝑥 električnog polja predstavljene su sa 𝐸𝑥𝑑 i 𝐸𝑥𝑚

u dielektriku i metalu, dok su 𝑧-komponente električnog polja predstavljene sa 𝐸𝑧𝑑 i

𝐸𝑧𝑚 u dielektriku i metalu, respektivno. Analogno, 𝑦-komponente magnetnog polja u

dielektriku i metalu predstavljene su sa 𝐻𝑦𝑑 i 𝐻𝑦𝑚 , respektivno.

Na osnovu prve i treće Maksvelove jednačine, kao i graničnih uslova za razdelnu

površinu dva materĳala, izveden je uslov za postojanje SPP talasa na razdelnoj površini

dve sredine [39]. Granični uslovi koji važe za razdelnu površinu metal-dielektrik na

slici 1.1 su:𝐸𝑥𝑑 = 𝐸𝑥𝑚 = 𝐸𝑥 , dok za pravac normalan na razdelnu površinu važi granični

uslov 𝜀𝑑𝐸𝑥𝑑 = 𝜀𝑚𝐸𝑥𝑚 i za magnetno polje 𝐻𝑦𝑑 = 𝐻𝑦𝑚 = 𝐻𝑦 . Prema graničnim uslovima

za razdelnu površinu između metala i dielekrika, tangencĳalna komponenta vektora

električnog i magnetnog polja je kontinualna. Veza između dielektričnih permitivnosti

i normalnih komponenata talasnih vektora data je sledećim izrazom i predstavlja uslov

postojanja površinskih plazmonskih polaritona:

𝑘𝑧𝑑
𝑘𝑧𝑚

= − 𝜀𝑑
𝜀𝑚

, (1.1.8)

a disperzĳa talasnog broja definisana je izrazom:

𝑘𝑥 = 𝑘0

√
𝜀𝑑𝜀𝑚

𝜀𝑑 + 𝜀𝑚
, (1.1.9)

odnosno:

𝑘𝑠𝑝𝑝 = 𝑘0

√
𝜀𝑑𝜀𝑚

𝜀𝑑 + 𝜀𝑚
. (1.1.10)

Na slici 1.2 predstavljena je kriva opisana disperzionom relacĳom, definisanom

izrazom (1.1.10), za SPP talase na razdelnoj površini dielektrika permitivnosti 𝜀𝑑 i meta-

la 𝜀𝑚 , bez gubitaka. Linĳa svetlosti odgovara ravanskom talasu u slobodnom prostoru

ispunjenim dielektrikom. Disperziona kriva SPP talasa ima nelinearnu karakteristiku

i uvek je sa desne strane u odnosu na linĳu svetlosti, što ukazuje da su SPP talasi
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1.1. Teorĳski uvod

”sporĳi” u odnosu na talas u slobodnom prostoru. Takođe, kao posledica sprezanja

fotona i površinskih plazmona, SPP talasi pokazuju veći ukupni moment impulsa u

slobodnom prostoru u odnosu na svetlost na istoj učestalosti.

Slika 1.2: Kriva disperzĳe SPP talasa.

Kao što je prethodno pomenuto, SPP talasi imaju evanescentna polja koja pro-

diru i u dielektrik i u metal. Evanescentno polje SPP talasa prostorno slabi u smeru

normalnom na razdelnu površinu i u dielektriku i metalu, slika 1.1b. U ovom slučaju,

dubina prodiranja polja u dielektrik i metal, respektivno, definisana je kao 𝛿𝑑 = 1/𝑘𝑧𝑑 i

𝛿𝑚 = 1/𝑘𝑧𝑚 kada električno polje opada na vrednost 1/𝑒. Dubina prodiranja SPP talasa

u dielektrik i metal data je izrazima (1.1.11) i (1.1.12):

𝛿𝑑 =
1

𝑘

���𝜀𝑑 + 𝜀𝑚
−𝜀2

𝑑

��� 1

2

, (1.1.11)

𝛿𝑚 =
1

𝑘

���𝜀𝑑 + 𝜀𝑚
−𝜀2

𝑚

��� 1

2

. (1.1.12)

Iz prethodnih izraza može se videti da električna polja SPP talasa opadaju eksponenci-

jalno sa rastojanjem od razdelne površine dve sredine. Na osnovu malih dubina prodora

električnih polja SPP talasa u dielektriku i metalu, električna polja SPP koncentrisana

su uglavnom blizu razdelne površine, a koncentracĳa polja značajno je povećana na

razdelnoj površini. Bez obzira na to, koncentracĳa polja SPP talasa opada brzo od raz-

delne površine duž 𝑧 pravca, a koncentracĳa polja veća je u dielektriku nego u metalu

[39].
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Kao što je prethodno opisano, osobine SPP talasa u opsegu optičkih učestalosti

moguće je ”preneti” i na opsege učestalosti mikrotalasa primenom koncepta dizajni-

ranih površinskih plazmonskih polaritona. Ovaj koncept iskorišćen je za realizacĳu

mikrotalasnih SSPP struktura na bazi različitih geometrĳa jediničnih ćelĳa, a u okviru

disertacĳe za realizacĳu mikrotalasnog senzora za visokoosetljivu detekcĳu dielektrič-

ne permitivnosti tečnih analita.

1.2 Pregled relevantnih istraživanja
Dosadašnja istraživanja dovela su do realizacĳe različitih planarnih konfiguracĳa

koje podržavaju propagacĳu SSPP talasa, a zasnovane su na gradĳentnim otvorima

[37], rešetkama [37], cik-cak žlebovima [40], žlebovima sa kružnim peč rezonatorima

[41] i disk rezonatorima [42]. Osim toga, svojstva SSPP talasa korišćena su za realizacĳu

filtera [43–45], antena [46, 47] i talasovodnih sistema [48–50]. Uprkos njihovom veli-

kom potencĳalu za senzorske primene, samo nekoliko senzora zasnovanih na SSPP-u

je predloženo u literaturi, uključujući senzor za merenje indeksa prelamanja i debljine

materĳala [51], senzor za procenu sadržaja vode u ljudskom tkivu [52] i detektor Šot-

kĳeve diode [53]. Svi predloženi senzori, zasnovani na SSPP talasima, koriste jedinične

ćelĳe sa češljastom strukturom visokoosetljivih svojstava. Senzor za procenu sadržaja

vode u ljudskom tkivu [52], zasnovan na planarnom plazmonskom talasovodu, rea-

lizovan je u tehnologĳi štampanih ploča (engl. Printed Circuit Board, PCB) i pokazao

je sposobnost za in vivo merenja sadržaja vode u tkivu kože sa potencĳalom za rane

dĳagnostičke primene. S druge strane, detektor Šotkĳeve diode zasnovan na SSPP-u

takođe je realizovan u PCB tehnologĳi, gde je SSPP konfiguracĳa omogućila značajno

povećanje osetljivosti detekcĳe [53]. Iako je senzorsko rešenje zasnovano na češljastoj

strukturi metamaterĳala pokazalo izuzetno visoke performanse u osetljivosti za mere-

nje debljine i indeksa prelamanja, senzor nĳe eksperimentalno realizovan [51]. Pored

toga, na bazi SPP fenomena predložen je senzor za merenje dielektrične permitivnosti

sa visokom osetljivošću, takođe realizovan u PCB tehnologĳi [54].

Generalno, senzori za detekcĳu promene dielektrične permitivnosti nalaze prak-

tičnu primenu u karakterizacĳi materĳala [55–57], merenju vlažnosti zemljišta [58, 59],

kontroli kvaliteta hrane [60, 61], mešavini fluida [62, 63], itd. Jedna od potencĳalnih pri-

mena mikrotalasnih senzora u kojima osetljiv odziv može pružiti vredne informacĳe

o uzorku je kontrola kvaliteta jestivih ulja. U tom smislu, dielektrična spektroskopi-

ja se koristi za detekcĳu falsifikata ulja [64], određivanje hemĳskog sastava [65, 66],

kontrolu kvaliteta jestivih ulja [67], određivanju degradacĳu ulja prilikom prženja [68,

69], karakterizacĳu kulinarskih ulja [27], određivanje vremena korišćenja ulja [28] i

identifikacĳu ulja [29, 70]. U nastavku disertacĳe biće predstavljen senzor na bazi SSPP
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talasa realizovan za detekcĳu malih promena dielektrične permitivnosti jestivih ulja u

cilju identifikacĳe ulja i detekcĳe izmešanih uzoraka.

1.3 Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekcĳu die-
lektrične permitivnosti

Prethodno opisan princip dizajniranih površinskih plazmona iskorišćen je za re-

alizacĳu senzora za ultraosetljivu detekcĳu dielektrične permitivnosti tečnih analita.

Primenom numeričkih simulacĳa ispitan je potencĳal detekcĳe dve vrste jediničnih

ćelĳa u pogledu osetljivosti detekcĳe uzoraka male dielektrične permitivnosti. Takođe,

niz jediničnih ćelĳa optimizovan je u pogledu broja jediničnih ćelĳa i njihovih dimen-

zĳa, dajući optimalan dizajn SSPP senzora. Konačno, senzor je realizovan primenom

jeftine hibridne tehnologĳe, a njegove performanse validirane sa uzorcima jestivih ulja

[10, 11].

1.3.1 Disperzione krive jediničnih ćelĳa periodičnih struktura me-
talnog voda

Za potencĳalnu primenu dizajniranih površinskih plazmonskih polaritona u sen-

zorskim tehnologĳama, predložena je nova jedinična ćelĳa i upoređena sa standardnom

jediničnom ćelĳom češljaste strukture metalnog voda. Dimenzĳe jedinične ćelĳe optimi-

zovane su tako da se opseg učestalosti kom asimptotski teže disperzione krive uklopi u

mikrotalasne učestalosti zbog jednostavnosti izrade senzora milimetarskih dimenzĳa.

Simulirana geometrĳa sadrži rezervoar u kom se nalazi uzorak dielektrične permitiv-

nosti 𝜀𝑢𝑧𝑜𝑟𝑘𝑎 i optimizovanu češljastu strukturu metalnog voda koja se nalazi iznad

i ispod rezervoara. S obzirom na to da se princip detekcĳe dizajniranih površinskih

plazmonskih polaritona obezbeđuje nizom jediničnih ćelĳa u strukturi, performanse

senzora i linearnost odziva ispitani su za različite vrednosti perioda jedinične ćelĳe.

Takođe, ispitana je zavisnost broja jediničnih ćelĳa i gubitaka u strukturi.

Centralni element senzora je SSPP struktura, odnosno jedinična ćelĳa, čĳe geo-

metrĳske karakteristike određuju ponašanje SSPP strukture. Naime, fenomen SSPP u

takvim kolima omogućava niskofrekventno ponašanje strukture na učestalostima koje

odgovaraju rezonantnom ponašanju ćelĳske jedinice. Drugim rečima, na učestalosti-

ma koje su bliske rezonantnoj učestalosti jedinične ćelĳe, talas postaje više konfiniran,

a odgovarajuće disperzione karakteristike počinju odstupati od svetlosne linĳe, sve

do učestalosti koja ne dozvoljava propagacĳu, a koju karakteriše transmisiona nula u

odzivu SSPP strukture.

U tom smislu, prvo je predložena nova jedinična ćelĳa, prikazana na slici 1.3a,

12



1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekcĳu dielektrične permitivnosti

koja pruža kompaktnĳu strukturu u poređenju sa konvencionalnom češljastom struk-

turom, prikazanom na slici 1.3b, zahvaljujući dvema simetričnim strukturama koje

formiraju T-oblikovanu prazninu. Ako pretpostavimo da su jedinične ćelĳe rezonantne

ćelĳe sa njihovom efektivnom induktivnošću i kapacitivnošću, može se primetiti da

dok predložena jedinična ćelĳa ima sličnu efektivnu kapacitivnost prema masi (engl.

ground) kao češljasta struktura, njena efektivna induktivnost je značajno veća, a kao

rezultat toga, predložena jedinična ćelĳa ima nižu rezonantnu učestalost. Za dobĳanje

disperzione relacĳe predložene jedinične ćelĳe i češljaste strukture, korišćen je CST

Microwave Studio 2021®3. Problem je rešen koriščenjem Eigenmode solver-a. Pona-

vljajuća jedinica opisana je periodom 𝑑, širinom žleba 𝑎, dužinom žleba ℎ i ukupnom

visinom jedinice 𝑤 i debljinom materĳala 𝑡.

Slika 1.3: (a) Predložena jedinična ćelĳa; (b) Jedinična ćelĳa češljaste strukture.

U simulacĳama je pretpostavljena potencĳalna tehnologĳa izrade senzora, pa su

za parametre korišćeni parametri materĳala kao pri izradi senzora. Za modelovanje

senzorske platforme zajedno sa komorom za tečne uzorke korišćeni su sledeći parame-

tri za simulacĳe materĳala: sloj aluminĳuma debljine 40 𝜇m modelovan je tako da ima

električnu provodljivost 3,56 × 10
7

S/m. PVC folĳa debljine 80 𝜇m modelovana je sa

dielektričnom permitivnošću 3,3 i tangensom ugla gubitaka (tan 𝛿) 0,15, dok je PMMA

debljine 2 mm modelovan sa dielektričnom permitivnošću 2,6 i tan 𝛿 0,02. Iako rezul-

tati simulacĳa pokazuju da osobine 3M trake imaju zanemarljiv doprinos rezultatima,

modelovana je kao tanak film dielektrične permitivnosti 3.

Višeslojna struktura predloženog SSPP senzora prikazana je na slici 1.4. Kao što

je opisano u uvodnom delu, princip detekcĳe senzora zasniva se na SSPP strukturi,

koja je realizovana korišćenjem provodnih slojeva 1 i 7, dok slojevi 2 - 6 služe kao

dielektrične podloge i istovremeno sadrže mikrofluidični rezervoar za uzorak. Zbog

3modul MW & RF & OPTICAL | Periodic Structures | FSS, Metamaterial Unit Cell | Dispersion

Diagram
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekcĳu dielektrične permitivnosti

postupka izrade, koji će biti detaljnĳe objašnjen u sekcĳi 1.3.3, slojevi su napravljeni

od aluminĳuma (Al) (slojevi 1 i 7), PVC folĳe (slojevi 2 i 6), poli(metil metakrilata)

(PMMA) (sloj 4) i 3M obostrano lepljivih traka (slojevi 3 i 5). Osim toga, provodni

slojevi optimizovani su da imaju gladak prelaz između mikrostrip linĳa i konektora u

pogledu prilagođenja impedanse 50 W-skom standardu.

Slika 1.4: Višeslojna struktura SSPP senzora za detekcĳu dielektrične permitivnosti.

U cilju optimizacĳe performansi detekcĳe, ispitani su disperzioni dĳagrami dve

jedinične ćelĳe iste površine otiska. Češljasta jedinična ćelĳa okarakterisana je sa četiri

parametra prikazana na slici 1.3 - period 𝑑, udaljenost između žlebova 𝑎, dužina žleba

ℎ, širina strukture 𝑤, i njihovi odnosi 𝑎 = 0, 4𝑑, ℎ = 0, 8𝑑, 𝑤 = 𝑑, dok je predložena

jedinična ćelĳa okarakterisana sa još dva dodatna geometrĳska parametra - širina

savĳenih struktura 𝑏 = 0, 067𝑑, i udaljenost između savĳenih oblika i dubine žleba 𝑥 =

0, 2(𝑤− ℎ). Naime, svi parametri jediničnih ćelĳa funkcĳa su perioda 𝑑, što omogućava

skaliranje strukture promenom njegove vrednosti.

Slika 1.5a predstavlja rezultate simulacĳa u kojima su upoređeni disperzioni

dĳagrami za različite vrednosti jedinične ćelĳe sa periodom 𝑑 za predloženu i češljastu

jediničnu ćelĳu. Rezultati simulacĳa pokazuju da disperzioni dĳagrami u slučaju obe

ispitane jedinične ćelĳe značajno odstupaju od linĳe svetlosti. Takođe, u oba slučaja

porast perioda 𝑑 dovodi do smanjenja učestalosti površinskih plazmona, međutim,
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekcĳu dielektrične permitivnosti

predložena struktura jedinične ćelĳe pokazuje nižu učestalost površinskih plazmona

u poređenju sa češljastom strukturom, što ukazuje na veću efektivnu induktivnost i

posledično nižu rezonantnu učestalost.

Slika 1.5: (a) Disperziona kriva češljaste strukture i predložene jedinične ćelĳe za

vrednosti perioda 𝑑 u opsegu 2,5 - 10 mm; (b) Disperziona kriva češljaste i predložene

jedinične ćelĳe za period 𝑑 = 7, 5 mm za različite vrednosti dielektrične permitivnosti

𝜀𝑟 u opsegu 1 - 5; (c) Zavisnost učestalosti površinskih plazmona od dielektrične

permitivnosti za češljastu i predloženu jediničnu ćelĳu.

1.3.2 Optimizacĳa dimenzĳa i broja jediničnih ćelĳa

Pored disperzionih dĳagrama, analizirana je osetljivost i linearnost detekcĳe cele

strukture senzora. Slika 1.6 prikazuje odgovore senzora za period jedinične ćelĳe u

opsegu od 2,5 - 10 mm, respektivno i različite vrednosti dielektričnih permitivnosti

uzoraka u opsegu 1 - 5. Grafici 1.6a-d predstavljaju koeficĳent transmisĳe u zavisnosti

od učestalosti, dok unutrašnji grafik svakog od grafika predstavlja zavisnost položaja

transmisione nule i dielektrične permitivnosti tečnog analita. Kao i u slučaju disper-
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekcĳu dielektrične permitivnosti

zionih krivih, položaj transmisionih nula na graficima 1.6a-d prikazuje pomeranje

ka nižim učestalostima sa porastom perioda jedinične ćelĳe. Tabela 1.1 sumira sve

parametre osetljivosti i linearosti kalibracionih krivih, predstavljenih na unutrašnjim

graficima slika 1.6 za različite periode jedinične ćelĳe. Osetljivost je analizirana prema

izrazu

𝑓𝑚𝑎𝑥 − 𝑓𝑚𝑖𝑛

𝜀𝑚𝑎𝑥 − 𝜀𝑚𝑖𝑛
, gde su 𝜀𝑚𝑎𝑥 i 𝜀𝑚𝑖𝑛 maksimalna i minimalna vrednost dielektrične

permitivnosti uzorka, dok su 𝑓𝑚𝑎𝑥 i 𝑓𝑚𝑖𝑛 učestalosti transmisionih nula koje odgovaraju

𝜀𝑚𝑎𝑥 i 𝜀𝑚𝑖𝑛 , respektivno. Može se primetiti da se najbolja linearost postiže u strukturi

sa periodom 𝑑 = 7,5 mm, odnosno R
2

= 0,964, dok je osetljivost 569 MHz/epsilon u

opsegu dielektrične permitivnosti 1 - 5. Iako strukture sa 𝑑 = 2,5, 5 i 10 mm pokazuju

bolju osetljivost, dobra linearost je jedna od najvažnĳih svojstava senzora i zbog toga

je odabrana vrednost od 7,5 mm kao optimalna vrednost perioda jedinične ćelĳe za

realizacĳu senzora.
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekcĳu dielektrične permitivnosti

Slika 1.6: Simuliran odziv senzora za uzorke dielektrične permitivnosti u opsegu 1 - 5

za periode jedinične ćelĳe: (a) 𝑑 = 2,5 mm; (b) 𝑑 = 5 mm; (c) 𝑑 = 7,5 mm; (d) 𝑑 = 10 mm.

Unutrašnji grafici: Kalibracione krive transmisionih nula u funkcĳi dielektrične

permitivnosti.

Tabela 1.1: Poređenje osetljivosti i linearnosti odziva senzora za različite periode

jedinične ćelĳe

Period jedinične

ćelĳe 𝑑 (mm)

Osetljivost

(MHz/epsilon)

Linearnost R
2

Fit

2,5 757,5 0,8956 -0,718𝜀 + 16,982

5 718,8 0,962 -0,7124 𝜀 + 9,486

7,5 532,1 0,964 -0,5633 𝜀 + 6,7239

10 611,19 0,8932 -0,5772 𝜀 + 5,7012

U sledećim rezultatima simulacĳa, period jedinične ćelĳe fiksiran je na 𝑑 = 7,5 mm

zbog odličnih linearnih karakteristika i kompaktnih dimenzĳa jednostavnih za izradu
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senzora. Dalja analiza obuhvata poređenje odziva SSPP struktura sa različitim brojem

jediničnih ćelĳa. Konkretno, dĳagrami disperzĳe i učestalosti površinskih plazmona

dobĳaju se pod pretpostavkom da je struktura beskonačna, dok realni senzor dozvo-

ljava konačan broj jediničnih ćelĳa. Stoga se mogu očekivati razlike između idealnih

i realističnih slučajeva, a analizom je dobĳen broj jediničnih ćelĳa koji pruža dobar

odnos veličine strukture i ukupnih performansi senzora.

Slika 1.7 prikazuje rezultate simulacĳa za broj jediničnih ćelĳa 5, 7 i 9, za vrednosti

dielektrične permitivnosti 1, 3 i 5, gde se vidi da nema značajnih razlika u položaju

transmisionih nula, a samim tim ni u potencĳalu osetljivosti detekcĳe. Rezultati poka-

zuju da struktura sa 9 jediničnih ćelĳa pokazuje dublje transmisione nule u poređenju

sa 5 i 7 jediničnih ćelĳa koje pokazuju slično ponašanje. S druge strane, rezultati na slici

1.7 takođe pokazuju da broj jediničnih ćelĳa određuje gubitke u strukturi i pokazuje

da struktura sa manjim brojem jediničnih ćelĳa ima manje gubitke. Stoga, 7 jediničnih

ćelĳa je izabrano kao dobar kompromis između veličine senzora i dovoljno duboke

transmisione nule da budu detektabilne u merenjima i svojstava sa malim gubicima.

Slika 1.7: Odziv mikrotalasnog na bazi SSPP talasa za broj jediničnih ćelĳa 5, 7 i 9 za

uzorke dielektrične permitivnosti 1, 3 i 5.

Optimizovana struktura SSPP senzora sa periodom jedinične ćelĳe 𝑑=7,5 mm

i optimalnim brojem jediničnih ćelĳa 7, izrađena je primenom hibridne tehnologĳe

izrade, koja je opisana u nastavku.
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1.3.3 Hibridna tehnologĳa izrade SSPP senzora

Na osnovu rezultata teoretske analize i kompleksnosti geometrĳe senzora razvi-

jen je novi postupak izrade senzora. Predloženi SSPP senzor predstavlja višeslojnu

strukturu dobĳenu višestepenim procesom izrade. Postupak izrade zasniva se na teh-

nologĳama ksirografije i laserskog mikromašinstva, korišćenjem jeftinih materĳala i

može se smatrati jednostavnim, ekonomičnim i brzim jer celokupan postupak traje

svega nekoliko minuta.

Provodni slojevi 1 i 7 napravljeni su od aluminĳumskih lepljivih folĳa i isečeni la-

serom (Nd:YAG Rofin-Sinar Power Line D-100). Sloj 4 sa mikrofluidičnim rezervoarom

napravljen je sečenjem PMMA ploča pomoću CO2 lasera (CNC—MBL 4040RS). Slojevi

2 i 6 izrađeni su u PVC folĳi (MBL 80MIC Beograd, Srbĳa), dok su slojevi 3 i 5 obostrano

lepljive trake 3M, a svi su isečeni pomoću ploter cuttera (Roland DG CAMM-1 GS-24).

U procesu hladne laminacĳe, svi slojevi spojeni su u redosledu prikazanom na slici

1.4. Izgled svakog izrađenog sloja prikazan je na slici 1.8. Ista struktura korišćena je

za izradu slojeva od PMMA i 3M trake, prikazanih na slici 1.8a i 1.8b, respektivno.

Gornja PVC folĳa, prikazana na slici 1.8c, sadrži otvore za ulaz/izlaz fluida radi punje-

nja mikrofluidičnog rezervoara uzorcima, dok se donja PVC folĳa koristi za zatvaranje

komore, slika 1.8d. Konačno, realizovani SSPP senzor prikazan je na slikama 1.8e i 1.8f,

odozgo i odozdo, respektivno.

Slika 1.8: Hibridna tehnologĳa izrade senzorske platforme; (a) Srednji sloj sa

komorom za fluid izrađen je u PMMA; (b) Lepljenje slojeva omogućeno je obostrano

lepljivom 3M trakom; (c) Gornji sloj PVC folĳe zatvara komoru sa gornje strane; (d)

Donji sloj PVC folĳe zatvara komoru sa donje strane; (e) Izgled realizovane senzorske

platforme odozgo; (f) Izgled realizovane senzorske platforme odozdo.

Prethodno opisan postupak izrade omogućava realizacĳu senzora kombinova-
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njem jeftinih materĳala i brzih tehnologĳa izrade. Opisana tehnologĳa iskorišćena je

za realizacĳu SSPP senzora, nakon čega je eksperimentalna validacĳa odrađena sa

uzorcima jestivih ulja.

1.3.4 Eksperimentalna validacĳa performansi SSPP senzora

Za testiranje SSPP senzora korišćeni su uzorci ulja, počevši od palminog ulja, koje

ima najnižu vrednost dielektrične permitivnosti od pripremljenih uzoraka. U svakom

sledećem koraku, rezervoar je ispran korišćenjem uzorka sa prvom većom dielektrič-

nom permitivnošću, a zatim je ponovo napunjen istim uzorkom. Zapremina komore

unutar senzorske platforme iznosi 0,8 mL, što je ujedno i zapremina korišćenih uzo-

raka. Odzivi senzora mereni su pomoću vektorskog analizatora mreže (VNA, E5071C

Agilent Technology), a za povezivanje između uređaja i SSPP senzora korišćeni su

površinski montirani konektori (SMA Southwest Microwave 292-04A-5), prikazani na

slici 1.9. Kalibracĳa senzora na jednoj tački urađena je sa mikrofluidičnim rezervoarom

ispunjenim vazduhom.

Slika 1.9: Postavka eksperimenta. Vektorski analizator mreže povezan je sa SSPP

senzorom u cilju merenja dielektrične permitivnosti jestivih ulja.

Kao što je prethodno rečeno, cilj predloženog senzora je da se primeni na realne

probleme, te je na taj način validiran merenjem dielektrične permitivnosti jestivih ulja,

što predstavlja tehniku otkrivanja kvaliteta i falsifikovanja ulja. U tu svrhu korišćeni

su sledeći uzorci: palmino ulje (Palmino ulje za prženje, Dĳamant, Zrenjanin, Srbi-
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ja), suncokretovo ulje (Jestivo rafinisano ulje, Baš Baš, Zrenjanin, Srbĳa), ricinusovo

ulje (Livsane, Novi Sad, Srbĳa), i maslinovo ulje (Cadel Monte, 100% italĳansko ek-

stra devičansko maslinovo ulje). Pored uzoraka ulja dostupnih na tržištu, dodatna 4

uzorka su pripremljena mešanjem palminog i ricinusovog ulja, a njihove dielektrične

permitivnosti izračunate prema formuli Kraševskog [71]:

𝜀𝑟𝑀𝐼𝑋 = (
√
𝜀𝑟𝑝𝜈𝑝 +

√
𝜀𝑟𝑐𝜈𝑐)2, (1.3.1)

gde 𝜀𝑟𝑀𝐼𝑋 predstavlja dielektričnu permitivnost mešavine ulja, 𝜀𝑟𝑝 i 𝜀𝑟𝑐 dielektričnu

permitivnost palminog i ricinusovog ulja, respektivno, a i 𝜈𝑝 i 𝜈𝑐 predstavljaju zapre-

minski udeo palminog i ricinusovog ulja u mešanim uzorcima. Vrednosti dielektrične

permitivnosti korišćenih ulja i izračunate vrednosti za mešavine palminog i ricinuso-

vog ulja za izmešane uzorke prikazani su u tabeli 1.2.

Tabela 1.2: Dielektrična permitivnost uzoraka ulja i uzoraka izmešanog palminog i

ricinusovog ulja.

Uzorak Dielektrična permitivnost tan 𝛿 Referenca

Palmino 1,8 0,03 [72]

Maslinovo 1,82 0,04 [73]

Suncokretovo 1,86 0,03 [74]

Ricinusovo 2 0,08 [75]

Izmešani uzorci Dielektrična permitivnost tan 𝛿 Zapreminski odnos mešanja

Uzorak 1 1,84 0,04 1 : 3,5

Uzorak 2 1,87 0,04 1 : 2

Uzorak 3 1,93 0,06 2 : 1

Uzorak 4 1,96 0,07 3,5 : 1

Na slikama 1.10a i 1.10b prikazani su simulirani i izmereni rezultati za uzorke

čistog jestivog ulja i uzorke mešanih ulja, respektivno. Treba napomenuti da su simuli-

rani rezultati dobĳeni korišćenjem izračunatih dielektričnih permitivnosti u tabeli 1.2.

Može se videti da su spektralne pozicĳe transmisionih nula pomerene ka nižim učesta-

lostima za povećanje vrednosti dielektričnih permitivnosti uzoraka. Pored toga, može

se uočiti dobro slaganje između rezultata simulacĳa i merenja, osim malog spektralnog

pomeranja i većih gubitaka, gde se poslednji mogu pripisati gubicima u kablovima i

konektorima i nesavršenosti postupka izrade. S obzirom na to da je spektralni pomak

mali, uticaj gubitaka na performanse senzora nĳe velik.
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Slika 1.10: (a) Rezultati eksperimenata i simulacĳa za uzorke jestivih ulja; (b) Rezultati

eksperimenata i simulacĳa za uzorke izmešanog palminog i ricinusovog ulja, tabela

1.2; (c) Spektralne pozicĳe transmisionih nula za sve izmerene uzorke.

Izmereni rezultati potvrđuju da je predloženi senzor veoma osetljiv na male pro-

mene dielektrične permitivnosti uzorka. Rezultati su dodatno potvrđeni na slici 1.10c

koja prikazuje zavisnost spektralnog položaja simuliranih i izmerenih nula od dielek-

trične permitivnosti uzoraka. I simulirani i izmereni rezultati imaju odlične linearne

osobine R
2 = 0, 9971 i R

2 = 0, 9802, respektivno.

1.4 Diskusĳa i zaključak
U okviru prve glave doktorske disertacĳe realizovan je senzor na bazi dizajni-

ranih površinskih plazmonskih polaritona i time potvrđen senzorski potencĳal ovog

talasnog fenomena. Nova konfiguracĳa jedinične ćelĳe predložena je u cilju poboljšanja

osetljivosti detekcĳe dielektrične permitivnosti, a optimizacĳa njenih dimenzĳa urađe-

na u cilju unapređena linearnosti odziva senzora. Rezultati pokazuju da predloženi
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senzor ima potencĳal za primenu u kontroli kvaliteta ulja jer je u stanju da razlikuje

ulja sa razlikom dielektrične permitivnosti od 0,02. Zajedno sa brzom i jednostavnom

procedurom proizvodnje, opisane karakteristike čine predloženi senzor odličnim kan-

didatom za detekcĳu malih promena dielektrične permitivnosti, ne samo za jestiva

ulja, već i za druge tečne analite.

Da bi se dalje ilustrovale odlične performanse SSPP senzora, poređenje sa drugim

senzorima za detekcĳu dielektrične permitivnosti u jestivim uljima prikazano je u ta-

beli 1.3. Predstavljeni rezultati pokazuju da opisani senzor predstavlja prvo rešenje za

detekcĳu jestivog ulja zasnovano na SSPP fenomenu. U pogledu složenosti tehnologĳe

izrade, treba napomenuti da je hibridni pristup za izradu senzora omogućio njegovu

jednostavnu i brzu pripremu koja se može obaviti u nekoliko koraka i za nekoliko

minuta. Štaviše, predloženi senzor koristi manje od 1 mL uzorka, što smanjuje količinu

korišćenih uzoraka u poređenju sa senzorima koji se moraju uroniti u uzorak tokom

testiranja. Dodatno, kao što je prikazano u rezultatima senzor obezbeđuje visoku ose-

tljivost. Iako strukture senzora u radovima [14, 27] imaju bolju osetljivost, zahtevaju

složenĳe procedure proizvodnje s obzirom na to da su im radne učestalosti u opsegu

desetina GHz, što posledično zahteva realizacĳu manjih struktura, kompleksnĳu izra-

du i skuplju opremu. Štaviše, struktura u [27] nĳe eksperimentalno potvrđena. Pored

toga, predloženi senzor ima odličnu linearnost, koja nadmašuje linearnost drugih re-

šenja. Rezultati ovih istraživanja publikovani su u okviru rada u načnom časopisu i na

međunarodnoj konferencĳi.
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Tabela 1.3: Poređenje predloženog SSPP senzora za merenje dielektrične permitivnosti sa drugim predloženim rešenjima u

karakterizacĳi ulja u pogledu principa detekcĳe, zapremine uzorka, osetljivosti i kompleksnosti izrade.

Primena Dizajn Tehnologĳa Kompleksnost

tehnologĳe

Zapremina

uzorka (mL)

Osetljivost

(MHz/𝜀𝑟)
Radna

učestalost

Ref.

Detekcĳa falsifikata Dvostruki komple-

mentarni SRR

PCB Srednje Uronjen 1133 11,56 GHz [14]

Karakterizacĳa ulja

za kuvanje

Metamaterĳal -

SRR

Dizajnirano Srednje Proc. 0,01 1120 30 GHz [27]

Određivanje vreme-

na prženja

Transmisiona linĳa

- senzor 1

PCB Srednje Uronjen Proc. 243 5,45 GHz [28]

Određivanje vreme-

na prženja

Transmisiona linĳa

- senzor 2

PCB Srednje Uronjen Proc. 270 5,45 GHz [28]

Identifikacĳa jestivih

ulja

Meta-površinski

apsorber

PCB Srednje Proc. <1 500 9,887 GHz [29]

Detekcĳa falsifikata EBG-inspirisani

peč rezonator

PDMS Visoka 0,8 205,1 2,592 GHz [30]

Dielektrična karakte-

rizacĳa

Dvostruki SRR PCB Srednje Uronjen 74,37 1,85 GHz [19]

Predloženi senzor SSPP Hibridno Jednostavno 0,8 850 6,32 GHz [11]

2
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Glava 2

LOC platforma kao mikrobioreaktor sa integri-
sanim impedansnim senzorom za monitoring ra-
sta ćelĳa

Pri proučavanju složenih velikih sistema često se koristi strategĳa smanjivanja

razmere (engl. scale down approach), gde se veličina i složenost sistema smanjuju dok se

značajni fizičko-hemĳski procesi u sistemu zadržavaju. Ovaj pristup omogućava razvoj

i optimizacĳu kompleksnih makroprocesa i njihovo dublje razumevanje, s obzirom na

to da je broj parametara i promenljivih značajno smanjen u mikrookruženju. Pored

toga, ovaj pristup smanjuje potrebu za skupom i velikom opremom, smanjuje količinu

korišćenih reagenasa i materĳala i omogućava lakšu kontrolu procesnih parametara

[76, 77]. Korišćenje pristupa smanjenih razmera, posebno mikrofluidičnih platformi in-

tegrisanih sa različitim senzorskim tehnologĳama može biti veoma korisno za različite

bioprocese kako bi se rešili problemi koji nastaju povećanjem dimenzĳa sistema [78–80].

Mikrofluidika omogućava manipulacĳu malim količinama tečnosti reda mikrolitara u

mreži specifično dizajniranih mikrokanala imitirajući složene makroprocese kao što su

mešanje tečnosti, separacĳu čestica, itd. Integracĳa senzora u mikrofluidične platforme

dovela je do razvoja koncepta LOC [81, 82] i organ-na-čipu [83, 84], koji mogu simulirati

složene biološke sisteme u kontrolisanom okruženju. Ove platforme pokazale su po-

tencĳal da unesu velike izmene u polja medicine i biotehnologĳe omogućavajući brzo i

precizno testiranje lekova i medicinskih tretmana i analiza, kao i u boljem razumevanju

funkcionisanja bioloških sistema.

U okviru doktorske disertacĳe pomenuti pristup iskorišćen je za realizacĳu LOC

platforme sa mikrobioreaktorom za kultivacĳu ćelĳa i integrisanim impedansnim sen-

zorom za praćenje rasta ćelĳa. Impedansni senzor sa interdigitalnim dizajnom elektro-

da realizovan je inkdžet štampom i integrisan u LOC platformu, odnosno simulator

smanjenih razmera bioreaktora. Predloženi metod, integrisan u jednostavan minĳatu-

rizovani LOC sistem, pokazuje potencĳal za primenu u različitim istraživanjima kao

što su organ-na-čipu, za testiranje lekova i ispitivanje ćelĳa i tkiva, optimizacĳu sistema

kultivisanog mesa i sl. Potencĳal predložene platforme sa integrisanim impedansnim

senzorom testiran je na MRC-5 ćelĳama, koje su korišćene kao model adherentnih će-
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2.1. Pregled relevantnih istraživanja

lĳa sisara. Predloženi senzor precizno je detektovao sve faze rasta ćelĳa tokom perioda

kultivacĳe od 96 h sa ograničenim hranljivim materĳama. Kombinovanjem rezultata

impedansnog merenja sa tehnikama obrade mikroskopskih slika tokom rasta ćelĳa, ra-

zvĳen je novi pristup za praćenje biomase u realnom vremenu uz naprednu kontrolu

praćenja rasta ćelĳa u mikrobioreaktorima.

U teorĳskom uvodu biće opisan princip rada impedansnog senzora, kao i dielek-

trične osobine bioloških materĳala biće opisane za različite opsege učestalosti u cilju

razumevanja principa detekcĳe. U eksperimentalnom delu, rezultati izmerene impe-

danse biće upoređeni sa rezultatima predloženog modela ekvivalentnog električnog

kola koje opisuje ponašanje senzora, kao i rezultatima obrade mikroskopskih slika u

cilju procene biomase unutar LOC platforme.

2.1 Pregled relevantnih istraživanja
Pristup smanjenih razmera posebno je relevantan za istraživanja u oblasti kulti-

visanog mesa, koje se smatra održivom alternativom tradicionalnoj proizvodnji mesa,

zbog svog potencĳala za etičan i održiv bioproces zasnovan na kultivacĳi ćelĳa i teh-

nikama tkivnog inženjeringa. Kultivisano meso potencĳalno nudi rešenja za velike

probleme u tradicionalnim metodama proizvodnje mesa [85]. Tradicionalna poljopri-

vreda ima ogroman uticaj na zagađenje [86] i klimatske promene [87], dok se isto-

vremeno suočava sa izazovima primene antibiotika i fungicida, kao i sa patogenima i

bolestima u sistemima stočarske proizvodnje [88]. Iz tog razloga proizvodnja kultivi-

sanog/laboratorĳski uzgojenog mesa ima ogroman potencĳal da ublaži sve navedene

probleme vezane za konvencionalnu proizvodnju mesa. Proizvodnja mesa u velikim

razmerama posebno je važna jer su Ujedinjene nacĳe predvidele da će porast stanov-

ništva dostići 10 milĳardi ljudi u narednih 30 godina, što će rezultirati povećanom

potražnjom za hranom za više od 70% [89]. Potencĳal ove oblasti već je prepoznat

u svetskim okvirima imajući u vidu da je EFSA1 donela određene regulative i da su

pojedine zemlje već usvojile regulative za proizovodnju i distribucĳe proizvoda od kul-

tivisanog mesa [90]. Međutim, proces proizvodnje kultivisanog mesa je i dalje veoma

skup, pa je smanjenje troškova proizvodnje jedan od glavnih prioriteta i atraktivnih

oblasti istraživanja. U tom smislu, senzori mogu biti od posebne pomoći u proizvodnoj

skali jer omogućavaju poboljšanu kontrolu u procesu i ponovnu optimizacĳu procesa

kultivacĳe, uštedu na korišćenju medĳuma za kultivacĳu i snižavanje ukupne cene bio-

procesa. U literaturi su predložena različita senzorska rešenja za praćenje relevantnih

parametara rasta ćelĳa u bioreaktoru [91, 92].

Biomasa jedan je od najvažnĳih parametara za praćenje tokom kultivacĳe ćelĳa

1European Food Safety Authority
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u bioreaktorima jer direktno opisuje prirast rasta ćelĳa. Mnoge neinvazivne tehnike

zasnovane na brojanju ćelĳa hemocitometrima [93], bliskoj infracrvenoj spektrosko-

pĳi [94] i dielektričnoj spektrometrĳi [95] predložene su za praćenje biomase. Pored

prethodno navedenih tehnika, koje se smatraju tehnikama direktnog monitoringa, pre-

dložene su i indirektne metode zasnovane na merenju koncentracĳe glukoze i laktata

[96], oslobođenih gasova tokom bioprocesa [97] i promene redoks potencĳala [98]. Sva

navedena rešenja imaju svoje nedostatke, a njihova integracĳa u bioreaktore je i dalje

izazovan zadatak za komercĳalne primene.

Impedansni princip detekcĳe rasta ćelĳa pokazao je obećavajući potencĳal za pra-

ćenje biomase korišćenjem naizmenične struje (AC) u radio-frekventnom opsegu [99,

100]. Naime, dielektrična svojstva ćelĳa zavise od učestalosti primenjenog polja. Kao

heterogene strukture, ćelĳe su sačinjene od izolacionih membrana i okružene provod-

nom citoplazmom, kao i provodnim medĳumom za kultivacĳu. Drugim rečima, ćelĳe

se mogu posmatrati kao mali kondenzatori, pa se njihova kapacitivna svojstva mogu

koristiti za praćenje rasta tokom vremena. Pored toga, impedansa, kao kompleksna veli-

čina, sadrži informacĳe o provodnim osobinama sistema za kultivisanje (koji obuhvata

ćelĳe sa medĳumom za kultivacĳu) i informacĳe o kapacitivnim svojstvima sistema za

kultivacĳu kroz realne i imaginarne delove, respektivno. Ove informacĳe iskorišćene

su za izračunavanje karakteristika kao što su vĳabilnost ćelĳa, proliferacĳa i adhezĳa

ćelĳa na podlogu [101–105]. Nedavne studĳe pokazale su da je ovaj pristup efikasan i u

2D i 3D sistemima kultivisanja ćelĳa, odnosno i za adherentne ćelĳe u monoslojevima

i za slobodno plutajuće ćelĳe u suspenzĳama [106]. Shodno tome, impedansni metod

postao je koristan pristup u brojnim biološkim oblastima, uključući testiranje lekova,

ispitivanje kretanja ćelĳa i tkivnog inženjeringa [102, 107–109].

2.2 Teorĳski uvod

2.2.1 Kriva disperzĳe bioloških materĳala

Generalno, pojava disperzĳe u različitim opsezima učestalosti može se razmatrati

na osnovu orĳentacĳe dipola i kretanja nosilaca naelektrisanja. Na nižim učestalosti-

ma, dipoli se lako orĳentišu u pravcu primenjenog polja, dok nosioci naelektrisanja na

svom putu imaju veliku verovatnoću za zahvatanje u nekom od defekata materĳala ili

na unutrašnjim razdelnim površinama. Iz tih razloga, na nižim učestalostima karakte-

ristična je velika vrednost dielektrične permitivnosti i mala vrednost provodljivosti. Sa

porastom učestalosti, smanjuje se sposobnost dipola da isprate promene u električnom

polju i polarizacĳa opada. S druge strane, nosioci naelektrisanja prelaze kraće razdalji-

ne unutar materĳala i verovatnoća za njihovo rasipanje se smanjuje. Iz tih razloga, sa
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porastom učestalosti, permitivnost opada, a provodljivost u materĳalu raste.

U heterogenim materĳalima, kao što su biološki, dolazi do pojave nekoliko celina

na krivoj disperzĳe, slika 2.1. Opadajuće, stepeničaste promene u dielektričnoj permi-

tivnosti sa porastom učestalosti, određuju 4 oblasti (𝛼, 𝛽, 𝛾, i 𝛿) i posledica su različitih

mehanizama polarizacĳe koji rezultiraju dielektričnom relaksacĳom na određenoj uče-

stalosti. Od nižih ka višim učestalostima dominantne su migraciona relaksacĳa, zatim

orĳentaciona (dipolna), jonska i elektronska polarizacĳa, respektivno. Na nižim uče-

stalostima (10 Hz - 10 kHz) 𝛼 disperzĳa nastaje usred tangencĳalnog toka nosilaca

naelektrisanja po površini.

U opsegu učestalosti (10 kHz - 10 MHz) dešava se nagomilavanje naelektrisanja

na ćelĳskoj membrani usred različitih vremena relaksacĳe nosilaca naelektrisanja, tj.

Maksvel-Vagnerovog efekta na razdelnoj površini ćelĳske membrane. Ova oblast uče-

stalosti naziva se 𝛽 disperzĳa. Dodatni doprinos 𝛽 disperzĳi daje i polarizacĳa proteina

i drugih organskih makromolekula. Osobine biosistema u ovom opsegu učestalosti

pogodne su za detekcĳu brojnosti ćelĳa unutar sistema jer se ćelĳe ponašaju kao di-

poli i ovaj princip biće iskorišćen u predlogu senzora za biomasu, što će detaljnĳe biti

opisano u nastavku.

Opseg učestalosti 0,1 - 5 GHz odgovara 𝛿 disperzĳi, koja se iskazuje kod nekih

proteinskih rastvora i neće biti predmet istraživanja doktorske disertacĳe. Konačno, na

učestalostima iznad 0,1 GHz EM talasi prolaze kroz ćelĳsku membranu i interaguju

direktno sa unutarćelĳskim sadržajem. U ovom opsegu učestalosti dešava se relaksacĳa

molekula vode, što dovodi do 𝛾 disperzĳe, i ne mogu se detektovati doprinosi poje-

dinačnih ćelĳa signalu zbog doprinosa koji potiče od molekula vode i unutarćelĳskog

sadržaja [100, 110, 111]. Iz tog razloga za detekcĳu primenom impedanse ispitane su

učestalosti u oblastima 𝛼 i 𝛽 disperzĳe za detekcĳu rasta ćelĳa unutar mikrobioreaktora.

Slika 2.1: Kriva disperzĳe bioloških materĳala.
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2.2.2 Princip detekcĳe impedansnog senzora

Kao heterogene strukture, biološki materĳal ispoljava i provodne i dielektrične

osobine u primenjenom AC polju. Ponašanje ovih sistema opisano je veličinama kao

što su dielektrična permitivnost i provodljivost, koje su funkcĳe primenjene učestalosti

i imaju karakteristike disperzĳe. Predloženi impedansni pristup za praćenje rasta ćelĳa

zasniva se na promeni dielektrične permitivnosti medĳuma sa ćelĳama sa povećanjem

brojnosti ćelĳa. Kao što je opisano u poglavlju 2.2.1, osetljivost detekcĳe zavisi od

opsega učestalosti koji se koristi za merenja i u okviru istraživanja ispitana je osetljivost

detekcĳe impedansnog senzora za učestalosti u oblasti 𝛼 i 𝛽 disperzĳe.

Naime, građa ćelĳske membrane određuje kapacitivne osobine samih ćelĳa zbog

mogućnosti akumulacĳe naelektrisanja u naizmeničnom polju. Pored kapacitivnih

svojstava, ćelĳe pokazuju i visok otpor za jednosmernu struju (DC) i niskofrekventnu

naizmeničnu struju. Zbog toga je opseg učestalosti do 100 kHz pogodan za očitavanje

biomase, jer se na površini membrane nakupljaju naelektrisanja, a ćelĳe se ponašaju

kao dipoli. Sistem ćelĳa u medĳumu može se posmatrati kao kolekcĳa sferičnih kon-

denzatora, a kapacitivnost sistema raste sa povećanjem broja ćelĳa. Impedansni pristup

pogodan je za praćenje rasta ćelĳa, jer samo žive ćelĳe poseduju prethodno opisane

osobine zahvaljujući ćelĳskoj membrani koja omogućava razdvajanje naelektrisanja.

Pomenute kapacitivne osobine detektabilne su merenjem impedanse i taj princip je

iskorišćen za pračenje rasta ćelĳa unutar LOC platforme.

Predložena platforma napravljenja je iz nekoliko delova: staklena podloga koristi

se kao podloga na kojoj se realizuje senzor, na koji je nadograđena mikrofluidična

komora sa ćelĳama. U predloženom LOC sistemu, staklo prekriveno SU-8 rezistom

predstavlja podlogu za kultivacĳu ćelĳa, slika 2.2a. Sloj SU-8 rezista nanesen je na

impedansni senzor u cilju sprečavanja direktnog kontakta između senzora i ćelĳa

u cilju detekcĳe samo kapacitivnih svojstava merenog sistema. Model adherentnih

ćelĳa, MRC-5, korišćen u eksperimentima, lepi se za podlogu, raste u jednoj ravni i

iz tog razloga predstavljen je kao monosloj na slici 2.2a. Iznad sloja ćelĳa, komoru za

kultivacĳu ispunjava medĳum, koji obezbeđuje hranljive materĳe za rast ćelĳa u toku

kultivacĳe.

U predloženom sistemu, imaginarni deo impedanse je dominantan u ukupnoj

impedansi i odražava broj ćelĳa u sistemu, dok realni deo oslikava električnu provo-

dljivost medĳuma i ćelĳa. Predloženi sistem sa integrisanim senzorom može se posma-

trati kao skup sferičnih kondenzatora, gde se kapacitivnost svakog sloja može odrediti

na osnovu njihovih dielektričnih svojstava i rastojanja od površine senzora, slike 2.2a

i 2.2b. Ukupna kapacitivnost zavisi od svojstava korišćenih materĳala (staklo, SU-8,

kao i ćelĳe i medĳum). S obzirom na to su svi ostali parametri u sistemu konstantni,

imaginarni deo impedanse određen je koncentracĳom ćelĳa. Sa druge strane, realni
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deo impedanse, koji je povezan sa električnom provodljivošću medĳuma oko senzora,

može pružiti informacĳe o promenama u medĳumu oko senzora, kao što su prisustvo

jona ili promene u jonskoj jačini rastvora.

Slika 2.2: (a) Šematski prikaz poprečnog preseka LOC platforme; (b) Ekvivalentno

električno kolo kapacitivnosti slojevite strukture LOC platforme sa ćelĳama.

2.3 Realizacĳa LOC platforme za monitoring rasta ćelĳa

2.3.1 Struktura LOC platforme

Za izradu višeslojne LOC platforme korišćeni su transparentni i biokompatibilni

materĳali - staklo i poli(metil metakrilat) - PMMA (Oracal Polikarbonati, Srbĳa). Im-

pedansni senzor realizovan je u formi interdigitalnih elektroda, ištampanih na staklu

debljine 2 mm. Za štampanje senzora korišćeno je mastilo sa 15% srebrnih nanočestica

(Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgĳa). Senzor i staklo, prekriveni su SU-8 3000 rezistom

debljine 8 𝜇m (Micro Chem, Ujedinjeno Kraljevstvo). Gornji i srednji slojevi senzora

izrađeni su u PMMA pločama debljine 2 mm, dok su konekcioni slojevi izrađeni u 3M

dvostrano lepljivoj traci (3M™ GPT-020F, St. Paul, MN 55144-1000, Minneapolis, MN,

USA).

Višeslojna struktura predložene mikrofluidične platforme prikazana je na slici

2.3. Predložena platforma sadrži mikrobioreaktor i impedansni senzor integrisane u

kompaktni, multifunkcionalni čip koji se sastoji od nekoliko različitih slojeva reali-

zovanih korišćenjem tehnologĳe laserskog mikromašinstva. Kao što je spomenuto u

sekcĳi 2.2.2, staklo (sloj 5) se koristi kao podloga za impedansni senzor koji je realizo-

van primenom inkdžet štampe. Dizajn predloženog senzora ima oblik interdigitalnog

kondenzatora, a njegova struktura optimizovana je parametrima inkdžet štampanja

kako bi se dobila dobra rezolucĳa štampanog sloja. Prethodna istraživanja koriste SU-8

rezist u različitim biomedicinskim primenama zbog njegove dobre biokompatibilnosti

i optičke transparentnosti [112, 113]. Iz tog razloga sloj SU-8 rezista iskorišćen je za

pokrivanje interdigitalnih elektroda i nanesen je primenom Dr Blade tehnike [114].

Zbog neprovodnih osobina filma SU-8 omogućena je detekcĳa kapacitivnih svojstava
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merenog sistema.

Komora mikrobioreaktora za uzgajanje ćelĳa ima zapreminu od 1,5 mL i rea-

lizovana je u srednjem sloju (sloj 3) koji sadrži ulazne i izlazne otvore i komoru sa

zaobljenim dizajnom ivica kako bi se sprečilo stvaranje vazdušnih mehura unutar čipa.

Komora je zatvorena sa gornje strane (sloj 1) i donje strane (sloj 5), gde su otvori za

ulaz i izlaz poravnati sa slojem 1. Impedansni senzor poravnat je kako bi se uklopio

u komoru, dok se veza sa senzorom obezbeđuje pomoću konekcionih prstĳu koji se

nalaze van komore. Veza između slojeva omogućena je sa dva međusobno povezana

sloja, 2 i 4, koji su realizovani u istom dizajnu kao sloj 3.

Slika 2.3: Višeslojna struktura mikrofluidične platforme sa dimenzĳama u mm.

2.3.2 Priprema MRC-5 ćelĳa za kultivacĳu unutar LOC platforme

Pre zasejavanja u mikrobioreaktorsku platformu, ćelĳe MRC-5 (humani fibro-

blasti ATCC CCL-171) uzgajane su u standardnim bocama za tkivo (Costar, 25 cm
2
)

u ćelĳskom medĳumu (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) sa 4500 mg/L

glukoze, dopunjene sa 10% fetalnim goveđim serumom i 1% serum rastvor antibioti-

ka/antimikotika (Sigma-Aldrich). Ćelĳe su zasejane u koncentracĳi od 0,7×10
6

ćelĳa,

inkubirane na 37 °C u atmosferi sa 100% vlažnosti sa 5% CO2 u CO2 inkubatoru (ICO50,
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MEMMERT, Schvabach, Nemačka) i pasažirane dva puta nedeljno. Za zasejavanje ćelĳa

u mikrobioreaktor, čelĳe u t25 flaskovima su tripsinizirane korišćenjem 0,25% tripsin-

EDTA (Serva, Nemačka), prebrojane i zasejane u koncentracĳi od 50.000 ćelĳa/mL. Za

kultivacĳu unutar mikrobiorektora korišćen je i DMEM sa glukozom, fetalnim goveđim

serumom i antibiotikom/antimikotikom.

2.3.3 Karakterizacĳa senzora i rezultati merenja impedanse

Slika 2.4a predstavlja impedansni senzor realizovan tehnikom inkdžet štampe sa

interdigitalnim dizajnom elektroda na staklu, pre integracĳe u mikrofluidičnu plaf-

tormu. Karakterizacĳa realizovanog interdigitalnog dizajna urađena je profilometrom

i skenirajućim elektronskim mikroskopom (SEM), slike 2.4b i 2.4c. Prednost inkdžet

štampanja ogleda se u mogućnosti realizacĳe oštrih i glatkih ivica, kao što se može vi-

deti na slikama profilometra, slika 2.4b. S druge strane, slike skenirajućeg elektronskog

mikroskopa daju dodatne informacĳe o defektima štampanog sloja na mikroskali, što

može uticati na performanse senzora. Na slici 2.4c pored sastava i granulaste struktu-

re napravljene od nanočestica srebra, SEM slika prikazuje da površina senzora nema

oštećenja i da postoji uniformnost štampanog sloja. Pre upotrebe, senzor je očišćen sa

izopropanolom pre integracĳe u mikrofluidičnu platformu.

Merenja impedanse odrađena su potenciostatom (PalmSens4, Holandĳa), smešte-

nim u CO2 inkubator, povezanim preko Bluetooth-a sa računarom i softverom PSTrace

5.8. Na ovaj način izbegnuto je pomeranje mikrobioreaktora iz inkubatora i potencĳalna

kontaminacĳa ćelĳa i ćelĳskog medĳuma, slika 2.4d.
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Slika 2.4: (a) Inkdžet štampani impedansni senzor na staklu; (b) Slika sa profilometra

inkdžet štampanih elektroda; (c) SEM slika inkdžet štampanih elektroda pri uvećanju

× 3000; (d) Postavka eksperimenta. Portabilni potenciostat PalmSens smešten je

unutar CO2 inkubatora zajedno sa mikrobioreaktorom sa impedansnim senzorom.

Slika 2.5 predstavlja rezultate merenja impedansnog senzora tokom 96 h kulti-

vacĳe MRC-5 ćelĳa na tri različite učestalosti u opsegu 5 kHz - 100 kHz. U toku prva

2 h kultivacĳe ćelĳa, usled lepljenja ćelĳa na površinu senzora može se videti nagli

pad u modulu i imaginarnom delu impedanse. Dalje analiza rezultata zavisi od ana-

lizirane učestalosti na kojoj se posmatraju rezultati merenja senzora, usled različitog

ponašanja biološkog materĳala u različitim opsezima učestalosti. Naime, prema krivoj

disperzĳe opisanoj u sekcĳi 2.2.1, u 𝛼 fazi i opsegu učestalosti 10 Hz - 10 kHz, dešava

se tangencĳalni tok jona na površini ćelĳa. Rezultati na slici 2.5a na učestalosti od 10

kHz prikazuju da senzor može da prepozna rast ćelĳa unutar mikrobioreaktora bez

mogućnosti da detektuje lag fazu rasta. Pored toga, stacionarna faza i faza odumiranja

se ne mogu razlikovati. S druge strane, na većim učestalostima, koje odgovaraju 𝛽 fazi

krive disperzĳe, dešava se nagomilavanje naelektrisanja na ćelĳskoj membrani. Ova
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osobina omogućava detekcĳu ćelĳa unutar plafrome i praćenje njihovog rasta u toku

vremena. Slika 2.5b i 2.5c prikazuje izmerene rezultate na 50 kHz i 90 kHz u toku 96 h

kultivacĳe, respektivno. U ovom opsegu učestalosti, senzor može da detektuje različite

faze rasta ćelĳa: pad i lepljenje na površinu senzora, lag fazu, eksponencĳalnu fazu,

stacionarnu fazu i fazu odumiranja. Rezultati, međutim, pokazuju da je promena im-

pedanse kvantitativno veća na 50 kHz u poređenju sa 90 kHz, indukujući blagi porast

dielektrične permitivnosti ćelĳa do 100 kHz, kao što je prethodno opisano u poglavlju

2.2.1, slika 2.1. Konačno, zbog ograničenih nutrĳenata dostupnih za rast ćelĳa, nakon

60 h kultivacĳe, faza odumiranja počinje. Mrtve ćelĳe se odlepljuju sa površine tokom

faze odumiranja, rezultujući porastom impedanse u merenjima senzora. Na kraju faze

odumiranja, raspad ćelĳa dovodi do blagog porasta impedanse.

Nakon 96 h kultivacĳe, kontrolna merenja impedanse svežeg medĳuma i kori-

šćenog medĳuma urađena su radi utvrđivanja doprinosa merenom signalu. Naime,

rezultati na slici 2.5d prikazuju malu razliku u opsegu učestalosti 5 - 20 kHz između

realnog dela svežeg medĳuma i medĳuma nakon kultivacĳe ćelĳa. Realni deo impe-

danse na slici 2.5d pokazuje veće vrednosti za medĳum nakon kultivacĳe u poređenju

sa svežim medĳumom. Naime, tokom procesa kultivacĳe, ćelĳe koriste nutrĳente iz

medĳuma (koji su elektroliti) i pretpostavlja se da se usled smanjenja nutrĳenata u

toku kultivacĳe dolazi do opadanja provodljivosti medĳuma, tj. porasta realnog de-

la impedanse korišćenog medĳuma. S druge strane, imaginarni deo impedanse ne

pokazuje značajne promene između svežeg medĳuma i medĳuma nakon kultivacĳe

ćelĳa. Na osnovu ovih rezultata, pretpostavlja se da doprinos signalu impedanse daju

samo ćelĳe koje rastu na površini senzora, a ne zbog promene svojstava medĳuma u

toku kultivacĳe, posebno na većim učestalostima koje su se pokazale bolje za opisanu

primenu.

34



2.3. Realizacĳa LOC platforme za monitoring rasta ćelĳa

Slika 2.5: Moduo impedanse (|Z|), realni (Re) i imaginarni (Im) deo impedanse na

učestalostima: (a) 90, (b) 50, and (c) 10 kHz u toku 96 h kultivacĳe MRC-5 ćelĳa unutar

mikrobioreaktora. Greške na graficima predstavljaju standardnu devĳacĳu izračunatu

za 8 ponovljenih merenja. (d) Kontrolna merenja. Poređenje između svežeg i

medĳuma nakon kultivacĳe, tj. medĳuma nakon 96 h kultivacĳe u pogledu modula

impedanse, Re i Im dela.
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2.4 Poređenje izmerenih rezultata, modela ekvivalent-
nog kola i rezultata obrade slike

2.4.1 Obrada mikroskopskih slika

U cilju procene koncentracĳe ćelĳa unutar mikrobioreaktora, procena pokriveno-

sti površine senzora ćelĳama urađena je tehnikom obrade mikroskopskih slika (mikro-

skop Nikon ECLIPSE Ts2R). Kontrolni čip, izrađen je jednako kao i čip sa senzorom i

korišćen za kultivacĳu tokom 96 h. Da bi se dobila informacĳa o pokrivenosti površine

mikroskopske slike ćelĳama, delovi mikroskopskih slika prekrivenih ćelĳama podvrg-

nuti su segmentacĳi. Segmentacĳa slika sastoji se od tri ključna koraka: preprocesiranje,

detekcĳa ivica, i postprocesiranje.

Preprocesing:

Mikroskopske slike prvo su konvertovane iz RGB u grayscale format. S obzirom na

to da mikronečistoće postoje na slikama, neka vrsta filtriranja mora biti primenjena na

način koji će smanjiti neželjene efekte i sačuvati važne karakteristike ćelĳa. Iz razloga

korišćen je median filter [115], nelinearni filter za uklanjanje šuma, koji određuje nove

vrednosti piksela izračunavanjem medĳane unapred definisanog kernela susedstva.

Ovi kerneli obično su 𝑛 × 𝑛 matrice koje okružuju piksel koji treba filtrirati, gde je

𝑛 predefinisana dimenzĳa. U ovom istraživanju, veličina kernela postavljena je na

𝑛 = 7. Ovaj tip filtera često se koristi kao korak preprocesiranja za algoritme detekcĳe

ivica jer potiskuje šum, ali čuva ivice na slici. Nakon toga, histogramsko izjednačavanje

primenjeno je na prefiltriranim slikama pomoću tzv. Contrast Limited Adaptive Histogram
Equalization (CLAHE) [116], koji ispravlja kontrast i čini objekte od interesa različitim u

odnosu na pozadinu.

Korak detekcĳe ivica:

Glavni deo predložene procedure segmentacĳe ćelĳa koristi Canny detektor ivica

[117] koji se koristi za izdvajanje ivica iz preprocesiranih slika. Ovaj metod sastoji

se od nekoliko koraka: filtriranja, izračunavanja gradĳenta, potiskivanja nepotpunih

ivica, dvostrukog pragovanja i praćenja ivica. Prvo, slike se filtriraju glatkim Gausovim

filterom, a zatim se, koristeći Sobel operator [118], izračunava gradĳent intenziteta.

Zatim, potiskivanjem nepotpunih ivica, ivice se tanje tako što se potiskuju pikseli

koji nisu na maksimalnoj jačini ivice u pravcu gradĳenta. Dvostruko pragovanje ili

Histeretsko pragovanje odlučuje koje su ivice jake, a koje nisu. Definišu se dve vrednosti

praga,𝑇𝑚𝑎𝑥 i𝑇𝑚𝑖𝑛 . Ivice sa gradĳentom intenziteta većim od𝑇𝑚𝑎𝑥 se deklarišu kao ivice,

a one ispod 𝑇𝑚𝑖𝑛 se odbacuju. Ivice koje se nalaze između ova dva praga se klasifikuju

na osnovu njihove povezanosti. Ako su povezane sa pikselima koji su deklarisani kao

jake ivice, smatraju se delom ivica. Inače, takođe se odbacuju. Na ovaj način, Canny
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detektor ivica postiže tanje i preciznĳe ivice.

Postprocesing korak:

Matematička morfologĳa iskorišćena je kao poslednji korak obrade slike. Gene-

ralno, konstruisanjem specĳalnog strukturnog elementa/kernela kao što je disk ili krst,

moguće je manipulisati i uticati na konačni oblik detektovanih ivica. Operacĳa dilatacĳe

dodaje piksele graničnim pikselima pomoću strukturnog elementa, dok erozĳa sma-

njuje granične piksele na isti način [119]. Segmentacĳa mikroskopskih slika postignuta

je korišćenjem višestrukih dilatacĳa i erozĳa. Rezultati u obliku procenta pokrivenosti

na bioreaktoru su ekstrahovani deljenjem broja segmentiranih piksela ćelĳe i ukupnog

broja piksela na mikroskopskim slikama pomnoženog sa 100. Za svaki snimak, tri slike

u istom uvećanju snimljene su na tri nasumično odabrana mesta u mikrobioreaktoru,

i srednja vrednost i standardna devĳacĳa izračunati po stepenu. Na osnovu poznate

početne koncentracĳe ćelĳa 𝑐𝑖 i procenta 𝑆𝐶 za početnu koncentracĳu izračunatu iz

procesa snimanja (𝑆𝐶𝑖), procena koncentracĳe ćelĳa urađena je za mikroskopske slike

tokom 96 h kultivacĳe (𝑐𝑡). Povećanje koncentracĳe ćelĳe direktno je proporcionalno

procentu 𝑆𝐶 u mikrobioreaktoru tokom vremena kultivacĳe (𝑆𝐶𝑡), izraz (1).

𝑐𝑡 = 𝑐𝑖
𝑆𝐶𝑡

𝑆𝐶𝑖
(1)

Tabela 2.1 sadrži srednje vrednosti i standardne devĳacĳe procenata pokriveno-

sti površine tokom 96 h kultivacĳe ćelĳa unutar LOC platforme. Pored toga, rezultati

obrade slike iskorišćeni su za procenu broja ćelĳa unutar mikrobioreaktora na osnovu

poznate početne koncentracĳe ćelĳa. Male vrednosti standardne devĳacĳe procenata

pokrivenosti površine ukazuju na to da ćelĳe formiraju uniforman monosloj na površini

čipa s obzirom na to da su proračuni odrađeni na osnovu tri slike. Pored toga, pokrive-

nosti površine pokazuju rastući trend koji se nastavlja tokom lag faze, eksponencĳalne

i stacionarne faze, nakon čega rezultati obrade slike više ne odgovaraju impedansnim

merenjima. Dodatno objašnjenje dato je u tabeli 2.2, koja sadrži segmentirane slike, gde

je prikazano poređenje između neobrađene slike mikroskopa i segmentiranih slika u

pozadini i prednjem planu, respektivno. Naime, kao posledica ograničenih hranljivih

materĳa dostupnih za rast, posle 60 h kultivacĳe ćelĳe ulaze u fazu odumiranja. Nakon

ove tačke, obrada slike postaje manje efikasna, najverovatnĳe zato što se mrtve ćelĳe

odvajaju od površine i počinje proces razlaganja ćelĳa. U ovoj fazi, ćelĳske membrane

počinju da se razgrađuju i ćelĳe gube svoj strukturni integritet i funkcĳu, što dovodi

do smrti čelĳe. Na kraju, samo ostaci ćelĳskog materĳala mogu se videti na slikama

mikroskopa nakon 72, 84 i 90 h kultivacĳe, što je dovelo do lažne detekcĳe pokrivenosti

površine.
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Tabela 2.1: Rezultati obrade mikroskopskih slika. Srednje vrednosti i

standardne devĳacĳe pokrivenosti površine senzora tokom 96 h kultivacĳe

ćelĳa.

Vreme (h)

Sr. vr. pokrivenosti

površine (%)

St. dev. (%)

Procenjena konc.

ćelĳa (ćelĳa/mL)

2 6,781 3×10
−3

5×10
4

12 15,592 5×10
−3

1,2×10
5

24 25,73 5×10
−2

1,9×10
5

36 25,64 7×10
−2

1,9×10
5

48 31,88 5×10
−2

2,4×10
5

60 31,86 5×10
−2

2,4×10
5

72* 52,2 2×10
−1

3,8×10
5

84* 15,6 1×10
−1

1,1×10
5

90* 67,39 6×10
−2

4,9×10
5

*faza odumiranja ćelĳa

2.4.2 Fitovanje rezultata ekvivalentnim električnim kolom

Rezultati merenja impedanse fitovani su ekvivalentnim električnim kolom kori-

šćenjem program otvorenog koda pod imenom EIS spectrum analyzer [120]. Ukupna

impedansa merenog sistema može se modelovati ekvivalentnim električnim kolom

prikazanim na unutrašnjem grafiku slike 2.6a. Predloženi model sadrži elemente koji

opisuju otpor ćelĳskog medĳuma R
med

, otpor i kapacitet ćelĳa R
ćelĳa

i C
ćelĳa

, kao i otpor

i kapacitet elektroda i drugih komponentata mikrofluidičnog sistema, R
el

i C
el

(sloja

rezista, stakla itd.), respektivno.

Ćelĳski medĳum je u najvećoj meri sačinjen od vode i jona i kao takav, provodan

je. Pri modelovanju električnih osobina ćelĳa i njihove okoline, ćelĳski medĳum je po-

jednostavljeno predstavljen kao otpornik, R
med

s obzirom na to da predstavlja putanju

za struju između monosloja ćelĳa i elektroda. S obzirom na to da je kod paralelnog RC

kola napon jednak na krajevima otpornika i kondenzatora, paralelno RC kolo iskori-

šćeno je za opisivanje monosloja ćelĳa i elektroda. U slučaju monosloja ćelĳa, RC kolo

opisuje efektivan doprinos formiranog sloja ćelĳa, bez razmatranja specifičnog dopri-

nosa pojedinačnih ćelĳa. Pored toga, RC kolo za opisivanje elektroda sadrži senzor

izrađen tehnikom inkdžet štampe i dodatni tanki sloj filma SU-8 koji sprečava direktni

kontakt između ćelĳa, podloge i PMMA. Predloženi model ekvivalentnog kola isko-

rišćen je za fitovanje eksperimentalnih rezultata, a kapacitet ćelĳskoj monosloja C
ćelĳa

upoređen sa eksperimentalnim rezultatima, što će biti predstavljeno u nastavku.

Predloženi model upoređen je sa izmerenim rezultatima modula impedanse u

inicĳalnom trenutnku i nakon 24, 48 i 96 h kultivacĳe ćelĳa. Slika 2.6a pokazuje da

predloženi model odgovara izmerenim rezultatima. Takođe, u predloženom modelu,

38
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Tabela 2.2: Mikroskopske slike i proces obrade slike u cilju detekcĳe koncentracĳe

ćelĳa u mikrobioreaktoru.

Vreme (h) Mikroskop

Segmentacĳa

pozadine

Segmentacĳa

prednjeg plana

0

2

12

24

36

48

60

72

84

90
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Slika 2.6: (a) Poređenje rezultata merenja impedansnog senzora sa rezultatima

fitovanja ekvivalentnim električnim kolom predstavljenim u unutrašnjosti grafika. (b)

Poređenje kapaciteta ćelĳa iz fitovanog modela i procenta pokrivenosti površine

senzora ćelĳa dobĳena pomoću obrade mikroskopskih slika.

parametri vezani za elektrodu (R
el

i C
el

) mogu se smatrati konstantnim, s obzirom na

to da elektrode nisu u kontaktu sa merenim sistemom i njihove osobine se ne menjaju

tokom perioda kultivacĳe. Ključan parametar za opis rasta ćelĳa tokom vremena je

kapacitivnost ćelĳa, C
ćelĳa

, koja direktno oslikava rast ćelĳa u toku vremena, slika 2.6b.

Ovaj parametar prikazuje sve faze rasta ćelĳa uključujući lag fazu, fazu eksponenci-

jalnog rasta, stacionarnu i fazu odumiranja. Poređenjem rezultata dobĳenih obradom

slike i modelovanja, slika 2.6b pokazuje da oba metoda daju podjednak trend za prvih

60 h kultivacĳe ćelĳa, tj. do početka faze odumiranja. Nakon toga, impedansni model

uspešno opisuje stanje ćelĳa, dok rezultati obrade ne odgovaraju odgovoru impedanse.

Konačno, oba rešenja mogu biti nezavisno primenjena u kontinualnom monitoringu

rasta ćelĳa u mikrofluidičnoj platformi.

2.5 Diskusĳa i zaključak
U okviru druge glave doktorske disertacĳe predstavljene su dve nove metode

za monitoring rasta ćelĳa unutar minĳaturizovanog LOC sistema za praćenje biomase

tokom vremena, prva bazirana na merenju impedanse i druga na bazi obrade mi-

kroskopskih slika. Kao što je opisano, realizovana je LOC platforma sa integrisanim

impedansnim senzorom za praćenje rasta ćelĳa tokom vremena kultivacĳe. U cilju

opisivanja i analize dobĳenih rezultata, napravljen je model ekvivalentnog električnog

kola.

Rezultati pokazuju da se metod obrade slike može koristiti za grubu procenu bio-
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mase i daje dobre rezultate tokom procesa rasta ćelĳa, dok u slučaju odumiranja ćelĳa

predloženi metod ne daje pouzdane rezultate. U slučaju većih bioreaktora, primena

ove metode je limitirana zbog nepraktičnosti dobĳanja slika bez dodatnih manipulacĳa

ili uzorkovanja.

S druge strane, predloženo rešenje merenja impedanse predstavlja jedan od glav-

nih doprinosa ove disertacĳe i kao takav može se koristiti za detekcĳu svih faza rasta

ćelĳa sa visokom pouzdanošću. Predloženi impedansni senzor može biti prilagođen

i redizajniran za integracĳu, kako u sisteme LOC i organa-na-čipu, tako i u različite

komercĳalne bioreaktore za monitoring biomase. S obzirom na to da predloženi impe-

dansni senzor ima mogućnost detekcĳe svih faza rasta može naći primenu i u različitim

biomedicinskim analizima na ćelĳama i tkivima, testiranju lekova, itd.

Pored svih navedenih prednosti, LOC platforma je realizovana u isplativnoj i

jednostavnoj tehnologĳi, koja omogućava brzu izradu minĳaturizovanih sistema, što

otvara mogućnost za širok spektar primena u biotehnološkim i medicinskim istraživa-

njima. Rezultati ovih istražzivanja publikovani su u okviru rada u naučnom časopisu

i predstavljeni na dve međunarodne konferencĳe.
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Glava 3

Nove tehnologĳe realizacĳe elektrohemĳskih bio-
senzora

Poslednjih godina, istraživanja u oblasti biosenzora nalaze veliko interesovanje

kako nauke, tako i industrĳe zbog velike potrebe za specifičnim testovima za detekcĳu

i analizu bioloških uzoraka. Posebnu ekspanzĳu biosenzori nalaze u brzim biomedi-

cinskim testovima kao što su COVID 19 testovi, testovi za trudnoću, detekcĳu tumor

biomarkera, ali svoju primenu sve više nalaze i u detekcĳi kvaliteta hrane, kontami-

nenata u vodi i zemljištu i sl. Tokom proteklih nekoliko godina, došlo je do značajnog

napretka u razvoju novih biosenzora koji preuzimaju konvencionalne metode kao što su

kolorimetrĳski, fluorescentni, magnetni i elektrohemĳski biosenzori [121–125]. Među

različitim tipovima biosenzora, elektrohemĳski biosenzori se izdvajaju kao vodeći kan-

didati zbog svoje podobnosti za primenu na terenu, izuzetne osetljivosti, selektivnosti,

ekonomičnosti i pristupačnosti. Međutim, njihova komercĳalizacĳa ostala je relativ-

no ograničena zbog izazova proizvodnje zlatnih elektroda, koje su najčešće korišćene

podloge za realizacĳu elektrohemĳskih senzora i zbog stabilnosti funkcionalizovanog

sloja biomolekula.

Iako se većina biosenzora oslanja na kvalitativnu detekcĳu, kao daje informacĳu

da li je određeni bioelement prisutan u uzorku ili nĳe, često je neophodno i kvan-

titativno odrediti koncetracĳe i prisustvo specifičnih biomolekula u nekom uzorku,

jer određene koncetracĳe mogu izazvati negativne efekte po ljudsko zdravlje. Elek-

trohemĳski biosenzori imaju ogroman potencĳal da unesu novine u način na koji se

vrši dĳagnostika bolesti, praćenje zdravstvenog stanja, ali i analize bioloških procesa.

Razvojem elektrohemĳskih biosenzora, otvara se mogućnost brze, specifične i visokoo-

setljive detekcĳe proteina, enzima, biomolekula, hormona ili genetičkih materĳala, čak

i u veoma niskim koncentracĳama. Potencĳalno tržište elektrohemĳski senzori prona-

laze u medicini, zaštiti živote sredine, bezbednosti hrane, farmacĳi, itd. [126–129].

Iako postoji veliko potencĳalno tržište za pomenute elektrohemĳske biosenzore, i

dalje postoji veliki broj izazova koje treba prevazići da bi se realizovali jeftini, portabilni

i osetljivi sistemi. U okviru doktorske disertacĳe razvĳena je nova tehnologĳa izrade

zlatnih elektroda na bazi listića zlata. Predstavljena tehnologĳa prevazilazi postoje-
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će tehnologĳe u pogledu jednostavnosti i ceni izrade elektroda. Takođe, usled velike

hrapavosti površine realizovanih elektroda, pomenuta tehnologĳa daje veću specifič-

nu površinu za detekcĳu u poređenju sa drugim tehnologĳama izrade. Na taj način,

omogućena je veća osetljivost detekcĳe bez korišćenja dodatnih pojačavača signala ili

nanomaterĳala.

U ovom poglavlja biće dat teorĳski uvod sa opisom procesa koji se dešavaju na

razdelnoj površini elektrode i tečne faze, kao i opis elektrohemĳskih tehnika korišćenih

za detekcĳu kod realizovanih biosenzora. U okviru eksperimentalne sekcĳe biće pred-

stavljena tehnologĳa izrade, karakterizacĳa realizovanih elektroda primenom tehnika

skenirajuće elektronske mikroskopĳe, profilometrĳe, Raman spektroskopĳe, kontakt-

nog ugla i energetske disperzivne spektroskopĳe. Takođe, u okviru eksperimentalnog

dela, biće ispitan uticaj geometrĳe i površinske strukture elektroda na elektrohemĳski

odziv. Značajan doprinos ove disertacĳe predstaljva i razvoj protokola za funkcioni-

zacĳu površine elektrode biomolekulima. Pored toga, predložene elektrode na bazi

zlatnih listića biće upoređene sa komercĳalnim sito-štampanim zlatnim elektrodama u

pogledu potencĳala za biosenzorske primene. Potencĳalne primene predložene tehno-

logĳe izrade elektroda biće ispitane za biosenzorska rešenja, otvarajući mogućnost za

jeftinu, osetljivu i brzu detekcĳu bakterĳa E. coli, S. Typhimurium i tumor biomarkera

HER2.

3.1 Teorĳski uvod
Elektrohemĳa je grana hemĳe koja se bavi proučavanjem interakcĳa između he-

mĳskih supstanci i električne energĳe. Veliki deo ove oblasti bavi se proučavanjem

hemĳskih promena izazvanih prolaskom struje kroz uzorak, kao i proizvodnjom elek-

trona u hemĳskim reakcĳama. Elektrohemĳa obuhvata niz različitih pojava (kao što su

elektroforeza i korozĳa), uređaja (kao što su senzori, biosenzori, baterĳe i gorivne ćelĳe)

i tehnologĳa (kao što su elektrodepozicĳa metala i masovna proizvodnja aluminĳuma

i hlora) [130–132].

Oblast elektrohemĳe koja proučava prenos elektrona u hemĳskoj reakcĳi između

elektrode i reagujućih molekula, najčešće u tečnoj fazi, naziva se dinamička elektrohe-

mĳa. Dinamička elektrohemĳa opisuje procese koji se odigravaju na razdelnoj površini

između tečne faze i metalne elektrode, što je ujedno i interesna oblast za detekcĳu kod

elektrohemĳskih biosenzora. Pomenuti procesi na površini elektrode zavise od velikog

broja parametara, kao što su opseg potencĳala, transportni procesi između rastvora i

elektrode, reaktivnost rastvora, priroda površine elektrode, kao i struktura razdelne

površine rastvora i elektrode [133].

U narednim poglavljima biće opisani elektrohemĳski procesi koji se odvĳaju na

43



3.1. Teorĳski uvod

razdelnoj površini između elektrode i tečne faze. Ovaj opis obuhvata kako Faradejeve

tako i nefaradejeve procese, uz dodatno objašnjenje dvojnog sloja na razdelnoj površini

elektrode i tečne faze. Tehnike ciklične voltametrĳe, elektrohemĳske impedansne spek-

troskopĳe i hronoamperometrĳe biće opisane teorĳski, a u okviru eksperimentalnog

dela i primenjene za karakterizacĳu površine elektrode i detekcĳu bakterĳa E. coli, S.

Typhimurium i tumor biomarkera HER2.

3.1.1 Elektrohemĳski procesi na površini elektrode

Elektrohemĳska ćelĳa podrazumeva troelektrodni sistem, koji uključuje radnu,

referentnu i pomoćnu elektrodu. Radna elektroda je mesto gde se dešavaju elektrohe-

mĳski procesi i predstavlja glavni deo elektrohemĳske ćelĳe. Kod biosenzorskih siste-

ma, radna elektroda je funkcionalizovana bioprepoznatljivim elementom i omogućava

specifičnu detekcĳu željene komponente u tečnoj fazi. Referentna elektroda obezbe-

đuje konstantan potencĳal u odnosu na koji se meri potencĳal radne elektrode, dok

pomoćna elektroda omogućava zatvaranje električnog kola. Produkti elektrohemĳske

reakcĳe na površini elektrode su elektroni, koji se usmeravaju i razmenjuju između

potenciostata i elektrode kontrolom potencĳala pomoću potenciostata.

Ključni koncepti u elektrohemĳi koji opisuju na koji način električne struje utiču

na elektrohemĳske reakcĳe na elektrodama opisani su Faradejevim i nefaradejevim

procesima. Ovi procesi su od suštinskog značaja za razumevanje elektrohemĳskih si-

stema i igraju ključnu ulogu u mnogim tehničkim i naučnim primenama. Faradejevi

zakoni pružaju kvantitativni okvir za analizu elektrohemĳskih reakcĳa, dok nefarade-

jevi procesi igraju ključnu ulogu u optimizacĳi brzine i efikasnosti ovih reakcĳa.

Faradejevi procesi

Pod Faradejevim procesima podrazumevaju se elektrohemĳske reakcĳe koje di-

rektno učestvuju u prenosu naelektrisanja između tečne faze i elektrode. Ovi procesi

nazvani su po britanskom naučniku Majklu Faradeju, koji je prvi put istražio pro-

ces elektrolize i elektrohemĳske reakcĳe sredinom 19. veka. Faradejevi zakoni opisuju

kvantitativnu vezu između količine hemĳske supstance koja se menja tokom elektro-

hemĳske reakcĳe i količine naelektrisanja koje protekne kroz elektrolit.

Faradejeva elektroliza se odnosi na proces gde se elektrohemĳska reakcĳa dešava

primenom potencĳala na elektrodu uronjenu u elektrolit, gde se prenos naelektrisanja

omogućava putem jona u rastvoru. Na anodi se obično dešava oksidacĳa (gubitak

elektrona), dok se na katodi odvĳa redukcĳa (dobĳanje elektrona). Količina supstance

koja se menja tokom elektrolize proporcionalna je količini prenetih elektrona i može se

izračunati prema Faradejevim zakonima [132, 133].
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Princip merenja elektrohemĳskih biosenzora zasniva se na detekcĳi elektrona koji

su izgenerisani u Faradejevim procesima na razdelnoj površini metala i tečne faze. Na-

ime, za karakterizacĳu radne elektrode biosenzora uglavnom se koristi redoks par, koji

se u elektrohemĳskom procesu oksiduje i redukuje pod dejstvom potencĳala. U tom

procesu dolazi do razmene elektrona sa potenciostatom i omogućena je kvantifikacĳa

dostupnosti centara interakcĳe na površini elektrode za oksido-redukcionu reakcĳu.

Na taj način opisuje se ”zauzetost” površine elektrode sa prethodno detektovanim kom-

ponentama. Za detekcĳu elektrona dobĳenih kao produkt hemĳske reakcĳe, koriste se

različite elektrohemĳske tehnike, što će detaljnĳe biti opisano u nastavku.

Nefaradejevi procesi

Nefaradejevi procesi su elektrohemĳske reakcĳe koje ne učestvuju direktno u

prenosu naelektrisanja, već utiču na brzinu i efikasnost Faradejevih procesa. Ovi procesi

se odvĳaju na elektrodama i mogu uključivati adsorpcĳu/desorpcĳu jona i molekula,

promene površinske strukture elektrode i stvaranje difuzionog sloja na elektrodi.

Jedan od ključnih nefaradejevih procesa je adsorpcĳa i desorpcĳa jona ili moleku-

la na površini elektrode. Adsorpcĳa se odnosi na prĳanjanje hemĳskih komponenata

na površinu elektrode, dok desorpcĳa predstavlja njihovo oslobađanje. Ovi procesi

mogu značajno uticati na brzinu faradejevih reakcĳa, jer promene površinske pokrive-

nosti mogu otežati ili ubrzati reakcĳe. Nefaradejevi procesi takođe uključuju stvaranje

difuzionog sloja oko elektrode. Ovaj sloj se formira usled razlike u koncentracĳi jona na

površini elektrode i u elektrolitu, što može usporiti brzinu hemĳske reakcĳe. Takođe,

kod nefaradejevih procesa ne dolazi do razmene elektrona sa elektrodom [132, 133].

Pri elektrohemĳskoj detekcĳi u slučaju biosenzora, Faradejevi procesi oksidacĳe

i redukcĳe redoks para omogućavaju praćenje zauzetosti površine detekovanim uzor-

kom. S druge strane, nefaradejevi procesi ne učestvuju direktno u izmerenom signalu

(jer nema razmene elektrona sa elektrodom), ali se njihov doprinos može detektovati

u vidu skladištenja naelektrisanja na površini elektrode.

U nastavku poglavlja biće opisan potencĳal na razdelnoj površini elektrode, kao

i formiranje dvojnog sloja usled različito naelektrisanih jona koji postoje u elektrohe-

mĳskim sistemima.

3.1.2 Potencĳal na razdelnoj površini elektrode i tečne faze

Potencĳal na razdelnoj površini između elektrode i tečne faze opisuje interakcĳu i

reaktivnost elektrode i uzorka. Ima značajan uticaj na brzinu elektrohemĳskih reakcĳa,

adsorpcĳu specifičnih molekula i jona na površini elektrode, kao i na promene u

hemĳskom sastavu elektrolita u blizini elektrode.
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Odnos između električnog potencĳala, koncentracĳe jona i temperature u elek-

trohemĳskim reakcĳama opisuje Nernstova1 jednačina, predstavljena izrazom (3.1.1).

Iz izraza (3.1.1) vidi se da potencĳal elektrode zavisi od koncentracĳe jona u rastvoru i

može biti pozitivan ili negativan. Na osnovu Nernstove jednačine omogućeno je izraču-

navanje električnog potencĳala elektrode za različite koncentracĳe oksidovanih (𝑐𝑐𝑜𝑥) i

redukovanih (𝑐𝑐𝑟𝑒𝑑) jona na različitim temperaturama. Takođe, korisna je za proučava-

nje ravnotežnih stanja u elektrohemĳskim ćelĳama i određivanje promena potencĳala

tokom elektrohemĳskih reakcĳa. U izrazu (3.1.1) 𝐸 predstavlja električni potencĳal

elektrode, 𝐸0
standardni potencĳal elektrode za jediničnu koncentracĳu jona, 𝑅 gasnu

konstantu, 𝑇 temperaturu, a 𝐹 Faradejevu konstantu.

𝐸 = 𝐸0 + 𝑅𝑇

𝑛 𝑓
ln

𝑐𝑐𝑜𝑥

𝑐𝑐𝑟𝑒𝑑
(3.1.1)

Prethodni izraz opisuje elektrohemĳske reakcĳe na površini elektrode pri promeni

potencĳala. Naime, ako se promeni potencĳal elektrode, rastvor koji je u kontaktu

sa elektrodom mora imati koncentracioni odnos aktivnih oksidovanih i redukovanih

jona, kako je naznačeno u Nernstovoj jednačini, odnosno mora doći do elektrohemĳske

reakcĳe. Iz tog razloga Nernstova jednačina predstavlja jednu od osnovih jednačina za

razumevanje elektrohemĳskih procesa na površini elektrode [133].

Formiranje dvojnog sloja na površini elektrode

Kada se uspostavi ravnoteža na površini elektrode, na razdelnoj površini elektro-

de i tečne faze postoji elektrostatička sila između elektrode i nosilaca naelektrisanja,

koja formira odvajanje pozitivnih i negativnih nosilaca naelektrisanja. U ovakvom si-

stemu postoje i Braunovo kretanje i entropĳska sila, koje homogenizuju raspodelu

različitih nosilaca naelektrisanja na većoj udaljenosti od razdelne površine, u rastvoru.

Pored jona koji određuju površinsko naelektrisanja ili tzv. površinskih jona, u rastvoru

postoje i tzv. kontra joni, koji su naelektrisani suprotno od naelektrisanja površinskih

jona. Iako je očuvana ukupna neutralnost u sistemu, raspodela nosilaca naelektrisanja

u blizini razdelne površine je nehomogena i razlikuje se nekoliko slojeva.

U sloju najbližem elektrodi, koncentracĳa kontra jona je najveća i opada sa ra-

stojanjem od površine, dok se koncentracĳa površinskih jona menja obrnutno. Takve

nehomogene raspodele jona u blizini razdelne površine tečne faze i elektrode dovode

do formiranja tzv. dvojnog sloja, slika 3.1. Dvojni sloj, kao što i sam naziv kaže, sasto-

ji se od dva sloja, Šternovog2 sloja i Gujevog3 sloja (takođe nazvanog difuzni dvojni

sloj). U Šternovom sloju električni potencĳal linearno opada kroz čvrsto vezani sloj

1engl. Walther Nernst
2engl. Otto Stern
3engl. Louis Georges Gouy
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određujućih i kontra jona, do Helmholcove4 ravni. Daljim povećanjem rastojanja od

površine elektrode, nakon Helmholcove ravni, nalazi se Gujev sloj ili difuzioni dvojni

sloj. U Gujevom sloju, kontra joni slobodno difunduju dok ne dostignu usrednjenu

koncentracĳu u rastvoru, a električni potencĳal opada aproksimativno prema relacĳi:

𝐸 ∝ 𝑒−𝜅(ℎ−𝐻), (3.1.2)

gde je ℎ ≥ 𝐻 debljina Šternovog sloja, 1/𝜅 Debaj-Hikelova5 konstanta, koja se takođe

koristi za opisivanje dvojnog sloja:

𝜅 =

√
𝐹2

∑
𝑖 𝑐𝑖𝑍

2

𝑖

𝜀𝑟𝜀0𝑅𝑇
. (3.1.3)

U izrazu (3.1.3) 𝜀0 predstavlja permitivnost vakuuma, 𝜀𝑟 dielektričnu permitivnost

rastvora, a 𝑐𝑖 i 𝑍𝑖 koncentracĳu i valencu kontra jona tipa 𝑖 (𝑖 predstavlja opštu oznaku

za različite vrste jona). Ova jednačina pokazuje da električni potencĳal u blizini čvrste

površine opada sa povećanjem koncentracĳe i valentnim stanjem kontra jona, a raste sa

povećanjem dielektrične permitivnosti rastvora eksponencĳalno. Veća koncentracĳa i

valenca kontra jona bi dovela do smanjene debljine i Šternovog i Gujevog sloja. U teorĳi,

Gujev difuzioni sloj se završava u tački gde električni potencĳal dostiže nulu, što bi

bio slučaj samo kada je rastojanje od čvrste površine beskonačno. Međutim, u praksi,

debljina dvojnog sloja je obično približno 10 nm ili veća. Ravan koja razdvaja usko

vezani sloj tečnosti od ostatka tečne faze naziva se klizeća ravan. Električni potencĳal

na klizećoj ravni naziva se zeta potencĳal i poznat je kao parametar koji određuje

stabilnost koloidnih disperzĳa [134].

Opisani procesi na razdelnoj površini elektrode i tečne faze određuju u velikoj

meri i odziv i osetljivost elektrohemĳskih biosenzora. Tehnike ciklične voltametrĳe,

elektrohemĳske impedansne spektroskopĳe i hronoamperometrĳe korišćene su u ek-

sperimentalnom delu za karakterizacĳu i detekcĳu u biosenzorskim sistemima. Teorĳ-

ske osnove ovih elektrohemĳskih tehnika biće predstavljene u narednim poglavljima.

3.1.3 Ciklična voltametrĳa

Jedna od najčešće korišćenih elektrohemĳskih tehnika za proučavanje procesa na

površini elektrode je ciklična voltametrĳa (CV). Ova tehnika omogućava opisivanje

brzine, mehanizma i kinetike reakcĳa elektroaktivnih supstanci. Kao rezultat ciklične

voltametrĳe dobĳa se zavisnost struje u funkcĳi promene potencĳala i dobĳeni grafici

nazivaju se ciklični voltamogrami ili samo voltamogrami.

4engl. Hermann von Helmholtz
5engl. Peter Debye i Erich Hückel
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Slika 3.1: Šematski prikaz dvosloja na razdelnoj površini između elektrode i tečne

faze.

U cikličnoj voltametrĳi potencĳal radne elektrode postepeno se menja tokom vre-

mena dok se meri struja koja prolazi kroz elektrodu. Opisana promena potencĳala u

vremenu prikazana je na slici 3.2a. Tipično, potencĳal radne elektrode menja se line-

arno u vremenu do zadate maksimalne vrednosti potencĳala u odnosu na referentnu

elektrodu, nakon kog se vrši smanjenje potencĳala do minimalne zadate vrednosti

potencĳala prema izrazu:

𝐸 = 𝐸𝑖 ± 𝜈𝑡 , (3.1.4)

gde je 𝐸𝑖 inicĳalni potencĳal, 𝜈 predstavlja brzinu skeniranja (izražava se u V/s), a 𝑡

vreme skeniranja. Inicĳalni potencĳal, 𝐸𝑖 , bira se tako da elektroaktivne komponente

nisu ni oksidovane ili redukovane. Potencĳal se zatim menja do maksimalne 𝐸𝑚𝑎𝑥 ili

minimalne vrednosti 𝐸𝑚𝑖𝑛 , kada se vrši okretanje smera skeniranja. Uzastopnim pona-

vljanjem promene potencĳala, vrši se skeniranje uzorka i iz tog razloga tehnika nosi

naziv ciklična voltametrĳa. Važni parametri u CV tehnici su veličine struje oksidacio-

nog pika koja se dešava na anodi, 𝐼𝑝,𝑎 i redukcionog pika na katodi 𝐼𝑝,𝑐 , kao i potencĳali

pri kojima se javljaju pikovi na anodi i katodi, 𝐸𝑝,𝑎 i 𝐸𝑝,𝑐 , respektivno [130, 135, 136].
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Slika 3.2: (a) Promena potencĳala u toku vremena u cikličnoj voltametrĳi; (b) Primer

cikličnog voltamograma.

U slučaju elektrohemĳskih biosenzora, redoks par jona gvožđa6 najčešće se koristi

za karakterizacĳu površine biosenzora. U tom slučaju Faradejevi procesi oksidacĳe i

redukcĳe redoks para su reakcĳe od interesa i daju mogućnost povezivanja izmerenih

parametara svake od elektrohemĳskih tehnika sa kvantitetom detektovanog uzorka.

Opseg potencĳala za CV bira se na način da u okviru voltamograma budu jasno

definisani pikovi oksidacĳe i redukcĳe gvožđa, slika 3.2b. Promenom potencĳala iznad

ravnotežnog stanja, vrši se prenos elektrona sa molekula u rastvoru na elektrodu i

obrnuto. U slučaju jona gvožđa, Fe
3+

, elektron sa elektrode može da pređe na jon

redukujući ga u Fe
2+

stanje, izraz (3.1.5):

Fe
3+(𝑎𝑞) + e

−(𝑚) → Fe
2+(𝑎𝑞). (3.1.5)

Suprotno, kada se od Fe
2+

oduzima elektron molekul se oksiduje, a elektroda prima

jedan elektron:

Fe
2+(𝑎𝑞) → Fe

3+(𝑎𝑞) + e
−(𝑚). (3.1.6)

Na osnovu izraza (3.1.5) i (3.1.6) može se zaključiti da je redoks par Fe
3+/Fe

2+

reverzibilan i iz tog razloga sam voltamogram ima simetrične pikove struje oksidacĳe

i redukcĳe gvožđa. Potencĳali na kojima se dešava oksidacĳa i redukcĳa razdvojeni su

iz razloga difuzĳe analita do/od površine elektrode pri procesima oksidacĳe i reduk-

cĳe [133]. Pre elektrohemĳskih eksperimenata, elektrode se uglavnom podvrgavaju

cikličnoj voltametrĳi u kiselini u cilju skidanja nečistoća sa njihove površine.

Pri oksidacĳi i redukcĳi zlata u kiselini vrši se uklanjanje nečistoća sa površine

elektrode. Iz tog razloga ponavljanjem ciklične voltametrĳe u kiselini tokom nekoliko

desetina ciklusa, vrši se čišćenje elektrode kao deo standardnog protokola. S obzirom na

to da se rastvori najčeče prave u vodi, opseg merenog potencĳala, tzv. prozor potencĳala

6U slučaju realizovanih elektrohemĳskih biosenzora, karakterizacĳa površine vrši se redoks parom

kalĳum ferocĳanida i kalĳum fericĳanida.
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bira se tako da krajnji potencĳal bude potencĳal oksidacĳe dovodi do cepanja vode:

Anoda (oksidacĳa) : 2H2O → O2 + 4H
+ + 4e

−, (3.1.7)

a krajnji potencĳal redukcĳe dovodi do redukcĳe vodonika:

Katoda (redukcĳa) : 4H
+ + 4e

− → 2H2. (3.1.8)

U ovom procesu, molekuli vode na anodi razlažu se na kiseonik, protone H
+

i elektrone

e
−
, izraz (3.1.7), dok se na katodi protoni i elektroni kombinuju da formiraju molekule

vodonika, izraz (3.1.8).

Primena ciklične voltametrĳe, pored karakterizacĳe sastava elektrode, omogu-

ćava i procenu aktivne površine elektrode koja učestvuje u elektrohemĳskoj reakcĳi,

pomoću Randles-Ševičkove jednačine.

Randles-Ševičkova jednačina

Randles-Ševičkova jednačina opisuje vezu između difuzĳe i elektrohemĳskih pro-

cesa na površini elektrode. Može se koristiti za određivanje elektrohemĳski aktivne (ili

elektroaktivne) površine elektrode, ukoliko su poznati koeficĳent difuzĳe i koncentra-

cĳa redoks para. Za idealno ravnu metalnu elektrodu, očekuje se da će elektroaktivna

površina biti jednaka geometrĳskoj površini elektrode. Međutim, to nĳe slučaj kada

postoje nečistoće na elektrodi, kada su elektrode porozne ili funkcionalizovane speci-

fičnim bioprepoznatljivim elementima (kao što su DNK, aptameri, antitela i sl.). Pored

procene elektroaktivne površine elektrode, jednačina omogućava i procenu difuzionog

koeficĳenta nepoznatog redoks para. Randles-Ševičkova jednačina je predstavljena iz-

razom (3.1.9):

𝑖𝑝 = 2, 69 · 10
5 · 𝐴 · 𝐶 · 𝑛3/2 · 𝐷1/2 · 𝜈1/2, (3.1.9)

gde je 2,69·10
5 C

mol

√
V

konstanta u kojoj figurišu Faradejeva konstanta 𝐹, univerzalna

gasna konstanta 𝑅, i temperatura (300 K). Dalje, u izrazu (3.1.9), 𝐴 predstavlja elektro-

aktivnu površinu u cm
2
, 𝑖𝑝 je anodni pik struje, 𝐷 difuzioni koeficĳent (6,1 ·10

−6
cm

2/s

[137] za [Fe(CN)
6
]4−), 𝑛 broj elektrona koji učestvuje u polureakcĳi (1 za [Fe(CN)

6
]4−),

𝜈 brzina skeniranja (0,5 V/s) i 𝑐 koncentracĳa [Fe(CN)
6
]4− jona u mol/cm

3
.

U praksi, Randles-Ševičkova jednačina najčešće se koristi u eksperimentima gde

se uzorak meri u serĳi različitih brzina skeniranja. To se radi kako bi se generisao

takozvani Randles-Ševičkov grafik, koji prikazuje zavisnost maksimalne struje redoks

reakcĳe od kvadratnog korena brzine skeniranja. Iz Randles-Ševičkovog grafika može

se proceniti reverzibilnost redoks reakcĳe. Naime, da bi redoks reakcĳa bila potpuno
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reverzibilna, maksimalna struja oksidacĳe i redukcĳe mora imati jednake maksimalne

vrednosti. To znači da se isti broj elektroaktivnih molekula oksiduje i redukuje to-

kom svakog ciklusa. Takođe, za redoks sistem koji je kontrolisan difuzĳom, grafikon

maksimalne struje u odnosu na kvadratni koren brzine skeniranja pokazuje linearnu

zavisnost. U suprotnom sistem je ireverzibilan ili kvazi-reverzibilan. Redoks par u ko-

me obe vrste jona brzo razmenjuju elektrone sa elektrodom, tj. profil potencĳal-struja

vođen je isključivo difuzĳom i Nernstovom jednačinom naziva se elektrohemĳski re-

verzibilni par [133, 138]. Primena Randles-Ševičkove jednačine biće predstavljena u

okviru poglavlja sa rezultatima.

3.1.4 Elektrohemĳska impedansna spektroskopĳa

Elektrohemĳska impedansna spektroskopĳa (EIS) jedna je izuzetno moćnih elek-

trohemĳskih tehnika koja se koristi za proučavanje elektrohemĳskih interakcĳa na

površini elektrode. Ova tehnika pruža informacĳe o kinetici elektrohemĳskih procesa,

karakteristikama elektrode i promene u svojstvima elektrolita. Primena EIS-a je širo-

ka i obuhvata mnoge oblasti, uključujući baterĳske sisteme, gorivne ćelĳe, senzore,

biosenzore i druge elektrohemĳske sisteme. U okviru ovog poglavlja biće predstavlje-

ni osnovni principi elektrohemĳske impedansne spektroskopĳe, njen značaj u prou-

čavanju elektrohemĳskih sistema, načini analize rezultata ekvivalentnim električnim

kolima i primene ove tehnike u biosenzorskim sistemima.

Impedansa kao kompleksna veličina

EIS tehnika se oslanja na primenu male amplitude signala (napona ili struje),

obično nadograđenim na jednosmernu (DC7) komponentu signala, na elektrohemĳski

sistem i merenje rezultujućeg odgovora (struje ili napona) u širokom opsegu učestalosti.

Za opisivanje impedanse koristi se Omov zakon za naizmeničnu (AC8) struju. U sistemu

naizmenične struje, koristi se oscilujući sinusni potencĳal u vremenu 𝐸(𝑡), predstavljen

izrazom (3.1.10):

𝐸(𝑡) = 𝐸𝑚 sin 2𝜋 𝑓 𝑡 , (3.1.10)

gde je 𝑓 učestalost, a 𝐸𝑚 maksimalna amplituda talasa. Oscilujući potencĳal izaziva

strujni tok u elektrohemĳskoj ćelĳi, a merena impedansa 𝑍 definisana je kao odnos

primenjenog potencĳala i generisane struje:

𝑍( 𝑓 ) = 𝐸(𝑡)
𝑖(𝑡) , (3.1.11)

7engl. direct current
8engl. alternating current
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gde je 𝑍 funkcĳa primenjene učestalosti, a struja 𝑖 i potencĳal 𝐸 funkcĳe vremena.

Nikvistovi dĳagrami predstavljaju impedansu u domenu učestalosti, tako da je

na 𝑥-osi predstavljen realni deo impedanse, dok je na 𝑦-osi predstavljen imaginarni

deo impedanse. Na Nikvistovom dĳagramu, svaka tačka predstavlja drugu učestalost

i kompleksni broj, čĳi modul određuje i modul impedanse.

Realni deo impedanse odnosi se na otpor elektrohemĳskog sistema prema pro-

meni električnog signala. On je povezan sa aktivnim elektrohemĳskim procesima, kao

što su elektrokatalitičke reakcĳe na površini elektrode. S druge strane, imaginarni

deo impedanse, predstavlja reaktivni karakter elektrohemĳskog sistema. On opisuje

skladištenje i otpuštanje energĳe tokom promene električnih signala. Imaginarni deo

impedanse obuhvata kapacitivne i induktivne komponente. Kapacitivna komponenta

ukazuje na sposobnost elektrode da skladišti električnu energĳu u dvojnom sloju na po-

vršini elektrode, dok induktivna komponenta ukazuje na reaktivnost elektrohemĳskih

procesa [133, 139].

Opisani doprinosi realnom i imaginarnom delu impedanse mogu se modelovati

komponentama ekvivalentnog električnog kola, koje modeluje ponašanje elektrohe-

mĳskog sistema. U narednom poglavlju, detaljno će biti predstavljeno ekvivalentno

električno kolo koje se najčešće primenjuje za interpretacĳu Nikvistovih dĳagrama

dobĳenih pomoću biosenzora. Ova analiza omogućava izvlačenje relevantnih para-

metara modela, ključnih za kvantitativnu detekcĳu specifičnih komponenata pomoću

biosenzora.

Modelovanje ekvivalentnim električnim kolom

Elektrohemĳska impedansna spektroskopĳa može se koristiti za izdvajanje ko-

risnih informacĳa o složenim elektrohemĳskim sistemima. Kao što je rečeno, različiti

delovi elektrohemĳskog sistema mogu se modelovati pomoću poznatih elektronskih

komponenata, čĳa je impedansa dobro okarakterisana. Za opis elektrohemĳskih proce-

sa na površini elektrode, najčešće se koristi Randlesovo ekvivalentno kolo. Ovaj model

je nazvan po britanskom naučniku Arthur John Randlesu, koji je prvi predstavio ovu

aproksimacĳu složenih elektrohemĳskih sistema. Kada se primenjuje na elektrohemĳ-

ske biosenzore, Randlesovo ekvivalentno kolo se koristi za kvantitativno analiziranje

elektrohemĳskih karakteristika senzora, kao i za interpretacĳu njihovih impedansnih

spektara. Ovaj model sastoji se od serĳe komponenata koje aproksimiraju elektrohe-

mĳske interakcĳe na površini elektrode i u rastvoru [139].

Naime, ako se posmatra kap elektrolita nanesena na planarnu elektrodu kao na

slici 3.3a, svaki od delova sistema mogu se opisati elektronskim komponentama gru-

pisanim u ekvivalentno električno kolo. Naime, sama kap može se predstaviti kao
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otpornik R
sol

9 u kolu i predstavlja otpor elektrolita. Komponenta otpora prenosu na-

elektrisanja, Rct 10 predstavlja, kao što i sam naziv kaže, otpor prenosu naelektrisanja

između elektrode i elektrolita. Kapacitivnost C oslikava sposobnost elektrode da skladi-

šti naelektrisanja u dvojnom sloju na razdelnoj površini između elektrode i elektrolita,

dok prisustvo Varburgovog elementa11 (W) opisuje doprinos difuzĳe jona elektrolita

do površine elektrode.

Tipičan dĳagram impedanse za elektrolitičke reakcĳe koje se odvĳaju na površini

elektrode, predstavljen je na slici 3.3b. Naime, paralelno RC kolo koje sadrži otpor pre-

nosu naelektrisanja Rct, kapacitivnost dvojnog sloja C i Varburgov element W modeluju

Faradejevu reakcĳu razmene naelektrisanja. Međutim, ponašanje elektrohemĳskog si-

stema i predloženog ekvivalentnog kola, u velikoj meri zavisi od primenjene učestalosti

i iz tog razloga će u nastavku biti opisano ponašanje svake od elektronskih kompone-

nata u zavisnosti od učestalosti u cilju boljeg razumevanja procesa koji se dešavaju na

površini elektrode.

Pri prolasku struje kroz opisano strujno kolo, struja prolazi kroz otpornik R
sol

, i

tada se deli na paralelno vezane komponente RC kola. U paralelnom RC kolu, struja

lakše prolazi kroz kondenzator na većim učestalostima. Shodno tome, pri niskim uče-

stalostima struja prolazi prvenstveno kroz otpornik, dok na višim učestalostima AC

struja prolazi pretežno kroz kondenzator. Ukupna impedansa se na taj način približava

vrednosti R+Rct na 𝑥-osi na niskim učestalostima, a opada sa porastom učestalosti. Na

visokim učestalostima dĳagram impedanse pokazuje dominantan doprinos ukupnoj

impedansi potiče od otpora rastvora jer dvojni sloj obezbeđuje zanemarljiv otpor struji.

Iz toga sledi da se na visokim učestalostima ne dešava elektroliza. Međutim, kako

se učestalost smanjuje, to više nĳe slučaj i efekat Rct raste uporedo sa C dovodeći do

karakterističnog polukružnog izgleda dĳagrama. Konačno, na nižim učestalostima im-

pedansa pokazuje veliki porast, tzv. ”rep” koji se modeluje Varburgovim elementom.

Do porasta dolazi zbog značajnih promena koncentracĳe izazvanih naizmeničnom

strujom, koje postaje sve teže dopuniti difuzĳom na nižim učestalostima.

Ovaj složeni model omogućava dublje razumevanje interakcĳa između elektrode

i elektrolita, razlaganje doprinosa različitih komponenata ukupnom signalu i pruža

vredne informacĳe za optimizacĳu elektrohemĳskih sistema kao što su biosenzori.

Njegova primena biće predstavljena u okviru poglavlja sa rezultatima.

9engl. Solution resistance.
10engl. Charge transfer resistance.
11engl. Warburg element.
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Slika 3.3: (a) Šematski prikaz ekvivalentnog električnog kola i razdelne površine

elektrode i kapi; (b) Primer Nikvistovog dĳagrama.

3.1.5 Hronoamperometrĳa

Hronoamperometrĳa je elektrohemĳska tehnika koja omogućava precizno pra-

ćenje brzine elektrohemĳskih procesa u vremenskom domenu i pruža informacĳe o

reaktivnosti i karakteristikama elektrode i elektrolita.

Za izvođenje hronoamperometrĳe koristi se troelektrodni sistem, gde se prati

reakcĳa na radnoj elektrodi, referentna elektroda održava konstantan elektrohemĳski

potencĳal, dok pomoćna elektroda obezbeđuje prikupljanje elektrona koji su nastali u

reakcĳi. Tokom eksperimenta prati se promena struje u toku vremena. Ove promene

omogućavaju nam da dobĳemo podatke o brzini reakcĳe, difuzionim procesima i

drugim elektrohemĳskim osobinama sistema.

Kod hronoamperometrĳe pobuda se vrši konstantnim potencĳalom, a odziv prati

kao promena struje u vremenu. Uopšteno govoreći, pre početka eksperimenta elektro-

da se drži na potencĳalu pri kojem se ne dešavaju Faradejevi procesi. U početnom

trenutku 𝑡0 potencĳal prelazi na vrednost pri kojoj se javlja redoks reakcĳa, slika 3.4a.

Za reakcĳe koje su pod kontrolom difuzĳe, struja opada sa vremenom prema Kotrelovoj

(engl. Cottrell) jednačini:

𝑖(𝑡) = 𝑛𝐹𝐴𝐷𝐶

𝜋1/2𝑡1/2

, (3.1.12)

gde je 𝑛 broj elektrona koji učestvuje u polureakcĳi, 𝐶 koncentracĳa jona, 𝐹 Faradejeva

konstanta, 𝐴 predstavlja elektroaktivnu površinu i 𝐷 difuzioni koeficĳent jona, slika

3.4b.
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3.2. Pregled relevantnih istraživanja

Slika 3.4: (a) Zavisnost potencĳala od vremena u hronoamperometrĳi; (b) Zavisnost

struje od vremena u hronoamperometrĳi.

U okviru doktorske disertacĳe hronoamperometrĳa će biti primenjena za posred-

nu detekcĳu različitih koncentracĳa glukoze, merenjem elektrona koji nastaju oksida-

cĳom vodonik peroksida, o čemu će biti više reči u nastavku.

3.2 Pregled relevantnih istraživanja
Zbog prirode samog materĳala, odlične električne provodljivosti, izuzetne me-

haničke stabilnosti i lake funkcionalizacĳe zlata kroz formiranje kovalentne veze sa

tiolnom grupom, zlatne elektrode najčešći su odabir za realizacĳu elektrohemĳskih

biosenzora [140–142]. Elektrohemĳski biosenzori predstavljaju široko polje istraživa-

nja zbog osetljive detekcĳe u nano i pikomolovima za primene u rasponu od kvaliteta

vode i hrane do monitoringa zdravstvenog stanja. Međutim, iako su elektrohemĳ-

ski biosenzori jednostavni za upotrebu i mogu se povezati sa jeftinim i prenosivim

instrumentima, mali broj njih je komercĳalizovan. Jedan od razloga malog broja ko-

mercĳalizovanih senzora su izazovi vezani za proizvodnju zlatnih elektroda.

Tradicionalno, zlatne elektrode proizvode se tehnologĳama fotolitografije ili li-

tografije, koje predstavljaju složene procese gde se za realizacĳu koriste skupe hemi-

kalĳe, a zahtevaju i potrebu za specĳalizovanim laboratorĳama i čistim sobama, koje

su mnogima nedostupne [142]. Druge metode, kao što su metod elektrodepozicĳe i

vakuumskog deponovanja, imaju visoku cenu. Pored toga, procesi sadrže i korak he-

mĳskog odstranjivanja materĳala u procesu nagrizanja (ecovanja), gde se deponovani

materĳali selektivno uklanjaju i pretvaraju u otpad koji se u nekim slučajevima mora

tretirati. Pored pomenutih tehnologĳa, inkdžet i sito-štampa izdvajaju se kao alternativ-

ne pristupačne metode izrade elektroda u odnosu na tradicionalne metode. Elektrode
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3.2. Pregled relevantnih istraživanja

štampane inkdžet štampačem generišu se nanošenjem mastila sa zlatnim nanočesti-

cama na podlogu ili na prethodno nanesene slojeve [143]. Efikasne strukture sa finim

dizajnom mogu se dobiti sa malom količinom nanočestica, bez potrebe za maskama i

upotrebom jednostavne opreme. Međutim, neizbežna tendencĳa rastvorenih nanoče-

stica da formiraju strukture nalik prstenu kafe (engl. coffee ring effect) usled površinskog

napona i svojstva protoka kapljica u interakcĳi sa površinom može proizvesti neujed-

načen film, što smanjuje performanse uređaja. Da bi se ovo izbeglo, zlatno mastilo se

može dopirati drugim materĳalima i naneti na podlogu kroz masku, kao što je slučaj

komercĳalizovanih jednokratnih zlatnih sito-štampanih elektroda [144]. Heterogenost

i neponovljivost prĳavljeni kod sito-štampanih elektroda potiču od doping materĳala

koji može smanjiti efikasnost funkcionalizacĳe elektroda ili ometati detekcĳu. Sito-

štampane elektrode dostupne su komercĳalno od strane kompanĳa Dropsens [145],

Palmsens [146], Nanoshell [147] itd. Međutim, ova tehnologĳa poseduje ograničenje

za izbor podloge jer treba da izdrži visoku temperaturu pri sinterovanju paste i stoga

često nisu pogodni za integracĳu u LOC uređaje.

Jeftini listići zlata nanometarske debljine napravljeni od čistog zlata nisu često

korišćeni materĳal za izradu elektrohemĳskih senzora zbog poteškoća u rukovanju

listićima i njihove lomljivosti [148]. Novĳa istraživanja predlažu svega nekoliko sen-

zora na bazi zlatnih listića u svrhu elektrohemĳske detekcĳe. Matsui i saradnici su

razvili mikroelektrodu na bazi zlatnih listića za detekcĳu glukoze [149]. Takođe, Za-

mani i saradnici su proizveli elektrodu na bazi zlatnih listića za detekcĳu aktivnosti

DNK-aze I [150], a Prasertiing i saradnici proizveli planarni elektrohemĳski senzor sa

radnom elektrodom na bazi zlatnih listića za detekcĳu Pb
2+

jona [148]. U pomenutim

istraživanjima, zlatne elektrode dobĳene su montažom zlatnih listića između dva sloja

izolacione poliimidne, poliesterske ili polivinilhloridne (PVC) lepljive folĳe. Gornji sloj

folĳe sadrži otvor koja omogućava izlaganje površine elektrode rastvoru uzorka.

Ključni problemi u razvoju elektroda za jednokratnu upotrebu koje se mogu

lako koristiti za brze, osetljive i jeftine aplikacĳe biosenzora ostaju zahtevi za malom

zapreminom uzorka, visokom provodljivošću i velikom površinom radne elektrode. U

okviru doktorske disertacĳe, koristeći 24-karatne zlatne listiće kao materĳal za izradu

elektroda, realizovana je platforma za senzor korišćenjem tople laminacĳe i laserske

ablacĳe. Proizvodni proces je pristupačan jer ne zahteva maske dizajna, čistu sobu i

naknadnu obradu proizvedenih elektroda. Pored toga, proces izrade veoma je brz: u

laboratorĳskim uslovima jedna elektroda se proizvodi za manje od jednog minuta, dok

tehnologĳe kao što su litografija, sito ili inkdžet štampa zahtevaju nekoliko sati. Štaviše,

više kopĳa elektrode može se proizvesti u jednom ciklusu, sa proizvodnim troškovima

reda 0,1¤ po kopĳi. Zbog uskog laserskog zraka i njegove rezolucĳe, može se postići

visoka ponovljivost i reproduktivnost. Štaviše, složena geometrĳa elektroda može se
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3.3. Tehnologĳa izrade elektroda na bazi zlatnih listića

realizovati sa veoma malom rezolucĳom i uskim razmakom između elektroda.

3.3 Tehnologĳa izrade elektroda na bazi zlatnih listića
Zlatni listići, korišćeni za izradu elektroda, koriste se u različitim oblastima, uklju-

čujući slikarstvo, ukrašavanje umetničkih dela, ikona, nameštaja, arhitektonskih eleme-

nata, a u novĳe vreme i kao jestiva dekoracĳa hrane. Proces proizvodnje zlatnih listića

podrazumeva topljenje i oblikovanje zlatne smese koja se potom izvlači kroz valjke

i stanjuje sve dok se ne stvori veoma tanak film. Potom se pomenuti listići seku na

male kvadrate koji se utiskuju u potporni papir omogućavajući njihovo pakovanje i

korišćenje. Najčešće se koristi 24-karatno zlato jer ima najveći udeo zlata u materĳalu i

može se postići debljina listića od svega par mikrona [151].

Opisani zlatni listići iskorišćeni su za izradu elektroda kombinovanjem proce-

sa laminacĳe i laserske ablacĳe zlata. Potencĳal ovako izrađenih elektroda ispitan je

za različite primene u biosenzorskoj detekcĳi bakterĳa i tumor biomarkera pomoću

imobilizovanih antitela na površini zlata, o čemu će biti više reči u nastavku.

U okviru doktorske disertacĳe razvĳena je nova tehnologĳa izrade elektroda na

bazi zlatnih listića sa mogućnošču realizacĳe različitih planarnih i 3D konfiguracĳa

senzora. Predložena tehnologĳa omogućava brzu izradu velikog broja elektroda i pri-

mene u velikom broju oblasti, sa prednostima u pogledu jednostavnosti izrade, niske

cene i visoke osetljivosti detekcĳe.

Šematski prikaz postupka izrade elektroda predstavljen je na slici 3.5a. Predložene

zlatne elektrode napravljene su kao višeslojna struktura od potpornog (neprovodnog)

sloja, na koji se nanose slojevi zlatnih listića dimenzĳa 80 mm × 80 mm (Pozlata

Dimitrĳević, Srbĳa). Potporni sloj za zlatne listiće sastoji se od četiri sloja polivinil

hlorid (PVC) folĳa (ImageLast A4 125 Micron Laminating Pouch), debljine 125 𝜇m.

PVC folĳe sadrže lepak koji se u procesu laminacĳe, pod dejstvom toplote, oslobađa

i lepi za naredni sloj. Pre laminacĳe, na PVC podlogu nanosi se izolacioni sloj od

politetrafluoretilen (PTFE, Wurth, Srbĳa) spreja koji čini površinu hidrofobnom. Ovaj

korak izvršen je kako bi se sprečilo razlivanje kapi tečnih uzoraka tokom merenja.

Konačno, na površinu PVC podloge nanosi se zlato toplom laminacĳom na 180 °C

(Laminator PDA3 330C, PINGDA, Kina) dva listića zlata, jednog za drugim, koji se usled

oslobađanja lepka sa PVC folĳe lepi na površinu PVC podloge. Slika 3.5b predstavlja

laminirane zlatne listiće na PVC podlogu, na kom se zatim laserskom ablacĳom dobĳa

serĳa od 18 elektroda, slika 3.5c.

Nakon procesa laminacĳe zlatnih listića i PVC podloge, dizajn elektroda izrađen

je laserskom ablacĳom korišćenjem Nd:YAG lasera (Power Line D-100, Rofin-Sinar,

Nemačka). Laser u procesu ablacĳe formira mrežu gusto zbĳenih linĳa, koje se me-
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đusobno preklapaju 80%, i prolazeći po zadatom dizajnu vrši uklanjanje materĳala,

odnosno ablacĳu zlata. Za pomenuti proces laser je korišćen u engl. hatch režimu ra-

da sa parametrima struje 26,2 A, učestalosti 65 kHz, i brzinom kretanja snopa od 500

mm/s. Ablacĳom zlata realizuje se dizajn elektrode prethodno nacrtan u CAD softveru.

U okviru rezultata istraživanja biće predstavljeni dizajnovi planarnih dvoelektrodnih i

troelektrodnih elektroda na bazi zlatnih listića, kao i 3D troelektrodni sistem.

Slika 3.5: (a) Šematski prikaz koraka izrade elektroda na bazi zlatnih listića; (b) Zlatni

listići laminirani na PVC podlogu pre laserske ablacĳe; (c) Zlatni listići laminirani na

PVC podlogu posle laserske ablacĳe.

3.4 Karakterizacĳa elektroda na bazi zlatnih listića
Karakterizacĳa predloženih elektrona na bazi zlatnih listića urađena je pomoću

tehnika skenirajuće elektronske mikroskopĳe, energetske disperzivne spektroskopĳe i

optičke profilometrĳe u cilju vizualizacĳe površine i određivanja njenog elementarnog

sastava.
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3.4. Karakterizacĳa elektroda na bazi zlatnih listića

3.4.1 Skenirajuća elektronska mikroskopĳa i energetska disperzivna
spektroskopĳa

Da bi se omogućilo posmatranje objekata na nanoskali, potrebno je prevazići

ograničenja optičke mikroskopĳe usled talasne dužine fotona u vidljivom spektru. Iz

tog razloga skenirajući elektronski mikroskop koristi talasnu dužinu snopa elektrona

kojima se bombarduje uzorak da bi se omogućilo posmatranje objekata na mikro i

nanoskali. Pored mogućnosti posmatranja uzoraka na mikro i nanoskali, skenirajući

elektronski mikroskopi često imaju dodatne mogućnosti za kvalitativno i kvantitativno

određivanje sastava uzoraka.

Određivanje elementarnog sastava uzorka vrši se tehnikom energetske disper-

zivne spektroskopĳe (EDS). Kod ove tehnike meri se energĳa X zraka koji su nastali

interakcĳom električnog snopa i atoma ispitivanog materĳala. Na osnovu energĳe X

zraka može se zaključiti o kom se elementu radi (kvalitativna analiza), a na osnovu

broja pristiglih fotona jedne iste energĳe određuje se koliko detektovanog elementa ima

(kvantitativna analiza). Kao izlazna informacĳa dobĳa se EDS spektar koji predstavlja

broj X zraka detektovanih na određenoj energĳi.

U cilju vizualizacĳe površine realizovanih elektroda na bazi zlatnih listića i pro-

cene udela elemenata u sastavu elektroda, odrađena je karakterizacĳa elektroda pri-

menom skenirajuće elektronske mikroskopĳe i energetske disperzivne spektroskopĳe.

Primenom pomenute dve tehnike ispitan je uticaj broja slojeva zlatnih listića nanetih

na PVC podlogu na hrapavost površine i sadržaj elemenata. Za opisane eksperimente

korišćen je skenirajući elektronski mikroskop (SEM, Hitachi TM3030, Japan).

Slike 3.6a i b prikazuju slike skenirajućeg elektronskog mikroskopa snimljene

sa jednim i dva sloja zlatnih listića na PVC podlogu, respektivno. Kao što je opisano

u poglavlju 3.3, pri laminacĳi se oslobađa lepak na PVC folĳi i omogućava lepljenje

zlatnog listića na površinu PVC podloge. Lepak prodire kroz tanak i porozan sloj

jednog sloja zlatnog listića što se vidi kao tačkaste izbočine na slici 3.6a. Na ovim

mestima omogućava se vezivanje dodatnog sloja zlatnog lista, povećavajući na taj

način hrapavost površine, a samim tim i osetljivost elektrode. S druge strane, slika 3.6b

prikazuje površinu elektrode sa dva zlatna listića na kojoj nema tragova lepka.

Pretpostavka o lepljenju zlata na lepak koji prodire kroz pore jednog sloja zlatnih

listića potvrđena je kroz EDS rezultate, gde su predstavljeni EDS spektri za jedan i

dva sloja zlatnih listića, slika 3.7a i b, respektivno. Naime, oba spektra sadrže pikove

koji potiču od M𝛼 (2,123 keV) i L𝛼 (9,713 keV) zlata, kao i K𝛼 linĳu ugljenika (0,277

keV), dok je K𝛼 linĳa kiseonika (0,525 keV) detektovana samo kod uzorka sa jednim

slojem zlatnih listića [152]. Na grafiku 3.7c predstavljeni su grafički i tabelarno rezultati

elementarnog sastava uzoraka, gde je detektovan veći sadržaj ugljenika i kiseonika (koji
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Slika 3.6: SEM analiza površine elektroda na bazi zlatnih listića; (a) Jedan sloj zlatnih

listića na PVC podlozi; (b) Dva sloja zlatnih listića na PVC podlozi.

potiču najverovatnĳe od lepka PVC folĳe).

Skenirajuća elektronska mikroskopĳa i energetska disperzivna spektroskopĳa

pomogle su u procesu optimizacĳe izrade elektroda na bazi zlatnih listića, s potvr-

dom njihovog sastava i hrapavosti površine. Dodatna vizualizacĳa površine elektroda

urađena je optičkom profilometrĳom.

3.4.2 Optička profilometrĳa

Optička profilometrĳa je sofisticirana tehnika za karakterizacĳu površine ma-

terĳala sa visokom preciznošću i rezolucĳom. Ova tehnika omogućava neinvazivno

merenje topografskih karakteristika površine putem analize interferencĳe svetlosnih

talasa. Glavni princip optičke profilometrĳe leži u poređenju faznih razlika između re-

ferentnog i reflektovanog svetlosnog zraka koji je prošao kroz interakcĳu sa površinom.

Analizom ovih interferograma, moguće je rekonstruisati visinske profile površine sa

velikom tačnošću. Optička profilometrĳa je posebno korisna za merenje mikrostruk-

turnih karakteristika, kao što su hrapavost, reljef i visinske promene.

U cilju procene hrapavosti elektroda sa dva sloja zlatnih listića odrađena je ka-

rakterizacĳa optičkom profilometrĳom. U tu svrhu korišćen je optički profilometar

(Huvitz Panasis, Južna Koreja). Slika 3.8a prikazuje površinu zlatnih elektroda gde se

vidi hrapav reljef i velika efektivna površina, a dodatnu potvrdu hrapavosti reljefa daje

3D slika prikazana na slici 3.8b, u rasponu od nekoliko desetina mikrona, kao rezultat

dodatnog sloja zlata.

Prikazani rezultati potvrđuju veliku hrapavost i efektivnu površinu elektrode,

stvarajući na taj način veći broj centara za interakcĳu u senzorskim i biosenzorskim
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Slika 3.7: (a) Rezultati EDS analize elektrode sa jednim slojem zlatnih listića; (b)

Rezultati EDS analize elektrode sa dva sloja zlatnih listića; (c) Maseni udeo elemenata

za elektrode sa jednim i dva sloja zlatnih listića.

primenama. U narednom poglavlju tehnologĳa izrade elektrode na bazi zlatnih li-

stića iskorišćena je za realizacĳu planarnih dvoelektrodnih i troelektrodnih sistema,

zajedno sa 3D sistemom, gde je troelektrodni sistem integrisan unutar mikrofluidične

platforme.

3.4.3 Planarni dvoelektrodni sistem na bazi zlatnih listića

Inicĳalni dizajn elektroda na bazi zlatnih listića ispitan je za dvoelektrodni sistem

sa radnom elektrodom poluprečnika 2,5 mm. Rastojanje između kontakata dizajni-

rano je da iznosi 2,54 mm, što odgovara standardnim elektronskim komponentama.

Dimenzĳe izrađene radne i pomoćne elektrode prikazane su na slici 3.9a. Ovaj dizajn

omogućava elektrohemĳsku detekcĳu korišćenjem male zapremine uzorka sa zapre-

minom kapi 80 𝜇L.

Merenja cikličnom voltametrĳom predstavljenog dvoelektrodnog sistema urađe-

na su pomoću Ag/AgCl eksterne referentne elektrode (CHI 111 Ag/AgCl, 3 M KCl,

CH Instruments, USA) uronjene u kap na površini elektrode, slika 3.9b. Držač elek-

trode sa pinovima na rastojanju 2,54 mm korišćen je za povezivanje radne i pomoćne

elektrode sa potenciostatom. Senzor se u držač ubacuje kao USB, a eksterna Ag/AgCl

referentna elektroda povezana je spoljnim kablom i uronjena u kap na površini elektro-

de. Merenja elektrohemĳske impedansne spektroskopĳe vršena su u dvoelektrodnom
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Slika 3.8: (a) Površina zlatnih elektroda snimljena optičkim profilometrom; (b) 3D

prikaz elektroda snimljen pomoću optičkog profilometra.

sistemu tako da se pomoćna i referentna elektroda povezuju na isti potencĳal, slika

3.9c. Postavka eksperimenta predstavljena je na slici 3.9d. Potenciostat Palmsens4 (Po-

tenciostat/Galvanostat/Analizator impedanse, PalmSens BV, Netherlands), povezan je

na računar programom PCTrace 5.8, a držač za elektrode povezan na potenciostat.

Ciklična voltametrĳa (CV) sumporne kiseline urađena je radi karakterizacĳe kri-

stalnosti i utvrđivanja sastava elektrode. Kao što je rečeno, karakterizacĳom površine

elektrode pomoću ciklične voltametrĳe dobĳaju se karakteristični pikovi oksidacĳe i

redukcĳe metala, što ujedno predstavlja i njegov prepoznatljivi izgled voltamograma.

Slika 3.10a prikazuje oksidacioni pik na +1,3 V (u odnosu na Ag/AgCl referentnu

elektrodu) i redukcioni pik na +0,80 V (u odnosu na Ag/AgCl referentnu elektrodu),

što odgovara karakterističnom voltamogramu zlatnih elektroda, bez dodatnih pikova

koji bi ukazivali na prisustvo nečistoća na površini elektrode.

Elektroda je zatim okarakterisana po pitanju stabilnosti i reproducibilnosti iz-

rade, što su važni faktori kod samostalno napravljenih materĳala i uređaja. Stabilnost

signala elektrode ispitana je korišćenjem redoks probe 10 mM kalĳum fero/fericĳanida

(K3[Fe(CN)
6
]/K4[Fe(CN)

6
]) u PBS puferu. Prikazani voltamogram na slici 3.10b prika-

zuje Fe
2+/Fe

3+
redoks reakcĳu sa jasno definisanim pikovima oksidacĳe i redukcĳe.

Intenzitet pikova prikazuje jednake vrednosti tokom 25 snimanja što pokazuje dobru

stabilnost signala realizovanih elektroda.

Elektrohemĳska impedansna spektroskopĳa (EIS) korišćena je za prikazivanje

ponovljivosti izrađenih elektroda u rastvoru Fe
2+/Fe

3+
, slika 3.10c. Impedansni spektri

sastoje se od polukružnog dela čĳi je prečnik izračunat kao otpor prenosu naelektrisa-

nja (engl. charge transfer resistance Rct) i linearnog dela koji predstavlja proces kontrolisan

difuzĳom. Izuzetna ponovljivost dobĳena je koristeći pet različitih elektroda, sa pono-

vljivim odzivom niske varĳabilnosti, posebno u polukružnom delu spektra, slike 3.10c

i 3.10d.
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Slika 3.9: (a) Dimenzĳe planarnog dvoelektrodnog sistema na bazi zlatnih listića;

Dimenzĳe na slici predstavljene su u mm; (b) Postavka eksperimenta sa eksternom

Ag/AgCl referentnom elektrode; (c) Postavka eksperimenta za dvoelektrodni sistem;

(d) Postavka eksperimenta.

Elektrode su zatim okarakterisane CV metodom koristeći kalĳum fero/fericĳanidni

redoks probu u PBS puferu za različite brzine skeniranja. Kao što je prikazano na slici

3.11a, struja se povećava sa povećanjem brzine skeniranja. Intenzitet oba pika oksidacĳe

anjona i redukcĳe katjona redoks probe u odnosu na kvadratni koren brzine skeniranja

pokazuju linearan odnos, slika 3.11b. Linearnost ukazuje na to da je difuzĳa kontro-

lisala oksidacĳu/redukcĳu jona na površini elektrode, dok simetričnost faradejskih

pikova ukazuje reverzibilnost redoks para.

Konačno, procenjena je zavisnost signala impedanse kalĳum fero/fericĳanida od

njegove koncentracĳe u PBS puferu, slika 3.11c. Linearni opseg modula impedanse

primećen je na učestalostima 1 Hz i 100 kHz za koncentracĳe redoks probe u rasponu

od 0,001 mM do 0,1 mM i 0,1 mM do 10 mM, respektivno, slika 3.11d. Rezultati

pokazuju da elektroda omogućava pouzdanu i osetljivu detekcĳu impedanse kalĳum

fero/fericĳanid sa učestalostima u opsegu od 1 Hz do 100 kHz.

Potencĳal ovako okarakterisanih elektroda na bazi zlatnih listića ispitan je za

detekcĳu E. coli i S. Typhimurium, kao i tumor biomarkera HER2.

3.5 Biosenzor za detekcĳu E. coli na bazi zlatnih listića
U sektorima zdravstva i poljoprivrede, E. coli nĳe samo član najrelevantnĳih pa-

togena koji se prenose hranom i vodom, već je i glavni rezervoar gena otpornosti na
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Slika 3.10: Karakterizacĳa elektroda na bazi zlatnih listića; (a) CV u 0,5 M sumpornoj

kiselini za brzinu skeniranja od 0,5 V/s; (b) CV u 10 mM kalĳum fero/fericĳanida u

PBS puferu tokom 25 ciklusa; (c) Nikvistov dĳagram za 10 mM fero/fericĳanida u

PBS puferu za 5 različitih elektroda; (d) Procena ponovljivosti izrade elektroda

pomoću parametra otpora prenosu naelektrisanja.

antibiotike. Sojevi E. coli pretežno su bezopasni komensali u gastrointestinalnom traktu

sisara i ptica i mogu boraviti, nezavisno od domaćina, u vodi, zemljištu i sedimenti-

ma. Kada se prilagodi vancrevnim nišama kod ljudi, E. coli može da izazove bolesti

koje značajno opterećuju zdravstvene sisteme na globalnom nivou, kao što su infekcĳe

urinarnog trakta, pĳelonefritis, sepsa i meningitis [153]. Pored toga, E. coli je fekalna

indikatorska bakterĳa u ispitivanju kvaliteta vode u životnoj sredini [154] i važan indi-

kator u proceni bezbednosti hrane [155]. U literaturi su predloženi različiti biosenzori

zasnovani na antitelima za otkrivanje E. coli u cilju brze dĳagnostike i poboljšanja mera

zdravstvene zaštite [156–161]. Većina njih zasniva se na korišćenju komercĳalnih sito-

štampanih elektroda na bazi zlata i ugljenika. Iako postoji veliki broj rešenja u literaturi

njihova komercĳalna primena još nĳe zaživela najviše zbog skupih tehnologĳa izrade,

loše ponovljivosti izrade, nestabilnih signala itd.
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Slika 3.11: (a) CV u 10 mM fero/fericĳanidu u PBS puferu za brzine skeniranja u

opsegu 0,1 do 1 V/s; (b) Zavisnost pikova oksidacĳe i redukcĳe 10 mM

fero/fericĳanida u PBS puferu od korena brzine skeniranja; (c) Nikvistovi dĳagrami

za različite koncentracĳe fero/fericĳanida u PBS puferu; (d) Modul impedanse na 1

Hz i 100 kHz za različite koncentracĳe fero/fericĳanida u PBS puferu u opsegu 0,001

mM - 0,1 mM i 0,1 mM - 10 mM, respektivno.

3.5.1 Funkcionalizacĳa elektroda za detekcĳu E. coli

Elektrode na bazi zlatnih listića funkcionalizovane su sa specifičnim antitelom

koje prepoznaje celu ćelĳu E. coli kako bi se omogućilo otkrivanje bakterĳa bez prelimi-

narne lize ćelĳa, slika 3.12. Predloženi biosenzor realizovan je višestrukim inkubacĳama

kapi na radnoj elektrodi. Samoorganizujući monosloj12 merkaptopropionične kiseline

(3-Merkaptopropionična kiselina, Sigma Aldrich) formiran je tokom inkubacĳe preko

noći na 4 °C od 1𝜇L 10 mM MPA pripremljene u etanolu. Merkaptopropionična kiselina

(MPA13) sadrži tiolnu grupu sa jakim afinitetom za vezivanje za površinu zlata i karbok-

silnu grupu na drugom kraju lanca, koja omogućava vezivanje amino grupe antitela.

12engl. self-assembled monolayer
13engl. Mercaptopropionic acid
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Aktivacĳa karboksilnih grupa MPA urađena je kroz 1 h inkubacĳe 10𝜇L kapi 50 mM N-

hidroksi sukcinimida (NHS, Sigma Aldrich)/50 mM N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil

karbodiimid hidrohlorida (EDC, Sigma Aldrich) pripremljenih u PBS puferu. Nakon

toga, 1 h inkubacĳe antitela (ab137967, Abcam, SAD) omogućava kovalentno vezivanje

na površini zlata i konačno, u cilju sprečavanja nespecifičnog vezivanja, 50 𝜇g/mL go-

veđeg serumskog albumina - BSA14 (Sigma Aldrich) inkubiran je 20 minuta na sobnoj

temperaturi. Svaki korak funkcionalizacĳe okarakterisan je putem impedansne spek-

troskopĳe, prikazanog u odeljku sa rezultatima.

Slika 3.12: Šematski prikaz slojeva funkcionalizacĳe površine zlatne radne elektrode

za specifičnu detekcĳu E. coli.

Da bi se procenila efikasnost funkcionalizacĳe, izvršena je SEM vizualizacĳa povr-

šine elektrode pre i posle imobilizacĳe i blokiranja antitela, slika 3.13b. SEM slika zlata

pokazala je površinu svetlĳe boje u poređenju sa bojom funkcionalizovane elektrode

što ukazuje da su biološki molekuli sa slabim naelektrisanjem imobilisani. SEM slike za

modifikovane elektrode pokazale su nasumičnu distribucĳu tamnih mrlja kada se po-

smatra u režimu sekundarnih elektrona rasejanih unazad koji odgovaraju organskim

molekulima vezanim za površinu zlata, slika 3.13a i 3.13b.

Potvrda formiranja MPA monosloja na površini zlata prikazana je merenjem kon-

taktnog ugla (Kruss Scientific, Nemačka). Inicĳalno merenje kontaktnog ugla urađeno

je na očišćenoj elektrodi, a nakon potapanja u etanolni rastvor MPA, elektrode su po-

novo okarakterisane merenjem kontaktnog ugla sa vodom. Slike 3.13c i d pokazuju

da se početne vrednosti kontaktnog ugla kapi vode smanjuje sa 70, 7(4)° na 53, 53(27)°
nakon nanošenja MPA na površinu. Ove vrednosti ukazuju na povećanje hidrofilnosti

površine nakon nanošenja monosloja MPA.

14engl. Bovine Serum Albumin
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Slika 3.13: (a) SEM slika površine zlatne elektrode sa obeleženim organskim

materĳalom na površini; (b) SEM slika površine zlatne elektrode sa MPA i obeleženim

organskim materĳalom na površini; (c) Kontaktni ugao površine radne elektrode na

bazi zlatnih listića; (d) Kontaktni ugao površine radne elektrode na bazi zlatnih listića

modifikovane sa MPA.

3.5.2 Karakterizacĳa koraka funkcionalizacĳe

Da bi se dodatno potvrdila modifikacĳa površine, elektroda je okarakterisana

redoks probom kalĳum fero/fericĳanida u PBS puferu nakon svakog koraka funkci-

onalizacĳe. Rezultati predstavljeni Nikvistovim dĳagramima na slici 3.14a pokazuju

značajno povećanje prečnika polukruga impedanse nakon različitih faza funkcionali-

zacĳe biosenzora, potvrđujući formiranje različitih slojeva na površini zlatne elektrode.

Dobĳeni porast impedanse opisuje neprovodnost imobilizovanih molekula na površini

zlata, a kvantitativna procena stabilnosti signala i veličine promene signala odrađene

su nakon fitovanja ekvivalentnim električnim kolom.

Rezultati impedansne spektroskopĳe fitovani su ekvivalentnim električnim ko-
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lom predstavljenim na unutrašnjem grafiku slike 3.14a. Kao sveobuhvatna veličina koja

opisuje zasićenost površine zlata slojevima funkcionalizacĳe i antitelima, korišćen je

otpor prenosu naelektrisanja Rct. Slika 3.14b predstavlja rezultate fitovanja ekvivalent-

nim električnim kolom i vrednosti otpora prenosu naelektrisanja za različite korake

funkcionalizacĳe. Rezultati pokazuju porast ove veličine, što odgovara povečanju po-

krivenosti površine organskim materĳalima, odnosno vezivanje antitela na monosloj

MPA, a zatim i popunjavanje slobodnih veza sa BSA proteinom, u cilju sprečavanja

nespecifičnog doprinosa signalu. Mala standardna devĳacĳa ukazuje na stabilnost iz-

merenog signala.

Slika 3.14: (a) Nikvistovi dĳagrami nakon svakog od koraka funkcionalizacĳe

biosenzora. Unutrašni grafik: Ekvivalentno električno kolo korišćeno za fitovanje

rezultata; (b) Otpor prenosu naelektrisanja za različite korake funkcionalizacĳe.

3.5.3 Elektrohemĳska detekcĳa E. coli

Funkcionalizovane zlatne elektrode za detekcĳu E. coli na bazi antitela, izložene su

rastućoj koncentracĳi ćelĳa E. coli (ATCC 25922) u PBS puferu. Odgovarajući Nikvistovi

dĳagrami prikazani su na slici 3.15a. Rezultati pokazuju rastući trend impedanse sa

povećanjem koncentracĳe bakterĳa.

Impedansna merenja fitovana su ekvivalentnim električnim kolom, prikazanim

na unutrašnjem grafiku slike 3.15b i izračunati su odgovarajući elementi električnog

kola. Predloženo ekvivalentno kolo uključuje pet elemenata: omski otpor rastvora elek-

trolita, R
sol

; element konstantne faze, CPE, koji odražava nehomogenost sloja u prisu-

stvu velikih entiteta; paralelno RC
bakt.

kolo koje opisuje sloj bakterĳa vezan za površinu

senzora; Varburgova impedansa, W, koja se odnosi na niskofrekventni deo spektra, gde

difuzioni mehanizam kontroliše izmerenu impedansu i otpor prenosu naelektrisanja
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Rct. Od ovih elemenata, Rct i CPE zavise od dielektričnih i izolacionih karakteristika

na razlednoj površini elektroda/elektrolit i odražavaju modifikacĳu površine elektro-

de usled vezivanja antigena od strane antitela na površini elektrode. Kolo RC
bakt.

je

povezano na otpornik koji opisuje redoks probu i kolo koje opisuje razdelnu površinu

između elektrode i kapi. Međutim, treba napomenuti da se za opisivanje bakterĳskog

sloja koristi klasični kondenzator. Osim toga, pošto je površina elektrode izuzetno

hrapava na mikroskali, kao što pokazuje 3D profil, CPE se koristi za modelovanje

razdelne površine između kapi i zlata. Glavna promena je povećanje otpora prenosu

naelektrisanja Rct koji je povezan sa fenomenom prenosa mase i/ili dielektričnim ili

provodnim svojstvima uhvaćenih bakterĳskih ćelĳa. Otpor prenosu naelektrisanja je,

stoga, odabran da kvantifikuje detekcĳu bakterĳskih ćelĳa. Rct pokazuje rastući trend sa

povećanjem količine ćelĳa E. coli i dobrom linearnom zavisnošću u opsegu od 10
1
–10

7

cfu/mL, slika 3.15b. Jednačina fitovanja 𝑦 = 109, 71𝑥+283, 68 pokazuje dobru linearnu

zavisnost sa R
2

od 0,9823.

Eksperimentalna granica detekcĳe bila je 10 cfu/mL dok je izračunata procenje-

na na 2 cfu/mL (prema IUPAC pravilima sa formulom (3𝑆/𝑑) gde je 𝑆 standardna

devĳacĳa test merenja i 𝑑 je osetljivost izvedena iz nagiba linearne krive). Ovako nizak

limit detekcĳe uporediv je sa vrednostima dobĳenim za detekcĳu E. coli korišćenjem

naprednih elektrohemĳskih biosenzora kao što je navedeno u tabeli 3.1, predloženih u

novĳim istraživanjima.

Slika 3.15: (a) Rezultati detekcĳe E. coli za koncentracĳe u opseg 10
1

- 10
7

cfu/mL; (b)

Rezultati fitovanja ekvivalentnim električnim kolom: Otpor prenosu naelektrisanja u

funkcĳi koncentracĳe bakterĳa. Unutrašnji grafik: Ekvivalentno električno kolo

korišćeno za fitovanje rezultata.

Selektivnost senzora ispitana je za E. aerogenes (gram-negativnu bakterĳu, ATCC

13048) i B. subtilis (gram-pozitivnu bakterĳu, PY79) kao nespecifične bakterĳe za imo-

bilizovana antitela, slika 3.16. Relativna promena u Rct uzrokovana različitim koncen-
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tracĳama bakterĳa u odnosu na Rct BSA sloja, 𝛿, ukazuje da nĳe detektovan značajan

signal za obe kontrolne bakterĳe u opsegu koncentracĳa od 10
1

cfu/mL do 10
7

cfu/mL

u poređenju sa povećanjem signala izmerenim sa 10
1

cfu/mL E. coli. Dakle, metoda

pokazuje prihvatljivu specifičnost senzora.

Slika 3.16: Specifičnost detekcĳe biosenzora. Relativna promena signala

𝛿(%) = 𝑅𝑐𝑡(𝑐𝑐)−𝑅𝑐𝑡(𝐵𝑆𝐴)
𝑅𝑐𝑡(𝐵𝑆𝐴) za različite koncentracĳe specifične E. coli i nespecifičnih

bakterĳa E. aerogenes i B. subtilis.

3.5.4 Diskusĳa i zaključak

Tabela 3.1 sadrži poređenje metoda detekcĳe, dinamičkih opsega i limita detekcĳe

prethodnih radova za detekcĳu E. coli sa predloženim biosenzorom na bazi zlatnih listi-

ća. Na osnovu prethodnih biosenzora za detekcĳu E. coli iz literature može se primetiti

da su zlatne i ugljenične elektrode najčešće korišćene elektrode za biosenzorske platfor-

me. U cilju povećanja specifične površine elektrode se često modifikuju nanočesticama,

uz nekoliko radova sa kompozitnim nanomaterĳalima.

Biosenzorske platforme realizovane sa zlatnom deponovanim fizičkom depo-

zicĳom, pokazuju manji dinamički opseg detekcĳe bakterĳa [157, 162, 163]. Ovako

realizovane elektrode imaju malu specifičnu površinu za vezivanje bioprepoznatlji-

vih elemenata i stoga dolazi do zasićenja pri manjim koncentracĳama bakterĳa. Pored

prethodno opisanih biosenzora, gde se detekcĳa bakterĳa vrši direktno na površini

elektrode, za pojačanje signala i porast dinamičkog opsega detekcĳe, predloženi su i

indirektni načini detekcĳe. Npr. funkcionalizacĳom magnetnih čestica antitelima za

detekcĳu bakterĳa omogućuje se specifično vezivanje bakterĳe na čestice, a vezivanjem

sekundarnog antitela sa enzimom na bakterĳu omogućuje kvantifikacĳa izmerene

koncentracĳe bakterĳa. Naime, u opisanoj postavci meri se elektrohemĳska aktivnost
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enzima, koja se povezuje sa koncentracĳom detektovanih bakterĳa [164]. Kod ovakog

načina detekcĳe, ciljana supstanca u uzorku obično se označava nekom vrstom markera

ili fluorescentnog elementa koji omogućava senzoru da prepozna prisustvo bakterĳe

kroz detekcĳu markera ili fluorescentnog elementa. Za ove potrebe koriste se antitela,

enzimi ili drugi molekuli koji se vezuju za ciljnu supstancu i omogućavaju njenu detek-

cĳu. Često se kao nedostaci ovog pristupa navode dodatni koraci pri pripremi uzorka,

kao i veća potrošnja vremena i resursa za realizacĳu biosenzora.

Elektrode modifikovane nanočesticama imaju znatno veću specifičnu površinu,

omogućavajući više potencĳalnih mesta za vezivanje bioprepoznatljivog elementa i

samim tim više mesta za detektovanje bakterĳa. Ovakav pristup povećava dinamički

opseg detekcĳe i smanjuje limit detekcĳe, čime se povećava osetljivost analize. Naime,

modifikacĳom elektrode nanošesticama i direktnom detekcĳom bakterĳa pomoću ino-

vativnog bioprepoznatljivog elementa (peptidi u TIR proteinu) dobĳen je nizak limit

detekcĳe od svega 2 cfu/mL [165].

Pored porasta specifične površine, često se u radovima koriste magnetne nanoče-

stica koje pored detekcĳe, omogućavaju i separacĳu bakterĳa iz uzorka primenjenim

magnetnim poljem. Na ovaj način ostvareni su veliki dinamički opsezi detekcĳe i do-

bri limiti detekcĳe od 10 cfu/mL [159, 166, 167]. Pored zlatnih elektroda i ugljenične

elektrode pokazuju potencĳal za detekcĳu bakterĳa, s nešto manjim limitima detek-

cĳe realizovanih biosenzora [168, 169]. Takođe, nedavna istraživanja ističu prednosti

različitih poluprovodnih nanomaterĳala [160] i nanokompozita za detekcĳu bakterĳa

[170, 171]. Ovi materĳali pokazali su se efikasnim u pogledu proširenja dinamičkog

opsega i smanjenja limita detekcĳe. Međutim, proizvodnja ovih materĳala često nĳe

jednostavna, zahteva skupu opremu i komplikovane procese, što može predstavljati

izazov za primenu u širem kontekstu.

Predloženo rešenje realizacĳe biosenzora na bazi zlatnih listića parira prethod-

nim istraživanjima i u pogledu osetljivosti i u pogledu dinamičkog opsega detekcĳe.

Međutim, predloženo rešenje prevazilazi sva prethodna u pogledu cene i jednostavno-

sti izrade elektroda. Takođe, velika specifična površina omogućava osetljivu detekcĳu

bakterĳa bez potrebe za dodatnim obogaćivanjem površine nanomaterĳalima. Dodatna

prednost predloženog pristupa jeste brza i direktna detekcĳa bakterĳa, bez korišćenja

obeležavajućih elemenata pri detekcĳi. Štaviše, detekcĳa korišćenjem predloženih zlat-

nih elektroda je za pet redova veličine osetljivĳa od tradicionalnog imunološkog ELISA

testa [172]. Dobĳeni nizak limit detekcĳe potvrđuje klinički relevantne infektivne doze

E. coli (100 ćelĳa), što sugeriše da se predloženi biosenzor može koristiti bez daljeg

poboljšanja njegove osetljivosti.
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Tabela 3.1: Metode detekcĳe, dinamički opsezi i limit detekcĳe E. coli iz prethodnih

istraživanja.

Metod detekcĳe Materĳal

Dinamički

opseg (cfu/mL)

LD

(cfu/mL)

Ref.

Impedansa Spaterovano zlato 3×10
2

- 3×10
5

300 [157]

Impedansa Zlatni diskovi 10 - 10
4

2 [162]

Impedansa

Vakuumsko deponovanje

zlata

10
1

- 10
4

10 [163]

Provodljivost

Zlatna elektroda

modifikovana magnetnim

nanočesticama

10
1

- 10
5

10 [159]

Voltametrĳa

Zlato modifikovano

magnetnim nanočesticama

7,4×10
5

- 10
7

7,4×10
5

[166]

Voltametrĳa

kvadratnog

talasa

Zlatne sito-štampane

elektrode sa magnetnim

nanočesticama

10
1

- 10
7

10 [167]

Impedansa

Zlatne sito-štampane

elektrode modifikovane

nanočesticama

10
1

- 10
3

2 [165]

Amperometrĳa

Ugljenične elektrode

modifikovane zlatnim

nanočesticama

10
2

- 10
7

100 [168]

Amperometrĳa

Zlatne elektrode

deponovane depozicĳom

elektronskim snopom

10
2

- 10
8

100 [164]

Voltametrĳa Ugljenične elektrode 4,8×10
1

- 10
5

48 [169]

Voltametrĳa

kvadratnog

talasa

Dĳamant dopiran borom

sa nanočesticama silicĳum

dioksida

10
1

- 10
4

10 [160]

Voltametrĳa

ZnO–CuO nanokompozit

na zlatu

10
1

- 10
7

10 [171]

Ciklična

voltametrĳa

Nanočestice

In2O3 − G − SiO2 i

ZrO2Ag − G − SiO2

10
1

- 10
10

10 [170]

Impedansa Zlatni listići 10
1

- 10
7

2 Rezultati

Prethodno istraživanje detaljno opisuje korake funkcionalizacĳe elektrode, uklju-

čujući imobilizacĳu specifičnih antitela na površinu elektrode. Karakterizacĳa ovih
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koraka pokazuje uspešnu modifikacĳu površine elektrode, potvrđujući povećanu hi-

drofilnost i vezivanje bioloških molekula. Elektrohemĳska detekcĳa E. coli uspešno je

izvedena, sa veoma niskim limitom detekcĳe od 2 cfu/mL. Osetljivost ovog senzora je

veoma niska, što ga čini veoma korisnim alatom za rano otkrivanje bakterĳskih infek-

cĳa. Takođe, senzor je pokazao visoku specifičnost za E. coli, bez značajnog odgovora

na druge bakterĳe koje su testirane.

Predstavljeni rezultati pokazuju da predloženi elektrohemĳski senzor može da

pruži brzu i pouzdanu detekcĳu E. coli, što je od suštinskog značaja za bezbednost

hrane i kontrolu zaraznih bolesti. Predložena tehnologĳa može imati široku primenu u

različitim industrĳama doprinoseći poboljšanju zdravstvene zaštite i kvaliteta životne

sredine.

3.6 Biosenzor za detekcĳu S. Typhimurium na bazi zlat-
nih listića

Salmonela se ističe kao visoko prepoznat patogen odgovoran za pojavu brojnih

bolesti koje se prenose hranom [173, 174]. Podatak Svetske zdravstvena organizacĳe

govori da je salmonela odgovorna za 58 incidenata u vezi sa bezbednošću hrane u 86

država [175]. Godišnji broj slučajeva salmoneloze u Evropskoj Unĳi u 2021. iznosio

je 60.050, sa 773 epidemĳa izazvanih hranom i 11.785 slučajeva hospitalizacĳe [176].

Infektivna doza salmonele potrebna za izazivanje bolesti koje se prenose hranom,

koju treba da unese generalno zdrava osoba, relativno je visoka i procenjuje se na

10
5

cfu/g [177], ali taj prag je znatno niži u slučaju osetljive populacĳe (mladi, stari,

trudnice, itd.). Salmoneloza se tradicionalno vezuje za konzumiranje hrane životinjskog

porekla, konzumiranje mesa, mleka, jaja itd., a poslednjih godina javlja se porast i

kontaminiranog voća i povrća [178, 179].

Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) najveći je izazivač bolesti među svim

infekcĳama uzrokovanim Salmonelom. Ovaj soj poznat je po izazivanju bolničkih infek-

cĳa i teških slučajeva trovanja hranom, često dovodeći do komplikacĳa koje ugrožavaju

život i visoke stope smrtnosti. Konvencionalne metode detekcĳe za S. Typhimurium

uključuju kultivisanje na agar pločama [180], enzimske imunološke test (ELISA) [181]

i primenu polimerazne lančane reakcĳe (PCR) [182]. Iako se ove tehnike smatraju

zlatnim standardima ili preporučenim metodama detekcĳe, postoji rastuća potreba za

razvojem praktičnĳih i preciznĳih metoda ispitivanja koje mogu zadovoljiti potražnju

za jeftinim testiranjem na terenu.

Elektrode na bazi zlatnih listića iskorišćene su za realizacĳu biosenzora za S. Typ-

himurium, imobilizacĳom antitela na površinu radne elektrode. Elektrohemĳska ka-

rakterizacĳa urađena je nakon svakog koraka funkcionalizacĳe, a merenje kontaktnog
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Slika 3.17: Šematski prikaz funkcionalizacĳe površine zlata za detekcĳu salmonele.

ugla iskorišćeno kao dodatna potvrda formiranog monosloja na elektrodi. Specifičnost

detekcĳe ispitana je sa infektivnom dozom bakterĳa B. subtilis i S. enteritidis, a granična

vrednost detekcĳe eksperimentalno određena.

3.6.1 Funkcionalizacĳa elektroda za detekcĳu S. Typhimurium

Biosenzor za detekcĳu S. Typhimurium realizovan je analogno kao prethodno opi-

sani biosenzor za E. coli, samo što je umesto MPA korišćena 11-merkaptoundekanoična

kiselina (MUA). MUA se koristi kao samoorganizujući monosloj koji ima dugačak al-

kanski lanac, koji se s jedne strane završava sa tiolom, a sa druge strane sa karboksilnom

grupom. Ukratko, tiol sa jedne strane MUA lanca se vezuje za zlato, dok drugi kraj

ostaje slobodan za vezivanje antitela. Aktivacĳa karboksilnih grupa vrši se NHS/EDC

hemĳom, a vezivanje antitela je omogućeno kroz vezivanje amino veze antitela za kar-

boksilnu grupu, slika 3.17. U cilju sprečavanja nespecifičnog vezivanja za površinu

elektrode, BSA protein je nanesen kao poslednji sloj funkcionalizacĳe pre nanošenja

bakterĳa.

3.6.2 Karakterizacĳa koraka funkcionalizacĳe

U cilju utvrđivanja formiranja samoorganizujućeg monosloja na površini radne

elektrode, odrađena su merenja kontaktnog ugla u cilju procene hidrofilnosti površine.

Naime, kontaktni ugao je prvo izmeren za očišćenu, nefunkcionalizovanu elektrodu,

a zatim nakon prekonočne inkubacĳe na 4 °C 10 mM MUA u etanolu. Kontaktni ugao

kapi vode na površini zlata i nakon formiranja samoorganizujućeg monosloja opao je
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Slika 3.18: Karakterizacĳe površine radne elektrode merenjem kontaktnog ugla pre i

nakon nanošenja merkaptoundekanoične kiseline. (a) Zlato; (b) Zlato sa

merkaptoundekanoičnom kiselinom.

sa 70,7(4)° na 9,6(4)°. Ovaj rezultat potvrđuje formiranje monosloja MUA i pokazuje

povećana hidrofilna svojstva MUA, slika 3.18.

Model ekvivalentnog električnog kola korišćen je za kvantifikacĳu procesa funk-

cionalizacĳe kroz poređenje Rct parametra posle MUA, imobilizacĳe antitela (Ab) i

BSA koraka, slika 3.19a. Predloženo ekvivalentno električno kolo konstruisano je na

osnovu oblika krive u Nikvistovom dĳagramu izmerene impedanse. Naime, kao što je

prethodno opisano u poglavlju 3.1.4, proces difuzĳe jona do površine elektrode opisuje

se Varburgovim elementom u kolu. Sloj MUA, stvara kapacitivan sloj na površini elek-

trode i zbog toga velika vrednost imaginarnog dela dominira u ukupnoj impedansi i

na Nikvistovom dĳagramu. Pri manjim učestalostima oblik grafika počinje da poprima

oblik polukruga, međutim, nedovoljno da bi polukrug bio vidljiv, slika 3.19c. Iz tog

razloga, predstavljeno kolo za fitovanje rezultata ne sadrži Varburgov element jer je

njegov doprinos vidljiv na niskim učestalostima, koje su u ovom slučaju zamaskirane

velikom kapacitivnošću MUA sloja.

Elektrohemĳska karakterizacĳa slojeva odrađena je nakon svakog sloja funkcio-

nalizacĳe sa 10 mM kalĳum fero/fericĳanidom, slika 3.19b. Rezultati otpora prenosu

naelektrisanja pokazuju rastući trend Rct koji dokazuje formiranje MUA, Ab i BSA

slojeva na površini zlata, respektivno.

3.6.3 Elektrohemĳska detekcĳa S. Typhimurium

Prethodno opisani biosenzor testiran je sa S. Typhimurium i dve nespecifične

bakterĳe, gram-negativnu S. enteritidis i gram-pozitivnu B. subtilis. Detekcĳa S. Typhi-

murium testirana je serĳom bakterĳskih razblaženja u opsegu 10
1

- 10
7

cfu/mL, dok

su testovi specifičnosti rađeni sa infektivnom koncentracĳom S. enteritidis i B. subtilis,
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Slika 3.19: (a) Ekvivalentno kolo korišćeno za fitovanje rezultata; (b) Otpor prenosu

naelektrisanja za različite korake funkcionalizacĳe; (c) Nikvistovi dĳagrami za

različite koncentracĳe bakterĳa; (d) Otpor prenosu naelektrisanja u funkcĳi različitih

koncentracĳe salmonele.

10
3

cfu/mL. Svaka koncentracĳa bakterĳa inkubirana je 20 minuta, a zatim isprana

MiliQ vodom. EIS karakterizacĳa urađena je sa kapi redoks para 10 mM kalĳum fe-

ro/fericĳanida od 80 𝜇L. Svako merenje ponovljeno je sa novom kapi redoks para tri

puta i izračunate srednja vrednost i standardna devĳacĳa.

Konačno, rezultati impedanse za različite koncentracĳe S. Typhimuriuma su pred-

stavljeni na slici 3.19c. Rezultati pokazuju visoke vrednosti impedanse i Rct u opsegu od

nekoliko stotina kOhma. Senzor je ispitan sa koncentracĳom bakterĳa do 10
7

cfu/mL,

pokazujući širok dinamički opseg detekcĳe bez indikacĳa o zasićenju na površini. Kali-

braciona kriva predstavljena je kroz Rct u odnosu na koncentracĳu bakterĳa, slika 3.19d,

sa rastućom količinom ćelĳa S. Typhimurium, prikazujući linearni trend sa jednačinom

𝑦 = 70, 891𝑥 + 146, 29, i R
2

vrednošću od 0,9276.

Isti pristup korišćen je za ispitivanje specifičnosti detekcĳe za B. subtilis i S. ente-
ritidis. Zbog male razlike između Rct parametra između različitih elektroda, relativna

promena Rct u odnosu na BSA funkcionalizovanu GLE, 𝛿 (izračunato u %), upoređena

je za različite koncentracĳe specifičnih i nespecifičnih bakterĳa, slika 3.20. Rezultati

pokazuju da je predloženi biosenzor eksperimentalno detektovao koncentracĳu 10
2

cfu/mL S. Typhimurium, što je manje od infektivne doze ove bakterĳe.
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Slika 3.20: Specifičnost detekcĳe biosenzora.

3.6.4 Diskusĳa i zaključak

U tabeli 3.4 predstavljene su metode detekcĳe na bazi razvĳenih biosenzora,

njihovi dinamički opsezi i limiti detekcĳe za S. Typhimurium.

Inovativni pristupi realizovani su u prethodnim istraživanjima za detekcĳu bak-

terĳa. Naime, novĳa istraživanja predlažu polimerne filmove sa kalupom utisnutih

bakterĳa u filmu za selektivnu detekcĳu bakterĳa [183]. Elektrohemĳsko utiskivanje

pojedinačnih ćelĳa S. Typhimurium sprovedeno je formiranjem homogenog polimer-

nog sloja na površini elektrode. Uklanjanje utisnutih bakterĳskih ćelĳa iz ovog polimer-

nog matriksa stvara specifičan kalup za vezivanje bakterĳa, koji se koristi za njihovo

specifično prepoznavanje (ponovno vezivanje). Cikličnom voltametrĳom urađena je

kvantifikacĳa vezanih mesta bakterĳa i na ovaj način ostvaren je širok dinamički opseg

detekcĳe i dobar limit detekcĳe od 47 cfu/mL.

Druge metode za detekcĳu S. Typhimurium, predlažu pojačanje elektrohemĳ-

skog signala pomoću ferocena, čĳi se atom gvožđa reverzibilno može oksidovati i

redukovati. Elektrohemĳski biosenzor zasnovan na ferocenu (Fc)-funkcionalizovanim

nanokompozitima konstruisanim za pojačanje elektrohemĳskog signala za detekcĳu

S. Typhimurium. Magnetne čestice u kombinacĳi sa antitelom korišćene su za hvatanje

ciljanih bakterĳa, a ferocen korišćen kao signalni marker pri testiranju. Ovaj biosenzor

pokazao je nisku granicu detekcĳe od 3 cfu/mL i širok dinamički opseg detekcĳe [184].

Razvĳeni su i elektrohemĳski biosenzori koji koriste magnetnu separacĳu bakte-

rĳa detektovanih magnetnim nanočesticama sa antitelima. Oba pristupa koriste sličan

princip obeležavanja bakterĳa sekundarnim antitelima sa enzimom. Impedansni bio-

senzor kombinuje magnetne nanočestice sa antitelima i njihovo obeležavanje sekundar-

nim antitelima sa enzimom, postižući širok dinamički opseg detekcĳe S. Typhimurium

sa niskim limitom detekcĳe od 10
1

cfu/mL [185]. Slično, elektrohemĳski biosenzor ko-

risti zlatne nanočestice dispergovane u hitozanskom hidrogelu i sekundarno antitelo sa
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enzimom kao marker za označavanje bakterĳa i detekcĳu signala diferencĳalne pulsne

voltametrĳe koji potiče od enzima. Ovaj senzor takođe ostvaruje širok linearni opseg

sa niskom granicom detekcĳe od 5 cfu/mL [186]. Sličan princip obeležavanja bakterĳa

sekundarnim antitelom koristi se i za detekcĳu na ugljeničnoj elektrodi modifikova-

noj magnetnim nanočesticama, gde se sekundarno antitelo sa zlatnim nanočesticama

detektuje diferencĳalnom pulsnom voltametrĳom [187].

Pored antitela, često se u literaturi pojavljuju i aptameri kao bioprepoznatljivi

elementi. Aptameri predstavljaju oligonukleotide, sintetisane za specifičnu detekcĳu

željene bakterĳe. Biosenzor na bazi ugljeničnih elektroda modifikovanim zlatom i na-

noporoznim zlatom pokazao se pogodnim za detekcĳu S. Typhimurium u širokom

opsegu od 6,5×10
2

do 6,5×10
8

cfu/mL, sa granicom detekcĳe od 1 cfu/mL [188]. Po-

menute modifikacĳe značajno utiču na povećanje specifične površine senzora, a samim

tim i na dobre performanse detekcĳe. Još jedna od direktnih metoda detekcĳe pomoću

aptamera omogućena je konjugacĳom aptamera i kopolimera na površini elektrode

[189]. Ovaj pristup pokazao je dobar dinamički opseg i limit detekcĳe.

U poređenju sa prethodno opisanim biosenzorima, predloženi biosenzor na bazi

zlatnih listića za detekcĳu S. Typhimurium ima velik dinamički opseg detekcĳe i u

tom pogledu je jednako dobar kao i senzori predstavljeni u tabeli 3.4, dok mu je

limit detekcĳe nešto lošĳi u poređenju sa drugim senzorima. Međutim, predloženo

rešenje predstavlja direktan metod detekcĳe bakterĳa i prevazilazi sve opisane senzore

u pogledu jednostavnosti i cene izrade. Iako je limit detekcĳe nešto manji od prethodno

opisanih senzora, on je i dalje značajno niži od doze bakterĳa koja može da izazove

infekcĳu.

Konačno, predloženi biosenzori na bazi zlatnih listića predstavljaju perspektivnu

opcĳu za ekonomičnu i brzu izradu senzora za detekcĳu bakterĳa, uključujući E. coli
i S. Typhimurium, s veoma širokim dinamičkim opsegom detekcĳe i niskim limitom

detekcĳe koji su daleko ispod infektivnih doza. Rezultati istraživanja pokazuju od-

ličnu linearnost i visoku specifičnost u detekcĳi i kao dodatna prednost, realizovani

biosenzori pokazuju performanse koje su jednake ili bolje od biosenzora baziranih

na naprednim nanomaterĳalima. Na ovaj način postignute su bolje ili jednako dobre

performanse, pri čemu su izbegnuti kompleksni proizvodni procesi i visoki troškovi.
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Tabela 3.2: Metode detekcĳe, dinamički opsezi i limit detekcĳe S. Typhimurium iz

prethodnih istraživanja

Metod detekcĳe Materĳal

Dinamički

opseg (cfu/mL)

LD

(cfu/mL)

Ref.

Ciklična

voltametrĳa

Zlatne sito-štampane

elektrode sa kalupnim

polimerom za detekcĳu

bakterĳa

10
2

- 10
9

47 [183]

Ciklična

voltametri-

ja/Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

Sito-štampane ugljenične

elektrode sa

nanokompozitom ferocena

10
1

- 10
7

3 [184]

Impedansa

Magnetna separacĳa

magnetnih nanočestica sa

antitelima

10
1

- 10
6

10 [185]

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

Ugljenična elektroda

modifikovana hidrogelom

sa zlatnim nanočesticama

10
1

- 10
5

5 [186]

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

Ugljenična elektroda sa

magnetnim česticama

10
3

- 10
6

143 [187]

Ciklična

voltametri-

ja/Impedansa

Ugljenične elektrode sa

elektrodeponovanim

zlatom i nanoporoznim

zlatom

6,5×10
2

-

6,5×10
6

1 [188]

Impedansa

Sito-štampane zlatne

elektrode modifikovane

kopolimerom

10
2

- 10
8

3 [189]

Impedansa

Elektroda na bazi zlatnih

listića

10
2

- 10
7

71 Rezultati
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3.7 Biosenzor za detekcĳu tumor biomarkera HER2 na
bazi zlatnih listića

HER2 je proteinski receptor koji igra ključnu ulogu u regulacĳi rasta i deobe ćelĳa.

Kod zdravih osoba, prisustvo ovog receptora je od suštinskog značaja za održavanje

zdravog tkiva, ali mutacĳe koje dovode do prekomerne ekspresĳe HER2 receptora

povezane su sa agresivnim oblicima karcinoma dojke. Koncentracĳa HER2 tumor bio-

markera u krvi zdravih osoba nalazi se u opsegu 4 - 14 ng/mL, dok se kod pacĳentkinja

sa karcinomom dojke nalazi u opsegu 15 - 75 ng/mL [190]. Ovaj podatak koristi se za

dĳagnostiku i nadzor pacĳentkinja u lečenju. Pacĳentkinje se povišenim nivoom HER2

biomarkera ulaze u protokol lečenja sa Herceptinom. Herceptin je monoklonalno anti-

telo posebno dizajnirano da cilja HER2 receptore na površini tumorskih ćelĳa i blokira

ih od primanja signala rasta. Otkriće ovog biomarkera i razvoj metoda za njegovu

detekcĳu predstavljaju značajan korak ka personalizovanom pristupu u dĳagnostici i

lečenju pacĳentkinja sa ovom bolešću.

Istraživanja i detekcĳa HER2 biomarkera je od višestrukog značaja za pacĳentki-

nje, s obzirom na to da prisustvo HER2 pozitivnog statusa značajno utiče na prognozu

i terapĳski pristup karcinomu dojke. Pacĳentkinje sa HER2 pozitivnim karcinomom

dojke često imaju agresivnĳi oblik bolesti i lošĳu prognozu u poređenju sa HER2 ne-

gativnim pacĳentkinjama. Dakle, rano otkrivanje ovog biomarkera omogućava bržu

i ciljanu terapĳu. Ovo smanjuje neželjene efekte terapĳe i povećava šanse za uspe-

šno lečenje. Takođe, istraživanje HER2 biomarkera doprinosi razvoju novih terapĳskih

agenasa i poboljšava razumevanje molekularnih mehanizama karcinoma dojke [191].

U okviru doktorske disertacĳe razvĳen je biosenzor na bazi zlatnih listića za detek-

cĳu tumor biomarkera HER2. Naime, inovativan vid imobilizacĳe antitela na površini

zlata, posredstvom proteina L, kao i osetljivost detekcĳe ispitani su na komercĳalnim

zlatnim sito-štampanim elektrodama i elektrodama na bazi zlatnih listića. Potvrda ve-

zivanja antigen-antitelo urađena je pomoću fluorescentnog testa, a vezivanje proteina L

za samoorganizujući sloj merkaptoundekanoične kiseline na površini zlatne elektrode

potvrđen pomoću Raman spektroskopĳe. Inicĳalno, u cilju ispitivanja uticaja geome-

trĳe na performanse senzora, urađena je karakterizacĳa komercĳalnih sito-štampanih

elektroda, planarnih elektroda na bazi zlatnih listića i elektroda na bazi zlatnih listića

integrisanih u mikrofluidičnu komoru, svaka od njih sa radnom elektrodom prečnika

4 mm. Pomenute elektrode upoređene su u pogledu elektroaktivne površine i fakto-

ra hrapavosti. U nastavku eksperimenata, urađeno je poređenje performansi detekcĳe

planarnih elektroda na bazi zlatnih listića i elektroda na bazi zlatnih listića integrisanih

u mikrofluidičnu komoru u pogledu planarne i neplanarne (trodimenzionalnoj, 3D)

postavke elektroda. Konačno, planarne elektrode na bazi zlatnih listića i komercĳalne,
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sito-štampane elektrode upoređene su u pogledu osetljivosti detekcĳe tumor biomar-

kera HER2, gde su elektrode na bazi zlatnih listića pokazuju veću osetljivost detekcĳe

HER2 tumor biomarkera. Potencĳal primene prethodno realizovanog senzora ispitan

je za detekcĳu tumor biomarkera HER2 u ćelĳskom medĳumu.

3.7.1 Ispitivanje uticaja tehnologĳe izrade i geometrĳe na perfor-
manse senzora

U cilju ispitivanja uticaja tehnologĳe izrade elektroda i geometrĳe elektroda na

osetljivost detekcĳe, ispitane su komercĳalne planarne zlatne elektrode realizovane

sito-štampom (Dropsens 220AT, Metrohm), planarne elektrode na bazi zlatnih listića15

i elektrode na bazi zlatnih listića integrisane u mikrofluidičnu komoru (neplanarni

dizajn).

Dizajnovi elektroda predstavljeni su na slici 3.21. Slika 3.21a predstavlja komer-

cĳalnu Dropsens 220AT elektrodu realizovanu tehnologĳom sito-štampe. Dropsens

elektroda sadrži radnu i pomoću elektrodu koje su napravljene od zlatne paste, dok

je referentna elektroda napravljena od srebro/srebrohloridne (Ag/AgCl) paste. Slika

3.21b predstavlja troelektrodnu planarnu elektrodu na bazi zlatnih listića, gde je tro-

elektrodni sistem realizovan u zlatu. Slika 3.21c predstavlja trodimenzionalni sistem,

gde su elektrode na bazi zlatnih listića integrisane sa gornje i donje stanje mikrofluidič-

ne komore. Naime, u gornjem sloju, na PVC podlozi, realizovana je radna elektroda,

koja zatvara mikrofluidični rezervoar sa gornje strane. U donjem sloju realizovane su

referentna i pomoćna elektroda, koje sa donje strane zatvaraju mikrofluidični rezervo-

ar. Uvođenjem zlatne referentne elektrode na bazi zlatnih listića izbegnuto je korišćenje

eksterne referentne elektrode. Fotografije realizovane planarane i 3D strukture pred-

stavljene su na slikama 3.21d i e, respektivno. Karakterizacĳa opisane tri elektrode

urađena je u pogledu sastava, efektivne površine i stabilnosti signala kroz eksperimen-

te ciklične voltametrĳe. Elektrode na bazi zlatnih listića, u planarnoj i 3D konfiguracĳi,

upoređene su po pitanju osetljivosti za različite koncentracĳe redoks para kalĳum

fero/fericĳanida pripremljenim u vodi, kalĳum hloridu i PBS puferu.

15engl. gold leaf electrode (GLE)
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Slika 3.21: (a) Komercĳalna sito-štampana elektroda Dropsens 220AT; (b) Planarna

elektroda na bazi zlatnih listića; (c) Integrisan sistem elektroda na bazi zlatnih listića

u mikrofluidični rezervoar; (d) Realizovani planarni dizajn; (e) Realizovani 3D dizajn.

Ciklična voltametrĳa u 0,5 M sumpornoj kiselini urađena je na komercĳalnoj i

elektrodama na bazi zlatnih listića u cilju utvrđivanja sastava i karakterizacĳe površine

zlata. Rezultati na slici 3.22a pokazuju da svaka od elektroda pokazuje karakteristič-

ne pikove oksidacĳe i redukcĳe zlata, na 0,9 V i 0,5 V u odnosu na sito-štampanu

Ag/AgCl referentnu elektrodu. Potencĳali oksidacĳe i redukcĳe zlata kod elektroda

na bazi zlatnih listića se razlikuju zbog različitih referentnih elektroda, tj. Ag/AgCl

elektrode u slučaju komercĳalne elektrode i zlatne referentne elektrode kod elektroda

na bazi zlatnih listića. Takođe, oblik voltamograma kod elektroda na bazi zlatnih li-

stića pokazuje uske i oštre pikove, što ukazuje na brzu elektrohemĳsku reakcĳu, dok

su pikovi oksidacĳe i redukcĳe zlata kod komercĳalnih elektroda širi što ukazuje na

sporĳu reakcĳu, maseni transport ili difuzĳu u elektrohemĳskoj ćelĳi.

U cilju ispitivanja efektivne površine komercĳalne zlatne sito-štampane elektro-

de, planarne elektrode na bazi zlatnih listića i integrisanih elektroda u mikrofluidični

rezervoar, odrađena je serĳa eksperimenata sa 10 mM kalĳum fero/fericĳanidom pri-

premljenim u PBS puferu. Serĳa voltamograma napravljena je različitim brzinama

skeniranja u opsegu 0,1 V/s - 1 V/s sa korakom 0,1 V/s, slika 3.22b. Svaka od elek-

troda pokazuje jednake pikove oksidacĳe i redukcĳe kompleksa gvožđa i pravilan rast

struje oksidacĳe i redukcĳe u zavisnosti od brzine skeniranja. Analizom rezultata sa

prethodnih grafika, predstavljeni su pikovi oksidacĳe kompleksa gvožđa u zavisno-

sti od korena brzine skeniranja, slika 3.22c. Rezultati pokazuju linearan porast struje

oksidacĳe sa korenom brzine skeniranja. Naime, sa porastom brzine skeniranja, veća
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promena potencĳala se dešava u vremenu, odnosno veća energĳa se predaje jonima u

rastvoru, što rezultuje većom strujom. Drugim rečima, veća brzina skeniranja smanjuje

vreme koje je potrebno jonima da difunduju do elektrode, i samim tim više njih stiže do

elektrode gde se dešava reakcĳa. Na ovaj način dobĳa se porast struje sa korenom brzine

skeniranja, što ukazuje da su procesi na površini elektrode kontrolisani difuzĳom.

Na osnovu Randles-Ševičkove jednačine predstavljene izrazom (3.1.9) može se

izračunati elektroaktivna površina elektroda iz nagiba krive zavisnosti struje od korena

brzine skeniranja, prema izrazu:

𝐴 =
𝑘

2, 69 · 10
5 · 𝐶 · 𝐷1/2 · 𝑛3/2

(3.7.1)

gde 𝑘 predstavlja koeficĳent pravca prave, 2,69·10
5 C

mol

√
V

konstantu, 𝐶 koncentracĳa

jona, 𝑛 broj elektrona koji učestvuje u polureakcĳi i 𝐷 difuzioni koeficĳent. Tabela

3.3 predstavlja izračunate elektroaktivne površine elektroda na osnovu izraza (3.7.1).

Pored elektroaktivne površine, procenjen je i faktor hrapavosti elektroda, definisan

kao odnos geometrĳske i elektroaktivne površine elektrode. Naime, s obzirom na to

da sve elektrode imaju jednaku geometrĳsku površinu radne elektrode jednaku 0,12

cm
2
, faktor hrapavosti opisuje koji udeo površine radne elektrode učestvuje u reakcĳi,

odnosno doprinosi signalu. Rezultati prikazani u tabeli pokazuju da elektrode na bazi

zlatnih listića imaju veću elektroaktivnu površinu u poređenju sa komercĳalnim sito-

štampanim elektrodama, što pokazuje i faktor hrapavosti koji je veći kod elektroda

na bazi zlatnih listića. Kod komercĳalnih elektroda faktor hrapavosti iznosi 0,58, što

ukazuje da elektroda sadrži i druge komponente, najverovatnĳe organske komponente

paste koja se koristi u sito-štampi, koje ne učestvuju u reakcĳi na površini. S druge

strane, kod elektroda na bazi zlatnih listića ovaj faktor je veći ili jednak jedinici, što

potvrđuje njihovu hrapavost i veliku specifičnu površinu.

Tabela 3.3: Poređenje elektroaktivnih površina i faktora hrapavosti komercĳalne

Dropsens elektrode, planarne elektrode na bazi zlatnih listića i elektrode na bazi

zlatnih listića integrisane u mikrofluidičnu komoru (3D).

Proračun/Elektroda Dropsens GLE 4 mm GLE 4 mm 3D

Elektroaktivna

površina (cm
2
)

0,07 0,16 0,12

Faktor hrapavosti 0,58 1,3 1

Konačno, elektrode su ispitane u pogledu stabilnosti tokom 25 ciklusa ciklične

voltametrĳe u 10 mM kalĳum fero/fericĳanidom u PBS puferu. Rezultati na graficima

3.22d pokazuju stabilan signal u slučaju sve tri elektrode sa jasnim pikovima oksidacĳe

i redukcĳe gvožđa unutar redoks para.
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Slika 3.22: (a) Voltamogram zlata u 0,5 M sumpornoj kiselini; (b) Randles-Ševičkov

dĳagram u 10 mM kalĳum fero/ferĳcĳanidu u PBS puferu; (c) Pikovi oksidacĳe i

redukcĳe u funkcĳi korena brzine skeniranja; (d) Stabilnost signala tokom 25 ciklusa u

10 mM kalĳum fero/fericĳanidu u PBS puferu.

U cilju ispitivanja osetljivosti elektroda, pripremljene su različite koncentracĳe ka-

lĳum ferocĳanida/fericĳanida u 10 mM kalĳum hloridu, 10 mM PBS puferu i dejonizo-

vanoj vodi16. Redoks par je pripremljen kao mešavina kalĳum ferocĳanida/fericĳanida

u koncentracĳama od 0,5 mM, 1 mM, 5 mM i 10 mM. EIS karakterizacĳa urađena je

kako za svaku koncentracĳu, tako i u čistom rastvoru (unutrašnji grafici na slici 3.23).

16engl. deionized water, DI
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Rezultati merenja pokazuju padajući trend impedanse sa porastom koncentracĳe re-

doks para, slika 3.23. Slike 3.23a i 3.23b, prikazuju Nikvistove dĳagrame redoks para

pripremljenih u DI vodi i 10 mM KCl, gde se vide različite vrednosti otpora rastvora,

odnosno svaka koncentracĳa redoks probe ima različiti realni deo impedanse. S druge

strane, za redoks par pripremljen u 10 mM PBS puferu, realni deo impedanse ima slič-

ne vrednosti za različite koncentracĳe. Ova doslednost može biti pripisana svojstvima

PBS pufera, koji efikasno odoleva promenama pH vrednosti.

Poređenjem oblika krivih na Nikvistovim dĳagramima za planarnu i 3D kon-

figuracĳu, slike 3.23a i b, može se primetiti dominantnost difuzionog repa kod 3D

konfiguracĳe u poređenju sa planarnom. Naime, geometrĳa tečne faze kod planarnih

elektroda je polusferna, gde se radna i pomoćna elektroda nalaze na bazi polusfere,

dok u slučaju 3D elektrode, oblik tečne faze odgovara cilindru koji je sa gornje i donje

strane zatvoren radnom i pomoćnom elektrodom. Iako je zapremina kapi koja pokriva

radnu i pomoćnu elektrodu u slučaju planarne i 3D konfiguracĳe ista, sama geometrĳa

tečne faze obezbeđuje lakšu difuzĳu kod 3D dizajna.

Slika 3.23: Nikvistovi dĳagrami za različite koncentracĳe redoks para u vodi, kalĳum

hloridu i PBS puferu. Unutrašnji grafici predstavljaju odziv senzora za čist elektrolit

bez redoks para; (a) Planarna elektroda na bazi zlatnih lisića; (b) Elektrode na bazi

zlatnih listića integrisane u mikrofluidičnu komoru.

U nastavku istraživanja ispitan je inovativan metod funkcionalizacĳe elektroda

posredstvom proteina L u cilju realizacĳe biosenzora za detekcĳu tumor biomarkera

HER2.
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3.7.2 Funkcionalizacĳa elektroda za detekcĳu HER2

Šematski prikaz procesa funkcionalizacĳe radne elektrode predstavljen je na slici

3.24. Kao što je opisano kod senzora za detekcĳu S. Typhimurium, samoorganizujući

monosloj merkaptoundekanoične kiseline formira se na površini zlata pomoću tiolne

grupe na jednom kraju lanca. Karboksilna grupa sa druge strane MUA obezbeđuje

mogućnost vezivanja proteina L (pL) na MUA sloj, aktiviranjem karboksilnih grupa

primenom NHS/EDC hemĳe. Konačno, uzimajući u obzir afinitet pL za vezivanje za

IgG antitela, vezivanje Trastuzumab - Tmab (Herceptin) sa pL, posebno omogućavajući

detekcĳu HER2 tumor biomarkera, kao što je prikazano na slici 3.24. Da bi se sprečilo

nespecifično vezivanje, goveđi serum albumin (BSA) je uveden kao blokator u procesu.

Protokol funkcionalizacĳe podrazumeva prekonoćnu inkubacĳu 1 mM MUA pri-

premljene u apsolutnom etanolu na 4 °C. Nanošenje kapi zapremine 1 𝜇L vrši se na

radnu elektrodu, a inkubacĳa se odvĳa u mraku. Nakon prekonoćne inkubacĳe, ispi-

ranje elektrode vrši se etanolom, a potom i DI vodom. Aktivacĳa karboksilnih grupa

MUA, odrađena je nanošenjem 10 𝜇L 50 mM NHS/50 mM EDC pripremljenih u PBS

puferu, na radnu elektrodu jednočasovnom inkubacĳom u mraku. Elektroda se za-

tim ispira DI vodom. Aktivirane karboksilne grupe imaju afinitet ka vezivanju amino

grupe proteina, pa se u sledećem koraku funkcionalizacĳe nanosi 10 𝜇L proteina L

koncentracĳe 0,1 mg/mL i inkubira 1 h. Nakon inkubacĳe i ispiranja pL, na elektrodu

se nanosi BSA koncentracĳe 50 𝜇g/mL i inkubira 20 min u mraku u cilju sprečava-

nja nespecifičnog vezivanja i nespecifičnog doprinosa signalu. U narednom koraku, u

cilju saturacĳe površine elektrode antitelom specifičnim za tumor biomarker HER2 -

herceptinom (Tmab), ponavljajuće inkubacĳe rastućih koncentracĳa Tmab u PBS pufe-

ru rađene su tokom 20 min. Konačno, ovako funkcionalizovana elektroda izložena je

rastućoj koncentracĳi tumor biomarkera HER2 u cilju ispitivanja potencĳala detekcĳe

realizovanog biosenzora.
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Slika 3.24: Šematski prikaz procesa funkcionalizacĳe površine zlata.

Inicĳalna potvrda vezivanja pL za antitelo Tmab, kao i antitela Tmab i tumor

biomarkera HER2, urađena je fluorescentnim testom, gde se svaki događaj vezivanja

antigen-antitelo obeležava sekundardnim antitelom sa fluorescentim elementom. Na

taj način omogućena je potvrda vezivanja antigena i antitela, kao i kvantifikacĳa signala

za različite koncentracĳe vezujućeg antigena.

3.7.3 Flourescentni test

Kao što je opisano, prvobitno testiranje vezivanja pL i antitela Tmab, kao i antitela

Tmab i tumor biomarkera HER2, urađeno je fluorescentnim testom da bi se potvrdilo

vezivanje bioprepoznatljivih elemenata. Postupak je urađen na ploči sa 96 bunarčića, a

merenja su vršena spektrofotometrom za čitanje ploča.

Incĳalno, bunarčići ploče obloženi su sa 0,5 𝜇g/mL pL ili 0,5 𝜇g/mL HER2 i

inkubirani preko noći na 4°C. Ispiranje ploče je obavljeno 4 puta sa 200 𝜇L pufera za

ispiranje (PBS + 0,05% Tween20 (Sigma Aldrich)). U narednom koraku, dodato je 100𝜇L

antitela Tmab i inkubirano 2 h na sobnoj temperaturi. Postupak ispiranja je ponovljen 4

puta sa 200 𝜇L pufera za ispiranje, a sekundarno antitelo dodato je u sledećem koraku.

Naime, 100 𝜇L 1:1000 razblaženog kozjeg anti-humanog (AlexaFluor 488, anti-humani

IgG) dodato je u bunarčiće ploče i inkubirano 1 h na sobnoj temperaturi. Ploča je

isprana 6 puta sa 200 𝜇L pufera za ispiranje i merenja su izvršena spektrofotometrom.

Slika 3.25 sadrži rezultate fluorescencĳe u odnosu na koncentracĳu Tmab u opsegu

od 0,015 mg/mL do 1 mg/mL. Oba rezultata pokazuju događaje vezivanja: S-kriva je

korišćena za fitovanje rezultata, pokazujući linearni trend u opsegu koncentracĳa od
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0,03 mg/mL do 0,25 mg/mL, nakon čega se može primetiti zasićenje signala i za pL i

HER2.

Slika 3.25: (a) Fluorescentni test vezivanja antigen HER2 - antitelo Tmab; (b)

Fluorescentni test vezivanja pL - antitelo Tmab.

Prethodno prikazani rezultati potvrđuju vezivanje antitela Tmab za pL i HER2,

što omogućava vezivanje i na površini elektrode. U narednom koraku, primenom

Raman spektroskopĳe, potvrđeno je vezivanje MUA za površinu zlata, kao i pL za

samoogranizujući sloj MUA na površini zlata. Na taj način je svaki od koraka vezivanja

potvrđen i pored elektrohemĳske detekcĳe, koja će biti opisana u nastavku.

3.7.4 Raman spektroskopĳa površine biosenzora

Ramanska spektroskopĳa predstavlja jednu od brzih tehnika analize materĳala

jer ne zahteva gotovo nikakvu pripremu uzorka. Pored jednostavnosti izvođenja ek-

sperimenta, analizom spektara može se ustanoviti veliki broj informacĳa o strukturi

materĳala vezanih za njegovu uređenost, morfologĳu i prisutne faze. Pri ramanskom

rasejanju foton biva neelastično rasejan na kristalu formiranjem ili anihilacĳom fonona.

Ramansko rasejanje prvog reda uzrokovano je od strane fonona sa talasnim vekto-

rom u centru Briluenove zone zbog očuvanja impulsa u procesu rasejanja svetlosti.

Fononi predstavljaju „potpis“ hemĳskih veza i u spektru prvog reda može se utvrditi

prisutnost faza, dok s druge strane Ramansko rasejanje drugog reda je često slabĳeg

intenziteta i daje mogućnost analize kristalne ili amorfne strukture materĳala.

Pri primeni Ramanske spektroskopĳe za karakterizacĳu koraka funkcionalizacĳe

biosenzora, utvrđuje se postojanje novoformiranih veza za svaki korak funkcionaliza-

cĳe na površini elektrode. U eksperimentalnom delu snimljeni su spektri zlata napa-

renog na staklenu podlogu, nakon nanošenja samoorganizujućeg sloja MUA i nakon
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vezivanja pL za površinu. Snimanja su vršena laserom talasne dužine 532 nm u opse-

gu talasnih brojeva od 100 do 2000 cm
−1

, snagom 9 mW i 10 snimanja sa vremenom

ekspozicĳe od 20 s. Za snimanje je korišćen Raman Horiba XploRA Plus.

U cilju utvrđivanja formiranog samoorganizujućeg monosloja na zlatu potrebno

je utvrđivanje veze između tiolne grupe MUA i metala. Ranĳa istraživanja pokazuju

da se -SH grupa vezuje za zlato hemisorpcĳom [192, 193]. Pik koji potiče od Au-S

veze detektovan je u spektru na 260 cm
−1

, što je u skladu sa prethodnim objavljenim

rezultatima [194–196], slika 3.26a. Za analizu Raman spektra nakon nanošenja pL,

odrađena je dekonvolucĳa pikova u oblasti talasnih brojeva 1200 - 1800 cm
−1

u cilju

detekcĳe amino grupa proteina L.

Sa Ramanovom spektroskopĳom, nekoliko vibracionih modova može se koristiti

za detekcĳu i analizu strukture proteina. Sledeća tri pika su od glavnog interesa za

identifikacĳu različitih potvrda proteinske strukture: amid I (vibracĳa istezanja C=O u

opsegu 1600–1690 cm
−1

), amid II (1480–1580 cm
−1

) i amid III (oba povezana sa spregnu-

tim C–N istezanjem i N–H savĳajuće vibracĳe peptidne grupe 1230–1300 cm
−1

). Talasni

broj amidnih modova odražava strukturu glavnog polipeptidnog lanca bez obzira na

bočne grupe [197]. Rezultati predstavljeni na slici 3.26b prikazuju pojavljivanje dva

karakteristična pika na 1556 cm
−1

i na 1756 cm
−1

nakon nanošenja pL, što odgovara

pikovima amid II i amid III veza.

Slika 3.26: (a) Raman spektroskopĳa zlata, zlata sa MUA, zlata sa MUA i proteinom L

u opsegu od 100 do 2000 cm
−1

; (b) Dekonvolucĳa pikova u u opsegu od 1200 do 1800

cm
−1

za zlato sa MUA, i nakon nanošenja pL.
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Primenom Raman spektroskopĳe na uzorku zlata naparenog na staklenu po-

dlogu, potvrđeno je postojanje veza između MUA i zlata, kao i imobilizacĳa pL na

površini. Na ovaj način potvrđeno je postojanje veza funkcionalizacĳe na površini pre

same elektrohemĳske detekcĳe.

3.7.5 Elektrohemĳska detekcĳa HER2

U cilju realizacĳe elektrohemĳskog biosenzora za detekcĳu tumor biomarkera

HER2, elektrohemĳski je ispitano vezivanje svakog od slojeva funkcionalizacĳe za

površinu radne elektrode, kao što je opisano u poglavlju 3.7.2. Elektrode na bazi zlatnih

listića upoređene su sa komercĳalnim Dropsens elektrodama u pogledu osetljivosti i

dinamičkog opsega detekcĳe.

Rezultati na slici 3.27a i d, predstavljaju rezultate elektrohemĳske karakterizacĳe

elektrohemĳskom impedansnom spektroskopĳom nakon svakog od koraka funkcio-

nalizacĳe za elektrodu na bazi zlatnih listića (GLE) i komercĳalnu Dropsens elektrodu

(DS). U cilju dobĳanja potpunog polukruga sa difuzionim repom, koncentracĳa od 1

mM MUA korišćena je u slučaju elektroda na bazi zlatnih listića, dok je u slučaju DS

elektroda korišćena koncentracĳa od 10 mM. U oba slučaja nakon nanošenja samoorga-

nizujućeg sloja MUA, nanosi se 100 𝜇g/mL pL, a zatim i 50 𝜇g/mL BSA pripremljenim

u PBS puferu. U oba slučaja, DS i GLE elektrode, pokazuju rast impedanse ukazujući

na formiranje svakog od slojeva funkcionalizacĳe na površini.

Dalja procedura funkcionalizacĳe podrazumeva uzastopne inkubacĳe rastućih

koncentracĳa Herceptina u opsegu 0,1 ng/mL do 1000 ng/mL, slika 3.27. Sa porastom

koncentracĳe Tmab, raste i broj vezanih antitela za pL na površini elektrode, što se

ogleda porastom impedanse. Konačno, ovako funkcionalizovana elektroda izložena je

rastućoj koncentracĳi tumor biomarkera HER2 u opsegu 0,1 ng/mL do 1000 ng/mL.

Rezultati na slici 3.27c i f prikazuju rastući trend impedanse za porast koncentracĳe

HER2, s tim da se u slučaju DS elektroda jasno uočava saturacĳa za koncentracĳe

iznad 10 ng/mL, dok se kod elektroda na bazi zlatnih listića ne uočava saturacĳa ni za

koncentracĳu 1000 ng/mL.

90



3.7. Biosenzor za detekcĳu tumor biomarkera HER2 na bazi zlatnih listića

Slika 3.27: (a) Koraci funkcionalizacĳe elektrode na bazi zlatnih listića; (b) Zasićenje

elektrode na bazi zlatnih listića herceptinom (Tmab); (c) Detekcĳa tumor biomarkera

HER2 elektrode na bazi zlatnih listića; (d) Koraci funkcionalizacĳe Dropsens

elektrode; (e) Zasićenje Dropsens elektrode herceptinom (Tmab); (f) Detekcĳa tumor

biomarkera HER2 Dropsens elektrodom.

Konačno, rezultati su fitovani sa ekvivalentnim kolom predstavljenim na slici 3.3.

Relativna promena signala izračunata je u odnosu na BSA funkcionalizovanu elektro-

du za Tmab saturacĳu, dok je za HER2 detekcĳu izračunata u odnosu na 1000 ng/mL

Tmab. Rezultati na slici 3.28a pokazuju rastući trend sa porastom koncentracĳe antitela

Tmab bez naznaka saturacĳe signala, dok se u slučaju komercĳalne elektrode, slika

3.28a, saturacĳa javlja nakon 100 ng/mL. Odziv detekcĳe Tmab za GLE opisan je line-

arnom jednačinom 𝑦 = 39, 978𝑥 + 62, 195,R2 = 0, 9854, dok je na Dropsens elektrodi

odziv opisan sa 𝑦 = 14, 118𝑥 + 17, 774,R2 = 0, 9763. Obe elektrode pokazuju dobru

linearnost detekcĳe herceptina pomoću predložene konfiguracĳe. S druge strane, u slu-

čaju detekcĳe tumor biomarkera, slika 3.28b, elektroda na bazi zlatnih listića pokazuje

linearan rastući trend, 𝑦 = 12, 145𝑥 + 24, 589,R2 = 0, 9507, dok se kod komercĳalne

elektrode kriva detekcĳe HER2 prikazuje tipičan sigmoidan oblik sa zasićenjem nakon

10 ng/mL.
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Slika 3.28: Relativna promena signala elektrode na bazi zlatnih listića i komercĳalnih

Dropsens elektroda; (a) Za različite koncentracĳe herceptina (Tmab); (b) Za različite

koncentracĳe tumor biomarkera HER2.

Prethodni rezultati pokazuju značajno bolje performanse detekcĳe senzora re-

alizovanog pomoću elektroda na bazi zlatnih listića u poređenju sa komercĳalnim

elektrodama. U nastavku istraživanja, ispitana je specifičnost detekcĳe predloženog

biosenzora sa nespecifičnim proteinima pripremljenim u PBS puferu. Takođe, finalna

validacĳa specifičnosti detekcĳe odrađena je detekcĳom tumor biomarkera u komplek-

snoj matrici, ćelĳskom medĳumu, koji sadrži veliki broj nespecifičnih komponenata.

Grafik na slici 3.29 predstavlja upoređene odzive detekcĳe za različite koncentra-

cĳe specifičnog biomarkera HER2 i nespecifičnih proteina kao što su antitelo za E. coli,
BSA i fibrinogen (FBG), testirani u koncentracĳi od 100 ng/mL. Predstavljeni rezultati

pokazuju da je signal specifičnog biomarkera znatno veći u poređenju sa nespecifičnim,

dok je odziv senzora za najmanju ispitanu koncentracĳu od 0,1 ng/mL HER2 u nivou

signala nespecifičnih proteina. U realnim uzorcima, retko se pronalaze velike koncen-

tracĳe nespecifičnih proteina, tako da ovaj rezultat ne umanjuje potencĳal detekcĳe

predloženog senzora.
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Slika 3.29: Specifičnost detekcĳe HER2 senzora. Relativna promena otpora prenosu

naelektrisanja izračunata je prema izrazu: 𝛿(%) = 𝑅𝑐𝑡(𝑐𝑐)−𝑅𝑐𝑡(1000 𝑛𝑔/𝑚𝐿 𝑇𝑚𝑎𝑏)
𝑅𝑐𝑡(1000 𝑛𝑔/𝑚𝐿 𝑇𝑚𝑎𝑏)

.

Sledeći korak u validacĳi performansi senzora ispitan je za primenu biosenzora

za detekcĳu u kompleksnoj matrici ćelĳskog medĳuma.

3.7.6 Detekcĳa HER2 u ćelĳskom medĳumu

Medĳum za kultivacĳu ćelĳa (Gibco CO2 Independent Medium, Fisher Scientific)

pripremljen je sa 10% seruma (Fetal Bovine Serum, Sigma), 1% antibiotika (Penicillin-

Streptomycin, Sigma), 1% L-glutamina i 88% medĳuma. Ovakav medĳum razređen je

u odnosu 1:10 sa DI vodom, a različite koncentracĳe tumor biomarkera HER2 pripre-

mljene u opsegu od 0,1 ng/mL do 1000 ng/mL.

S obzirom na to da je medĳum kompleksna matrica, gde postoji veliki broj nespe-

cifičnih komponenata koje mogu prividno da doprinesu signalu i izazovu pogrešan

utisak detekcĳe specifičnog biomarkera, kontrolni test zasićenja površine elektrode

inkubacĳom medĳuma bez specifičnog biomarkera, odrađen je ponavljajućom inkuba-

cĳom medĳuma na zasićenoj elektrodi. Naime, inicĳalno zasićenje senzora odrađeno

je tokom 2 h inkubacĳe medĳuma bez tumor biomarkera, a nakon toga ponavljajuća

inkubacĳa medĳuma u toku 20 min urađena je da bi se potvrdila konstantnost signala

bez tumor biomarkera, odnosno da bi se utvrdilo da doprinos signala potiče od speci-

fičnog biomarkera, a ne od nespecifičnih komponenata medĳuma, koji mogu ostati na

površini usled elektrostatičkih ili drugih interakcĳa, slika 3.30.

93



3.7. Biosenzor za detekcĳu tumor biomarkera HER2 na bazi zlatnih listića

Grafik na slici 3.30 prikazuje relativnu promenu otpora prenosu naelektrisanja

za ponavljajuće inkubacĳe medĳuma na elektrodi u odnosu na elektrodu zasićenu

inkubacĳom tokom 2 h. Rezultati prikazuju konstantan signal nakon ponavljajuće in-

kubacĳe medĳuma, što potvrđuje da je elektroda zasićena nespecifičnim komponen-

tama iz medĳuma i da doprinos porastu impedanse u eksperimentima sa specifičnim

biomarkerom ne potiče od medĳuma.

Slika 3.30: Kontrolna merenja sa ponavljajućom inkubacĳom medĳuma. Relativna

promena otpora prenosu naelektrisanja izračunata je prema izrazu:

𝛿(%) = 𝑅𝑐𝑡(𝑐𝑐)−𝑅𝑐𝑡(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑗𝑢𝑚)
𝑅𝑐𝑡(𝑚𝑒𝑑𝑖𝑗𝑢𝑚)
.

Finalna validacĳa detekcĳe tumor biomarkera u medĳumu odrađena je inkubaci-

jom tokom 20 min za rastuće koncentracĳe tumor biomarkera na elektrodi prethodno

zasićenoj medĳumom. Rezultati odziva senzora za različite koncentracĳe tumor bio-

markera predstavljeni su na slici 3.31. Grafik na slici 3.31a prikazuje oblik Nikvistovog

dĳagrama bez difuzionog repa i iz tog razloga predloženo električno kolo za fitovanje

rezultata, predstavljeno na unutrašnjem grafiku, ne sadrži Varburgov element. Takođe,

rezultati pokazuju rastući trend impedanse za porast koncentracĳe tumor biomarke-

ra HER2. Kriva zavisnosti relativne promene otpora prenosu naelektrisanja, predsta-

vljena je na slici 3.31b, gde se vidi linearna zavisnost detekcĳe, opisana jednačinom

𝑦 = 16, 62𝑥 + 29, 765,R2 = 0, 9431. Predstavljeni rezultati prikazuju odličan potencĳal

detekcĳe predloženog senzora i u kompleksnim uzorcima, poput ćelĳskog medĳuma.
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Slika 3.31: (a) Nikvistovi dĳagrami za različite koncentracĳe HER2 u medĳumu;

Unutrašnji grafik: Električno kolo za fitovanje rezultata; Tačke na grafiku predstavljaju

merenja, dok kriva predstavlja fitovane rezultate; (b) Relativna promena otpora

prenosu naelektrisanja u zavisnosti od koncentracĳe HER2 u medĳumu.

3.7.7 Diskusĳa i zaključak

U okviru doktorske disertacĳe razvĳen je senzor za detekcĳu tumor biomarkera

HER2 na bazi novog načina imobilizacĳe Herceptina posredstvom proteina L. Veziva-

nje Herceptina i proteina L, kao i proteina L i HER2 potvrđeno je fluorescentnim testom.

Imobilizacĳa samoorganizujućeg monosloja MUA potvrđena je Raman spektroskopi-

jom, kao i vezivanje proteina L za karboksilne grupe MUA. Na taj način potvrđeno

je vezivanje svih komponenata sloja bioprepoznatljivih elemenata i pre same elek-

trohemĳske detekcĳe. Elektrohemĳskom impedansnom spektroskopĳom potvrđeno je

vezivanje svake od komponenata na elektrodama na bazi zlatnih listića. Potencĳal de-

tekcĳe predloženog biosenzora validiran je detekcĳom HER2 biomarkera u ćelĳskom

medĳumu. Pored predstavljene primene senzora za detekcĳu HER2 biomarkera, pre-

dloženi senzor pokazuje i potencĳal detekcĳe samih antitela (Herceptina) posredstvom

proteina L, što može potencĳalno imati primenu u farmaceutskoj industrĳi.

U okviru doktorske disertacĳe prvi put je upotrebljen protein L za orĳentisanu

imobilizacĳu antitela na površini elektrode. Naime, direktna imobilizacĳa antitela na

površini biosenzora u opštem slučaju ne garantuje optimalnu orĳentacĳu vezanih an-

titela. Iz tog razloga u literaturi su predložene imobilizacĳe proteina A i G, proteina

bakterĳskog porekla, koji se uglavnom koriste u prečišćavanju antitela kao kovalentno

vezani za agarozu ili kao biokonjugovane nanočestice [198, 199]. Prednost proteina L

u odnosu na proteine A i G ogleda se u njegovoj mogućnosti vezivanja pored mono-

klonalnih antitela i fragmenata antitela, s obzirom na region antitela za koji se vezuje

95



3.7. Biosenzor za detekcĳu tumor biomarkera HER2 na bazi zlatnih listića

[200].

Kao što je rečeno u krvi zdravih osoba nalazi se u opsegu 4 - 14 ng/mL, dok

se kod pacĳentkinja sa karcinomom dojke nalazi u opsegu 15 - 75 ng/mL. Rezultati

istraživanja pokazuju da je predloženi senzor na bazi zlatnih listića uspešno detektovao

ove opsege koncentracĳa. Limit detekcĳe procenjen je na osnovu srednje vrednosti

izmerenog signala bez biomarkera i standardne devĳacĳe merenja. Naime dodavanjem

trostruke vrednosti standardne devĳacĳe srednjoj vrednosti signala bez biomarkera i

procenjena na osnovu kalibracione krive. Limiti detekcĳe procenjeni su na 0,02 ng/mL

u PBS puferu, dok je 0,03 ng/mL limit detekcĳe procenjen u medĳumu što je značajno

manje od vrednosti HER2 koja se detektuje kod zdravih osoba i kod HER2 pozitivnih

pacĳentkinja.

Tabela 3.4 poredi predložene biosenzore za HER2 iz literature. Naime, predlo-

ženi senzori koriste napredne nanotehnologĳe u cilju povećanja osetljivosti detekcĳe

senzora. Kao i kod prethodnih senzora najčeše korišćene podloge za elektrohemĳsku

detekcĳu su zlatne [201, 202] i ugljenične elektrode [203–207]. U cilju povećanja efektiv-

ne površine pomenutih elektroda primenjuju se nanomaterĳali poput nanočestica zlata

[206, 208], rodĳuma [190], gvožđa [208], itd., dok se često koriste i 2D nanomaterĳali

poput grafena i grafen oksida [190]. Novĳa istraživanja koriste i metaloorganske mreže

(eng. Metal–organic framework, MOF) za realizacĳu biosenzora sa izuzetno osetljivim

osobinama detekcĳe [208, 209]. Svaki od predloženih senzora limitom detekcĳe i di-

namičkim opsegom detekcĳe odgovara potrebama osetljivosti i specifičnosti detekcĳe

HER2 tumor biomarkera. Međutim, predložene tehnologĳe zahtevaju skupu opremu,

hemikalĳe i obučeno osoblje za realizacĳu svakog od opisanih senzora. Iako pojedina

rešenja imaju bolji limit i dinamički opseg detekcĳe, s obzirom na opseg detekcĳe neop-

hodan za komercĳalnu upotrebu, ove osobine nisu neophodne za upotrebu u praksi. S

druge strane, predloženo rešenje na bazi zlatnih listića prevazilazi sva druga rešenja u

pogledu jednostavnosti i cene izrade senzora za direktnu detekcĳu HER2 biomarkera

bez dodatnih pojačavača signala. Na ovaj način elektrode na bazi zlatnih listića, pored

detekcĳe bakterĳa, pokazale su veliki potencĳal i za primenu u detekcĳi biomarkera.
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Tabela 3.4: Metode detekcĳe, dinamički opsezi i limit detekcĳe HER2 iz prethodnih

istraživanja.

Metod detekcĳe Materĳal

Dinamički

opseg (ng/mL)

LD

(ng/mL)

Ref.

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

Grafenom modifikovane

nanočestice rodĳuma

10 - 500 0,667 [190]

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

GCE sa PEDOT i peptidni

hidrogel

0,1 - 1000 45×10
−3

[203]

Voltametrĳa

pravougaonog

impulsa

Cd
2+

-

aptamer@AMNFs@ZIF-67

nanokompozit

0 - 1 4,8×10
−6

[209]

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

GCE sa PEG i peptidom 0,001 - 1000 4,4×10
−4

[205]

Voltametrĳa

pravougaonog

impulsa

Zlatne elektrode 0,001 - 0,1 4,7×10
−5

[201]

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

Zlatne elektrode 0,1 - 100 0,08 [202]

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

Ugljenične elektrode

modifikovane Fe3O4

nanočesticama

5×10
−4

- 50 2×10
−5

[207]

Diferencĳalna

pulsna

voltametrĳa

Zlatne

nanočestice@HRP@ZIF-8

50×10
−6 − 50 16,8×10

−6
[208]

Elektrohemĳska

impedansna

spektroskopĳa

Elektrode na bazi zlatnih

listića

0,1 - 1000 0,02 Rezultati
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3.8 LOC platforma za monitoring glukoze u realnom vre-
menu u tečnim analitima

Senzori za glukozu17 (Glc) predstavljaju važan aspekt istraživanja i razvoja u bio-

medicini i zdravstvu. Potreba za naprednim senzorima proizlazi iz važnosti praćenja

glukoze u različitim biološkim uzorcima, uključujući krv, urin, intersticĳsku tečnost,

znoj, dah, pljuvačku i očne tečnosti [210, 211]. Pored toga, monitoring glukoze često

se koristi u prehrambenom sektoru za kontrolu kvaliteta i bezbednosti hrane [212]. S

obzirom na to da je glukoza glavni nutrĳent za rast ćelĳa, biosenzori za monitoring

glukoze nalaze primenu i u ćelĳskim kulturama zbog važnosti uvida u njihov metabo-

lizam. Ramanova spektroskopĳa, tečna hromatografija visokih performansi (HPLC) i

druge skupe i dugotrajne spektroskopske tehnike mogu se koristiti za praćenje glukoze

u ćelĳskoj kulturi [213].

Do sada su predložene različite metode za detekcĳu glukoze, kao što su enzimski

testovi [214], kolorimetrĳski testovi [215] i biosenzori [216]. Enzimski testovi koriste

enzime kao što je glukoza oksidaza18 (GOx) za pretvaranje glukoze u vodonik peroksid

(H2O2), koji se zatim detektuje pomoću kolorimetrĳskog indikatora. Biosenzori na bazi

fluorescencĳe [217] ili elektrohemĳski biosenzori [218], omogućavaju precizno praćenje

nivoa glukoze u realnom vremenu, omogućavajući zamenu medĳuma po potrebi kako

bi se obezbedio optimalan rast i produktivnost ćelĳa. Najčešći metod za detekcĳu

glukoze u mikrofluidičnim sistemima zasniva se na enzimskim reakcĳama, gde enzim

katalizuje oksidacĳu glukoze da bi se stvorio vodonik peroksid. Detekcĳa vodonik

peroksida može se vršiti korišćenjem različitih tehnika, kao što su elektrohemĳske ili

optičke metode.

Senzori za glukozu su od suštinskog značaja u mnogim aspektima biomedi-

cinskog istraživanja i razvoja, a novĳa istraživanja kombinuju prethodno pomenute

principe sa kontrolom i manipulacĳom tečnostima na submilimetarskoj skali, čineći

senzore delovima kompleksnih minĳaturizovanih sistema za analizu i eksperimente

na mikroskali [219–221]. Kao što je opisano u uvodnom delu disertacĳe LOC sistemi

sadrže više integrisanih operacĳa kao što su mešanje na mikroskali [222], separacĳa

čestica [223], DNK ekstrakcĳa i amplifikacĳa [224], detekcĳa [225] itd.

Važni delovi LOC sistema su mikrofluidični mešači [226, 227], koji se mogu klasifi-

kovati kao aktivni ako spoljašnja energĳa aktuatora ubrzava proces mešanja, ili pasivni

koji radi bez spoljašnjih aktuatora. Nedavno predloženi aktivni mikromešači koriste

akustičko aktiviranje [228], električno polje [229], magneto-hidrodinamičku silu [230],

itd., kao eksterni aktuator mešanja. Aktivni mešači omogućavaju brže mešanje i kraću

17engl. Glucose, Glc

18engl. Glucose oxidase, GOx
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dužinu miksera od pasivnih, ali njihova integracĳa u složene sisteme je izazovan za-

datak. S druge strane, pasivni mešači sadrže složene oblike mikrofluidičnih kanala da

stimulišu proces mešanja i njihovo vreme mešanja je veće od vremena mešanja aktivnih

mikromešača. U literaturi su predloženi različiti pasivni mešači zasnovani na različitim

geometrĳskim oblicima, uključujući serpentine [231], meandre [232] i paralelogramske

barĳere [233], ili 3D topologĳe kao što su T-mešač, mešači oblika gusenice ili Teslinog

ventila [234].

3.8.1 Mikrofluidika i tehnologĳe izrade mikrofluidičnih čipova

Iako se pod mikrofluidikom podrazumeva nauka i tehnologĳa o toku i manipu-

lacĳi fluida na mikroskali, novĳa istraživanja pod mikrofluidikom podrazumevaju i

manipulacĳu malim količinama tečnosti kako unutar kanala i tako van kanala, kao i

LOC sisteme sa integrisanim senzorima.

Naime, ponašanje fluida na mikroskali, gde je dominantan laminaran tok, značaj-

no se razlikuje u odnosu na makroskalu. Osnovna razlika između makro i mikrotoka

ogleda se u dominacĳi površinskih sila u odnosu na zapreminske. Efekti trenja, elek-

trostatička i viskozna sila rastu sa smanjenjem veličine sistema. Na taj način osobine

fluida koje su funkcĳe površine imaju veći uticaj na fluid nego svojstva koja zavise od

zapremine fluida. Takođe, fundamentalna razlika između mikro i makrotoka postoji i

usled uticaja zidova kanala u kojima se tečnost kreće na sam tok. Fluid u tankom sloju

u blizini zida kanala oseća njegov uticaj, dok je fluid izvan te oblasti okarakterisan

veličinama za unutrašnji deo toka – njegovom brzinom i temperaturom. Dominantan

uticaj zidova kanala na mikrotok, može se iskoristiti za kontrolu i manipulacĳu toka

neuporedivo više u odnosu na makrotokove. Osobine uređenosti i predvidivosti lami-

narnog toka na mikroskali čine ga dobrim okruženjem za ispitivanje bioloških sistema

[235, 236].

Brojne tehnologĳe korišćene su za realizacĳu mikrofluidičnih čipova kao što su

PDMS (polidimetilsiloksan), mikromolding, mikromašinska obrada, 3D štampa, ili

ksirografija. Iako PDMS tehnologĳa proizvodi dugotrajne čipove koji su optički trans-

parentni i biokompatibilni, njihov proces proizvodnje je složen, dugotrajan i skup [237].

Štaviše, PDMS tehnologĳa zahteva složen proces litografije i optimizacĳu dizajna, što

zahteva ponavljanje kompletnog toka proizvodnje. Novĳa istraživanja koriste polimere

kao zamenu za dobro uspostavljene tehnologĳe izrade na bazi silicĳuma i stakla, po-

sebno sa razvojem novih termoplastičnih materĳala. Jedna od tehnologĳa zasnovana je

na PMMA polimeru koji ima odličnu optičku transparentnost i stoga se široko koristi u

biomedicinskim primenama. PMMA se obično mikromašinski obrađuje pomoću CNC

mašine19 (kompjuterska numerički kontrolisana mašina) ili lasera, dok tehnike lami-

19engl. Computer Numeric Control
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nacĳe više slojeva zahtevaju korišćenje pritiska ili hemĳskog tretmana [238]. S druge

strane, mikromolding je tehnika za proizvodnju mikrofluidičnih čipova u polimerima

korišćenjem kalupa sa negativom željene geometrĳe. Iako tehnologĳa mikromoldinga

zahteva nekoliko koraka uključujući pripremu kalupa, otisak polimera materĳala, očvr-

šćavanja polimera, može se koristiti u mnogim biomedicinskim primenama [239–241].

Pored toga, u literaturi su predložene mnoge tehnologĳe hibridne izrade kako bi se

prevazišli postojeći nedostaci prethodno navedenih tehnologĳa i smanjila cena i vreme

izrade. Jedna od hibridnih tehnologĳa, nedavno predložena, kombinuje proces laser-

ske mikromašinske obrade nesinterovane staklokeramike sa ksirografijom, nudi brzu

jeftinu proizvodnju čipova i omogućava realizacĳu složenih i višeslojnih geometrĳa

kanala [242].

Takođe, novĳa istraživanja sve više koriste tehnologĳu 3D štampe za izradu mi-

krofluidičnih komponenti. Kao tehnologĳa koja može da obezbedi geometrĳski složene

strukture u jednom koraku na mikroskali uz obezbeđivanje pristupačne i vremenski

efikasne proizvodnje, 3D štampa je postala perspektivan proizvodni proces za mikro-

fluidične sisteme [243, 244]. Postoje brojne metode 3D štampanja koje se mogu koristiti

za različite primene kao što su modelovanje fuzionog taloženja20 [245], selektivno laser-

sko sinterovanje21 [246], fotopolimerna inkjet štampa22 [247], proizvodnja laminiranih

objekata23 [248], stereolitografija24 [249], itd. Stereolitografski (SLA) štampači uneli su

novine u mnoge proizvodne procese svojom sposobnošću da lako proizvode precizne

strukture. U ovom procesu, laser se koristi za očvršćavanje slojeva fotopolimerne smo-

le. Procedura počinje deljenjem 3D modela na slojeve, nakon čega sledi projektovanje

lasera na podlogu od fotopolimerne smole. Laser selektivno očvršćava smolu, sloj po

sloj, konstruišući željeni dizajn. Zbog svoje visoke rezolucĳe i preciznosti, SLA je obično

poželjan izbor za proizvodnju, razvoj i testiranje različitih dizajnova i struktura kanala.

Nedavne studĳe pokazuju da na ovaj način proizvedeni mikrofluidični uređaji mogu

da se koriste u širokom spektru primena, od ćelĳske kulture [250] do hemĳske sinteze

[251] i biosenzora [252].

U nastavku disertacĳe biće predstavljen princip elektrohemĳske detekcĳe na bazi

reakcĳe enzima i glukoze, koji je iskorišćen za detekcĳu glukoze unutar LOC platforme.

3.8.2 Elektrohemĳsko-enzimsko određivanje koncentracĳe glukoze

Osnovni princip detekcĳe korišćen u implementiranom senzoru bazira se na elek-

trohemĳskoj detekcĳi vodonik peroksida, koji nastaje usled reakcĳe između glukoze i

20engl. Fused Deposition Modeling
21engl. Selective Laser Sintering
22engl. Photopolymer Inkjet Printing
23engl. Laminated Object Manufacturing
24engl. stereolithography
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enzima glukoza oksidaze. Reakcĳa može biti izražena na sledeći način:

glukoza + O2 + H2O

GOx−−−→ glukonska kiselina + H2O2. (3.8.1)

Oksidacĳom vodonik peroksida do O2 i H
+

dobĳaju se dva elektrona. Ova struja, koja

se detektuje u hronoamperometrĳi, odgovara elektronima generisanim tokom reakcĳa

oksidacĳe ili redukcĳe. Važno je napomenuti da vrednost potencĳala na kojem se odvĳa

oksidacĳa specifična je za hemĳski sistem koji se proučava i zavisi od tipa referentne

elektrode. Za svaku mol 𝛽-D-glukoze u uzorku, oksidacĳa enzima GOx proizvodi

jedan mol glukonske kiseline i jedan mol H2O2. Elektrohemĳski, H2O2 može proći

kroz dvostruku oksidacĳu elektronima kako bi se formirali O2 i H
+
, što je izraženo u

sledećoj reakcĳi:

H2O2 ⇄ O2 + 2H
+ + 2e

−. (3.8.2)

Ovaj proces omogućava identifikacĳu prisustva i koncentracĳe H2O2, čime se posredno

meri koncentracĳa 𝛽-D-glukoze u uzorku [253]. Aktivnost enzima glukoza oksidaze

najbolja je u opsegu pH vrednosti od 5,1 do 5,5. Iz tog razloga neophodno je prilago-

diti pH uzorka na taj opseg vrednosti, da bi enzim bio maksimalno efikasan. Iz tog

razloga predložena LOC platforma sadrži dva mikromešača, jedan za prilagođavanje

pH vrednosti uzorka, a drugi za mešanje malih količina uzorka i enzima.

3.8.3 Teorĳska i numerička analiza

Kao što je rečeno, predstavljena LOC platforma sadrži dva mikrofluidična miksera

sa dizajnom serpentine i prostor za integracĳu komercĳalnih DropSens elektroda,

slika 3.32. Opisani čip može se povezati sa bioreaktorom iz kog se periodično uzima

tečni uzorak. Prvi mikromešač koristi se za mešanje ćelĳskog medĳuma i sirćetne

kiseline da bi se pH mešanog rastvora podesio na 5,1, s obzirom na to da je aktivnost

enzima najbolja u opsegu pH od 5,1 do 5,5. Analitičkim proračunom procenjen je odnos

zapremina mešanja ili odnos brzina protoka medĳuma i sirćetne kiseline, na osnovu

pH vrednosti medĳuma i sirćetne kiseline na dva ulaza. Nakon prvog mikromešača,

drugi mikromešač meša medĳum (sa prilagođenim pH) sa enzimom, GOx, i usmerava

mešani analit u senzorsku komoru, gde se nalazi integrisana elektroda. Na osnovu

merenja na elektrodi, vrši se procena koncentracĳe glukoze, što će biti detaljno opisano

u sekcĳi sa rezultatima.
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Slika 3.32: Šematski prikaz koncepta detekcĳe glukoze.

Proračun odnosa protoka medĳuma i sirćetne kiseline vrši se na osnovu poznate

jednačine za mešanje dva analita sa različitim pH vrednostima i definicĳe protoka.

Procena pH vrednosti smeše dve tečnosti sa različitim pH vrednostima opisana je

izrazom (3.8.3):

[𝐻+]1𝑉1 + [𝐻+]2𝑉2 = [𝐻+]𝑢𝑘𝑉𝑢𝑘 , (3.8.3)

gde su [𝐻+]1, [𝐻+]2, [𝐻+]𝑢𝑘 koncentracĳe vodonikovih jona u ćelĳskoj sredini, sirćetne

kiseline i u ukupnom mešanom rastvoru, respektivno, dok su𝑉1,𝑉2 i𝑉𝑢𝑘 odgovarajuće

zapremine. S obzirom na to da je vreme toka jednako za obe tečnosti, ukupna zapremina

se može izraziti preko odnosa protoka sirćetne kiseline i medĳuma,𝑄2/𝑄1, izraz (3.8.4):

𝑉𝑢𝑘 = 𝑉1

(
1 + 𝑄2

𝑄1

)
. (3.8.4)

Konačno, zamenom izraza (3.8.4) u izraz (3.8.3) dobĳa se odnos protoka enzima i

medĳuma na ulazima u čip:

𝑄2

𝑄1

=
[𝐻+]𝑢𝑘 − [𝐻+]1
[𝐻+]2 − [𝐻+]𝑢𝑘

. (3.8.5)

Na osnovu poznate pH vrednosti medĳuma, koja se uglavnom meri kao parametar

tokom procesa kultivacĳe ćelĳa, može se napraviti algoritam za automatski tok tečnosti

kroz LOC platformu da bi se postigla konstantna pH vrednost na senzoru.
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3.8.4 Optimizacĳa performansi mešanja primenom softera Comsol
Multiphysics

Performanse predloženog mikrofluidičnog mešača analizirane su korišćenjem

softvera Comsol Multiphysics 6.0® (Švedska). Softver rešava parcĳalne diferencĳalne

jednačine primenom metoda konačnih elemenata25. Za simulacĳe mešanja na mikro-

skali, korišćeni su moduli laminarnog toka (engl. Laminar flow) i transporta razređenih

materĳa (engl. Transport of Diluted species). Modul laminarnog toka opisuje fiziku toka

fluida na mikroskali, a jednačine kojima se kretanje fluida opisuje su Navĳer-Stoksova

jednačina i jednačina kontinuiteta [254]. S druge strane, modul transporta razređenih

materĳa omogućava mešanje različitih koncentracĳa boja na osnovu Fikovog zakona

difuzĳe [255].

Model mešača na bazi serpentine predstavljen je na slici 3.33a. U simulacĳama

su mešane tečnosti nalik vodi sa gustinom fluida od 1000 kg/m
3

i dinamičkom visko-

znošću od 8,9×10
−4

Pa · s. U simulacĳama je korišćen tzv. no-slip granični uslov koji

podrazumeva da je brzina fluida u sloju koji je u direktnom kontaktu sa zidom kanala

identičan brzini zida kanala. Da bi se ispitale performanse mešača u simulacĳama,

mešanje dve tečnosti sa koncentracĳom boje 0 i 1 mol/m
3

simulirane su za različite

protoke. Mera homogenosti izmešanih tečnosti duž poprečnog preseka kanala ispita-

na je na probama (engl. probe) na ulazu, prvoj, drugoj i trećoj serpentini, poslednjoj

serpentini i na izlazu, slika 3.33a. Performanse mešača opisane su sa indeksom me-

šanja26(MI). Indeks mešanja uzmi vrednosti između 0 i 1, za potpuno neizmešane i

izmešane tečnosti, respektivno. Izrazom (3.8.6) opisan je MI duž poprečnog preseka

kanala:

MI = 1 −
∫
|𝑐 − 𝑐∞ | d𝑥∫
|𝑐0 − 𝑐∞ | d𝑥

, (3.8.6)

gde 𝑐 predstavljaju normalizovanu koncentracĳu duž poprečnog preseka kanala, 𝑐∞ je

normalizovana koncentracĳa za izmešane tečnosti (u našem slučaju 0,5) i 𝑐0 normali-

zovana koncentracĳa inicĳalnog mešanja tečnosti (u našem slučaju 1). Ukoliko indeks

mešanja uzima vrednosti veće od 0,9 tečnosti se mogu smatrati potpuno pomešanim,

dok se dobre performansama mešanja mogu smatrati i za vrednosti veće od 0,8.

U predloženoj LOC platformi, prvi mikromešač se koristi za mešanje sirćetne

kiseline (pH 4,5) i ćelĳskog medĳuma (pH 7,4) za prilagođavanje pH vrednosti, dok se

drugi mešač koristi za mešanje enzima i izmešane tečnosti iz prvog mešača. Iz izraza

(3.8.5) i odnosa protoka na ulazima prvog mikromešača, analiza izmešanih tečnosti

urađena je za odnos protoka jednak 0,33. Rezultati mešanja MI predstavljeni su za

25engl. Finite Element Metod
26engl. mixing index, MI
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simuliranje vrednosti protoka u opsegu 10 𝜇L/min do 150 𝜇L/min za različite probe

u strukturi, slika 3.33b. Generalno, u slučaju manjih vrednosti protoka, dominantan

mehanizam mešanja je proces difuzĳe. S druge strane, za vrednosti Rejnoldsovog broja

veće od 1, bočna konvekcĳa postaje dominantnĳa u poređenju sa difuzĳom. Posledično,

indeks mešanja opada. Međutim, s obzirom na to da predloženi mešači sadrže 35

ponavljajućih jedinica, dobre performanse mešanja dobĳaju se čak i za veće vrednosti

protoka.

U drugom mešaču, cilj je mešanje enzima i medĳuma u istom odnosu zapremina.

Da bi se to postiglo, neophodno je da je protok enzima koji ulazi u drugi mikromešač

bude jednak zbiru protoka sirćetne kiseline i medĳuma koji ulaze u prvi mešač. Drugim

rečima, zbug protoka na ulazu prvog mešača treba da bude jednak protoku na ulazu u

drugi mešač. Iz tog razloga, slika 3.33c predstavlja validacĳu rezultata za protok jednak

67 𝜇L/min primenjen na oba ulaza, koji odgovaraju zbiru protoka od 𝑄1 = 50 𝜇L/min

i 𝑄2 = 16,7 𝜇L/min. Rezultati na slici 3.33c pokazuju dobro pokalapanje rezultata

simulacĳa i eksperimenata mešanja.

Slika 3.33: (a) Dizajn mikromešača sa obeleženim probama korišćenim u

simulacĳama. Dimenzĳe na slici su u mm; (b) Vrednosti indeksa mešanja za odnos

protoka jednak 0,33; (c) Poređenje rezultata simulacĳa i eksperimenta mešanja boja u

mikrofluidičnom mešanju za protok jednak 67 𝜇L/min na ulazima, nakon prve

serpentine i na izlazu.
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3.8.5 Izrada i karakterizacĳa LOC platforme

Predložena LOC platforma realizovana je kao višeslojna struktura, sa srednjim

slojem sa mikrofluidičnim kanalima napravljenim u SLA tehnologĳi na štampaču For-

mlabs Form3. LOC platforma je realizovana u hibridnoj tehnologĳi izrade, koja koristi

PMMA potporne slojeve i 3D štampani sloj sa mikrofluidičnim kanalima. Mikrofluidič-

ni kanali realizovani su tehnologĳom stereolitografije (SLA). Savitljiva transparentna

smola sa 80A tvrdoće po Šoru korišćena je za izradu sloja mikrofluidičnih kanala. Ovaj

materĳal je odabran s obzirom na to da nakon štampe ima odgovarajuću savitljivost i

dobro prĳanja na PMMA slojeve. Zatvaranje kanala i dobra adhezĳa omogućeni su pri-

menom male sile, odnosno spajanjem slojeva šrafovima. U toku inicĳalnih ispitivanja

predloženi čip je izdržao protoke i do 15 mL/min bez curenja.

Slika 3.34: (a) Višeslojna struktura predložene LOC platforme; (b) 3D profil

mikrofluidičnog kanala dobĳenog stereolitografijom; (c) Finalni izgled LOC

platforme sa integrisanom Dropsens elektrodom.

Predložena smola i tehnologĳa 3D štampe omogućavaju izradu kanala dimen-

zĳe 200 𝜇m × 200 𝜇m. Visina kanal podešena je na 100 𝜇m, dok su ostali parametri

odabrani da prate uputstvo proizvođača [256]. Model je štampan direktno na ploču

štampača tako da kanali budu usmereni na gore, da bi se izbegla potreba za potpornim

strukturama. Nakon štampe, kanali su detaljni isprani izopropanolom (Sigma-Aldrich)

i nakon toga ostavljeni potopljeni u izopropanolu 20 min. Nakon toga, mikrofluidiči

kanali su dodatno isprani sa izopropanolom pod pritiskom iz šprica da bi se uklonili

ostaci rezina iz unutračnjosti kanala. Nakon ispiranja, štampani sloj ostavljen je da se
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osuši u toku noći, nakon čega se u procesu učvršćivanja izlaže UV svetlu u opsegu

talasnih dužina 365 nm i 400 nm (Anycubic Wash and Cure v1).

Mikrofluidični mešači, realizovani u sloju 2, sadrže tri ulaza za medĳum, sirćetnu

kiselinu i enzim. Na kraju drugog mešača nalazi se komora sa integrisanom Dropsens

elektrodom na koju se dalje nadovezuje izlaz iz čipa. Sloj 2, zajedno sa Dropsens

elektrodom nalazi se između slojeva 1 i 3, koji su realizovani tehnologĳom laserskog

mikromašinstva u PMMA slojevima debljine 2 mm i 6 mm, respektivno. Dodatno, sloj

3 sadrži prostor za ubacivanje elektrode, dobĳen graviranjem površine pomoću CO2

lasera (parametri: snaga 35 W, brzina 15 mm/s). 3D profil realizovanog mikrokanala

pokazuje jasno definisane ivice i uniformne zidove kanala, slika 3.34b, dok slika 3.34c

predstavlja realizovani čip sa integrisanom elektrodom. Ukupne dimenzĳe čipa su

69,25 mm × 46,65 mm sa poluprečnikom ulaza od 1 mm, poluprečnikom šrafova 1,5

mm i poluprečnikom komore od 4 mm. Takođe, dužina mešača je 38,4 mm, dok je

njegova širina 8,2 mm.

3.8.6 Rezultati detekcĳe glukoze

U svim elektrohemĳskim eksperimentima, sito-štampane Dropsens elektrode ko-

rišćene su nakon čišćenja u 0,5 M sumpornoj kiselini u opsegu potencĳala od -0,2 V

do 1,5 V u odnosu na Ag/AgCl referentnu elektrodu, brzinom skeniranja 0,5 V/s i

brojem ciklusa 60. Nakon čišćenja, elektrode su isprane MiliQ vodom i integrisane u

LOC plaformu.

Princip detekcĳe glukoze zasniva se na elektrohemĳskoj detekcĳi vodonik perok-

sida, koji predstavlja proizvod reakcĳe glukoze i glukoza oksidaze. Da bi se pronašao

potencĳal oksidacĳe vodonik peroksida, ciklična voltametrĳa je odrađena sa malom

brzinom skeniranja od 0,05 V/s da bi se omogućilo manuelno dodavanje dodatne kapi

na površinu elektrode (opseg potencĳala -0,2 V do 1,5 V vs. Ag/AgCl RE, 8 ciklusa).

Na taj način omogućeno je praćenje reakcĳe u realnom vremenu. Nakon toga hrono-

amperometrĳa je iskorišćena za različite koncentracĳe glukoze tokom 60 s na fiksnom

potencĳalu oksidacĳe vodonik peroksida, 0,9 V vs. Ag/AgCl RE. Rastvori glukoze,

glukoza oksidaze i fruktoze napravljeni su u 50 mM acetatnom puferu (pH 5,1).

U predloženoj LOC platformi sa integrisanim senzorom, molekuli glukoze (D-(+)-

Glukoza, Sigma-Aldrich) se oksiduju u hemĳskoj reakcĳi sa enzimom, GOx (Glukoza

oksidaza od Aspergillus Niger, Tip X-S, Sigma-Aldrich), duž mikrofluidičnog toka.

Nakon potpunog mešanja sa medĳumom (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high,

Sigma-Aldrich) od interesa i određenog vremena, proizvod reakcĳe, vodonik peroksid

se oksiduje i proizvodi elektrohemĳski signal na određenom potencĳalu.

Na slici 3.35a prikazani su rezultati eksperimenta ciklične voltametrĳe gde se

ispituju specifičnost i potencĳal oksidacĳe vodonik peroksida. U ovom eksperimentu,
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nakon svaka dva ciklusa dodaje se dodatna kap od 40 𝜇L analita. Prva dva ciklusa u

cikličnom voltamogramu, prikazanom na slici 3.35a, sadrže signal od acetatnog pufera.

Ciklusi 3 i 4 predstavljaju signal nakon dodavanja kapi od 1 mg/mL GOx, a ciklusi 5 i 6

predstavlja signal nakon dodavanja kapi od 5 mg/mL fruktoze. Intenzitet oksidacionih

pikova na 0,9 V prikazan je na slici 3.35b. Rezultati pokazuju da mešavina fruktoze i

enzima nĳe dala odgovor, što je i očekivano s obzirom na to da je GOx nespecifičan

enzim za fruktozu. Pored toga, ciklusi 5 i 6 pokazuju da se nakon dodavanja kapi

glukoze proizvodi tipičan otisak prsta vodonik peroksida u voltamogramu, što rezultira

povećanjem struje.

Kalibracĳa elektrohemĳskog senzora urađena je u acetatnom puferu. Rezultati

hronoamperometrĳe za različite koncentracĳe glukoze u acetatnom puferu tokom vre-

mena predstavljene su na slici 3.35c. Koncentracĳa glukoze izmerena je u opsegu od 0,1

mg/mL do 50 mg/mL. Kalibraciona kriva detekcĳe glukoze u acetatnom puferu pri-

kazana je na slici 3.35d, gde je signal za različite koncentracĳe glukoze predstavljen kao

relativna promena u odnosu na odgovor acetatnog pufera izmeren posle 60 s reakcĳe.

Može se videti da se koncentracĳa vodonik peroksida povećava sa povećanjem koncen-

tracĳe glukoze, što rezultira eksponencĳalnim povećanjem izlazne struje. Područje od

interesa za detekcĳu glukoze u ćelĳskom medĳumu predstavljeno je na unutrašnjem

grafiku slike 3.35d.
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Slika 3.35: Rezultati elektrohemĳske detekcĳe glukoze; (a) Ispitivanje potencĳala

oksidacĳe vodonik peroksida (H2O2); Ciklusi 1-2 snimljeni su u acetatnom puferu.

Ciklusi 3-4 snimljeni nakon dodavanja kapi GOx. Ciklusi 5-6 snimljeni nakon

dodavanja kapi fruktoze. Ciklusi 7-8 snimljeni nakon dodavanja kapi glukoze; (b)

Intenzitet pika oksidacĳe sa slike (a) na 0,9 V vs. Ag/AgCl RE; (c) Rezultati

hronoamperometrĳe za detekcĳu glukoze pripremljene u acetatnom puferu;

Unutrašnji grafik: Uvećani prikaz kontrolnih merenja i malih koncentracĳa Glc; (d)

Kalibraciona kriva detekcĳe glukoze u acetatnom puferu. Signal je predstavljen kao

relativna promena vrednosti u odnosu na signal acetatnog pufera,

𝛿(%) = 100 × (𝐼𝑘𝑜𝑛𝑐. − 𝐼𝑝𝑢 𝑓 𝑒𝑟)/𝐼𝑝𝑢 𝑓 𝑒𝑟 ; Unutrašnji grafik: Uvećani prikaz kalibracione

krive za glukozu u opsegu 0,05 - 2,5 mg/mL.

S obzirom na to da je sadržaj glukoze jedan od najvažnĳih parametara u procesu

kultivisanja ćelĳa, koncentracĳa glukoze je takođe izmerena u medĳumima za gajenje

ćelĳa. Rezultati hronoamperometrĳe za različite koncentracĳe glukoze u ćelĳskom me-

dĳumu prikazani su na slici 3.36a. Medĳum sa 4,5 mg/mL glukoze razblažen je da bi se

detektovale različite koncentracĳe glukoze, dok je pH vrednost medĳuma konstantna.

S obzirom na to da je pH medĳuma 7,4, njegova pH vrednost se prvo podešava na

5,1 podešavanjem odgovarajućih brzina protoka na 0,33 na ulazu u prvi mešač, kao

što je predstavljeno u rezultatima simulacĳa, slika 3.33b. Mešanje inicĳalnog uzorka

dovodi do smanjenja ukupne koncentracĳe glukoze u uzorku, ali rezultira bržim vre-

menom reakcĳe sa enzimom. Rezultati merenja nakon mešanja sa enzimom i detekcĳe
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prikazani su na slici 3.36a za različite koncentracĳe glukoze, uključujući razblaženja

sirćetnom kiselinom (Acetic Acid ACS Reagent >=99.7%, Sigma-Aldrich) i enzimom.

Signal u medĳumu je niži u poređenju sa čistim acetatnim puferom (unutrašnji grafik

na slici 3.35d) zbog prisustva drugih jona u medĳumu, kao što su L-glutamin, natri-

jum piruvat, natrĳum bikarbonat, itd. Za praktičnu primenu važno je da se ponovo

izračuna početna koncentracĳa glukoze u makrosistemu, pre ulaska u LOC, razblaži

se sirćetnom kiselinom i reaguje sa enzimom. Kalibraciona kriva detekcĳe glukoze u

ćelĳskom medĳumu prikazana je na slici 3.36b, gde je odgovor senzora predstavljen

u funkcĳi stvarne koncentracĳe glukoze, pre ulaska u LOC. Signal je predstavljen kao

relativna promena u odnosu na acetatni pufer. Konačno, može se videti da predloženi

sistem omogućava merenje glukoze u realnom vremenu u tečnom analitu sa linearnom

promenom struje sa koncentracĳom glukoze.

Slika 3.36: (a) Rezultati hronoamperometrĳe za različite koncentracĳe glukoze u

ćelĳskom medĳumu. Unutrašnji grafik: Kalibraciona kriva za medĳum; (b)

Kalibraciona kriva u ćelĳskom medĳumu na ulazu u LOC platformu; Realna

koncentracĳa je izračunata množenjem izmerene koncentracĳe sa odnosom protoka i

faktorom 2 koji predstavlja razblaženje nakon mešanja u čipu. Signal je izračunat

sledećim izrazom: 𝛿(%) = 100 × (𝐼𝑘𝑜𝑛𝑐. − 𝐼𝑝𝑢 𝑓 𝑒𝑟)/𝐼𝑝𝑢 𝑓 𝑒𝑟 .

3.8.7 Diskusĳa i zaključak

Predloženi koncept ima nekoliko prednosti za potencĳalnu upotrebu u različitim

biomedicinskim primenama. Naime, koncentracĳa glukoze u krvi je najrasprostranje-

nĳa mera za praćenje nivoa šećera u krvi. Normalni nivoi glukoze u krvi su između

0,7 i 1 mg/mL [257], a sve više od toga može ukazivati na dĳabetes ili neko drugo

zdravstveno stanje. Pljuvačka takođe sadrži glukozu, ali je koncentracĳa mnogo niža u

odnosu na krv, obično se kreće od 5×10
−4

do 10
−3

mg/mL [258]. Koncentracĳa glukoze

u pljuvački koristi se za praćenje promena nivoa šećera u krvi, a koristi se i u nekim

dĳagnostičkim testovima. Koncentracĳa glukoze u urinu varira u zavisnosti od nivoa
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glukoze u krvi, u rasponu od 0 - 0,20 mg/mL ili više, u zavisnosti od nivoa glukoze u

krvi [259]. Predloženi koncept omogućava detekcĳu prethodnih opsega koncentracĳa

i stoga se može koristiti za primene sa ovim tečnim uzorcima.

Pored toga, zbog sistema protoka kroz LOC platformu, nema potrebe za imo-

bilizacĳom enzima na površini senzora što omogućava dužu upotrebu senzora jer se

izbegava zasićenje imobilisanog enzima. Nedavno su predložena različita rešenja za

detekcĳu glukoze zasnovana na LOC sistemima koji uključuje mikromešače. Detekcĳa

glukoze unutar LOC platformi rađena je spektroskopskim [260, 261], kolorimetrĳskim

[262] ili elektrohemĳskim metodama [263]. Međutim, nĳedan od ovih predloženih si-

stema nĳe testiran na stvarnim uzorcima, i nĳedan od njih nĳe dizajniran za integracĳu

sa velikim sistemima poput bioreaktora. Predloženi koncept detekcĳe može automat-

ski prikupljati uzorke bez potrebe za ručnim uzorkovanjem i može omogućiti merenja

u realnom vremenu. Predloženi čip može da omogući praćenje hranljivih materĳa u

ćelĳskom medĳumu dok, u isto vreme, sprečava potencĳalnu kontaminacĳu medĳu-

ma tokom procesa uzorkovanja. Pored toga, predloženi čip omogućava prilagođavanje

reakcĳe prema pH vrednosti, što je pogodno za merenja u procesu kultivacĳe ćelĳa

gde se glukoza i pH menjaju tokom vremena.

U ovom radu predložen je novi 3D štampani mikrofluidični čip sa integrisanim

mikromešačima na bazi serpentina i elektrohemĳskim senzorom za detekcĳu glukoze u

tečnom analitu. Izvršene su numeričke simulacĳe za optimizacĳu performansi mešanja

i korišćen je teorĳski model mešanja fluida za podešavanje ulaznih protoka fluida

prema pH vrednostima uzorka. Potencĳal detekcĳe predstavljen je na primeru merenja

koncentracĳa glukoze u acetatnom puferu i medĳumu ćelĳske kulture. Predloženi čip

koristi male količine uzoraka i reagenasa, a rezultati pokazuju linearni odziv i dobru

osetljivost. Na osnovu predstavljenih rezultata vidi se veliki potencĳal za direktno

praćenje parametara u realnom vremenu u makrosistemima kao što su bioreaktori gde

se glukoza i pH menjaju tokom vremena. Predložena platforma ima veliki potencĳal za

različite primene u procesima gde mikrosistem može da omogući praćenje relevantnih

parametara za makrosisteme kao što su bioreaktori.
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U okviru doktorske disertacĳe analizirano je nekoliko senzorskih i biosenzorskih

rešenja za primene u kontroli kvaliteta hrane i životne sredine, ćelĳskoj poljoprivredi

i biomedicini. Razvĳena je LOC platforma sa integrisanim mikrotalasnim senzorom

za identifikacĳu i detekcĳu mešanja jestivih ulja, kao i LOC platforma sa integrisanim

impedansnim senzorom za monitoring rasta ćelĳa unutar mikrobioreaktora. Takođe,

ispitan je potencĳal nove tehnologĳe izrade elektroda na bazi zlatnih listića za detekcĳu

bakterĳa E. coli, S.Typhimurium i tumor biomarkera HER2. Integracĳa elektrohemĳ-

skog senzora u LOC platformu sa mikrofluidičnim mešačima realizovana je za primenu

u detekcĳi glukoze u ćelĳskom medĳumu.

Mikrotalasni senzori, iako su korisni u mnogim aplikacĳama, često nisu dovoljno

osetljivi za detekcĳu malih promena u dielektričnoj permitivnosti. U tom kontekstu,

fenomeni površinskih plazmonskih polaritona i dizajniranih površinskih plazmonskih

polaritona predstavljaju obećavajuću opcĳu za izuzetno osetljive senzore. Kroz simu-

lacĳe, optimizacĳu i eksperimentalnu verifikacĳu, u okviru ove doktorske disertacĳe

razvĳena je LOC platforma sa integrisanim senzorom zasnovanim na SSPP talasima

za identifikacĳu jestivih ulja. Eksperimentalna verifikacĳa senzora potvrdila je visoku

osetljivost predloženog senzora na male promene dielektrične permitivnosti uzorka, a

senzor je pokazao i odlične osobine linearnosti detekcĳe. Takođe, hibridni pristup izra-

de ovog senzora omogućio je brzu i jednostavnu pripremu, smanjenje količine uzoraka

potrebnih za testiranje i visoku osetljivost, bez potrebe za skupom opremom i složenim

procedurama.

U okviru doktorske disertacĳe istraženo je rešenje za praćenje biomase primenom

LOC pristupa za kultivacĳu ćelĳa, integracĳom novog impedansnog senzora u mikro-

bioreaktor. Predstavljeno istraživanje ispituje mogućnosti dva pristupa za monitoring

rasta ćelĳa unutar minĳaturizovanog sistema za praćenje biomase tokom vremena: im-

pedansnog pristupa i pristupa obrade slike. Rezultati su pokazali da se metod obrade

slike može koristiti za grubu procenu biomase. Međutim, u slučaju većih bioreaktora,

primena ove metode je limitirana zbog nepraktičnosti dobĳanja slika bez dodatnih

manipulacĳa ili uzorkovanja. S druge strane, predloženo rešenje merenja impedanse

može se koristiti za detekcĳu svih faza rasta ćelĳa sa visokom pouzdanošću. Predlo-

ženi impedansni senzor može biti prilagođen i redizajniran za integracĳu u različite

komercĳalne bioreaktore za monitoring biomase. Pored svih navedenih prednosti, LOC

platforma je realizovana u isplativnoj i jednostavnoj tehnologĳi, koja omogućava brzu
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izradu minĳaturizovanih sistema, što otvara mogućnost za širok spektar primena u

biotehnološkim i medicinskim istraživanjima.

Biosenzorske tehnologĳe doživljavaju nagli razvoj poslednjih godina zbog mo-

gućnosti osetljive detekcĳe malih koncentracĳa bakterĳa, virusa, tumor biomarkera

itd. Ovi biosenzori imaju potencĳal za brzu i tačnu analizu, čime pružaju značajnu

prednost u dĳagnostici, kontroli kvaliteta hrane, i zdravstvenoj zaštiti u poređenju sa

drugim rešenjima i standardnim laboratorĳskim metodama detekcĳe. U okviru dok-

torske disertacĳe razvĳena je nova tehnologĳa izrade elektroda na bazi zlatnih listića,

gde se pojedinačna podloga za realizacĳu senzora može realizovati po ceni i do 10

puta manjoj od tržišne cene. Takođe, doprinos istraživanjima ostvaren je i u razvoju

protokola funkcionalizacĳe površine zlata za imobilizacĳu antitela na površini elek-

trode. Na ovaj način realizovani su senzori za detekcĳu bakterĳa E. coli i Salmonella

Typhimurium sa limitima detekcĳe od 2 cfu/mL i 71 cfu/mL, respektivno, što predsta-

vlja značajno manje koncentracĳe od infektivnih doza ovih bakterĳa. Takođe, u okviru

doktorske disertacĳe razvĳen je novi protokol imobilizacĳe antitela na površini zlata

posredstvom proteina L, koji pored orĳentisane imobilizacĳe antitela, nudi mogućnost

i detekcĳe ili imobilizacĳe i fragmenata antitela. Na ovom principu realizovan je senzor

za tumor biomarker HER2 sa veoma niskim limitom detekcĳe od 0,02 ng/mL, što je

niže od koncentracĳe koja se sreće kod HER2 pozitivnih pacĳentkinja, a i kod zdravih

ljudi.

Integracĳa elektrohemĳskih biosenzora u LOC platformu realizovana je u 3D

štampanom mikrofluidičnom čipu sa integrisanim mešačima na bazi serpentina. Pri-

menom softverskog alata Comsol Multiphysics optimizovane su performanse mešanja,

a potencĳal detekcĳe LOC platforme pokazan je na primeru detekcĳe glukoze u ace-

tatnom puferu i medĳumu za kultivacĳu ćelĳa. Predložena LOC platforma pokazuje

značajan potencĳal za praćenje parametara ćelĳskog medĳuma u realnom vremenu u

makrosistemima poput bioreaktora.

Konačno, doktorska disertacĳa predstavlja multidisciplinarni pristup primenjen

u oblastima senzora i biosenzora, istražujući širok spektar primena, od analize hrane

i životne sredine do praćenja bioloških procesa i dĳagnostike. Predstavljeni rezultati

imaju potencĳal da unaprede razumevanje i rešavanje ključnih problema u različitim

oblastima, uz primenu brzih i jeftinih tehnoloških rešenja. Rezultati ove doktorske

disertacĳe publikovani su u četiri rada kategorĳe M21, jednim radom kateogrĳe M22

i četiri konferencĳska rada. Takođe, očekuje se publikacĳa još jednog rada u naučnom

časopisu.
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в) нове верзије фајлова који садрже поновљена мерења су именоване као одговарајући 

датум експеримента 

 

Напомене:  ______________________________________________________________ 

 

Да ли формати и софтвер омогућавају дељење и дугорочну валидност података? 

а) Да 

б) Не 
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Ако је одговор не, образложити ______________________________________________ 

_______________________________________________________________________ 

 

 

2. Прикупљање података 

 

2.1 Методологија за прикупљање/генерисање података 

 

2.1.1. У оквиру ког истраживачког нацрта су подаци прикупљени?  

а) експеримент, навести тип - лабораторијски експеримент 

б) корелационо истраживање, навести тип / 

ц) анализа текста, навести тип – научни радови, студије, књиге 

д) остало, навести шта / 

 

2.1.2 Навести врсте мерних инструмената или стандарде података специфичних за одређену 

научну дисциплину (ако постоје). 

Потенциостат/Галваностат/Анализатор импедансе,  

Векторски анализатор мреже 

Скенирајући електронски микроскоп 

Микроскоп 

Раманов спектрометар 

Спектрофотометар 

Профилометар 

Гониометар 

2.2 Квалитет података и стандарди  

 

2.2.1. Третман недостајућих података 

а) Да ли матрица садржи недостајуће податке? Да Не 

 

Ако је одговор да, одговорити на следећа питања: 

а) Колики је број недостајућих података? __________________________ 

б) Да ли се кориснику матрице препоручује замена недостајућих података? Да    Не 

в) Ако је одговор да, навести сугестије за третман замене недостајућих података 

______________________________________________________________________________ 
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2.2.2. На који начин је контролисан квалитет података? Описати 

Серијом контролних мерења и применом додатних метода утврђена је веродостојност и 

квалитет података. 

2.2.3. На који начин је извршена контрола уноса података у матрицу? 

Анализом података на основу релевантне стручне литературе.  

3. Третман података и пратећа документација 

 

3.1. Третман и чување података 

 

3.1.1. Подаци ће бити депоновани у репозиторијум докторских дисертација Универзитета у 

Новом Саду. 

3.1.2. URL адреса https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf  

3.1.3. DOI ______________________________________________________________________ 

 

3.1.4. Да ли ће подаци бити у отвореном приступу? 

а) Да 

б) Да, али после ембарга који ће трајати до ___________________________________ 

в) Не 

 

Ако је одговор не, навести разлог ________________________________________ 

 

3.1.5. Подаци неће бити депоновани у репозиторијум, али ће бити чувани.  

Образложење 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

3.2 Метаподаци и документација података 

3.2.1. Који стандард за метаподатке ће бити примењен? _________________________________ 

 

3.2.1. Навести метаподатке на основу којих су подаци депоновани у репозиторијум. 

______________________________________________________________________________ 
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______________________________________________________________________________ 

 

Ако је потребно, навести методе које се користе за преузимање података, аналитичке и 

процедуралне информације, њихово кодирање, детаљне описе варијабли, записа итд. 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

 

3.3 Стратегија и стандарди за чување података 

3.3.1. До ког периода ће подаци  бити чувани у репозиторијуму? Трајно архивирани 

3.3.2. Да ли ће подаци бити депоновани под шифром? Да   Не 

3.3.3. Да ли ће шифра бити доступна одређеном кругу истраживача? Да   Не 

3.3.4. Да ли се подаци морају уклонити из отвореног приступа после извесног времена?  

Да   Не 

Образложити 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

4. Безбедност података и заштита поверљивих информација 

 

Овај одељак МОРА бити попуњен ако ваши подаци  укључују личне податке који се односе на 

учеснике у истраживању. За друга истраживања треба такође размотрити заштиту и сигурност 

података.  

4.1 Формални стандарди за сигурност информација/података 

Истраживачи који спроводе испитивања с људима морају да се придржавају Закона о заштити 

података о личности (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) и 

одговарајућег институционалног кодекса о академском интегритету.   

 

 

4.1.2. Да ли је истраживање одобрено од стране етичке комисије? Да Не 

https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html
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Ако је одговор Да, навести датум и назив етичке комисије која је одобрила истраживање 

______________________________________________________________________________ 

 

4.1.2. Да ли подаци укључују личне податке учесника у истраживању? Да Не 

Ако је одговор да, наведите на који начин сте осигурали поверљивост и сигурност информација 

везаних за испитанике: 

а) Подаци нису у отвореном приступу 

б) Подаци су анонимизирани 

ц) Остало, навести шта 

______________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________________ 

 

5. Доступност података 

 

5.1. Подаци ће бити  

а) јавно доступни 

б) доступни само уском кругу истраживача у одређеној научној области   

ц) затворени 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести под којим условима могу да их 

користе: 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести на који начин могу 

приступити подацима: 

______________________________________________________________________________ 

 

______________________________________________________________________________ 

 

5.4. Навести лиценцу под којом ће прикупљени подаци бити архивирани. 

Ауторство 

 

6. Улоге и одговорност 
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6.1. Навести име и презиме и мејл адресу власника (аутора) података 

Ивана Кундачина, ivana.kundacina@biosense.rs 

6.2. Навести име и презиме и мејл адресу особе која одржава матрицу с подацимa 

Ивана Кундачина, ivana.kundacina@biosense.rs 

6.3. Навести име и презиме и мејл адресу особе која омогућује приступ подацима другим 

истраживачима 

Ивана Кундачина, ivana.kundacina@biosense.rs 

 

 

 


