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Apstrakt

U okviru doktorske disertacije razvijeno je nekoliko senzorskih i biosenzorskih
reSenja za primene u kontroli kvaliteta hrane, Zivotne sredine, ¢elijskoj poljoprivredi i
biomedicini.

Razvijena je platforma Laboratorija-na-¢ipu (LOC) sa integrisanim mikrotalasnim
senzorom za identifikaciju i detekciju meSanja jestivih ulja na bazi talasnog fenomena
dizajniranih povrsinskih plazmonskih polaritona. Optimizacija dizajna ijedini¢ne ¢elije
senzora ispitani su primenom softverskog alata CST Microwave Studio, a izrada senzora
uradena primenom jeftine, hibridne tehnologije izrade. Validacija senzora odradena je
sa uzorcima jestivih ulja, gde je senzor pokazao dobre linearne karakteristike i veliku
osetljivost detekcije dielektri¢ne permitivnosti uzoraka.

Takode, razvijena je i LOC platforma sa integrisanim impedansnim senzorom za
monitoring rasta ¢elija unutar mikrobioreaktora. Realizacija senzora uradena je pri-
menom inkdZet Stampe, a integracija u LOC platformu uradena je kombinovanjem
poli(metil metakrilata) - PMMA sa staklenom podlogom. Validacija detekcije uradena
je kultivacijom sisarskih ¢elija tokom 96 sati unutar LOC platforme, a procena biomase
impedansnim pristupom uporedena je sa pristupom obrade mikroskopskih slika. Pre-
dloZeni impedansni senzor uspesno je detektovao sve faze rasta celija i pocetak faze
odumiranja.

Nova tehnologija izrade elektroda predloZena je na bazi zlatnih listi¢a i primenje-
na za elektrohemijsku detekciju bakterija E. coli, S. Typhimurium i tumor biomarkera
HER?2. Predlozeni senzori ispitani su u pogledu stabilnosti signala, osetljivosti i speci-
fi¢nosti detekcije, a relevantni parametri detekcije procenjeni iz modela ekvivalentnog
elektri¢nog kola. Elektrode realizovane na bazi zlatnih listi¢a pokazale su bolju osetlji-
vost i vecu specifi¢cnu povrsinu u poredenju sa komercijalnim elektrodama, $to je od
sustinskog znacaja za biosenzorske primene.

Integracija elektrohemijskog senzora u LOC platformu sa mikrofluidi¢nim me-
Sacima realizovana je za primenu u detekciji glukoze. Performanse mesanja mikroflu-
idi¢nih meSaca na bazi serpentine ispitane su primenom softvera Comsol Multiphysics,
a realizacija platforme uradena je kombinovanjem tehnologija 3D Stampe i PMMA
potpornih slojeva. PredloZeni koncept detekcije pokazan je na primeru koncentracije
glukoze u acetathom puferu i medijumu ¢elijskom 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, nacina izrade kao i primene novih materijala u cilju
smanjivanja dimenzija senzora i povecanja osetljivosti detekcije. Pored razvoja samih
senzora, savremena istrazivanja orijentisana su i na njihovu integraciju u kompakt-
ne multifunkcionalne platforme, poznate kao Laboratorija-na-¢ipu (engl. Lab-on-a-chip
(LOC)). LOC platforme cesto koriste koncept mikrofluidike i primene mikrokanala za
manipulaciju fluidom, rezervoare za skladiStenje fluida, kao i opticke i elektronske
komponente za detekciju promena u analitu. Razvoj ovakvih sistema zahteva multidi-
sciplinaran pristup i predstavlja jednu od aktuelnih tema savremene nauke. Aktuelna
istrazivanja u ovoj oblasti usmerena su na razvoj mikrofluidi¢nih platformi koje integri-
Su senzore i biosenzore, sa ciljem detekcije bakterija u hrani i vodi, tumor biomarkera,
monitoringa razli¢itih parametara Zivotne sredine, kontroli kvaliteta hrane, kao i u
novijim istrazivanjima posveéenim razvoju kultivisanog mesa, itd.

Zbog mogucnosti detekcije u realnom vremenu, mikrotalasni senzori predstavlja-
ju odli¢no reSenje za Sirok opseg primena uklju¢ujuéi merenje dielektri¢ne permitiv-
nosti, kontrolu kvaliteta hrane, detekciju biomolekula, itd. Medutim, veliki nedostatak
mikrotalasnih senzora zasnovan je na nemogucénosti detekcije sa velikom osetljivos¢u
i oni se uglavnom primenjuju u oblastima gde se ne zahteva detekcija malih promena
dielektri¢ne permitivnosti. Jedan od obecavajuéih fenomena za ultraosetljivu detekciju
promene dielektri¢ne permitivnosti zasniva se na povrs$inskim plazmonskim polarito-
nima (engl. Surface Plasmon Polaritons, SPP) odnosno povrSinskom talasu koji nastaje
sprezanjem fotona i slobodnih elektrona na razdelnoj povrsini izmedu metala i dielek-
trika. Ove oscilacije karakteristi¢ne su po tome $to su fizi¢ki vezane za razdelnu povrsi-
nu dva materijala, najéeS¢e metala i dielektrika, i samim tim omogucavaju jaka lokalna
polja i interakciju na dimenzijama manjim od konvencionalnog limita difrakcije, zbog
¢ega su veoma mocan alat za realizaciju visokoosetljivih senzorskih i biosenzorskih
sistema. Medutim, SPP talasi se prostiru na razdelnoj povrsini provodnik/dielektrik
na optickim ucestalostima i zbog toga se primenom koncepta dizajniranih povrsin-
skih plazmonskih polaritona (engl. Spoof Surface Plasmon Polariton - SSPP) omogucava
njihovo prostiranje i u dalekom infracrvenom, mikrotalasnom i terahercnom opsegu
ucestalosti. Ovaj koncept omogucen je primenom dizajniranih senzorskih konfiguraci-
ja, kao i plazmoni¢nih metamaterijala, koji omogucavaju imitaciju SPP propagacije na
pomenutim ucestalostima. Primenom pomenutog principa, u okviru doktorske diser-
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tacije razvijen je senzor za detekciju malih promena dielektri¢ne permitivnosti velike
osetljivosti. Analizom konfiguracije senzora ispitani su razli¢iti oblici jedini¢ne éelije,
kao i njihov uticaj na osetljivost senzora na male promene dielektri¢ne permitivno-
sti. Velika osetljivost detekcije dielektri¢ne permitivnosti ima potencijalnu primenu u
kontroli kvaliteta hrane, gde dielektri¢na permitivnost predstavlja jedan od bitnih pa-
rametara kvaliteta. U okviru glave 1 doktorske disertacije bi¢e 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
reSenje za pracenje Zivotnog ciklusa Celije unutar mikrobioreaktora primenom impe-
dansnog senzora. Naime, principi detekcije senzora za bioanalize ¢esto su zasnovani na
elektri¢nim osobinama celija, za koje je ustanovljeno da ispoljavaju razli¢ito ponasanje
u zavisnosti od opsega ucestalosti koji se koristi za analize. Veéina realnih materijala
pokazuje i dielektri¢na i provodna svojstva zbog postojanja kako dipola, tako i slobod-
nih nosilaca naelektrisanja koji se kre¢u kroz materijal. Kod materijala sa heterogenom
strukturom (kao 3to su bioloski materijali) pri kretanju slobodnih nosilaca naelektri-
sanja u polju, moZe do¢i i do nagomilavanja naelektrisanja na unutras$njim razdelnim
povrsinama. U heterogenim sistemima, unutrasnje razdvajanje naelektrisanja dovodi
do formiranja efektivne unutrasnje polarizacije i stoga se na makroskopskom nivou,
za opis sistema koriste veli¢ine dielektri¢na permitivnost i provodljivost. Pomenute
veli¢ine zavisne su od ucestalosti, a njihova promena opisana je disperzionom karak-
teristikom. Napredak mikrofluidike i senzorskih tehnologija doveo je do razvoja novih
metoda monitoringa rasta celija, kako u makro tako i u mikrosistemima. U okviru
glave 2 doktorske disertacije predstavljena je realizacija mikrofluidi¢ne platforme sa
mikrobioreaktorom i integrisanim impedansnim senzorom u cilju monitoringa rasta
¢elija tokom procesa kultivacije u minijjaturizovanoj platformi koja predstavlja simu-
lator velikog bioreaktorskog sistema u smanjenim razmerama. Impedansni senzor sa
interdigitalnim dizajnom elektroda realizovan je u procesu inkdZzet Stampe. Metod iz-
rade mikrofluidi¢ne platforme predstavlja brzo i efikasno reSenje za izradu simulatora
smanjenih razmera za montinoring rasta celija, $to moZe nadi primenu u npr. procesu
razvoja kultivisanog mesa. U predloZenom sistemu, sisarske ¢elije MRC-5 koriSéene
su kao model adherentnih ¢elija, a senzor je uspesno detektovao sve faze rasta celija
(lag, eksponencijalnu, stacionarnu, i fazu odumiranja) tokom 96 h kultivacije ¢elija sa
ogranicenim nutrijentima. Kombinovanjem impedansnog pristupa sa obradom slike,
predloZena je platforma koja moZe da posluZi za prac¢enje biomase u realnom vreme-
nu i napredni sistem pracenja rasta celija u mikrobioreaktoru, tj. sistemu smanjenih

razmera.
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Takode, princip minijaturizacije iskoriS¢en je za realizaciju biosenzorskih reSenja
za detekciju specifi¢nih analita u kapi uzorka. Biosenzori predstavljaju najnaprednije
analiticke uredaje koji mere bioloske ili hemijske reakcije prevodedi ih u elektri¢ne sig-
nale koji odreduju koncentraciju ciljnog elementa. Sastoje se od dva osnovna elementa:
bioprepoznatljivog elementa (kao $to su antitela, aptameri, enzimi, nukleinske kiseline,
itd.) koji specifi¢no prepoznaju ciljni bioelement (kao $to su mikroorganizmi, virusi,
molekuli, nukleinske kiseline, biomarkeri itd.). Biosenzori imaju potencijal da prome-
ne standardne procese dijagnostike i monitoringa u razli¢itim industrijskim oblastima.
Primenom biosenzora pruza se brza, precizna i ekonomic¢na alternativa tradicionalnim
laboratorijskim metodama.

Veliki znacaj razvoja biosenzorskih tehnologija ogleda se u detekciji bakterija u
hrani i Zivotnoj sredini, kao izazivaca ~600 miliona oboljenja i 420000 smrtnih slucajeva
Sirom sveta, po podacima Svetske zdravstvene organizacije. Pravovremena detekcija
patogena u uzorcima moZe spreciti dalje Sirenje kontaminacije i bolesti, sa Sirokom
primenom u zastiti Zivotne sredine, zdravstvu, kontroli kvaliteta hrane, itd. Zbog to-
ga postoji potreba na trzistu za brzom i specificnom detekcijom bakterija, odnosno
metodom koja omogucava specifi¢cnu detekciju patogena na terenu. Izazovi u razvo-
ju ovih biosenzorskih reSenja baziraju se na odabiru provodnih materijala i njihovoj
modifikaciji bioprepoznatljivim elemenatima (kao Sto su antitela) za specificnu detek-
ciju u malim zapreminama uzorka. Biosenzorska reSenja bi u predlozenim primenama
omogucdila dobijanje informacija u realnom vremenu i pravovremeno preventivno de-
lovanje i preduzimanje odgovarajuc¢ih mera. Elektrohemijski biosenzori na bazi zlata
najceSce 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 listica predloZena je pomocu
laserske ablacije zlatnih podloga i funkcionalizacije elektrode bioprepoznatljivim ele-
mentom za detekciju specificnog bioelementa. U okviru glave 3 doktorske disertacije,
biée predstavljeni rezultati razvoja nove tehnologije jeftine izrade elektroda, koje se u
procesu biofunkcionalizacije prilagodavaju detekciji bakterija. Eksperimentalna verifi-
kacija razvijene tehnologije i realizovanih biosenzora potvrdena je detekcijom niskih
koncentracija bakterija Escherichia coli i Salmonella Typhimurium.

Pored sigurnosti hrane, rana detekcija tumor biomarkera predstavlja globalni
zdravstveni izazov. lako se brojne studije i kampanje bave prevencijom i le¢enjem kar-
cinoma dojke, klju¢na komponenta u borbi protiv ovog oboljenja jeste rana detekcija
specifiénih biomarkera. Jedan od najvaznijih biomarkera je HER2, koji predstavlja kljuc-
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. Predlozeni koncept prevazilazi postojeca reSenja u pogledu
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jednostavnosti, cene izrade senzora, kao i osetljivosti detekcije.

Pored elektrohemijskih senzora za detekciju bakterija i tumor biomarkera HER?2,
u okviru doktorske disertacije realizovana je LOC platforma sa integrisanim biosenzo-
rom za detekciju glukoze u te¢nim 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 razlic¢itim
biotehnoloskim procesima jer omogucava precizno praéenje parametara makroproce-
sa na mikroskali, $to daje informacije o procesu i omogucava poboljsanu kontrolu i
optimizaciju procesa. Pored toga, na ovaj na¢in omoguceno je kontinuirano pracenje
bez potrebe za ru¢nim uzorkovanjem i analizom, Sto sprecava potencijalnu kontami-
naciju uzoraka, dovodi do efikasnije i isplativije proizvodnje. Smanjivanjem dimenzija
sistema omogucava se precizna kontrola uslova i procena njihovog uticaj na relevant-
ne procese u bioanalizama. Iz tog razloga pocetna istraZivanja razvoja senzora ¢esto
koriste fizicke principe mikrofluidike, a sa druge strane smanjuje se cena analiza kroz
ustedu reagenasa i hemikalija. Potencijal detekcije predloZenog koncepta potvrden je
u medijumu za kultivaciju ¢elija, a predloZeni ¢ip pokazao je veliki potencijal za po-
vezivanje sa makrosistemima, kao $to su bioreaktori, za direktno pracenje glukoze u

te¢nom uzorku.



Glava 1

Senzornabazi dizajniranih povrSinskih plazmon-
skih polaritona za ultraosetljivu detekciju die-
lektri¢ne permitivnosti

Savremena nauka i inzenjerstvo nasiroko koriste koncept metamaterijala, gde se
inZenjeringom geometrije materijala ostvaruju osobine koje ne postoje u prirodi, kao
Sto 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 akusti¢nih talasa. Naime, metamateri-
jali sadrze niz ponavljaju¢ih jedinica, poznatih kao jedini¢ne celije, ¢ije su dimenzije
znacajno manje od talasne duZine zracenja sa kojom metamaterijal interaguje. 1z tog
razloga, pri interakciji elektromagnetnog (EM) zracenja i materijala, EM talas "vidi”
niz jedini¢nih ¢elija kao efektivnu sredinu, odnosno voluminozni materijal sa specific-
nim osobinama. Primena koncepta metamaterijala u dizajniranju senzora omogucava
pojavu niza talasnih fenomena, koji se prirodno javljaju u drugim opsezima ucestalosti.

Zahvaljujuéi svojim inovativnim osobinama, metamaterijali su omogu¢ili razvoj
novih uredaja i komponenata, te su nasli primenu u razli¢itim oblastima kao Sto su
medicinska industrija, automobilska industrija, vazduhoplovstvo, kao i razvoju razli-
¢itih senzora, antena, optickih filtera itd. [1-5]. Pomenute inovacije otvorile su put
za dalji napredak tehnologije senzora, primenom koncepta metamaterijala u slucaju
akusti¢nih, optickih i mikrotalasnih senzora.

Senzori ¢ija se radna ucestalost nalazi u opsegu 0,3 - 40 GHz klasifikuju se kao
mikrotalasni senzori [6-9]. Zbog mogucnosti detekcije u realnom vremenu, neinvaziv-
nim i beskontaktnim merenjima, mikrotalasni senzori predstavljaju pogodno reSenje za
Sirok spektar primena, uklju¢ujuéi merenja dielektri¢ne permitivnosti [10-13], kontro-
lu kvaliteta hrane [14-16], detekciju gasova [17-19] i biomolekula [20, 21], monitoring
glukoze [22, 23], itd. Novija istraZivanja kombinuju mikrotalasne senzore sa drugim
tehnologijama, uklju¢ujuéi i mikrofluidiku, koja omogucuje izradu kompaktnih i is-
plativih platformi za brzu detekciju u malim koli¢inama te¢nosti [24, 25]. Iako postoji
veliko interesovanje za poboljSanje njihove osetljivosti, uklju¢ujuéi primenu split-ring
rezonatora [26, 27], transmisionih vodova [28], meta-povrsinskih apsorbera [29], pe¢
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rezonatora [30], itd., osetljivost senzora na promenu dielektri¢ne permitivnosti je mala
i koriste se za merenja u Sirem opsegu promene vrednosti dielektri¢ne permitivnosti.

Fizi¢ki fenomen koji nudi mogucénost prevazilaZzenja pomenutih ograni¢enja ose-
tljivosti mikrotalasnih senzora su povrsinski plazmonski polaritoni (engl. Surface Pla-
smon Polaritons, SPP), povrsinski talasi koji se javljaju na optickim ucestalostima na
razdelnim povrSinama izmedu provodnika i dielektrika. Primenom koncepta dizajni-
ranih (laZnih) povrsinskih plazmonskih polaritona (engl. Spoof Surface Plasmon Pola-
ritons, SSPP), u okviru doktorske disertacije razvijena je LOC platforma sa mikrota-
lasnim senzorom i integrisanom mikrofluidiécnom komorom za te¢ne uzorke, u cilju
detekcije malih promena dielektri¢ne permitivnosti te¢nih analita. PredloZena je nova
jedini¢na celija za SSPP strukturu, a njeno ponasanje i potencijal detekcije detaljno su
analizirani. Senzor je realizovan kombinacijom brzih i ekonomicnih tehnologija ksiro-
grafije, laserskog mikromasinstva i hladne laminacije, a njegov potencijal je potvrden
eksperimentima sa uzorcima jestivog ulja. Rezultati pokazuju visoku osetljivost (850
MHz /jedinici dielektri¢ne permitivnosti) i odli¢nu linearnost (R? =0,9802) senzora, §to,
zajedno sa niskim tro$kovima i jednostavnom izradom, ¢ini predloZeni senzor kandi-
datom za detekciju malih promena dielektri¢ne permitivnosti jestivih ulja i drugih
te¢nih analita.

1.1 Teorijski uvod

SPP talas predstavlja povrsinski EM talas koji se prostire duz razdelne povrsine
dielektrik - metal, usled sprezanja EM polja upadnog talasa i kolektivnih oscilacija
elektrona na povrsini metala. SPP talasi se prirodno javljaju unutar opsega ucestalosti
koji ¢ine deo mikrotalasnog, infracrvenog (IC), vidljivog i dela ultraljubicastog spektra
[31-33]. Razliciti koncepti “pomeranja” fenomena SPP talasa na druge opsege ucesta-
losti predloZeni su u literaturi, u cilju primene pogodnih osobina ovih talasa [1, 34,
35]. U dalekom IC, terahercnom i mikrotalasnom opsegu ucestalosti, metali se pona-
Saju dominantno kao dobri provodnici i zbog toga SPP talasi ne postoje na povrsini
metala. Da bi se realizovali SPP talasi na mikrotalasnim ili terahercnim ucestalostima,
predloZeni su plazmonic¢ni metamaterijali pomocu vestackih (dizajniranih) struktura
metalnih povr$ina na skali manjoj od talasne duZine zracenja ili na tzv. podtalasnom
nivou. Dizajnirane strukture sadrze periodi¢ne Zlebove, otvore, proreze i blokove u
cilju omogucavanja prostiranja SSP na mikrotalasnim i terahercnim ucestalostima [1,
34-38]. Povrsinski EM modovi, koji se javljaju za razlic¢ite konfiguracije plazmoni¢nih
metamaterijala, nazivaju se engl. spoof plazmoni, “lazni” ili “dizajnirani” plazmoni.
Njihove osobine veoma su sli¢ne SPP talasima na optickim ucestalostima, s bithom
razlikom da se njihove osobine, odnosno disperziona relacija i rezonantna ucestalost
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mogu kontrolisati promenom geometrije i koriS¢enih materijala.

Konfiguracija polja i osnovne jednacine

U cilju dobijanja uslova postojanja SPP talasa na razdelnoj povrsini metala i
dielektrika, analizirana je pobuda povrsSinskih naelektrisanja na razdelnoj povrsini
metala i dielektrika za slucaj p-polarizacije! upadnog EM zracenja.

Upadni ugao, 0, definisan je u odnosu na normalu na razdelnu povrsinu, slika
1.1a. Moment impulsa fotona upadnog zracenja, hk,, sadrzi talasni broj fotona, ks =
ZT”nd, koji se prostire kroz dielektrik sa indeksom prelamanja 1,4. Na razdelnoj povrsini,
reflektovani talas nastavlja kretanje pod istim uglom kao i upadni talas u odnosu na
normalu, dok se deo talasa prelama pod uglom 6, u odnosu na normalu na razdelnu
povrsinu i nastavlja kretanje kroz metal. Moment impulsa fotona u metalu je ik, gde
je talasni broj fotona ky, = 2%n,, i n,, indeks prelamanja metala. Impuls duZ x pravca
je o¢uvanivazi kgy = kyx, gdeje kgx = kg sin 01 1 kyx = kyy, sin 0. Drugim re¢ima, vazi
Snelov zakon:

ngsin 61 = n,, sin 0. (1.1.1)

Generalno, indeks prelamanja dielektrika 1,4 ve¢ije od indeksa prelamanja metala 1, u
vidljivom delu spektra. U tom slucaju talas nailazi na razdelnu povrsinu iz opticki gusée
u opticki redu sredinu i vrednost prelomnog ugla 0, veca je od vrednosti upadnog ugla
01. U ovom slu¢aju maksimalna vrednost prelomnog ugla je 90°, kada se upadni talas
krece duz razdelne povrsine dve sredine. Grani¢ni upadni ugao naziva se kriti¢nim
uglom 0, i opisuje slede¢im izrazom:

sinf, = —. (1.1.2)

Ako zrak pada na grani¢nu povrsinu pod uglom veéim od 0., odbija se od razdelne
povrsine simetri¢no u odnosu na normalu. Ova pojava poznata je kao totalna refleksija.
Medutim, pri nailasku talasa na razdelnu povrsinu pod uglom veéim od 6., moment
impulsa upadnog talasa vedi je od momenta impulsa koji metal moZe da primi. Za
p-polarizovani talas na razdelnoj povrsini, oscilacije elektri¢cnog polja dovode do po-
kretanja kolektivnih oscilacija povrSinskih naelektrisanja, gde oscilujuca naelektrisanja
proizvode polje koje prodire u metal i pri totalnoj refleksiji talasa. Ova polja nazivaju se
iS¢ezavaju¢im ili evanescentnim poljima i usmerena su u pravcu normalnom na razdel-
nu povrsinu, slika 1.1b. Za talas koji upada pod kriti¢nim uglom, duzina iS¢ezavanja
poljaje beskonacna, ali ova vrednost brzo opada na red velic¢ine talasne duZine svetlosti
kako se upadni ugao povecava. U ovim slucajevima, iS¢ezavajuca polja za upadni talas

1ili TM moda talasa, gde je vektor elektricnog polja paralelan sa ravni upadnog EM zracenja.
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Slika 1.1: (a) p-polarizacija upadnog EM zracenja na razdelnu povrsinu
metal-dielektrik; (b) Sema EM talasa i povrsSinskih naelektrisanja na razdelnoj
povrsini metala i dielektrika; intenzitet komponente elektri¢nog polja normalan na
razdelnu povrsinu eksponencijalno opada udaljavanjem od razdelne povrsine.

iznad kriticnog ugla korisna su za sprezanje zracenja sa povrsinskim elektronima i
formiranje povrsinskih plazmonskih polaritona.

Na osnovu granic¢nih uslova na razdelnoj povrsini dve sredine, komponenta elek-
triénog polja upadnog talasa E, je o¢uvana, dok se komponenta elektri¢nog polja E,
menja pri nailasku na razdelnu povrsinu. Naime, normalna komponenta gustine elek-
tri¢cnog polja D, je kontinualna s obzirom na to da nema slobodnih naelektrisanja na
razdelnoj povrsini i E, se menja sa dielektri¢cnom permitivnoscu sredine:

D, = ege0Ez4 = €méoEzm, (1.1.3)

gde su ¢, 1 ¢, dielektricne permitivnosti dielektrika i metala, E; i E;;; z-komponente
elektri¢nog polja dielektrika i metala, respektivno, a ¢y dielektri¢na permitivnost vaku-
uma. Opisani diskontinuitet u E, rezultuje promenu polarizacije na razdelnoj povrsini.
Iz ove pretpostavke moZe se primetiti da s-polarizovani? upadni talas nece izazvati
stvaranje naelektrisanja na razdelnoj povrsini, dok ¢e p-polarizovani talas stvoriti vre-
menski zavisnu polarizaciju naelektrisanja na razdelnoj povrsini. Iz tog razloga u daljoj
analizi bi¢e razmatrana samo p-polarizacija EM talasa.

Magnetno i elektri¢no polje iznad povrsine metala (za z > 0) mogu se opisati
izrazima (1.1.4) i (1.1.5), dok su magnetno i elektricno polje u oblasti z < 0 opisani
izrazima (1.1.6) i (1.1.7):

Hy = (0, Hyg,0) e Feaztilker=ah) (1.1.4)

2ili TE moda talasa, gde je vektor elektri¢nog polja normalan na ravan upadnog EM zracenja.
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E;s = (Ex4,0,ELq) e—kzdz+z'(kxx—a)t)’ (1.1.5)
Hy = (0, Hy, 0) e Fenztilkex—at), (1.1.6)
Ew = (Exm,0, Ezim) e—kzmz+i(kxx—a)t)’ (1.1.7)

gde H; i E; opisuju magnetno i elektri¢no polje u dielektriku, dok H,, i E;; opisuju
magnetno i elektri¢no polje u metalu, respektivno. Komponenta x talasnog vektora
oznacena je sa ky, dok su z-komponente talasnog vektora u dielektriku i metalu opisane
sa k;4 1 kzm, respektivno. Komponente x elektri¢nog polja predstavljene susa Ey 4 i Exy
u dielektriku i metalu, dok su z-komponente elektri¢nog polja predstavljene sa E,; i
E.; u dielektriku i metalu, respektivno. Analogno, y-komponente magnetnog polja u
dielektriku i metalu predstavljene su sa Hy4 i Hy;, respektivno.

Na osnovu prve i tre¢e Maksvelove jednacine, kao i grani¢nih uslova za razdelnu
povrsinu dva materijala, izveden je uslov za postojanje SPP talasa na razdelnoj povrsini
dve sredine [39]. Grani¢ni uslovi koji vaZe za razdelnu povrsinu metal-dielektrik na
slicil.1su: Exqg = Ex = Ex, dok za pravac normalan na razdelnu povrsinu vaZi grani¢ni
uslov €4Exg = € Exm 1za magnetno polje Hyd = Hym = Hy. Prema grani¢nim uslovima
za razdelnu povrSinu izmedu metala i dielekrika, tangencijalna komponenta vektora
elektri¢nog i magnetnog polja je kontinualna. Veza izmedu dielektri¢nih permitivnosti
inormalnih komponenata talasnih vektora data je slede¢im izrazom i predstavlja uslov
postojanja povrsinskih plazmonskih polaritona:

kzd &d

= -, 1.1.8
kzm Em ( )

a disperzija talasnog broja definisana je izrazom:

ky =ko,/ , 1.1.9

X 0 €1+ em ( )
Ed€m

kspp = ko | . 1.1.10

spp 0 €1+ e ( )

Na slici 1.2 predstavljena je kriva opisana disperzionom relacijom, definisanom

odnosno:

izrazom (1.1.10), za SPP talase na razdelnoj povrsini dielektrika permitivnosti ¢ i meta-
la €, 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, sto ukazuje da su SPP talasi



1.1. Teorijski uvod

“sporiji” u odnosu na talas u slobodnom prostoru. Takode, kao posledica sprezanja
fotona i povrsinskih plazmona, SPP talasi pokazuju veé¢i ukupni moment impulsa u
slobodnom prostoru u odnosu na svetlost na istoj ucestalosti.

f ko = ﬂ
C I‘f

k

Slika 1.2: Kriva disperzije SPP talasa.

Kao sto 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 povrsinu i u dielektriku i metalu, slika 1.1b. U ovom slucaju,
dubina prodiranja polja u dielektrik i metal, respektivno, definisana je kao 64 = 1/k.4 i
Om = 1/k,m kada elektri¢no polje opada na vrednost 1/e. Dubina prodiranja SPP talasa
u dielektrik i metal data je izrazima (1.1.11) i (1.1.12):

k|éd +em: (1.1.11)
d

5, = L et Emld (1.1.12)
Tk 2

Iz prethodnih izraza moZze se videti da elektri¢na polja SPP talasa opadaju eksponenci-
jalno sa rastojanjem od razdelne povrsine dve sredine. Na osnovu malih dubina prodora
elektri¢nih polja SPP talasa u dielektriku i metalu, elektri¢na polja SPP koncentrisana
su uglavnom blizu razdelne povrSine, a koncentracija polja znacajno je povecana na
razdelnoj povrsini. Bez obzira na to, koncentracija polja SPP talasa opada brzo od raz-
delne povrsine duz z pravca, a koncentracija polja veca je u dielektriku nego u metalu
[39].
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1.2. Pregled relevantnih istraZivanja

Kao sto je prethodno opisano, osobine SPP talasa u opsegu optickih ucestalosti
moguce je "preneti” i na opsege ucestalosti mikrotalasa primenom koncepta dizajni-
ranih povrsinskih plazmonskih polaritona. Ovaj koncept iskori$éen je za realizaciju
mikrotalasnih SSPP struktura na bazi razli¢itih geometrija jedini¢nih ¢elija, a u okviru
disertacije za realizaciju mikrotalasnog senzora za visokoosetljivu detekciju dielektric-

ne permitivnosti te¢nih analita.

1.2 Pregled relevantnih istraZivanja

Dosadasnja istraZivanja dovela su do realizacije razli¢itih planarnih konfiguracija
koje podrzavaju propagaciju SSPP talasa, a zasnovane su na gradijentnim otvorima
[37], reSetkama [37], cik-cak Zlebovima [40], Zlebovima sa kruznim pec¢ rezonatorima
[41] 1 disk rezonatorima [42]. Osim toga, svojstva SSPP talasa koriS¢ena 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 predloZeno u literaturi, ukljucujuéi senzor za merenje indeksa prelamanja i debljine
materijala [51], senzor za procenu sadrZaja vode u ljudskom tkivu [52] i detektor Sot-
kijeve diode [53]. Svi predloZeni senzori, zasnovani na SSPP talasima, koriste jedini¢ne
Celije sa Cesljastom strukturom visokoosetljivih svojstava. Senzor za procenu sadrzaja
vode u ljudskom tkivu [52], zasnovan na planarnom plazmonskom talasovodu, rea-
lizovan je u tehnologiji Stampanih ploca (engl. Printed Circuit Board, PCB) i pokazao
je sposobnost za in vivo merenja sadrZaja vode u tkivu koZe sa potencijalom za rane
dijagnosti¢ke primene. S druge strane, detektor Sotkijeve diode zasnovan na SSPP-u
takode je realizovan u PCB tehnologiji, gde je SSPP konfiguracija omogucila znacajno
povecanje osetljivosti detekcije [53]. Iako je senzorsko reSenje zasnovano na cesljastoj
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 predloZen je senzor za merenje dielektri¢ne permitivnosti
sa visokom osetljivos¢u, takode realizovan u PCB tehnologiji [54].

Generalno, senzori za detekciju promene dielektricne permitivnosti nalaze prak-
tiénu primenu u karakterizaciji materijala [55-57], merenju vlaZnosti zemljista [58, 59],
kontroli kvaliteta hrane [60, 61], meSavini fluida [62, 63], itd. Jedna od potencijalnih pri-
mena mikrotalasnih senzora u kojima osetljiv odziv moZe pruZiti vredne informacije
o uzorku je kontrola kvaliteta jestivih ulja. U tom smislu, dielektri¢na spektroskopi-
ja se koristi za detekciju falsifikata ulja [64], odredivanje hemijskog sastava [65, 66],
kontrolu kvaliteta jestivih ulja [67], odredivanju degradaciju ulja prilikom prZenja [68,
69], karakterizaciju kulinarskih ulja [27], odredivanje vremena koris¢enja ulja [28] i
identifikaciju ulja [29, 70]. U nastavku disertacije bi¢e predstavljen senzor na bazi SSPP
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti

talasa realizovan za detekciju malih promena dielektri¢ne permitivnosti jestivih ulja u
cilju identifikacije ulja i detekcije izmeSanih uzoraka.

1.3 Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju die-

lektri¢ne permitivnosti

Prethodno opisan princip dizajniranih povrsinskih plazmona iskoriSéen je za re-
alizaciju senzora za ultraosetljivu detekciju dielektri¢ne permitivnosti te¢nih analita.
Primenom numerickih simulacija ispitan je potencijal detekcije dve vrste jedini¢nih
¢elija u pogledu osetljivosti detekcije uzoraka male dielektri¢ne permitivnosti. Takode,
niz jedini¢nih éelija optimizovan je u pogledu broja jedini¢nih éelija i njihovih dimen-
zija, dajuci optimalan dizajn SSPP senzora. Konac¢no, senzor je realizovan primenom
jeftine hibridne tehnologije, a njegove performanse validirane sa uzorcima jestivih ulja
[10, 11].

1.3.1 Disperzione krive jedini¢nih ¢elija periodi¢nih struktura me-
talnog voda

Za potencijalnu primenu dizajniranih povrsinskih plazmonskih polaritona u sen-
zorskim tehnologijama, predloZena je novajedini¢na éelija i uporedena sa standardnom
jedini¢nom ¢elijom cesljaste strukture metalnog voda. Dimenzije jedini¢ne ¢elije optimi-
zovane su tako da se opseg ucestalosti kom asimptotski teZe disperzione krive uklopi u
mikrotalasne ucestalosti zbog jednostavnosti izrade senzora milimetarskih dimenzija.
Simulirana geometrija sadrZi rezervoar u kom se nalazi uzorak dielektri¢ne permitiv-
nosti €,k 1 Optimizovanu cesljastu strukturu metalnog voda koja se nalazi iznad
i ispod rezervoara. S obzirom na to da se princip detekcije dizajniranih povrsinskih
plazmonskih polaritona obezbeduje nizom jedini¢nih ¢elija u strukturi, performanse
senzora i linearnost odziva ispitani su za razli¢ite vrednosti perioda jedini¢ne éelije.
Takode, ispitana je zavisnost broja jedini¢nih Celija i gubitaka u strukturi.

Centralni element senzora je SSPP struktura, odnosno jedini¢na celija, ¢ije geo-
metrijske karakteristike odreduju ponasanje SSPP strukture. Naime, fenomen SSPP u
takvim kolima omogucava niskofrekventno ponasanje strukture na ucestalostima koje
odgovaraju rezonantnom ponasanju Celijske jedinice. Drugim re¢ima, na ucestalosti-
ma koje su bliske rezonantnoj ucestalosti jedini¢ne Celije, talas postaje vise konfiniran,
a odgovarajuce disperzione karakteristike pocinju odstupati od svetlosne linije, sve
do ucestalosti koja ne dozvoljava propagaciju, a koju karakteriSe transmisiona nula u
odzivu SSPP strukture.

U tom smislu, prvo je predloZena nova jedini¢na celija, prikazana na slici 1.3a,
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti

koja pruza kompaktniju strukturu u poredenju sa konvencionalnom cesljastom struk-
turom, prikazanom na slici 1.3b, zahvaljujuéi dvema simetri¢nim strukturama koje
formiraju T-oblikovanu prazninu. Ako pretpostavimo da su jedini¢ne éelije rezonantne
¢elije sa njihovom efektivnom induktivnoséu i kapacitivnoséu, moze se primetiti da
dok predloZena jedini¢na ¢elija ima slicnu efektivnu kapacitivnost prema masi (engl.
ground) kao ceSljasta struktura, njena efektivna induktivnost je znacajno veca, a kao
rezultat toga, predloZena jedini¢na ¢elija ima niZzu rezonantnu ucestalost. Za dobijanje
disperzione relacije predlozene jedini¢ne Celije i ceSljaste strukture, koriséen je CST
Microwave Studio 2021®3. Problem je reSen koris¢enjem Eigenmode solver-a. Pona-
vljajuca jedinica opisana je periodom d, Sirinom Zleba a, duzinom Zleba & i ukupnom

visinom jedinice w i debljinom materijala ¢.

(@)

|
]
%.%

Slika 1.3: (a) PredloZena jedini¢na ¢elija; (b) Jedini¢na celija ¢eSljaste strukture.

U simulacijama je pretpostavljena potencijalna tehnologija izrade senzora, pa su
za parametre koris¢eni parametri materijala kao pri izradi senzora. Za modelovanje
senzorske platforme zajedno sa komorom za te¢ne uzorke korisc¢eni su sledeci parame-
tri za simulacije materijala: sloj aluminijuma debljine 40 ym modelovan je tako da ima
elektri¢nu provodljivost 3,56 X 107 S/m. PVC folija debljine 80 um modelovana je sa
dielektri¢cnom permitivnoséu 3,3 i tangensom ugla gubitaka (tan 6) 0,15, dok je PMMA
debljine 2 mm modelovan sa dielektri¢cnom permitivno$éu 2,6 i tan 6 0,02. Iako rezul-
tati simulacija pokazuju da osobine 3M trake imaju zanemarljiv doprinos rezultatima,
modelovana je kao tanak film dielektri¢ne permitivnosti 3.

ViSeslojna struktura predloZzenog SSPP senzora prikazana je na slici 1.4. Kao sto
je opisano u uvodnom delu, princip detekcije senzora zasniva se na SSPP strukturi,
koja je realizovana koris¢enjem provodnih slojeva 1 i 7, dok slojevi 2 - 6 sluze kao
dielektri¢ne podloge i istovremeno sadrZe mikrofluidi¢ni rezervoar za uzorak. Zbog

modul MW & RF & OPTICAL | Periodic Structures | FSS, Metamaterial Unit Cell | Dispersion
Diagram
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti

postupka izrade, koji ¢e biti detaljnije objasnjen 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 izmedu mikrostrip linija i konektora u
pogledu prilagodenja impedanse 50 ()-skom standardu.

Al folija
PVC

2 % 3M traka

PMMA
3M traka
PVC

Al folija

Slika 1.4: ViSeslojna struktura SSPP senzora za detekciju dielektri¢ne permitivnosti.

U cilju optimizacije performansi detekcije, ispitani su disperzioni dijagrami dve
jedini¢ne ¢elije iste povrsine otiska. Ce$ljasta jedini¢na éelija okarakterisana je sa Cetiri
parametra prikazana na slici 1.3 - period d, udaljenost izmedu Zlebova a, duzina Zleba
h, $irina strukture w, i njihovi odnosi a = 0,4d, h = 0,84, w = d, dok je predlozena
jedini¢na celija okarakterisana sa jo$ dva dodatna geometrijska parametra - Sirina
savijenih struktura b = 0, 0674, i udaljenost izmedu savijenih oblika i dubine Zleba x =
0, 2(w — h). Naime, svi parametri jedini¢nih celija funkcija su perioda d, $to omogucava
skaliranje strukture promenom njegove vrednosti.

Slika 1.5a predstavlja rezultate simulacija u kojima su uporedeni disperzioni
dijagrami za razlicite vrednosti jedini¢ne Celije sa periodom d za predloZenu i ¢esljastu
jedini¢nu ¢eliju. Rezultati simulacija pokazuju da disperzioni dijagrami u slucaju obe
ispitane jedini¢ne ¢elije znacajno odstupaju od linije svetlosti. Takode, u oba slucaja
porast perioda d dovodi do smanjenja ucestalosti povrSinskih plazmona, medutim,
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti

predloZena struktura jedini¢ne celije pokazuje niZu ucestalost povrsinskih plazmona
u poredenju sa cesljastom strukturom, sto ukazuje na vecu efektivnu induktivnost i
posledi¢no niZzu rezonantnu ucestalost.

(@) o (b)

—Predlozena d=2,5mm m
—Predlozena d=5mm il e D
PredloZena d=7,5mm o
—PredloZena d =10 mm 10 Predl. &:=3
= -Ceé]jasta d=2,5mm — Predl. e, =4
Predl. &,=5

(O8]
o

- -Cegljasta d=5mm

---- - - Cedli. e =1

- - Cedlj. e, =2
Ceslj. e,=3

- - Cedlj. e, =4

Cesljasta d =7,5 mm -

- -Cegljasta d =10 mm e

Ccéli. &=5

— Svetlost

Ucestalost (GHz)
N
o

,_\
o
UCcestalost (GHz)
(o)

()

+ Predlozena
— Linearni fit y =-0,4215x + 6,2819, R? = 0,9756

+ Cesljasta 1
— Linearni fit y = -0,8582x+8,8349, R%=0,9309

Ucestalost (GHz)
N

6
5
4 re
1 2 3 <& 5
E:I‘

Slika 1.5: (a) Disperziona kriva ¢eSljaste strukture i predloZene jedini¢ne celije za
vrednosti perioda d u opsegu 2,5 - 10 mm; (b) Disperziona kriva ceSljaste i predlozene
jedini¢ne celije za period d = 7,5 mm za razli¢ite vrednosti dielektri¢ne permitivnosti

gr uopsegu 1 - 5; (c) Zavisnost ucestalosti povrSinskih plazmona od dielektri¢ne

permitivnosti za ¢eSljastu i predloZenu jedini¢nu Celiju.

1.3.2 Optimizacija dimenzija i broja jedini¢nih éelija

Pored disperzionih dijagrama, analizirana je osetljivost i linearnost detekcije cele
strukture senzora. Slika 1.6 prikazuje odgovore senzora za period jedini¢ne celije u
opsegu od 2,5 - 10 mm, respektivno i razli¢ite vrednosti dielektri¢nih permitivnosti
uzoraka u opsegu 1 - 5. Grafici 1.6a-d predstavljaju koeficijent transmisije u zavisnosti

od ucestalosti, dok unutrasnji grafik svakog od grafika predstavlja zavisnost poloZaja
transmisione nule i dielektri¢ne permitivnosti tecnog analita. Kao i u slucaju disper-
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti

zionih krivih, poloZaj transmisionih nula na graficima 1.6a-d prikazuje pomeranje
ka nizim ucestalostima sa porastom perioda jedini¢ne Celije. Tabela 1.1 sumira sve
parametre osetljivosti i linearosti kalibracionih krivih, predstavljenih na unutrasnjim
graficima slika 1.6 za razlicite periode jedini¢ne celije. Osetljivost je analizirana prema

f ax fmm

izrazu ————, gde su €y4x 1 €in maksimalna i minimalna vrednost dielektri¢ne
Emax — €min
permitivnosti uzorka, dok su fax 1 fin u€estalosti transmisionih nula koje odgovaraju

Emax 1 Emin, Tespektivno. MoZe se primetiti da se najbolja linearost postize u strukturi
sa periodom d = 7,5 mm, odnosno R? = 0,964, dok je osetljivost 569 MHz/epsilon u
opsegu dielektri¢ne permitivnosti 1 - 5. Iako strukture sa d = 2,5, 51 10 mm pokazuju
bolju osetljivost, dobra linearost je jedna od najvaznijih svojstava senzora i zbog toga
je odabrana vrednost od 7,5 mm kao optimalna vrednost perioda jedini¢ne éelije za

realizaciju senzora.
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti
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Slika 1.6: Simuliran odziv senzora za uzorke dielektri¢ne permitivnosti u opsegu 1 -5
za periode jedini¢ne Celije: (a) d = 2,5 mm; (b) d =5 mm; (c) d =7,5 mm; (d) 4 =10 mm.
Unutrasnji grafici: Kalibracione krive transmisionih nula u funkciji dielektri¢ne
permitivnosti.

Tabela 1.1: Poredenje osetljivosti i linearnosti odziva senzora za razlicite periode
jedinic¢ne Celije

Period jedini¢ne Osetljivost Linearnost R Fit
celije d (mm) (MHz/epsilon)

2,5 757,5 0,8956 -0,718¢ + 16,982
5 718,8 0,962 -0,7124 € + 9,486
7,5 532,1 0,964 -0,5633 ¢ + 6,7239
10 611,19 0,8932 -0,5772 ¢ + 5,7012

U slede¢im rezultatima simulacija, period jedini¢ne Celije fiksiranjena d =7,5 mm
zbog odli¢nih linearnih karakteristika i kompaktnih dimenzija jednostavnih za izradu
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti

senzora. Dalja analiza obuhvata poredenje odziva SSPP struktura sa razli¢itim brojem
jedini¢nih celija. Konkretno, dijagrami disperzije i ucestalosti povrsinskih plazmona
dobijaju se pod pretpostavkom da je struktura beskona¢na, dok realni senzor dozvo-
ljava konacan broj jedini¢nih ¢éelija. Stoga se mogu ocekivati razlike izmedu idealnih
i realisti¢nih slucajeva, a analizom je dobijen broj jedini¢nih éelija koji pruza dobar
odnos velicine strukture i ukupnih performansi senzora.

Slika 1.7 prikazuje rezultate simulacija za broj jedini¢nih ¢elija 5, 719, za vrednosti
dielektri¢ne permitivnosti 1, 3 i 5, gde se vidi da nema znacajnih razlika u poloZaju
transmisionih nula, a samim tim ni u potencijalu osetljivosti detekcije. Rezultati poka-
zuju da struktura sa 9 jedini¢nih ¢elija pokazuje dublje transmisione nule u poredenju
sa 517 jedini¢nih ¢elija koje pokazuju sli¢no ponasanje. S druge strane, rezultati na slici
1.7 takode pokazuju da broj jedini¢nih celija odreduje gubitke u strukturi i pokazuje
da struktura sa manjim brojem jedini¢nih ¢elija ima manje gubitke. Stoga, 7 jedini¢nih
¢elija je izabrano kao dobar kompromis izmedu veli¢ine senzora i dovoljno duboke

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

5jed. ¢elag, =1

5jed. ¢el. &,=3

5jed. cel. ;=5
- = 7jed. el g, =1
— 7jed. ¢el. =3
| | =-—-7jed.cel. &, =5
— — 9jed. ¢el. &, =1
—— 9jed. Cel. ;=3

/| |=-—-9jed. cel. &, =5
S

Koeficijent transmisije (dB)

3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5
Ucestalost (GHz)

Slika 1.7: Odziv mikrotalasnog na bazi SSPP talasa za broj jedini¢nih celija 5,719 za
uzorke dielektri¢ne permitivnosti 1, 31 5.

Optimizovana struktura SSPP senzora sa periodom jedini¢ne celije d=7,5 mm

i optimalnim brojem jedini¢nih ¢elija 7, izradena je primenom hibridne tehnologije
izrade, koja je opisana u nastavku.
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1.3. Senzor na bazi SSPP za ultraosetljivu detekciju dielektricne permitivnosti

1.3.3 Hibridna tehnologija izrade SSPP senzora

Na osnovu rezultata teoretske analize i kompleksnosti geometrije senzora razvi-
jen je novi postupak izrade senzora. PredloZeni SSPP senzor predstavlja viseslojnu
strukturu dobijenu viSestepenim procesom izrade. Postupak izrade zasniva se na teh-
nologijama ksirografije i laserskog mikromasinstva, koriséenjem jeftinih materijala i
moZe se smatrati jednostavnim, ekonomi¢nim i brzim jer celokupan postupak traje
svega nekoliko minuta.

Provodni slojevi 1 i 7 napravljeni su od aluminijumskih lepljivih folija i iseceni la-
serom (Nd:YAG Rofin-Sinar Power Line D-100). Sloj 4 sa mikrofluidi¢nim rezervoarom
napravljen je se¢enjem PMMA ploca pomoc¢u CO; lasera (CNC—MBL 4040RS). Slojevi
2i6izradeni suu PVC foliji (MBL 80MIC Beograd, Srbija), dok su slojevi 315 obostrano
lepljive trake 3M, a svi su iseceni pomocu 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 izradenog sloja prikazan je na slici 1.8. Ista struktura koris¢ena 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, sadrZi otvore za ulaz/izlaz fluida radi punje-
nja mikrofluidi¢nog rezervoara uzorcima, dok se donja PVC folija koristi za zatvaranje
komore, slika 1.8d. Kona¢no, realizovani SSPP senzor prikazan je na slikama 1.8ei 1.8f,
odozgo i odozdo, respektivno.

Slika 1.8: Hibridna tehnologija izrade senzorske platforme; (a) Srednji sloj sa
komorom za fluid izraden je u PMMA; (b) Lepljenje slojeva omoguceno je obostrano
lepljivom 3M trakom; (c) Gornji sloj PVC folije zatvara komoru sa gornje strane; (d)
Doniji sloj PVC folije zatvara komoru sa donje strane; (e) Izgled realizovane senzorske
platforme odozgo; (f) Izgled realizovane senzorske platforme odozdo.

Prethodno opisan postupak izrade omogucava realizaciju senzora kombinova-
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njem jeftinih materijala i brzih tehnologija izrade. Opisana tehnologija iskoriS¢ena je
za realizaciju SSPP senzora, nakon cega je eksperimentalna validacija odradena sa
uzorcima jestivih ulja.

1.3.4 Eksperimentalna validacija performansi SSPP senzora

Za testiranje SSPP senzora kori$¢eni su uzorci ulja, poc¢evsi od palminog ulja, koje
ima najnizu vrednost dielektri¢ne permitivnosti od pripremljenih uzoraka. U svakom
slede¢em koraku, rezervoar je ispran koris¢enjem uzorka sa prvom ve¢om dielektric-
nom permitivno$céu, a zatim je ponovo napunjen istim uzorkom. Zapremina komore
unutar senzorske platforme iznosi 0,8 mL, $to je ujedno i zapremina koriséenih uzo-
raka. Odzivi senzora mereni su pomocu vektorskog analizatora mreZze (VNA, E5071C
Agilent Technology), a za povezivanje izmedu uredaja i SSPP senzora koris¢eni su
povrsinski montirani konektori (SMA Southwest Microwave 292-04A-5), prikazani na
slici 1.9. Kalibracija senzora na jednoj tacki uradena je sa mikrofluidi¢nim rezervoarom
ispunjenim vazduhom.

\‘ SSPP senzor

T

Slika 1.9: Postavka eksperimenta. Vektorski analizator mreze povezan je sa SSPP
senzorom u cilju merenja dielektri¢ne permitivnosti jestivih ulja.

Kao 5to je prethodno receno, cilj predlozenog senzora je da se primeni na realne
probleme, te je na taj nacin validiran merenjem dielektri¢ne permitivnosti jestivih ulja,
Sto predstavlja tehniku otkrivanja kvaliteta i falsifikovanja ulja. U tu svrhu koriséeni

su slededi uzorci: palmino ulje (Palmino ulje za prZenje, Dijamant, Zrenjanin, Srbi-
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ja), suncokretovo ulje (Jestivo rafinisano ulje, Ba$ Ba$, Zrenjanin, Srbija), ricinusovo
ulje (Livsane, Novi Sad, Srbija), i maslinovo ulje (Cadel Monte, 100% italijansko ek-
stra devi¢ansko maslinovo ulje). Pored uzoraka ulja dostupnih na trzistu, dodatna 4
uzorka su pripremljena me$anjem palminog i ricinusovog ulja, a njihove dielektri¢ne

permitivnosti izracunate prema formuli Krasevskog [71]:

ErMIX = (\lgrpvp + Vgrch)z, (1.3.1)

gde ¢,m1x predstavlja dielektricnu permitivnost meSavine ulja, ¢,y i &, dielektri¢nu
permitivnost palminog i ricinusovog ulja, respektivno, a i v, i v, predstavljaju zapre-
minski udeo palminog i ricinusovog ulja u me$anim uzorcima. Vrednosti dielektri¢ne
permitivnosti koriS¢enih ulja i izra¢unate vrednosti za meSavine palminog i ricinuso-
vog ulja za izmeSane uzorke prikazani su u tabeli 1.2.

Tabela 1.2: Dielektri¢na permitivnost uzoraka ulja i uzoraka izmesSanog palminog i
ricinusovog ulja.

Uzorak Dielektri¢na permitivnost | tan 6 Referenca
Palmino 1,8 0,03 [72]
Maslinovo 1,82 0,04 [73]
Suncokretovo 1,86 0,03 [74]
Ricinusovo 2 0,08 [75]
IzmeSani uzorci | Dielektricna permitivnost | tan6 | Zapreminski odnos meSanja

Uzorak 1 1,84 0,04 1:35
Uzorak 2 1,87 0,04 1:2
Uzorak 3 1,93 0,06 2:1

Uzorak 4 1,96 0,07 35:1

Na slikama 1.10a i 1.10b prikazani su simulirani i izmereni rezultati za uzorke
Cistog jestivog ulja i uzorke mesanih ulja, respektivno. Treba napomenuti da su simuli-
rani rezultati dobijeni korid¢enjem izrac¢unatih dielektri¢nih permitivnosti u tabeli 1.2.
Moze se videti da su spektralne pozicije transmisionih nula pomerene ka nizim ucesta-
lostima za povecanje vrednosti dielektri¢nih permitivnosti uzoraka. Pored toga, mozZe
se uociti dobro slaganje izmedu rezultata simulacija i merenja, osim malog spektralnog
pomeranja i vecih gubitaka, gde se poslednji mogu pripisati gubicima u kablovima i
konektorima i nesavrSenosti 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 izmeSanog palminog i ricinusovog ulja, tabela
1.2; (c) Spektralne pozicije transmisionih nula za sve izmerene uzorke.

Izmereni rezultati potvrduju da je predloZeni senzor veoma osetljiv na male pro-
mene dielektri¢ne permitivnosti uzorka. Rezultati su dodatno potvrdeni na slici 1.10c
koja prikazuje zavisnost spektralnog poloZaja simuliranih i izmerenih nula od dielek-
triéne permitivnosti uzoraka. I simulirani i izmereni rezultati imaju odli¢ne linearne
osobine R? = 0,9971 i R? = 0, 9802, respektivno.

1.4 Diskusija i zakljucak

U okviru prve glave doktorske disertacije realizovan je senzor na bazi dizajni-
ranih povrsinskih plazmonskih polaritona i time potvrden senzorski potencijal ovog
talasnog fenomena. Nova konfiguracija jedini¢ne Celije predloZena je u cilju poboljsanja
osetljivosti detekcije dielektri¢ne permitivnosti, a optimizacija njenih dimenzija urade-
na u cilju unapredena linearnosti odziva senzora. Rezultati pokazuju da predloZeni
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1.4. Diskusija i zakljucak

senzor ima potencijal za primenu u kontroli kvaliteta ulja jer je u stanju da razlikuje
ulja sa razlikom dielektri¢ne permitivnosti od 0,02. Zajedno sa brzom i jednostavhom
procedurom proizvodnje, opisane karakteristike ¢ine predloZeni senzor odli¢nim kan-
didatom za detekciju malih promena dielektricne permitivnosti, ne samo za jestiva
ulja, veé i za druge te¢ne analite.

Da bi se dalje ilustrovale odli¢ne performanse SSPP senzora, poredenje sa drugim
senzorima za detekciju dielektri¢ne permitivnosti u jestivim uljima prikazano je u ta-
beli 1.3. Predstavljeni rezultati pokazuju da opisani senzor predstavlja prvo reSenje za
detekciju jestivog ulja zasnovano na SSPP fenomenu. U pogledu sloZenosti tehnologije
izrade, treba napomenuti da je hibridni pristup za izradu senzora omogucdio njegovu
jednostavnu i brzu pripremu koja se moZze obaviti u nekoliko koraka i za nekoliko
minuta. StaviSe, predloZeni senzor koristi manje od 1 mL uzorka, $to smanjuje koli¢inu
koriS¢enih uzoraka u poredenju sa senzorima koji se moraju uroniti u uzorak tokom
testiranja. Dodatno, kao $to je prikazano u rezultatima senzor obezbeduje visoku ose-
tljivost. Iako strukture senzora u radovima [14, 27] imaju bolju osetljivost, zahtevaju
sloZenije procedure proizvodnje s obzirom na to da su im radne ucestalosti u opsegu
desetina GHz, $to posledi¢no zahteva realizaciju manjih struktura, kompleksniju izra-
du i skuplju opremu. Stavige, struktura u [27] nije eksperimentalno potvrdena. Pored
toga, predloZeni senzor ima odli¢nu linearnost, koja nadmasuje linearnost drugih re-
Senja. Rezultati ovih istraZivanja publikovani su u okviru rada u na¢nom ¢asopisu i na
medunarodnoj konferenciji.
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karakterizaciji ulja u pogledu principa detekcije, zapremine uzorka, osetljivosti i kompleksnosti izrade.

Tabela 1.3: Poredenje predloZenog SSPP senzora za merenje dielektri¢ne permitivnosti sa drugim predlozenim re$enjima u

Primena Dizajn Tehnologija| Kompleksnost| Zapremina | Osetljivost | Radna Ref.
tehnologije uzorka (mL) | (MHz/¢,) | uCestalost

Detekcija falsifikata | Dvostruki komple- | PCB Srednje Uronjen 1133 11,56 GHz | [14]
mentarni SRR

Karakterizacija ulja | Metamaterijal - | Dizajnirano| Srednje Proc. 0,01 1120 30 GHz [27]

za kuvanje SRR

Odredivanje vreme- | Transmisiona linija | PCB Srednje Uronjen Proc.243 | 545GHz | [28]

na przenja - senzor 1

Odredivanje vreme- | Transmisiona linija | PCB Srednje Uronjen Proc. 270 | 5,45 GHz | [28]

na przenja - senzor 2

Identifikacija jestivih | Meta-povrSinski PCB Srednje Proc. <1 500 9,887 GHz | [29]

ulja apsorber

Detekcija falsifikata EBG-inspirisani PDMS Visoka 0,8 205,1 2,592 GHz | [30]
pec rezonator

Dielektri¢na karakte- | Dvostruki SRR PCB Srednje Uronjen 74,37 1,85 GHz | [19]

rizacija

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

yognipwz 1 vlsnysiq F'1



Glava 2

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

Pri proucavanju sloZenih velikih sistema cesto se koristi strategija smanjivanja
razmere (engl. scale down approach), gde se veli¢ina i sloZenost sistema smanjuju dok se
znacajni fizicko-hemijski procesi u sistemu zadrZzavaju. Ovaj pristup omogucava razvoj
i optimizaciju kompleksnih makroprocesa i njihovo dublje razumevanje, s obzirom na
to da je broj parametara i promenljivih znacajno smanjen u mikrookruZenju. Pored
toga, ovaj pristup smanjuje potrebu za skupom i velikom opremom, smanjuje koli¢inu
koris¢enih reagenasa i materijala i omogucava laksu kontrolu procesnih parametara
[76, 77]. Kori$éenje pristupa smanjenih razmera, posebno mikrofluidi¢nih platformi in-
tegrisanih sa razli¢itim senzorskim tehnologijama mozZe biti veoma korisno za razlicite
bioprocese kako bi se resili problemi koji nastaju pove¢anjem dimenzija sistema [78-80].
Mikrofluidika omoguéava manipulaciju malim koli¢inama te¢nosti reda mikrolitara u
mreZi specificno dizajniranih mikrokanala imitirajuéi sloZene makroprocese kao $to su
mesSanje te¢nosti, separaciju Cestica, itd. Integracija senzora u mikrofluidi¢ne platforme
dovela je do razvoja koncepta LOC [81, 82] i organ-na-¢ipu [83, 84], koji mogu simulirati
sloZene bioloSke sisteme u kontrolisanom okruzenju. Ove platforme pokazale su po-
tencijal da unesu velike izmene u polja medicine i biotehnologije omogucavajucdi brzo i
precizno testiranje lekova i medicinskih tretmana i analiza, kao i u boljem razumevanju
funkcionisanja bioloskih sistema.

U okviru doktorske disertacije pomenuti pristup iskoriséen je za realizaciju LOC
platforme sa mikrobioreaktorom za kultivaciju éelija i integrisanim impedansnim sen-
zorom za pracenje rasta ¢elija. Impedansni senzor sa interdigitalnim dizajnom elektro-
da realizovan je inkdZet stampom i integrisan u LOC platformu, odnosno simulator
smanjenih razmera bioreaktora. PredloZeni metod, integrisan u jednostavan minijatu-
rizovani LOC sistem, pokazuje potencijal za primenu u razli¢itim istraZivanjima kao
Sto su organ-na-¢ipu, za testiranje lekova i ispitivanje ¢elija i tkiva, optimizaciju sistema
kultivisanog mesa i sl. Potencijal predloZene platforme sa integrisanim impedansnim
senzorom testiran je na MRC-5 ¢elijama, koje su koriS¢ene kao model adherentnih ce-
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2.1. Pregled relevantnih istraZivanja

lija sisara. PredloZeni senzor precizno je detektovao sve faze rasta ¢elija tokom perioda
kultivacije od 96 h sa ogranicenim hranljivim materijama. Kombinovanjem rezultata
impedansnog merenja sa tehnikama obrade mikroskopskih slika tokom rasta celija, ra-
zvijen je novi pristup za pracenje biomase u realnom vremenu uz naprednu kontrolu
pracenja rasta Celija u mikrobioreaktorima.

U teorijskom uvodu bice opisan princip rada impedansnog senzora, kao i dielek-
tri¢ne osobine bioloskih materijala bi¢e opisane za razli¢ite opsege ucestalosti u cilju
razumevanja principa detekcije. U eksperimentalnom delu, rezultati izmerene impe-
danse bi¢e uporedeni sa rezultatima predloZenog modela ekvivalentnog elektri¢nog
kola koje opisuje ponasanje senzora, kao i rezultatima obrade mikroskopskih slika u
cilju procene biomase unutar LOC platforme.

2.1 Pregled relevantnih istraZivanja

Pristup smanjenih razmera posebno je relevantan za istraZivanja u oblasti kulti-
visanog mesa, koje se smatra odrzivom alternativom tradicionalnoj proizvodnji mesa,
zbog svog potencijala za eti¢an i odrziv bioproces zasnovan na kultivaciji éelija i teh-
nikama tkivnog inZenjeringa. Kultivisano meso potencijalno nudi reSenja za velike
probleme u tradicionalnim metodama proizvodnje mesa [85]. Tradicionalna poljopri-
vreda ima ogroman uticaj na zagadenje [86] i klimatske promene [87], dok se isto-
vremeno suocava sa izazovima primene antibiotika i fungicida, kao i sa patogenima i
bolestima u sistemima stocarske proizvodnje [88]. Iz tog razloga proizvodnja kultivi-
sanog/laboratorijski uzgojenog mesa ima ogroman potencijal da ublaZi sve navedene
probleme vezane za konvencionalnu proizvodnju mesa. Proizvodnja mesa u velikim
razmerama posebno je vazna jer su Ujedinjene nacije predvidele da ¢e porast stanov-
nitva dosti¢i 10 miljjardi ljudi u narednih 30 godina, Sto ¢e rezultirati povecanom
potraznjom za hranom za vise od 70% [89]. Potencijal ove oblasti ve¢ je prepoznat
u svetskim okvirima imajuci u vidu da je EFSA! donela odredene regulative i da su
pojedine zemlje ve¢ usvojile regulative za proizovodnju i distribucije proizvoda od kul-
tivisanog mesa [90]. Medutim, proces proizvodnje kultivisanog mesa je i dalje veoma
skup, pa je smanjenje troskova proizvodnje jedan od glavnih prioriteta i atraktivnih
oblasti istraZivanja. U tom smislu, senzori mogu biti od posebne pomo¢i u proizvodnoj
skali jer omogucavaju poboljSanu kontrolu u procesu i ponovnu optimizaciju procesa
kultivacije, uStedu na koris¢enju medijuma za kultivaciju i snizavanje ukupne cene bio-
procesa. U literaturi su predloZena razlic¢ita senzorska reSenja za pracenje relevantnih
parametara rasta Celija u bioreaktoru [91, 92].

Biomasa jedan je od najvaznijih parametara za praenje tokom kultivacije ¢elija

1European Food Safety Authority
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u bioreaktorima jer direktno opisuje prirast rasta celija. Mnoge neinvazivne tehnike
zasnovane na brojanju ¢elija hemocitometrima [93], bliskoj infracrvenoj spektrosko-
piji [94] i dielektri¢noj spektrometriji [95] predloZene su za pracenje biomase. Pored
prethodno navedenih tehnika, koje se smatraju tehnikama direktnog monitoringa, pre-
dloZene su i indirektne metode zasnovane na merenju koncentracije glukoze i laktata
[96], oslobodenih gasova tokom bioprocesa [97] i promene redoks potencijala [98]. Sva
navedena reSenja imaju svoje nedostatke, a njihova integracija u bioreaktore je i dalje
izazovan zadatak za komercijalne primene.

Impedansni princip detekcije rasta ¢elija pokazao je obec¢avajuéi potencijal za pra-
¢enje biomase kori$¢enjem naizmenicne struje (AC) u radio-frekventnom opsegu [99,
100]. Naime, dielektri¢na svojstva celija zavise od ucestalosti primenjenog polja. Kao
heterogene strukture, ¢elije su sacinjene od izolacionih membrana i okruZene provod-
nom citoplazmom, kao i provodnim medijumom za kultivaciju. Drugim recima, éelije
se mogu posmatrati kao mali kondenzatori, pa se njihova kapacitivna svojstva mogu
koristiti za pradenje rasta tokom vremena. Pored toga, impedansa, kao kompleksna veli-
¢ina, sadrzi informacije o provodnim osobinama sistema za kultivisanje (koji obuhvata
¢elije sa medijumom za kultivaciju) i informacije o kapacitivhim svojstvima sistema za
kultivaciju kroz realne i imaginarne delove, respektivno. Ove informacije iskoris¢ene
su za izra¢unavanje karakteristika kao $to su vijabilnost ¢elija, proliferacija i adhezija
¢elija na podlogu [101-105]. Nedavne studije pokazale su da je ovaj pristup efikasaniu
2D i 3D sistemima kultivisanja ¢elija, odnosno i za adherentne ¢elije u monoslojevima
i za slobodno plutajuée ¢elije u suspenzijama [106]. Shodno tome, impedansni metod
postao je koristan pristup u brojnim bioloskim oblastima, ukljuc¢uéi testiranje lekova,
ispitivanje kretanja celija i tkivnog inZenjeringa [102, 107-109].

2.2 Teorijski uvod

2.2.1 Kriva disperzije bioloSkih materijala

Generalno, pojava disperzije u razli¢itim opsezima ucestalosti moZe se razmatrati
na osnovu orijentacije dipola i kretanja nosilaca naelektrisanja. Na nizim ucestalosti-
ma, dipoli se lako orijentiSu u pravcu primenjenog polja, dok nosioci naelektrisanja na
svom putu imaju veliku verovatnocu za zahvatanje u nekom od defekata materijala ili
na unutras$njim razdelnim povrsinama. Iz tih razloga, na niZim ucestalostima karakte-
risti¢na je velika vrednost dielektri¢ne permitivnosti i mala vrednost provodljivosti. Sa
porastom ucestalosti, smanjuje se sposobnost dipola da isprate promene u elektricnom
polju i polarizacija opada. S druge strane, nosioci naelektrisanja prelaze krace razdalji-

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

U heterogenim materijalima, kao Sto su bioloski, dolazi do pojave nekoliko celina
na krivoj disperzije, slika 2.1. Opadajuce, stepenicaste promene u dielektri¢noj permi-
tivnosti sa porastom ucestalosti, odreduju 4 oblasti (a, B, 7,1 0) i posledica su razli¢itih
mehanizama polarizacije koji rezultiraju dielektri¢cnom relaksacijom na odredenoj uce-
stalosti. Od niZih ka vi$im ucestalostima dominantne su migraciona relaksacija, zatim
orijentaciona (dipolna), jonska i elektronska polarizacija, respektivno. Na nizim uce-
stalostima (10 Hz - 10 kHz) « disperzija nastaje usred tangencijalnog toka nosilaca
naelektrisanja po povrsini.

U opsegu ucestalosti (10 kHz - 10 MHz) deSava se nagomilavanje naelektrisanja
na Celijskoj membrani usred razli¢itih vremena relaksacije nosilaca naelektrisanja, tj.
Maksvel-Vagnerovog efekta na razdelnoj povrsini ¢elijske membrane. Ova oblast uce-
stalosti naziva se § disperzija. Dodatni doprinos g disperziji daje i polarizacija proteina
i drugih organskih makromolekula. Osobine biosistema u ovom opsegu ucestalosti
pogodne su za detekciju brojnosti ¢elija unutar sistema jer se Celije ponasaju kao di-
poli i ovaj princip bice iskoris¢en u predlogu senzora za biomasu, sto ¢e detaljnije biti
opisano u nastavku.

Opseg ucestalosti 0,1 - 5 GHz odgovara 6 disperziji, koja se iskazuje kod nekih
proteinskih rastvora i nece biti predmet istraZivanja doktorske disertacije. Kona¢no, na
ucestalostima iznad 0,1 GHz EM talasi prolaze kroz ¢elijsku membranu i interaguju
direktno sa unutarcelijskim sadrZajem. U ovom opsegu ucestalosti deSava se relaksacija
molekula vode, $to dovodi do y disperzije, i ne mogu se detektovati doprinosi poje-
dinac¢nih ¢elija signalu zbog doprinosa koji potice od molekula vode i unutarcelijskog
sadrzaja [100, 110, 111]. Iz tog razloga za detekciju primenom impedanse ispitane su
ucestalosti u oblastima « i f disperzije za detekciju rasta ¢elija unutar mikrobioreaktora.
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Slika 2.1: Kriva disperzije bioloskih materijala.
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2.2. Teorijski uvod

2.2.2 Princip detekcije impedansnog senzora

Kao heterogene strukture, bioloski materijal ispoljava i provodne i dielektri¢ne
osobine u primenjenom AC polju. Ponasanje ovih sistema opisano je veli¢inama kao
Sto su dielektri¢na permitivnost i provodljivost, koje su funkcije primenjene ucestalosti
i imaju karakteristike disperzije. PredloZeni impedansni pristup za pracenje rasta celija
zasniva se na promeni dielektri¢ne permitivnosti medijuma sa éelijama sa povecanjem
brojnosti ¢elija. Kao $to je opisano u poglavlju 2.2.1, osetljivost detekcije zavisi od
opsega uclestalosti koji se koristi za merenja i u okviru istraZivanja ispitana je osetljivost
detekcije impedansnog senzora za ucestalosti u oblasti « i § disperzije.

Naime, grada ¢elijske membrane odreduje kapacitivne osobine samih éelija zbog
mogucnosti akumulacije naelektrisanja u naizmeni¢nom polju. Pored kapacitivnih
svojstava, ¢elije pokazuju i visok otpor za jednosmernu struju (DC) i niskofrekventnu
naizmenicnu struju. Zbog toga je opseg ucestalosti do 100 kHz pogodan za ocitavanje
biomase, jer se na povrsini membrane nakupljaju naelektrisanja, a celije se ponaSaju
kao dipoli. Sistem ¢elija u medijumu moZe se posmatrati kao kolekcija sferi¢nih kon-
denzatora, a kapacitivnost sistema raste sa pove¢anjem broja ¢elija. Impedansni pristup
pogodan je za pracenje rasta Celija, jer samo Zive Celije poseduju prethodno opisane
osobine zahvaljujuéi celijskoj membrani koja omoguéava razdvajanje naelektrisanja.
Pomenute kapacitivnhe osobine detektabilne su merenjem impedanse i taj princip je
iskori$éen za pracenje rasta celija unutar LOC platforme.

PredloZzena platforma napravljenja je iz nekoliko delova: staklena podloga koristi
se kao podloga na kojoj se realizuje senzor, na koji je nadogradena mikrofluidi¢na
komora sa ¢elijama. U predloZzenom LOC sistemu, staklo prekriveno SU-8 rezistom
predstavlja podlogu za kultivaciju éelijja, slika 2.2a. Sloj SU-8 rezista nanesen je na
impedansni senzor u cilju sprecavanja direktnog kontakta izmedu senzora i celija
u cilju detekcije samo kapacitivnih svojstava merenog sistema. Model adherentnih
¢elija, MRC-5, koriSéen u eksperimentima, lepi se za podlogu, raste u jednoj ravni i
iz tog razloga predstavljen je kao monosloj na slici 2.2a. Iznad sloja ¢elija, komoru za
kultivaciju ispunjava medijum, koji obezbeduje hranljive materije za rast ¢elija u toku
kultivacije.

U predloZenom sistemu, imaginarni deo impedanse je dominantan u ukupnoj
impedansi i odrazava broj ¢elija u sistemu, dok realni deo oslikava elektri¢nu provo-
dljivost medijuma i ¢elija. PredloZeni sistem sa integrisanim senzorom mozZe se posma-
trati kao skup sferi¢nih kondenzatora, gde se kapacitivnost svakog sloja moZe odrediti
na osnovu njihovih dielektri¢nih svojstava i rastojanja od povrsine senzora, slike 2.2a
i 2.2b. Ukupna kapacitivnost zavisi od svojstava koris¢enih materijala (staklo, SU-8,
kao i ¢elije i medijum). S obzirom na to su svi ostali parametri u sistemu konstantni,
imaginarni deo impedanse odreden je koncentracijom celija. Sa druge strane, realni
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2.3. Realizacija LOC platforme za monitoring rasta Celija

deo impedanse, koji je povezan sa elektricnom provodljivos¢u medijuma oko senzora,
moZe pruziti informacije o promenama u medijumu oko senzora, kao §to su prisustvo

jona ili promene u jonskoj jacini rastvora.

(a) PMMA (b) Cmed
Medijum II
i
) Cc’e]jja
Celije
200000000000000000 II
SU-8 Senzor CISIU—8
Cstaklo

Slika 2.2: (a) Sematski prikaz popre¢nog preseka LOC platforme; (b) Ekvivalentno
elektri¢no kolo kapacitivnosti slojevite strukture LOC platforme sa ¢elijama.

2.3 Realizacija LOC platforme za monitoring rasta celija

2.3.1 Struktura LOC platforme

Za izradu viSeslojne LOC platforme koriS¢eni su transparentni i biokompatibilni
materijali - staklo i poli(metil metakrilat) - PMMA (Oracal Polikarbonati, Srbija). Im-
pedansni senzor realizovan je u formi interdigitalnih elektroda, istampanih na staklu
debljine 2 mm. Za Stampanje senzora koris¢eno je mastilo sa 15% srebrnih nanocestica
(Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, Belgija). Senzor i staklo, prekriveni su SU-8 3000 rezistom
debljine 8 ym (Micro Chem, Ujedinjeno Kraljevstvo). Gornji i srednji slojevi senzora
izradeni su u PMMA plo¢ama debljine 2 mm, dok su konekcioni slojevi izradeni u 3M
dvostrano lepljivoj traci (3M™ GPT-020F, St. Paul, MN 55144-1000, Minneapolis, MN,
USA).

ViSeslojna struktura predloZene mikrofluidi¢ne platforme prikazana je na slici
2.3. Predlozena platforma sadrzi mikrobioreaktor i impedansni senzor integrisane u
kompaktni, multifunkcionalni ¢ip koji se sastoji od nekoliko razli¢itih slojeva reali-
zovanih koris¢enjem tehnologije laserskog mikromasinstva. Kao $to je spomenuto u
sekciji 2.2.2, staklo (sloj 5) se koristi kao podloga za impedansni senzor koji je realizo-
van primenom inkdZet stampe. Dizajn predloZenog senzora ima oblik interdigitalnog
kondenzatora, a njegova struktura optimizovana je parametrima inkdZet Stampanja
kako bi se dobila dobra rezolucija stampanog sloja. Prethodna istraZivanja koriste SU-8
rezist u razli¢itim biomedicinskim primenama zbog njegove dobre biokompatibilnosti
i opticke transparentnosti [112, 113]. Iz tog razloga sloj SU-8 rezista iskoris¢en je za
pokrivanje interdigitalnih elektroda i nanesen je primenom Dr Blade tehnike [114].
Zbog neprovodnih osobina filma SU-8 omogucena je detekcija kapacitivnih svojstava
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2.3. Realizacija LOC platforme za monitoring rasta Celija

merenog sistema.

Komora mikrobioreaktora za uzgajanje celija ima zapreminu od 1,5 mL i rea-
lizovana je u srednjem sloju (sloj 3) koji sadrzi ulazne i izlazne otvore i komoru sa
zaobljenim dizajnom ivica kako bi se sprecilo stvaranje vazdusnih mehura unutar ¢ipa.
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 obezbeduje pomoc¢u konekcionih prstiju koji se
nalaze van komore. Veza izmedu slojeva omogucena je sa dva medusobno povezana
sloja, 2 i 4, koji su realizovani u istom dizajnu kao sloj 3.

13—\
‘///// —
\ :25,3
=" Sloj 1
PMMA >
159 14 )
Dvostrano 7 Sloj 2
lepljiva traka
Sloj 3
Dvostrano Sloj 4
lepljiva traka
Sloj 5
Staklo  \
0,35
, " Inkdzet
Y | semzor 50 mm

Slika 2.3: ViSeslojna struktura mikrofluidi¢ne platforme sa dimenzijama u mm.

2.3.2 Priprema MRC-5 éelija za kultivaciju unutar LOC platforme

Pre zasejavanja u mikrobioreaktorsku platformu, ¢elije MRC-5 (humani fibro-
blasti ATCC CCL-171) uzgajane su u standardnim bocama za tkivo (Costar, 25 cm?)
u Celijskom medijumu (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) sa 4500 mg/L
glukoze, dopunjene sa 10% fetalnim govedim serumom i 1% serum rastvor antibioti-
ka/antimikotika (Sigma-Aldrich). Celije su zasejane u koncentraciji od 0,7x10° éelija,
inkubirane na 37 °C u atmosferi sa 100% vlaznosti sa 5% CO, u CO; inkubatoru (ICO50,
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MEMMERT, Schvabach, Nemacka) i pasaZirane dva puta nedeljno. Za zasejavanje ¢elija
u mikrobioreaktor, celije u t25 flaskovima su tripsinizirane koris¢enjem 0,25% tripsin-
EDTA (Serva, Nemacka), prebrojane i zasejane u koncentraciji od 50.000 celija/mL. Za
kultivaciju unutar mikrobiorektora korisé¢en jei DMEM sa glukozom, fetalnim govedim

serumom i antibiotikom /antimikotikom.

2.3.3 Karakterizacija senzora i rezultati merenja impedanse

Slika 2.4a predstavlja impedansni senzor realizovan tehnikom inkdZet Stampe sa
interdigitalnim dizajnom elektroda na staklu, pre integracije u mikrofluidi¢nu plaf-
tormu. Karakterizacija realizovanog interdigitalnog dizajna uradena je profilometrom
i skenirajué¢im elektronskim mikroskopom (SEM), slike 2.4b i 2.4c. Prednost inkdZet
Stampanja ogleda se u mogucnosti realizacije ostrih i glatkih ivica, kao $to se moZe vi-
deti na slikama profilometra, slika 2.4b. S druge strane, slike skenirajuceg elektronskog
mikroskopa daju dodatne informacije o defektima Stampanog sloja na mikroskali, $to
moZe uticati na performanse senzora. Na slici 2.4c pored sastava i granulaste struktu-
re napravljene od nanocestica srebra, SEM slika prikazuje da povrSina senzora nema
ostecenja i da postoji uniformnost stampanog sloja. Pre upotrebe, senzor je oc¢iS¢en sa
izopropanolom pre integracije u mikrofluidi¢nu platformu.

Merenja impedanse odradena su potenciostatom (PalmSens4, Holandija), smesSte-
nim u CO; inkubator, povezanim preko Bluetooth-a sa ra¢unarom i softverom PSTrace
5.8. Na ovaj nacin izbegnuto je pomeranje mikrobioreaktora iz inkubatora i potencijalna
kontaminacija celija i ¢elijskog medijuma, slika 2.4d.

32



2.3. Realizacija LOC platforme za monitoring rasta Celija
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Slika 2.4: (a) InkdZet Stampani impedansni senzor na staklu; (b) Slika sa profilometra
inkdZet Stampanih elektroda; (c) SEM slika inkdZet Stampanih elektroda pri uvecanju
x 3000; (d) Postavka eksperimenta. Portabilni potenciostat PalmSens smeSten je
unutar CO, inkubatora zajedno sa mikrobioreaktorom sa impedansnim senzorom.

Slika 2.5 predstavlja rezultate merenja impedansnog senzora tokom 96 h kulti-
vacije MRC-5 ¢elija na tri razlicite ucestalosti u opsegu 5 kHz - 100 kHz. U toku prva
2 h kultivacije ¢elija, usled lepljenja ¢elija na povrSinu senzora moZze se videti nagli
pad u modulu i imaginarnom delu impedanse. Dalje analiza rezultata zavisi od ana-
lizirane ucestalosti na kojoj se posmatraju rezultati merenja senzora, usled razlicitog
ponasanja bioloskog materijala u razli¢itim opsezima ucestalosti. Naime, prema krivoj
disperzije opisanoj u sekciji 2.2.1, u a fazi i opsegu ucestalosti 10 Hz - 10 kHz, deSava
se tangencijalni tok jona na povrsini ¢elija. Rezultati na slici 2.5a na ucestalosti od 10
kHz prikazuju da senzor moZe da prepozna rast ¢elija unutar mikrobioreaktora bez
mogucnosti da detektuje lag fazu rasta. Pored toga, stacionarna faza i faza odumiranja
se ne mogu razlikovati. S druge strane, na ve¢im ucestalostima, koje odgovaraju f fazi
krive disperzije, deSava se nagomilavanje naelektrisanja na celijskoj membrani. Ova
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osobina omogucava detekciju éelija unutar plafrome i pra¢enje 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 ucestalosti, senzor moZe da detektuje razlicite
faze rasta celija: pad i lepljenje na povrsinu senzora, lag fazu, eksponencijalnu fazu,
stacionarnu fazu i fazu odumiranja. Rezultati, medutim, pokazuju da je promena im-
pedanse kvantitativno vec¢a na 50 kHz u poredenju sa 90 kHz, indukujudi blagi porast
dielektri¢ne permitivnosti ¢elija do 100 kHz, kao Sto je prethodno opisano u poglavlju
2.2.1, slika 2.1. Kona¢no, zbog ogranicenih nutrijenata dostupnih za rast ¢elija, nakon
60 h kultivacije, faza odumiranja pocinje. Mrtve Celije se odlepljuju sa povrSine tokom
faze odumiranja, rezultujudi porastom impedanse u merenjima senzora. Na kraju faze
odumiranja, raspad ¢elija dovodi do blagog porasta impedanse.

Nakon 96 h kultivacije, kontrolna merenja impedanse svezeg medijuma i kori-
S¢enog medijuma uradena su radi utvrdivanja doprinosa merenom signalu. Naime,
rezultati na slici 2.5d prikazuju malu razliku u opsegu ucestalosti 5 - 20 kHz izmedu
realnog dela sveZeg medijuma i medijuma nakon kultivacije ¢elija. Realni deo impe-
danse na slici 2.5d pokazuje vece vrednosti za medijum nakon kultivacije u poredenju
sa svezim medijumom. Naime, tokom procesa kultivacije, ¢elije 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 koris¢enog medijuma. S druge strane, imaginarni deo impedanse ne
pokazuje znacajne promene izmedu sveZeg medijuma i medijuma nakon kultivacije
¢elija. Na osnovu ovih rezultata, pretpostavlja se da doprinos signalu impedanse daju
samo Celije koje rastu na povrsini senzora, a ne zbog promene svojstava medijuma u
toku kultivacije, posebno na veéim ucestalostima koje su se pokazale bolje za opisanu
primenu.
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Slika 2.5: Moduo impedanse (| Z|), realni (Re) i imaginarni (Im) deo impedanse na
ucestalostima: (a) 90, (b) 50, and (c) 10 kHz u toku 96 h kultivacije MRC-5 ¢elija unutar
mikrobioreaktora. GreSke na graficima predstavljaju standardnu devijaciju izracunatu

za 8 ponovljenih merenja. (d) Kontrolna merenja. Poredenje izmedu sveZeg i
medijuma nakon kultivacije, tj. medijuma nakon 96 h kultivacije u pogledu modula
impedanse, Re i Im dela.
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2.4 Poredenje izmerenih rezultata, modela ekvivalent-

nog kola i rezultata obrade slike

2.4.1 Obrada mikroskopskih slika

U cilju procene koncentracije ¢elija unutar mikrobioreaktora, procena pokriveno-
sti povr$ine senzora ¢elijama uradena je tehnikom obrade mikroskopskih slika (mikro-
skop Nikon ECLIPSE Ts2R). Kontrolni ¢ip, izraden je jednako kao i ¢ip sa senzorom i
koriS¢en za kultivaciju tokom 96 h. Da bi se dobila informacija o pokrivenosti povrsine
mikroskopske slike ¢elijama, delovi mikroskopskih slika prekrivenih éelijama podvrg-
nuti su segmentaciji. Segmentacija slika sastoji se od tri klju¢na koraka: preprocesiranje,
detekcija ivica, i postprocesiranje.

Preprocesing:

Mikroskopske slike prvo su konvertovane iz RGB u grayscale format. S obzirom na
to da mikronecistoce postoje na slikama, neka vrsta filtriranja mora biti primenjena na
nacin koji ée smanjiti nezeljene efekte i sacuvati vazne karakteristike celija. Iz razloga
koriéen je median filter [115], nelinearni filter za uklanjanje Suma, koji odreduje nove
vrednosti piksela izra¢unavanjem medijane unapred definisanog kernela susedstva.
Ovi kerneli obi¢no su n X n matrice koje okruzuju piksel koji treba filtrirati, gde je
n predefinisana dimenzija. U ovom istraZivanju, veli¢ina kernela postavljena je na
n = 7. Ovaj tip filtera Cesto se koristi kao korak preprocesiranja za algoritme detekcije
ivica jer potiskuje Sum, ali ¢uva ivice na slici. Nakon toga, histogramsko izjednacavanje
primenjeno je na prefiltriranim slikama pomocu tzv. Contrast Limited Adaptive Histogram
Equalization (CLAHE) [116], koji ispravlja kontrast i ¢ini objekte od interesa razli¢itim u
odnosu na pozadinu.

Korak detekcije ivica:

Glavni deo predloZene procedure segmentacije ¢elija koristi Canny detektor ivica
[117] koji se koristi za izdvajanje ivica iz preprocesiranih slika. Ovaj metod sastoji
se od nekoliko koraka: filtriranja, izrac¢unavanja gradijenta, potiskivanja nepotpunih
ivica, dvostrukog pragovanja i pracenja ivica. Prvo, slike se filtriraju glatkim Gausovim
filterom, a zatim se, koristec¢i Sobel operator [118], izra¢unava gradijent intenziteta.
Zatim, potiskivanjem nepotpunih ivica, ivice se tanje tako Sto se potiskuju pikseli
koji nisu na maksimalnoj jacini ivice u pravcu gradijenta. Dvostruko pragovanje ili
Histeretsko pragovanje odlucuje koje su ivice jake, a koje nisu. DefiniSu se dve vrednosti
praga, Tiuax 1 Tinin. Ivice sa gradijentom intenziteta ve¢im od T}, se deklarisu kao ivice,
a one ispod T,i» se odbacuju. Ivice koje se nalaze izmedu ova dva praga se klasifikuju
na osnovu njihove povezanosti. Ako su povezane sa pikselima koji su deklarisani kao
jake ivice, smatraju se delom ivica. Inace, takode se odbacuju. Na ovaj nac¢in, Canny
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detektor ivica postiZe tanje i preciznije ivice.

Postprocesing korak:

Matematic¢ka morfologija iskoris¢ena je kao poslednji korak obrade slike. Gene-
ralno, konstruisanjem specijalnog strukturnog elementa/kernela kao sto je disk ili krst,
moguceje manipulisatiiuticati na kona¢ni oblik detektovanih ivica. Operacija dilatacije
dodaje piksele grani¢nim pikselima pomoc¢u strukturnog elementa, dok erozija sma-
njuje grani¢ne piksele na isti nacin [119]. Segmentacija mikroskopskih slika postignuta
je korid¢enjem visestrukih dilatacija i erozija. Rezultati u obliku procenta pokrivenosti
na bioreaktoru su ekstrahovani deljenjem broja segmentiranih piksela celije i ukupnog
broja piksela na mikroskopskim slikama pomnoZenog sa 100. Za svaki snimalk, tri slike
u istom uvecanju snimljene su na tri nasumi¢no odabrana mesta u mikrobioreaktoru,
i srednja vrednost i standardna devijacija izracunati po stepenu. Na osnovu poznate
pocetne koncentracije ¢elija c; i procenta SC za pocetnu koncentraciju izracunatu iz
procesa snimanja (SC;), procena koncentracije ¢elija uradena je za mikroskopske slike
tokom 96 h kultivacije (c;). Povecanje koncentracije Celije direktno je proporcionalno
procentu SC u mikrobioreaktoru tokom vremena kultivacije (5C;), izraz (1).

cr = Cig_(éz (1)

Tabela 2.1 sadrZi srednje vrednosti i standardne devijacije procenata pokriveno-
sti povrSine tokom 96 h kultivacije ¢elija unutar LOC platforme. Pored toga, rezultati
obrade slike iskori$éeni su za procenu broja ¢elija unutar mikrobioreaktora na osnovu
poznate pocetne koncentracije ¢elija. Male vrednosti standardne devijacije procenata
pokrivenosti povrsine ukazuju na to da ¢elije formiraju uniforman monoslojna povrsini
¢ipa s obzirom na to da su proracuni odradeni na osnovu tri slike. Pored toga, pokrive-
nosti povrsine pokazuju rastudi trend koji se nastavlja tokom lag faze, eksponencijalne
i stacionarne faze, nakon ¢ega rezultati obrade slike vise ne odgovaraju impedansnim
merenjima. Dodatno objasnjenje dato je u tabeli 2.2, koja sadrzi segmentirane slike, gde
je prikazano poredenje izmedu neobradene slike mikroskopa i segmentiranih slika u
pozadini i prednjem planu, respektivno. Naime, kao posledica ogranic¢enih hranljivih
materija dostupnih za rast, posle 60 h kultivacije ¢elije ulaze u fazu odumiranja. Nakon
ove tacke, obrada slike postaje manje efikasna, najverovatnije zato sto se mrtve celije
odvajaju od povrsine i pocinje proces razlaganja celija. U ovoj fazi, ¢elijske membrane
pocinju da se razgraduju i Celije gube svoj strukturni integritet i funkciju, $to dovodi
do smrti Celije. Na kraju, samo ostaci celijskog materijala mogu se videti na slikama
mikroskopa nakon 72, 841 90 h kultivacije, 5to je dovelo do laZzne detekcije pokrivenosti
povrsine.
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2.4. Poredenje izmerenih rezultata, modela ekvivalentnog kola i rezultata obrade slike

Tabela 2.1: Rezultati obrade mikroskopskih slika. Srednje vrednosti i
standardne devijacije pokrivenosti povrSine senzora tokom 96 h kultivacije

celija.
Sr. vr. pokrivenosti o Procenjena konc.
Vreme (h) povpréine (%) St. dev. (%) celija (gelija /mL)
2 6,781 3x1073 5x10%

12 15,592 5x1073 1,2x10°
24 25,73 5x1072 1,9x10°
36 25,64 7%x1072 1,9x10°
48 31,88 5x1072 2,4x10°
60 31,86 5x1072 2,4x10°
72* 52,2 2x1071 3,8x10°
84* 15,6 1x1071 1,1x10°
90* 67,39 6x1072 4,9%x10°

*faza odumiranja celija

2.4.2 Fitovanje rezultata ekvivalentnim elektri¢nim kolom

Rezultati merenja impedanse fitovani su ekvivalentnim elektri¢nim kolom kori-
S¢enjem program otvorenog koda pod imenom EIS spectrum analyzer [120]. Ukupna
impedansa merenog sistema moZe se modelovati ekvivalentnim elektri¢nim kolom
prikazanim na unutras$njem grafiku slike 2.6a. PredloZeni model sadrZi elemente koji
opisuju otpor ¢elijskog medijuma Ryeq, otpor i kapacitet celija Reelija 1 Ceelija, kao i otpor
i kapacitet elektroda i drugih komponentata mikrofluidi¢nog sistema, R i Cq (sloja
rezista, stakla itd.), respektivno.

Celijski medijum je u najvecoj meri sa¢injen od vode i jona i kao takav, provodan
je. Pri modelovanju elektri¢nih osobina celija i njihove okoline, ¢elijski medijum je po-
jednostavljeno predstavljen kao otpornik, Ry,eq s obzirom na to da predstavlja putanju
za struju izmedu monosloja ¢elija i elektroda. S obzirom na to da je kod paralelnog RC
kola napon jednak na krajevima otpornika i kondenzatora, paralelno RC kolo iskori-
S¢eno je za opisivanje monosloja ¢elija i elektroda. U sluc¢aju monosloja ¢elija, RC kolo
opisuje efektivan doprinos formiranog sloja celija, bez razmatranja specifi¢nog dopri-
nosa pojedinacnih ¢elija. Pored toga, RC kolo za opisivanje elektroda sadrZi senzor
izraden tehnikom inkdZet Stampe i dodatni tanki sloj filma SU-8 koji sprecava direktni
kontakt izmedu celija, podloge i PMMA. PredloZeni model ekvivalentnog kola isko-
ris¢en je za fitovanje eksperimentalnih rezultata, a kapacitet celijskoj monosloja Ceelija
uporeden sa eksperimentalnim rezultatima, Sto ¢e biti predstavljeno u nastavku.

PredloZeni model uporeden je sa izmerenim rezultatima modula impedanse u
inicijalnom trenutnku i nakon 24, 48 i 96 h kultivacije ¢elija. Slika 2.6a pokazuje da
predloZeni model odgovara izmerenim rezultatima. Takode, u predloZenom modelu,
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2.4. Poredenje izmerenih rezultata, modela ekvivalentnog kola i rezultata obrade slike

Tabela 2.2: Mikroskopske slike i proces obrade slike u cilju detekcije koncentracije
¢elija u mikrobioreaktoru.

Segmentacija Segmentacija

Vreme (h) Mikroskop pozadine prednjeg plana

12

24

36

48

60

72

84

90
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2.5. Diskusija i zakljucak
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Slika 2.6: (a) Poredenje rezultata merenja impedansnog senzora sa rezultatima
fitovanja ekvivalentnim elektri¢nim kolom predstavljenim u unutrasnjosti grafika. (b)
Poredenje kapaciteta celija iz fitovanog modela i procenta pokrivenosti povrsine
senzora Celija dobijena pomoc¢u obrade mikroskopskih slika.

parametri vezani za elektrodu (Re i Ce1) 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. Klju¢an parametar za opis rasta celija tokom vremena je
kapacitivnost Celija, Ceelija, koja direktno oslikava rast celija u toku vremena, slika 2.6b.
Ovaj parametar prikazuje sve faze rasta Celija ukljucujudi lag fazu, fazu eksponenci-
jalnog rasta, stacionarnu i fazu odumiranja. Poredenjem rezultata dobijenih obradom
slike i modelovanja, slika 2.6b pokazuje da oba metoda daju podjednak trend za prvih
60 h kultivacije ¢elija, tj. do pocetka faze odumiranja. Nakon toga, impedansni model
uspesno opisuje stanje ¢elija, dok rezultati obrade ne odgovaraju odgovoru impedanse.
Kona¢no, oba reSenja mogu biti nezavisno primenjena u kontinualnom monitoringu
rasta Celija u mikrofluidi¢noj platformi.

2.5 Diskusija i zakljucak

U okviru druge glave doktorske disertacije predstavljene su dve nove metode
za monitoring rasta ¢elija unutar minijaturizovanog LOC sistema za pracenje biomase
tokom vremena, prva bazirana na merenju impedanse i druga na bazi obrade mi-
kroskopskih slika. Kao $to je opisano, realizovana je LOC platforma sa integrisanim
impedansnim senzorom za pracenje rasta celija tokom vremena kultivacije. U cilju
opisivanja i analize dobijenih rezultata, napravljen je model ekvivalentnog elektri¢nog
kola.

Rezultati pokazuju da se metod obrade slike moZe koristiti za grubu procenu bio-
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2.5. Diskusija i zakljucak

mase i daje dobre rezultate tokom procesa rasta celija, dok u sluc¢aju odumiranja éelija
predloZeni metod ne daje pouzdane rezultate. U slucaju veéih bioreaktora, primena
ove metode je limitirana zbog neprakti¢nosti dobijanja slika bez dodatnih manipulacija
ili uzorkovanja.

S druge strane, predloZeno reSenje merenja impedanse predstavlja jedan od glav-
nih doprinosa ove disertacije i kao takav mozZe se koristiti za detekciju svih faza rasta
¢elija sa visokom pouzdanosé¢u. Predlozeni impedansni senzor moze biti prilagoden
i redizajniran za integraciju, kako u sisteme LOC i organa-na-Cipu, tako i u razlicite
komercijalne bioreaktore za monitoring biomase. S obzirom na to da predloZeni impe-
dansni senzor ima moguénost detekcije svih faza rasta moZe naci primenu i u razlic¢itim
biomedicinskim analizima na ¢éelijama i tkivima, testiranju lekova, itd.

Pored svih navedenih prednosti, LOC platforma je realizovana u isplativnoj i
jednostavnoj tehnologiji, koja omogucava brzu izradu minijaturizovanih sistema, $to
otvara mogucénost za Sirok spektar primena u biotehnoloskim i medicinskim istraZiva-
njima. Rezultati ovih istraZzivanja publikovani su u okviru rada u nau¢nom ¢asopisu

i predstavljeni na dve medunarodne konferencije.
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Glava 3

Nove tehnologije realizacije elektrohemijskih bio-
senzora

Poslednjih godina, istraZivanja u oblasti biosenzora nalaze veliko interesovanje
kako nauke, tako i industrije zbog velike potrebe za specifi¢nim testovima za detekciju
i analizu bioloSkih uzoraka. Posebnu ekspanziju biosenzori nalaze u brzim biomedi-
cinskim testovima kao $to su COVID 19 testovi, testovi za trudnocu, detekciju tumor
biomarkera, ali svoju primenu sve viSe nalaze i u detekciji kvaliteta hrane, kontami-
nenata u vodi i zemljistu i sl. Tokom proteklih nekoliko godina, doslo je do znacajnog
napretka u razvojunovih biosenzora koji preuzimaju konvencionalne metode kao sto su
kolorimetrijski, fluorescentni, magnetni i elektrohemijski biosenzori [121-125]. Medu
razli¢itim tipovima biosenzora, elektrohemijski biosenzori se izdvajaju kao vodec¢i kan-
didati zbog svoje podobnosti za primenu na terenu, izuzetne osetljivosti, selektivnosti,
ekonomicnosti i pristupacnosti. Medutim, njihova komercijalizacija ostala je relativ-
no ogranic¢ena zbog izazova proizvodnje zlatnih elektroda, koje su najéesce koris¢ene
podloge za realizaciju elektrohemijskih senzora i zbog stabilnosti funkcionalizovanog
sloja biomolekula.

Iako se vecina biosenzora oslanja na kvalitativhu detekciju, kao daje informaciju
da li je odredeni bioelement prisutan u uzorku ili nije, ¢esto je neophodno i kvan-
titativno odrediti koncetracije i prisustvo specifi¢nih biomolekula u nekom uzorku,
jer odredene koncetracije mogu izazvati negativne efekte po ljudsko zdravlje. Elek-
trohemijski biosenzori imaju ogroman potencijal da unesu novine u nacin na koji se
vrsi dijagnostika bolesti, pracenje zdravstvenog stanja, ali i analize bioloskih procesa.
Razvojem elektrohemijskih biosenzora, otvara se mogucnost brze, specifi¢ne i visokoo-
setljive detekcije proteina, enzima, biomolekula, hormona ili genetickih materijala, ¢ak
i u veoma niskim koncentracijama. Potencijalno trZiste elektrohemijski senzori prona-
laze u medicini, zastiti Zivote sredine, bezbednosti hrane, farmaciji, itd. [126-129].

Iako postoji veliko potencijalno trziste za pomenute elektrohemijske biosenzore, i
dalje postoji veliki broj izazova koje treba prevazi¢i da bi se realizovali jeftini, portabilni
i osetljivi sistemi. U okviru doktorske disertacije razvijena je nova tehnologija izrade
zlatnih elektroda na bazi listi¢a zlata. Predstavljena tehnologija prevazilazi postoje-
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¢e tehnologije u pogledu jednostavnosti i ceni izrade elektroda. Takode, usled velike
hrapavosti povrsine realizovanih elektroda, pomenuta tehnologija daje vec¢u specifi¢-
nu povrsinu za detekciju u poredenju sa drugim tehnologijama izrade. Na taj nacin,
omogucena je veca osetljivost detekcije bez koriS¢enja dodatnih pojacavaca signala ili
nanomaterijala.

U ovom poglavlja bi¢e dat teorijski uvod sa opisom procesa koji se deSavaju na
razdelnoj povrsini elektrode i te¢ne faze, kao i opis elektrohemijskih tehnika korisé¢enih
za detekciju kod realizovanih biosenzora. U okviru eksperimentalne sekcije bice pred-
stavljena tehnologija izrade, karakterizacija realizovanih elektroda primenom tehnika
skenirajuce elektronske mikroskopije, profilometrije, Raman spektroskopije, kontakt-
nog ugla i energetske disperzivne spektroskopije. Takode, u okviru eksperimentalnog
dela, bice ispitan uticaj geometrije i povrsinske strukture elektroda na elektrohemijski
odziv. Znacajan doprinos ove disertacije predstaljva i razvoj protokola za funkcioni-
zaciju povrsine elektrode biomolekulima. Pored toga, predloZene elektrode na bazi
zlatnih listi¢a bi¢e uporedene sa komercijalnim sito-Stampanim zlatnim elektrodama u
pogledu potencijala za biosenzorske primene. Potencijalne primene predloZene tehno-
logije izrade elektroda bice ispitane za biosenzorska reSenja, otvarajuci moguénost za
jeftinu, osetljivu i brzu detekciju bakterija E. coli, S. Typhimurium i tumor biomarkera
HER?2.

3.1 Teorijski uvod

Elektrohemija je grana hemije koja se bavi proucavanjem interakcija izmedu he-
mijskih supstanci i elektricne energije. Veliki deo ove oblasti bavi se prouc¢avanjem
hemijskih promena izazvanih prolaskom struje kroz uzorak, kao i proizvodnjom elek-
trona u hemijskim reakcijama. Elektrohemija obuhvata niz razli¢itih pojava (kao $to su
elektroforeza i korozija), uredaja (kao Sto su senzori, biosenzori, baterije i gorivne celije)
i tehnologija (kao $to su elektrodepozicija metala i masovna proizvodnja aluminijuma
i hlora) [130-132].

Oblast elektrohemije koja prouc¢ava prenos elektrona u hemijskoj reakciji izmedu
elektrode i reagujuéih molekula, najceSce u te¢noj fazi, naziva se dinamicka elektrohe-
mija. Dinamicka elektrohemija opisuje procese koji se odigravaju na razdelnoj povrsini
izmedu tec¢ne faze i metalne elektrode, Sto je ujedno i interesna oblast za detekciju kod
elektrohemijskih biosenzora. Pomenuti procesi na povrsini elektrode zavise od velikog
broja parametara, kao $to su opseg potencijala, transportni procesi izmedu rastvora i
elektrode, reaktivnost rastvora, priroda povrsine elektrode, kao i struktura razdelne
povrsine rastvora i elektrode [133].

U narednim poglavljima bic¢e opisani elektrohemijski procesi koji se odvijaju na
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razdelnoj povrsini izmedu elektrode i te¢ne faze. Ovaj opis obuhvata kako Faradejeve
tako i nefaradejeve procese, uz dodatno objasnjenje dvojnog sloja na razdelnoj povrsini
elektrode i te¢ne faze. Tehnike cikli¢ne voltametrije, elektrohemijske impedansne spek-
troskopije i hronoamperometrije bi¢e opisane teorijski, a u okviru eksperimentalnog
dela i primenjene za karakterizaciju povrsine elektrode i detekciju bakterija E. coli, S.
Typhimurium i tumor biomarkera HER2.

3.1.1 Elektrohemijski procesi na povrsini elektrode

Elektrohemijska ¢elija podrazumeva troelektrodni sistem, koji ukljucuje radnu,
referentnu i pomoc¢nu elektrodu. Radna elektroda je mesto gde se deSavaju elektrohe-
mijski procesi i predstavlja glavni deo elektrohemijske celije. Kod biosenzorskih siste-
ma, radna elektroda je funkcionalizovana bioprepoznatljivim elementom i omogucava
specifi¢nu detekciju Zeljene komponente u te¢noj fazi. Referentna elektroda obezbe-
duje konstantan potencijal u odnosu na koji se meri potencijal radne elektrode, dok
pomocna elektroda omogudava zatvaranje elektricnog kola. Produkti elektrohemijske
reakcije na povrsini elektrode su elektroni, koji se usmeravaju i razmenjuju izmedu
potenciostata i elektrode kontrolom potencijala pomocu potenciostata.

Klju¢ni koncepti u elektrohemiji koji opisuju na koji nacin elektri¢ne struje uticu
na elektrohemijske reakcije na elektrodama opisani su Faradejevim i nefaradejevim
procesima. Ovi procesi su od sustinskog znacaja za razumevanje elektrohemijskih si-
stema i igraju klju¢nu ulogu u mnogim tehni¢kim i nau¢nim primenama. Faradejevi
zakoni pruZaju kvantitativni okvir za analizu elektrohemijskih reakcija, dok nefarade-
jevi procesi igraju klju¢nu ulogu u optimizaciji brzine i efikasnosti ovih reakcija.

Faradejevi procesi

Pod Faradejevim procesima podrazumevaju se elektrohemijske reakcije koje di-
rektno ucestvuju u prenosu naelektrisanja izmedu tecne faze i elektrode. Ovi procesi
nazvani su po britanskom nauc¢niku Majklu Faradeju, koji je prvi put istrazio pro-
ces elektrolize i elektrohemijske reakcije sredinom 19. veka. Faradejevi zakoni opisuju
kvantitativnu vezu izmedu koli¢ine hemijske supstance koja se menja tokom elektro-
hemijske reakcije i koli¢ine naelektrisanja koje protekne kroz elektrolit.

Faradejeva elektroliza se odnosi na proces gde se elektrohemijska reakcija deSava
primenom potencijala na elektrodu uronjenu u elektrolit, gde se prenos naelektrisanja
omogucava putem jona u rastvoru. Na anodi se obi¢no deSava oksidacija (gubitak
elektrona), dok se na katodi odvija redukcija (dobijanje elektrona). Koli¢ina supstance
koja se menja tokom elektrolize proporcionalna je koli¢ini prenetih elektrona i moze se
izra¢unati 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 povrsini metala i te¢ne 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 omogucena je kvantifikacija
dostupnosti centara interakcije na povrsini elektrode za oksido-redukcionu reakciju.
Na tajnacin opisuje se “zauzetost” povrsine elektrode sa prethodno detektovanim kom-
ponentama. Za detekciju elektrona dobijenih kao produkt hemijske reakcije, koriste se
razlicite elektrohemijske tehnike, Sto ¢e detaljnije biti opisano u nastavku.

Nefaradejevi procesi

Nefaradejevi procesi su elektrohemijske reakcije koje ne ucestvuju direktno u
prenosu naelektrisanja, ve¢ uti¢u nabrzinu i efikasnost Faradejevih procesa. Ovi procesi
se odvijaju na elektrodama i mogu ukljucivati adsorpciju/desorpciju jona i molekula,
promene povrsinske strukture elektrode i stvaranje difuzionog sloja na elektrodi.

Jedan od klju¢nih nefaradejevih procesa je adsorpcija i desorpcija jona ili moleku-
la na povrsini elektrode. Adsorpcija se odnosi na prijanjanje hemijskih komponenata
na povrsinu elektrode, dok desorpcija predstavlja njihovo oslobadanje. Ovi procesi
mogu znacajno uticati na brzinu faradejevih reakcija, jer promene povrsinske pokrive-
nosti mogu oteZzati ili ubrzati reakcije. Nefaradejevi procesi takode ukljucuju stvaranje
difuzionog sloja oko elektrode. Ovaj sloj se formira usled razlike u koncentraciji jona na
povrsini elektrode i u elektrolitu, $to moZe usporiti brzinu hemijske reakcije. Takode,
kod nefaradejevih procesa ne dolazi do razmene elektrona sa elektrodom [132, 133].

Pri elektrohemijskoj detekciji u slu¢aju biosenzora, Faradejevi procesi oksidacije
i redukcije redoks para omogucavaju praéenje zauzetosti povrsine detekovanim uzor-
kom. S druge strane, nefaradejevi procesi ne ucestvuju direktno u izmerenom signalu
(jer nema razmene elektrona sa elektrodom), ali se njihov doprinos moZe detektovati
u vidu skladistenja naelektrisanja na povrsini elektrode.

U nastavku poglavlja bi¢e opisan potencijal na razdelnoj povrsini elektrode, kao
i formiranje dvojnog sloja usled razli¢ito naelektrisanih jona koji postoje u elektrohe-
mijskim sistemima.

3.1.2 Potencijal na razdelnoj povrsini elektrode i tecne faze

Potencijal na razdelnoj povrsini izmedu elektrode i te¢ne faze opisuje interakciju i
reaktivnost elektrode i uzorka. Ima znacajan uticaj na brzinu elektrohemijskih reakcija,
adsorpciju specificnih molekula i jona na povrsini elektrode, kao i na promene u
hemijskom sastavu elektrolita u blizini elektrode.
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Odnos izmedu elektri¢nog potencijala, koncentracije jona i temperature u elek-
trohemijskim reakcijama opisuje Nernstova'! jednacina, predstavljena izrazom (3.1.1).
Iz izraza (3.1.1) vidi se da potencijal elektrode zavisi od koncentracije jona u rastvoru i
moZe biti pozitivan ili negativan. Na osnovu Nernstove jednac¢ine omoguceno je izracu-
navanje elektri¢nog potencijala elektrode za razlicite koncentracije oksidovanih (cc,y) 1
redukovanih (cc,.4) jona na razli¢itim temperaturama. Takode, korisna je za proucava-
nje ravnoteZnih stanja u elektrohemijskim ¢éelijama i odredivanje promena potencijala
tokom elektrohemijskih reakcija. U izrazu (3.1.1) E predstavlja elektri¢ni potencijal
elektrode, E? standardni potencijal elektrode za jedini¢nu koncentraciju jona, R gasnu
konstantu, T temperaturu, a F Faradejevu konstantu.

E = 04 KLy, Elox
nf  CCred

Prethodni izraz opisuje elektrohemijske reakcije na povrsini elektrode pri promeni

(3.1.1)

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 naznaceno u Nernstovoj jednacini, odnosno mora do¢i do elektrohemijske
reakcije. Iz tog razloga Nernstova jednacina predstavlja jednu od osnovih jednacina za
razumevanje elektrohemijskih procesa na povrsini elektrode [133].

Formiranje dvojnog sloja na povrsini elektrode

Kada se uspostavi ravnoteza na povrsini elektrode, na razdelnoj povrsini elektro-
de i te¢ne faze postoji elektrostaticka sila izmedu 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
razli¢itih nosilaca naelektrisanja na ve¢oj udaljenosti od razdelne povrsine, u rastvoru.
Pored jona koji odreduju povrsinsko naelektrisanja ili tzv. povrsSinskih jona, u rastvoru
postoje i tzv. kontra joni, koji su naelektrisani suprotno od naelektrisanja povrsinskih
jona. Iako je o¢uvana ukupna neutralnost u sistemu, raspodela nosilaca naelektrisanja
u blizini razdelne povrSine je nehomogena i razlikuje se nekoliko slojeva.

U sloju najblizem elektrodi, koncentracija kontra jona je najveca i opada sa ra-
stojanjem od povrsine, dok se koncentracija povrsinskih jona menja obrnutno. Takve
nehomogene raspodele jona u blizini razdelne povrsine tecne faze i elektrode dovode
do formiranja tzv. dvojnog sloja, slika 3.1. Dvojni sloj, kao $to i sam naziv kaZe, sasto-
ji se od dva sloja, Sternovog? sloja i Gujevog? sloja (takode nazvanog difuzni dvojni
sloj). U Sternovom sloju elektri¢ni potencijal linearno opada kroz &vrsto vezani sloj

lengl. Walther Nernst
2engl. Otto Stern
Sengl. Louis Georges Gouy
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odredujucih i kontra jona, do Helmholcove* ravni. Daljim poveéanjem rastojanja od
povrsine 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 elektri¢ni potencijal opada aproksimativno prema relaciji:

E o« e7<0=H), (3.1.2)

gde je h > H debljina Sternovog sloja, 1/x Debaj-Hikelova® konstanta, koja se takode
koristi za opisivanje dvojnog sloja:

/FZ YiciZ?
=\ 3.1.3
* ereo0RT ( )

U izrazu (3.1.3) ¢y predstavlja permitivnost vakuuma, ¢, dielektricnu permitivnost
rastvora, a ¢; i Z; koncentraciju i valencu kontra jona tipa i (i predstavlja opstu oznaku
za razlicite vrste jona). Ova jednacdina pokazuje da elektri¢ni potencijal u blizini ¢vrste
povrsine opada sa povecanjem koncentracije i valentnim stanjem kontra jona, a raste sa
povecanjem dielektri¢ne permitivnosti rastvora eksponencijalno. Veca koncentracija i
valenca kontra jona bi dovela do smanjene debljine i Sternovog i Gujevog sloja. U teoriji,
Gujev difuzioni sloj se zavrSava u tacki gde elektri¢ni potencijal dostiZe nulu, Sto bi
bio slucaj samo kada je rastojanje od ¢vrste povrsine beskona¢no. Medutim, u praksi,
debljina dvojnog sloja je obi¢no priblizno 10 nm ili ve¢a. Ravan koja razdvaja usko
vezani sloj te¢nosti od ostatka te¢ne faze naziva se klize¢a ravan. Elektri¢ni potencijal
na klize¢oj ravni naziva se zeta potencijal i poznat je kao parametar koji odreduje
stabilnost koloidnih disperzija [134].

Opisani procesi na razdelnoj povrsini elektrode i te¢ne faze odreduju u velikoj
meri i odziv i osetljivost elektrohemijskih biosenzora. Tehnike cikli¢ne voltametrije,
elektrohemijske impedansne spektroskopije i hronoamperometrije koriséene su u ek-
sperimentalnom delu za karakterizaciju i detekciju u biosenzorskim sistemima. Teorij-
ske osnove ovih elektrohemijskih tehnika biée predstavljene u narednim poglavljima.

3.1.3 Cikli¢na voltametrija

Jedna od najcesce koris¢enih elektrohemijskih tehnika za proucavanje procesa na
povrsini elektrode je cikli¢na voltametrija (CV). Ova tehnika omogucava opisivanje
brzine, mehanizma i kinetike reakcija elektroaktivnih supstanci. Kao rezultat cikli¢ne
voltametrije dobija se zavisnost struje u funkciji promene potencijala i dobijeni grafici
nazivaju se cikli¢ni voltamogrami ili samo voltamogrami.

tengl. Hermann von Helmholtz
Sengl. Peter Debye i Erich Hiickel

47



3.1. Teorijski uvod

Potencijal | Sternov Gujev
sloj

h=H Rastojanje od povrsine elektrode
Helmoholcova
ravan

Slika 3.1: Sematski prikaz dvosloja na razdelnoj povr&ini izmedu elektrode i te¢ne
faze.

U cikli¢noj 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. Tipi¢no, potencijal radne elektrode menja se line-
arno u vremenu do zadate maksimalne vrednosti potencijala u odnosu na referentnu
elektrodu, nakon kog se vrsi smanjenje potencijala do minimalne zadate vrednosti
potencijala prema izrazu:

E=E; +t, (3.1.4)

gde je E; inicijalni potencijal, v predstavlja brzinu skeniranja (izrazava se u V/s), a t
vreme skeniranja. Inicijalni potencijal, E;, bira se tako da elektroaktivne komponente
nisu ni oksidovane ili redukovane. Potencijal se zatim menja do maksimalne E,, 4y ili
minimalne vrednosti E,;;,, kada se vr$i okretanje smera skeniranja. Uzastopnim pona-
vljanjem promene potencijala, vr3i se skeniranje uzorka i iz tog razloga tehnika nosi
naziv cikli¢na voltametrija. Vazni parametri u CV tehnici su veli¢ine struje oksidacio-
nog pika koja se deSava na anodji, I, , i redukcionog pika na katodi I ¢, kao i potencijali
pri kojima se javljaju pikovi na anodi i katodi, E, ; i Ep ¢, respektivno [130, 135, 136].
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(@) (b)

Potencijalf Struja A
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f E,,  Potencijal
|
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Slika 3.2: (a) Promena potencijala u toku vremena u cikli¢noj voltametriji; (b) Primer
ciklicnog voltamograma.

U slucaju elektrohemijskih biosenzora, redoks par jona gvoZzda® najc¢esce se koristi
za karakterizaciju povrsine biosenzora. U tom slucaju Faradejevi procesi oksidacije i
redukcije redoks para su reakcije od interesa i daju moguénost povezivanja izmerenih
parametara svake od elektrohemijskih tehnika sa kvantitetom detektovanog uzorka.

Opseg potencijala za CV bira se na nacin da u okviru voltamograma budu jasno
definisani pikovi oksidacije i redukcije gvoZda, slika 3.2b. Promenom potencijala iznad
ravnoteznog stanja, vrsi se prenos elektrona sa molekula u rastvoru na elektrodu i
obrnuto. U slu¢aju jona gvozda, Fe**, elektron sa elektrode moze da prede na jon
redukujuci ga u Fe?* stanje, izraz (3.1.5):

Fe’*(aq) + e~ (m) — Fe**(aq). (3.1.5)

Suprotno, kada se od Fe?* oduzima elektron molekul se oksiduje, a elektroda prima
jedan elektron:
Fe’*(aq) — Fe**(aq) + e~ (m). (3.1.6)

Na osnovu izraza (3.1.5) i (3.1.6) moZe se zakljuciti da je redoks par Fe* /Fe*
reverzibilan i iz tog razloga sam voltamogram ima simetri¢ne pikove struje oksidacije
i redukcije gvozda. Potencijali na kojima se deSava oksidacija i redukcija razdvojeni su
iz razloga difuzije analita do/od povrsine elektrode pri procesima oksidacije i reduk-
cije [133]. Pre elektrohemijskih eksperimenata, elektrode se uglavnom podvrgavaju
cikli¢noj voltametriji u kiselini u cilju skidanja necistoca sa njihove povrSine.

Pri oksidaciji i redukciji zlata u kiselini vrsi se uklanjanje necisto¢a sa povrsine
elektrode. Iz tog razloga ponavljanjem cikli¢ne voltametrije u kiselini tokom nekoliko
desetina ciklusa, vrsi se ¢iS¢enje elektrode kao deo standardnog protokola. S obzirom na
to da se rastvori najcece prave u vodi, opseg merenog potencijala, tzv. prozor potencijala

¢U slucaju realizovanih elektrohemijskih biosenzora, karakterizacija povrsine vrsi 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) : 2H,O — O, + 4H" + 4e™, (3.1.7)
a krajnji potencijal redukcije dovodi do redukcije vodonika:
Katoda (redukcija) : 4H" + 4e~ — 2H,. (3.1.8)

U ovom procesu, molekuli vode na anodi razlaZu se na kiseonik, protone H*ielektrone
e, izraz (3.1.7), dok se na katodi protoni i elektroni kombinuju da formiraju molekule
vodonika, izraz (3.1.8).

Primena cikli¢ne voltametrije, pored karakterizacije sastava elektrode, omogu-
¢ava i procenu aktivne povrsine elektrode koja ucestvuje u elektrohemijskoj reakciji,
pomocu Randles-Sevi¢kove jednacine.

Randles-Sevickova jednacina

Randles-Sevi¢kova jednaéina opisuje vezu izmedu difuzije i elektrohemijskih pro-
cesa na povrsini elektrode. MoZe se koristiti za odredivanje elektrohemijski aktivne (ili
elektroaktivne) povrsine elektrode, ukoliko su poznati koeficijent difuzije i koncentra-
cija redoks para. Za idealno ravnu metalnu elektrodu, ocekuje se da ce elektroaktivna
povrsina biti jednaka geometrijskoj povrsini elektrode. Medutim, to nije slucaj kada
postoje necistoce na elektrodi, kada su elektrode porozne ili funkcionalizovane speci-
fi¢nim bioprepoznatljivim elementima (kao $to su DNK, aptameri, antitela i sl.). Pored
procene elektroaktivne povrsine elektrode, jednac¢ina omogucava i procenu difuzionog
koeficijenta nepoznatog redoks para. Randles-Sevi¢kova jednacina je predstavljena iz-
razom (3.1.9):

i, =2,69-10°- A-C-n%?%.D1/2. 4112, (3.1.9)

gde je 2,69-10° mof ~ konstanta u kojoj figurisu Faradejeva konstanta F, univerzalna
gasna konstanta R, i temperatura (300 K). Dalje, u izrazu (3.1.9), A predstavlja elektro-
aktivnu povrsinu u cm?, i, je anodni pik struje, D difuzioni koeficijent (6,1 -10~cm? /s
[137] za [Fe(CN)¢]*"), n broj elektrona koji uéestvuje u polureakciji (1 za [Fe(CN),]*"),
v brzina skeniranja (0,5 V/s) i ¢ koncentracija [Fe(CN)¢]*~ jona u mol/cm?.

U praksi, Randles-Sevi¢kova jednacina najéescée se koristi u eksperimentima gde
se uzorak meri u seriji razlic¢itih brzina skeniranja. To se radi kako bi se generisao
takozvani Randles-Sevickov grafik, koji prikazuje zavisnost maksimalne struje redoks
reakcije od kvadratnog korena brzine skeniranja. Iz Randles-Sevi¢kovog grafika moZe

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 znaci da se isti broj elektroaktivnih molekula oksiduje i redukuje to-
kom svakog ciklusa. Takode, 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
voden je isklju¢ivo difuzijom i Nernstovom jednadinom naziva se elektrohemijski re-
verzibilni par [133, 138]. Primena Randles-Sevickove jednacine bi¢e predstavljena u
okviru poglavlja sa rezultatima.

3.1.4 Elektrohemijska impedansna spektroskopija

Elektrohemijska impedansna spektroskopija (EIS) jedna je izuzetno mo¢nih elek-
trohemijskih tehnika koja se koristi za proucavanje elektrohemijskih interakcija na
povrsini elektrode. Ova tehnika pruZza informacije o kinetici elektrohemijskih procesa,
karakteristikama elektrode i promene u svojstvima elektrolita. Primena EIS-a je Siro-
ka i obuhvata mnoge oblasti, uklju¢ujuéi baterijske sisteme, gorivne celije, senzore,
biosenzore i druge elektrohemijske sisteme. U okviru ovog poglavlja bi¢e predstavlje-
ni osnovni principi elektrohemijske impedansne spektroskopije, njen znacaj u prou-
¢avanju elektrohemijskih sistema, nacini analize rezultata ekvivalentnim elektri¢nim

kolima i primene ove tehnike u biosenzorskim sistemima.

Impedansa kao kompleksna veli¢ina

EIS tehnika se oslanja na primenu male amplitude signala (napona ili struje),
obi¢no nadogradenim na jednosmernu (DC7) komponentu signala, na elektrohemijski
sistem i merenje rezultujuceg odgovora (struje ili napona) u Sirokom opsegu ucestalosti.
Za opisivanje impedanse koristi se Omov zakon za naizmenic¢nu (AC3) struju. U sistemu
naizmenicne struje, koristi se oscilujudi sinusni potencijal u vremenu E(t), predstavljen
izrazom (3.1.10):

E(t) = Ey sin2nft, (3.1.10)

gde je f ucestalost, a E;; maksimalna amplituda talasa. Oscilujuéi potencijal izaziva
strujni tok u elektrohemijskoj celiji, a merena impedansa Z definisana je kao odnos

primenjenog potencijala i generisane struje:

_E®)

Z(f) = DK (3.1.11)

“engl. direct current
Sengl. alternating current
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gde je Z funkcija primenjene ucestalosti, a struja i i potencijal E funkcije vremena.

Nikvistovi dijagrami predstavljaju impedansu u domenu ucestalosti, tako da je
na x-osi predstavljen realni deo impedanse, dok je na y-osi predstavljen imaginarni
deo impedanse. Na Nikvistovom dijagramu, svaka tacka predstavlja drugu ucestalost
i kompleksni broj, ¢iji modul odreduje i modul impedanse.

Realni deo impedanse odnosi se na otpor elektrohemijskog sistema prema pro-
meni elektri¢nog signala. On je povezan sa aktivnim elektrohemijskim procesima, kao
Sto su elektrokataliticke reakcije na povrsini elektrode. S druge strane, imaginarni
deo impedanse, predstavlja reaktivni karakter elektrohemijskog sistema. On opisuje
skladiStenje i otpustanje energije tokom promene elektri¢nih signala. Imaginarni deo
impedanse obuhvata kapacitivne i induktivne komponente. Kapacitivna komponenta
ukazuje na sposobnost elektrode da skladisti elektri¢nu energiju u dvojnom sloju na po-
vrsini elektrode, dok induktivna komponenta ukazuje na reaktivnost elektrohemijskih
procesa [133, 139].

Opisani doprinosi realnom i imaginarnom delu impedanse mogu se modelovati
komponentama ekvivalentnog elektri¢nog kola, koje modeluje ponasanje elektrohe-
mijskog sistema. U narednom poglavlju, detaljno ¢e biti predstavljeno ekvivalentno
elektri¢no kolo koje se naj¢eS¢e primenjuje za interpretaciju Nikvistovih dijagrama
dobijenih pomocu biosenzora. Ova analiza omogucava izvlacenje relevantnih para-
metara modela, klju¢nih za kvantitativnu detekciju specifi¢nih komponenata pomocéu
biosenzora.

Modelovanje ekvivalentnim elektri¢nim kolom

Elektrohemijska impedansna spektroskopija moZe se koristiti za izdvajanje ko-
risnih informacija o sloZenim elektrohemijskim sistemima. Kao Sto je receno, razliciti
delovi elektrohemijskog sistema mogu se modelovati pomoc¢u poznatih elektronskih
komponenata, ¢ija je impedansa dobro okarakterisana. Za opis elektrohemijskih proce-
sa na povrsini elektrode, naj¢esce se koristi Randlesovo ekvivalentno kolo. Ovaj model
je nazvan po britanskom nau¢niku Arthur John Randlesu, koji je prvi predstavio ovu
aproksimaciju sloZenih 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 povrsini 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 elektricno kolo. Naime, sama kap moZe se predstaviti kao
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otpornik Rso° u kolu i predstavlja otpor elektrolita. Komponenta otpora prenosu na-
elektrisanja, R.¢'° predstavlja, kao $to i sam naziv kaZe, otpor prenosu naelektrisanja
izmedu elektrodei elektrolita. Kapacitivnost C oslikava sposobnost elektrode da skladi-
Sti naelektrisanja u dvojnom sloju na razdelnoj povrsini izmedu elektrode i elektrolita,
dok prisustvo Varburgovog elementa!* (W) opisuje doprinos difuzije jona elektrolita
do povrsine elektrode.

Tipican dijagram impedanse za elektroliticke reakcije koje se odvijaju na povrsini
elektrode, predstavljen je na slici 3.3b. Naime, paralelno RC kolo koje sadrZi otpor pre-
nosu naelektrisanja R, kapacitivnost dvojnog sloja Ci Varburgov element W modeluju
Faradejevu reakciju razmene naelektrisanja. Medutim, ponasanje elektrohemijskog si-
stema i predloZenog ekvivalentnog kola, u velikoj meri zavisi od primenjene ucestalosti
iiz tog razloga ¢e u nastavku biti opisano ponasanje svake od elektronskih kompone-
nata u zavisnosti od ucestalosti u cilju boljeg razumevanja procesa koji se deSavaju na
povrsini elektrode.

Pri prolasku struje kroz opisano strujno kolo, struja prolazi kroz otpornik Rgy, i
tada se deli na paralelno vezane komponente RC kola. U paralelnom RC kolu, struja
lakSe prolazi kroz kondenzator na veéim ucestalostima. Shodno tome, pri niskim uce-
stalostima struja prolazi prvenstveno kroz otpornik, dok na viSim ucestalostima AC
struja prolazi pretezno kroz kondenzator. Ukupna impedansa se na taj nacin priblizava
vrednosti R + Rt na x-osi na niskim ucestalostima, a opada sa porastom ucestalosti. Na
visokim ucestalostima dijagram impedanse pokazuje dominantan doprinos ukupnoj
impedansi potice od otpora rastvora jer dvojni sloj obezbeduje zanemarljiv otpor struji.
Iz toga sledi da se na visokim ucestalostima ne deSava elektroliza. Medutim, kako
se ucestalost smanjuje, to viSe nije slucaj i efekat Rt raste uporedo sa C dovodedéi do
karakteristicnog polukruznog izgleda dijagrama. Kona¢no, na niZim ucestalostima im-
pedansa pokazuje veliki porast, tzv. “rep” koji se modeluje Varburgovim elementom.
Do porasta dolazi zbog znacajnih promena koncentracije izazvanih naizmeni¢nom
strujom, koje postaje sve teze dopuniti difuzijom na niZim ucestalostima.

Ovaj sloZeni model omogucava dublje razumevanje interakcija izmedu elektrode
i elektrolita, razlaganje doprinosa razlic¢itih komponenata ukupnom signalu i pruza
vredne informacije za optimizaciju elektrohemijskih sistema kao $to su biosenzori.
Njegova primena bice predstavljena u okviru poglavlja sa rezultatima.

engl. Solution resistance.
Wengl. Charge transfer resistance.
Nengl. Warburg element.
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Slika 3.3: (a) Sematski prikaz ekvivalentnog elektri¢nog kola i razdelne povrsine
elektrode i kapi; (b) Primer Nikvistovog dijagrama.

3.1.5 Hronoamperometrija

Hronoamperometrija je elektrohemijska tehnika koja omogucava precizno pra-
¢enje brzine elektrohemijskih procesa u vremenskom domenu i pruza informacije o
reaktivnosti i karakteristikama elektrode i elektrolita.

Za izvodenje hronoamperometrije koristi se troelektrodni sistem, gde se prati
reakcija na radnoj elektrodi, referentna elektroda odrzava konstantan elektrohemijski
potencijal, dok pomoc¢na elektroda obezbeduje prikupljanje elektrona koji su nastali u
reakciji. Tokom eksperimenta prati se promena struje u toku vremena. Ove promene
omogucavaju nam da dobijemo podatke o brzini reakcije, difuzionim procesima i
drugim elektrohemijskim osobinama sistema.

Kod hronoamperometrije pobuda se vrsi konstantnim potencijalom, a odziv prati
kao promena struje u vremenu. Uopsteno govoredi, pre pocetka eksperimenta elektro-
da se drzi na potencijalu pri kojem se ne deSavaju Faradejevi procesi. U pocetnom
trenutku t( potencijal prelazi na vrednost pri kojoj se javlja redoks reakcija, slika 3.4a.
Zareakcije koje su pod kontrolom difuzije, struja opada sa vremenom prema Kotrelovoj
(engl. Cottrell) jednacini:

nFADC

i) = — (3.1.12)

gde je n broj elektrona koji ucestvuje u polureakciji, C koncentracija jona, F Faradejeva
konstanta, A predstavlja elektroaktivnu povrsinu i D difuzioni koeficijent jona, slika
3.4b.
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Slika 3.4: (a) Zavisnost potencijala od vremena u hronoamperometriji; (b) Zavisnost
struje od vremena u hronoamperometriji.

U okviru doktorske disertacije hronoamperometrija ¢e biti primenjena za posred-
nu detekciju razlic¢itih koncentracija glukoze, merenjem elektrona koji nastaju oksida-
cijom vodonik peroksida, o ¢emu ce biti vie reci u nastavku.

3.2 Pregled relevantnih istraZzivanja

Zbog prirode samog materijala, odli¢ne elektricne provodljivosti, izuzetne me-
hanicke stabilnosti i lake funkcionalizacije zlata kroz formiranje kovalentne veze sa
tiolnom grupom, zlatne elektrode najces¢i su odabir za realizaciju elektrohemijskih
biosenzora [140-142]. Elektrohemijski biosenzori predstavljaju Siroko polje istraziva-
nja zbog osetljive detekcije u nano i pikomolovima za primene u rasponu od kvaliteta
vode i hrane do monitoringa zdravstvenog stanja. Medutim, 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 sloZene procese gde se za realizaciju koriste skupe hemi-
kalije, a zahtevaju i potrebu za specijalizovanim laboratorijama i ¢istim sobama, koje
su mnogima nedostupne [142]. Druge metode, kao $to su metod elektrodepozicije i
vakuumskog deponovanja, imaju visoku cenu. Pored toga, procesi sadrze i korak he-
mijskog odstranjivanja materijala u procesu nagrizanja (ecovanja), gde se deponovani
materijali selektivno uklanjaju i pretvaraju u otpad koji se u nekim slucajevima mora
tretirati. Pored pomenutih tehnologija, inkdZet i sito-Stampa izdvajaju se kao alternativ-
ne pristupa¢ne metode izrade elektroda u odnosu na tradicionalne metode. Elektrode
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Stampane inkdZet Stampacem generiSu se nanoSenjem mastila sa zlatnim nanodcesti-
cama na podlogu ili na prethodno nanesene slojeve [143]. Efikasne strukture sa finim
dizajnom mogu se dobiti sa malom koli¢inom nanocestica, bez potrebe za maskama i
upotrebom jednostavne opreme. Medutim, neizbeZna tendencija rastvorenih nanoce-
stica da formiraju strukture nalik prstenu kafe (engl. coffee ring effect) usled povrsinskog
napona i svojstva protoka kapljica u interakciji sa povr$inom moZe proizvesti neujed-
nacen film, Sto smanjuje performanse uredaja. Da bi se ovo izbeglo, zlatno mastilo se
moze dopirati drugim materijalima i naneti na podlogu kroz masku, kao sto je slucaj
komercijalizovanih jednokratnih zlatnih sito-Stampanih elektroda [144]. Heterogenost
i neponovljivost prijavljeni kod sito-stampanih elektroda poti¢u od doping materijala
koji moZe smanjiti efikasnost funkcionalizacije elektroda ili ometati detekciju. Sito-
Stampane elektrode dostupne su komercijalno od strane kompanija Dropsens [145],
Palmsens [146], Nanoshell [147] itd. Medutim, ova tehnologija poseduje ogranicenje
za izbor podloge jer treba da izdrZzi visoku temperaturu pri sinterovanju paste i stoga
¢esto nisu pogodni za integraciju u LOC uredaje.

Jeftini listi¢i zlata nanometarske debljine napravljeni od cistog zlata nisu cesto
koriS¢eni materijal za izradu elektrohemijskih senzora zbog poteSko¢a u rukovanju
listi¢ima i njihove lomljivosti [148]. Novija istraZivanja predlazu svega nekoliko sen-
zora na bazi zlatnih listi¢a u svrhu elektrohemijske detekcije. Matsui i saradnici su
razvili mikroelektrodu na bazi zlatnih listica za detekciju glukoze [149]. Takode, Za-
mani i saradnici su proizveli elektrodu na bazi zlatnih listica za detekciju aktivnosti
DNK-aze I [150], a Prasertiing i saradnici proizveli planarni elektrohemijski senzor sa
radnom elektrodom na bazi zlatnih listi¢a za detekciju Pb*" jona [148]. U pomenutim
istraZivanjima, zlatne elektrode dobijene su montaZzom zlatnih listi¢a izmedu dva sloja
izolacione poliimidne, poliesterske ili polivinilhloridne (PVC) lepljive folije. Gorniji sloj
folije sadrzi otvor koja omogucava izlaganje povrsine elektrode rastvoru uzorka.

Kljué¢ni 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 provodljivoséu i velikom povrsinom radne elektrode. U
okviru doktorske disertacije, koristeci 24-karatne zlatne listice kao materijal za izradu
elektroda, realizovana je platforma za senzor koris¢enjem tople laminacije i laserske
ablacije. Proizvodni proces je pristupacan jer ne zahteva maske dizajna, ¢istu 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 $to su litografija, sito ili inkdZet Stampa zahtevaju nekoliko sati. Stavige,
viSe kopija elektrode moZe se proizvesti u jednom ciklusu, sa proizvodnim troSkovima
reda 0,1€ po kopiji. Zbog uskog laserskog zraka i njegove rezolucije, moZe se posti¢i
visoka ponovljivost i reproduktivnost. Stavise, sloZena geometrija elektroda moZe se
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realizovati sa veoma malom rezolucijom i uskim razmakom izmedu elektroda.

3.3 Tehnologija izrade elektroda na bazi zlatnih listic¢a

Zlatni listi¢i, koriSéeni za izradu elektroda, koriste se u razli¢itim oblastima, uklju-
¢ujudi slikarstvo, ukrasavanje umetnickih dela, ikona, namestaja, arhitektonskih eleme-
nata, a u novije vreme i kao jestiva dekoracija hrane. Proces proizvodnje zlatnih listi¢a
podrazumeva topljenje i oblikovanje zlatne smese koja se potom izvlaci kroz valjke
i stanjuje sve dok se ne stvori veoma tanak film. Potom se pomenuti listi¢i seku na
male kvadrate koji se utiskuju u potporni papir omogucavajuéi njihovo pakovanje i
koriS¢enje. Najcesce se koristi 24-karatno zlato jer ima najvedi udeo zlata u materijalu i
moZe se posti¢i debljina listi¢a od svega par mikrona [151].

Opisani zlatni listi¢i iskoriSéeni su za izradu elektroda kombinovanjem proce-
sa laminacije i laserske ablacije zlata. Potencijal ovako izradenih elektroda ispitan je
za razlic¢ite primene u biosenzorskoj detekciji bakterija i tumor biomarkera pomocu
imobilizovanih antitela na povrsini zlata, o ¢emu ¢e biti viSe reci u nastavku.

U okviru doktorske disertacije razvijena je nova tehnologija izrade elektroda na
bazi zlatnih listiéa sa moguénoscu realizacije razlicitih planarnih i 3D konfiguracija
senzora. Predlozena tehnologija omogucava brzu izradu velikog broja elektroda i pri-
mene u velikom broju oblasti, sa prednostima u pogledu jednostavnosti izrade, niske
cene i visoke osetljivosti detekcije.

Sematski prikaz postupka izrade elektroda predstavljen je naslici 3.5a. PredloZene
zlatne elektrode napravljene su kao viseslojna struktura od potpornog (neprovodnog)
sloja, na koji se nanose slojevi zlatnih listica dimenzija 80 mm X 80 mm (Pozlata
Dimitrijevi¢, Srbija). Potporni sloj za zlatne listi¢e sastoji se od cetiri sloja polivinil
hlorid (PVC) folija (ImageLast A4 125 Micron Laminating Pouch), debljine 125 pym.
PVC folije sadrze lepak koji se u procesu laminacije, pod dejstvom toplote, oslobada
i lepi za naredni sloj. Pre laminacije, na PVC podlogu nanosi se izolacioni sloj od
politetrafluoretilen (PTFE, Wurth, Srbija) spreja koji ¢ini povrSinu hidrofobnom. Ovaj
korak izvrSen je kako bi se sprecilo razlivanje kapi te¢nih uzoraka tokom merenja.
Kona¢no, na povrsinu PVC podloge nanosi se zlato toplom laminacijom na 180 °C
(Laminator PDA3 330C, PINGDA, Kina) dva listi¢a zlata, jednog za drugim, koji se usled
oslobadanja lepka sa PVC folije lepi na povrsinu PVC podloge. Slika 3.5b predstavlja
laminirane zlatne listice na PVC podlogu, na kom se zatim laserskom ablacijom dobija
serija od 18 elektroda, slika 3.5c.

Nakon procesa laminacije zlatnih listica i PVC podloge, dizajn elektroda izraden
je laserskom ablacijom koris¢enjem Nd:YAG lasera (Power Line D-100, Rofin-Sinar,
Nemacka). Laser u procesu ablacije formira mrezu gusto zbijenih linija, koje se me-
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dusobno preklapaju 80%, i prolaze¢i po zadatom dizajnu vrsi uklanjanje materijala,
odnosno ablaciju zlata. Za pomenuti proces laser je koris¢en u engl. hatch rezimu ra-
da sa parametrima struje 26,2 A, ucestalosti 65 kHz, i brzinom kretanja snopa od 500
mm/s. Ablacijom zlata realizuje se dizajn elektrode prethodno nacrtan u CAD softveru.
U okviru rezultata istrazivanja bic¢e predstavljeni dizajnovi planarnih dvoelektrodnih i
troelektrodnih elektroda na bazi zlatnih listi¢a, kao i 3D troelektrodni sistem.

26,2 A
(a) 65 kHz '
l ( 180°C 500 mm/s .
Sloj 1: PVC podloga Sloj 2: PTFE  Sloj 3: Zlatni listi¢i ~ Laminacija Laserska

ablacija

(b) (c)

Slika 3.5: (a) Sematski prikaz koraka izrade elektroda na bazi zlatnih listi¢a; (b) Zlatni
listi¢i laminirani na PVC podlogu pre laserske ablacije; (c) Zlatni listi¢i laminirani na
PVC podlogu posle laserske ablacije.

3.4 Karakterizacija elektroda na bazi zlatnih listiéa

Karakterizacija predloZenih elektrona na bazi zlatnih listica uradena je pomocu
tehnika skenirajuce elektronske mikroskopije, energetske disperzivne spektroskopije i
opticke profilometrije u cilju vizualizacije povrsine i odredivanja njenog elementarnog
sastava.
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3.4.1 Skenirajuca elektronska mikroskopijaienergetska disperzivna
spektroskopija

Da bi se omogudilo posmatranje objekata na nanoskali, potrebno je prevazici
ogranicenja opticke mikroskopije usled talasne duZine fotona u vidljivom spektru. Iz
tog razloga skenirajuci elektronski mikroskop koristi talasnu duzinu snopa elektrona
kojima se bombarduje uzorak da bi se omogucilo posmatranje objekata na mikro i
nanoskali. Pored moguénosti posmatranja uzoraka na mikro i nanoskali, skenirajuci
elektronski mikroskopi ¢esto imaju dodatne moguénosti za kvalitativno i kvantitativno
odredivanje sastava uzoraka.

Odredivanje elementarnog sastava uzorka vrsi se tehnikom energetske disper-
zivne spektroskopije (EDS). Kod ove tehnike meri se energija X zraka koji su nastali
interakcijom elektri¢nog snopa i atoma ispitivanog materijala. Na osnovu energije X
zraka moZe se zakljuciti o kom se elementu radi (kvalitativna analiza), a na osnovu
broja pristiglih fotona jedne iste energije odreduje se koliko detektovanog elementa ima
(kvantitativna analiza). Kao izlazna informacija dobija se EDS spektar koji predstavlja
broj X zraka detektovanih na odredenoj energiji.

U cilju vizualizacije povrsine realizovanih elektroda na bazi zlatnih listi¢a i pro-
cene udela elemenata u sastavu elektroda, odradena je karakterizacija elektroda pri-
menom skenirajuce elektronske mikroskopije i energetske disperzivne spektroskopije.
Primenom pomenute dve tehnike ispitan je uticaj broja slojeva zlatnih listia nanetih
na PVC podlogu na hrapavost povrsine i sadrZaj elemenata. Za opisane eksperimente
koriséen je skenirajudi elektronski mikroskop (SEM, Hitachi TM3030, Japan).

Slike 3.6a i b prikazuju slike skenirajuceg elektronskog mikroskopa snimljene
sa jednim i dva sloja zlatnih listica na PVC podlogu, respektivno. Kao $to je opisano
u poglavlju 3.3, pri laminaciji se oslobada lepak na PVC foliji i omogucava lepljenje
zlatnog listica na povrSinu PVC podloge. Lepak prodire kroz tanak i porozan sloj
jednog sloja zlatnog listi¢a $to se vidi kao tackaste izbocine na slici 3.6a. Na ovim
mestima omogucava se vezivanje dodatnog sloja zlatnog lista, povecavajuci na taj
nacin hrapavost povrsine, a samim tim i osetljivost elektrode. S druge strane, slika 3.6b
prikazuje povrsinu elektrode sa dva zlatna listi¢a na kojoj nema tragova lepka.

Pretpostavka o lepljenju zlata na lepak koji prodire kroz pore jednog sloja zlatnih
listi¢a potvrdena je kroz EDS rezultate, gde su predstavljeni EDS spektri za jedan i
dva sloja zlatnih listi¢a, slika 3.7a i b, respektivno. Naime, oba spektra sadrze pikove
koji poti¢u od M, (2,123 keV) i L, (9,713 keV) zlata, kao i K, liniju ugljenika (0,277
keV), dok je K, linija kiseonika (0,525 keV) detektovana samo kod uzorka sa jednim
slojem zlatnih listi¢a [152]. Na grafiku 3.7c predstavljeni su graficki i tabelarno rezultati
elementarnog sastava uzoraka, gde je detektovan veci sadrzaj ugljenika i kiseonika (koji
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Slika 3.6: SEM analiza povrsine elektroda na bazi zlatnih listi¢a; (a) Jedan sloj zlatnih
listiéa na PVC podlozi; (b) Dva sloja zlatnih listi¢a na PVC podlozi.

potic¢u najverovatnije od lepka PVC folije).

Skenirajucéa elektronska mikroskopija i energetska disperzivna spektroskopija
pomogle su u procesu optimizacije izrade elektroda na bazi zlatnih listi¢a, s potvr-
dom njihovog sastava i hrapavosti povrsine. Dodatna vizualizacija povrsine elektroda
uradena je optickom profilometrijom.

3.4.2 Opticka profilometrija

Opticka profilometrija je sofisticirana tehnika za karakterizaciju povr$ine ma-
terijala sa visokom precizno$cu i rezolucijom. Ova tehnika omogucava neinvazivno
merenje topografskih karakteristika povrsine putem analize interferencije svetlosnih
talasa. Glavni princip opticke profilometrije lezi u poredenju faznih razlika izmedu re-
tferentnog i reflektovanog svetlosnog zraka koji je prosao kroz interakciju sa povrsinom.
Analizom ovih interferograma, moguce je rekonstruisati visinske profile povrsine sa
velikom tacnos¢u. Opticka profilometrija je posebno korisna za merenje mikrostruk-
turnih karakteristika, kao $to su hrapavost, reljef i visinske promene.

U cilju procene hrapavosti elektroda sa dva sloja zlatnih listi¢a odradena je ka-
rakterizacija optickom profilometrijom. U tu svrhu koriséen je opticki profilometar
(Huvitz Panasis, Juzna Koreja). Slika 3.8a prikazuje povrsinu zlatnih elektroda gde se
vidi hrapav reljef i velika efektivna povrsina, 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 potvrduju veliku hrapavost i efektivnu povrsinu elektrode,
stvarajudi na taj nacin veci broj centara za interakciju u senzorskim i biosenzorskim
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Slika 3.7: (a) Rezultati EDS analize elektrode sa jednim slojem zlatnih listica; (b)
Rezultati EDS analize elektrode sa dva sloja zlatnih listic¢a; (c) Maseni udeo elemenata
za elektrode sa jednim i dva sloja zlatnih listica.

primenama. U narednom poglavlju tehnologija izrade elektrode na bazi zlatnih li-
sti¢a iskoriSc¢ena je za realizaciju planarnih dvoelektrodnih i troelektrodnih sistema,
zajedno sa 3D sistemom, gde je troelektrodni sistem integrisan unutar mikrofluidi¢ne
platforme.

3.4.3 Planarni dvoelektrodni sistem na bazi zlatnih listi¢a

Inicijalni dizajn elektroda na bazi zlatnih listi¢a ispitan je za dvoelektrodni sistem
sa radnom elektrodom polupre¢nika 2,5 mm. Rastojanje izmedu kontakata dizajni-
rano je da iznosi 2,54 mm, $to odgovara standardnim elektronskim komponentama.
Dimenzije izradene radne i pomocne elektrode prikazane su na slici 3.9a. Ovaj dizajn
omogucava elektrohemijsku detekciju koris¢éenjem male zapremine uzorka sa zapre-
minom kapi 80 uL.

Merenja ciklicnom voltametrijom predstavljenog dvoelektrodnog sistema urade-
na su pomoc¢u Ag/AgCl eksterne referentne elektrode (CHI 111 Ag/AgCl, 3 M KCl,
CH Instruments, USA) uronjene u kap na povrsini elektrode, slika 3.9b. Drzac elek-
trode sa pinovima na rastojanju 2,54 mm koriséen je za povezivanje radne i pomoc¢ne
elektrode sa potenciostatom. Senzor se u drzac ubacuje kao USB, a eksterna Ag/AgCl
referentna elektroda povezana je spoljnim kablom i uronjena u kap na povrsini elektro-
de. Merenja elektrohemijske impedansne spektroskopije vrsena su u dvoelektrodnom
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Slika 3.8: (a) Povrsina zlatnih elektroda snimljena optickim profilometrom; (b) 3D
prikaz elektroda snimljen pomoc¢u optickog profilometra.

sistemu tako da se pomoc¢na 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 racunar programom PCTrace 5.8, a drza¢ za elektrode povezan na potenciostat.

Cikli¢na voltametrija (CV) sumporne kiseline uradena je radi karakterizacije kri-
stalnosti i utvrdivanja sastava elektrode. Kao $to je receno, karakterizacijom povrsine
elektrode pomocu cikli¢ne voltametrije dobijaju se karakteristi¢ni pikovi oksidacije i
redukcije metala, $to 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),
Sto odgovara karakteristicnom voltamogramu zlatnih elektroda, bez dodatnih pikova
koji bi ukazivali na prisustvo necisto¢a na povrsini elektrode.

Elektroda je zatim okarakterisana po pitanju stabilnosti i reproducibilnosti iz-
rade, Sto su vazni faktori kod samostalno napravljenih materijala i uredaja. Stabilnost
signala elektrode ispitana je koris¢enjem redoks probe 10 mM kalijum fero/fericijanida
(K3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g]) u PBS puferu. Prikazani voltamogram na slici 3.10b prika-
zuje Fe* /Fe3" redoks reakciju sa jasno definisanim pikovima oksidacije i redukcije.
Intenzitet pikova prikazuje jednake vrednosti tokom 25 snimanja Sto pokazuje dobru
stabilnost signala realizovanih elektroda.

Elektrohemijska impedansna spektroskopija (EIS) koris¢ena je za prikazivanje
ponovljivosti izradenih elektroda u rastvoru Fe?" /Fe3", slika 3.10c. Impedansni spektri
sastoje se od polukruznog dela ¢iji je precnik izra¢unat kao otpor prenosu naelektrisa-
nja (engl. charge transfer resistance R) ilinearnog dela koji predstavlja proces kontrolisan
difuzijom. Izuzetna ponovljivost dobijena je koristeci pet razlic¢itih elektroda, sa pono-
vljivim odzivom niske varijabilnosti, posebno u polukruznom delu spektra, slike 3.10c
13.10d.
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(b)

Slika 3.9: (a) Dimenzije planarnog dvoelektrodnog sistema na bazi zlatnih listica;
Dimenzije na slici predstavljene su u mm; (b) Postavka eksperimenta sa eksternom
Ag/AgC(Cl referentnom elektrode; (c) Postavka eksperimenta za dvoelektrodni sistem;
(d) Postavka eksperimenta.

Elektrode su zatim okarakterisane CV metodom koriste¢i kalijum fero/fericijanidni
redoks probu u PBS puferu za razlicite brzine skeniranja. Kao $to je prikazano na slici
3.11a, struja se povecava sa povecanjem 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 povrsini elektrode, dok simetri¢nost faradejskih
pikova ukazuje reverzibilnost redoks para.

Kona¢no, procenjena je zavisnost signala impedanse kalijum fero/fericijanida od
njegove koncentracije u PBS puferu, slika 3.11c. Linearni opseg modula impedanse
primecen je na ucestalostima 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 omogucava pouzdanu i osetljivu detekciju impedanse kalijum
tero/fericijanid sa ucestalostima u opsegu od 1 Hz do 100 kHz.

Potencijal ovako okarakterisanih elektroda na bazi zlatnih listi¢a ispitan je za
detekciju E. coli i S. Typhimurium, kao i tumor biomarkera HER2.

3.5 Biosenzor za detekciju E. coli na bazi zlatnih listiéa

U sektorima zdravstva i poljoprivrede, E. coli nije samo ¢lan najrelevantnijih pa-
togena koji se prenose hranom i vodom, ve¢ je i glavni rezervoar gena otpornosti na
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Slika 3.10: Karakterizacija elektroda na bazi zlatnih listi¢a; (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 razlicitih elektroda; (d) Procena ponovljivosti izrade elektroda
pomocu parametra otpora prenosu naelektrisanja.

antibiotike. Sojevi E. coli preteZno su bezopasni komensali u gastrointestinalnom traktu
sisara i ptica i mogu boraviti, nezavisno od domacina, u vodi, zemljistu i sedimenti-
ma. Kada se prilagodi vancrevnim niSama kod ljudi, E. coli moZze da izazove bolesti
koje znacajno optere¢uju zdravstvene sisteme na globalnom nivou, kao $to su infekcije
urinarnog trakta, pijelonefritis, sepsa i meningitis [153]. Pored toga, E. coli je fekalna
indikatorska bakterija u ispitivanju kvaliteta vode u Zivotnoj sredini [154] i vaZan indi-
kator u proceni bezbednosti hrane [155]. U literaturi su predloZeni razliciti biosenzori
zasnovani na antitelima za otkrivanje E. coli u cilju brze dijagnostike i poboljSanja mera
zdravstvene zastite [156-161]. Veéina njih zasniva se na koris¢enju komercijalnih sito-
Stampanih elektroda na bazi zlata i ugljenika. Iako postoji veliki broj reSenja u literaturi
njihova komercijalna primena jo$ nije zaZivela najvise zbog skupih tehnologija izrade,
lose 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 razlic¢ite koncentracije fero/fericijanida u PBS puferu; (d) Modul impedanse na 1
Hz i 100 kHz za razli¢ite koncentracije fero/fericijanida u PBS puferu u opsegu 0,001
mM - 0,1 mMi0,1 mM - 10 mM, respektivno.

3.5.1 Funkcionalizacija elektroda za detekciju E. coli

Elektrode na bazi zlatnih listica funkcionalizovane su sa specifi¢cnim antitelom
koje prepoznaje celu ¢eliju E. coli kako bi se omogucilo otkrivanje bakterija bez prelimi-
narne lize Celija, slika 3.12. PredloZeni biosenzor realizovan je viSestrukim inkubacijama
kapi na radnoj elektrodi. Samoorganizujué¢i monosloj'? merkaptopropionic¢ne kiseline
(3-Merkaptopropioni¢na kiselina, Sigma Aldrich) formiran je tokom inkubacije preko
noc¢ina4 °Cod 1 uL 10 mM MPA pripremljene u etanolu. Merkaptopropionicna kiselina
(MPA) sadrzi tiolnu grupu sa jakim afinitetom za vezivanje za povrsinu zlata i karbok-
silnu grupu na drugom kraju lanca, koja omoguéava vezivanje amino grupe antitela.

2engl. self-assembled monolayer
Bengl. Mercaptopropionic acid
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Aktivacija karboksilnih grupa MPA uradena je kroz 1 h inkubacije 10 uL 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) omogucava kovalentno vezivanje
na povrsini zlata i kona¢no, u cilju sprecavanja nespecifi¢nog vezivanja, 50 pg/mL go-
vedeg serumskog albumina - BSA' (Sigma Aldrich) inkubiran je 20 minuta na sobnoj
temperaturi. Svaki korak funkcionalizacije okarakterisan je putem impedansne spek-
troskopije, prikazanog u odeljku sa rezultatima.

Y ¥ Y Y Y T MpA
NH NH NH NH NH

| | | | | \\{/
cO CO CcoO cCco co antitelo
2 % 2 2 % ‘ BSA
‘e;eje;eje 5, ,

I Radna elektroda |

anti - E. coli

Slika 3.12: Sematski prikaz slojeva funkcionalizacije povrine zlatne radne elektrode
za specifiénu detekciju E. coli.

Da bi se procenila efikasnost funkcionalizacije, izvrSena je SEM vizualizacija povr-
Sine elektrode pre i posle imobilizacije i blokiranja antitela, slika 3.13b. SEM slika zlata
pokazala je povrsinu svetlije boje u poredenju sa bojom funkcionalizovane elektrode
Sto ukazuje da su bioloski molekuli sa slabim naelektrisanjem imobilisani. SEM slike za
modifikovane elektrode pokazale su nasumi¢nu distribuciju tamnih mrlja kada se po-
smatra u rezimu sekundarnih elektrona rasejanih unazad koji odgovaraju organskim
molekulima vezanim za povrSinu zlata, slika 3.13a i 3.13b.

Potvrda formiranja MPA monosloja na povrsini zlata prikazana je merenjem kon-
taktnog ugla (Kruss Scientific, Nemacka). Inicijalno merenje kontaktnog ugla uradeno
je na ocis¢enoj 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 pocetne vrednosti kontaktnog ugla kapi vode smanjuje sa 70, 7(4)° na 53, 53(27)°
nakon nanoSenja MPA na povrsinu. Ove vrednosti ukazuju na povecanje hidrofilnosti
povrsine nakon nanosenja monosloja MPA.

4engl. Bovine Serum Albumin
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(a) Povrsina zlatne elektrode (b) Povrsina zlatne elektrode sa MPA

| e T v L,

Slika 3.13: (a) SEM slika povrsine zlatne elektrode sa obelezenim organskim
materijalom na povrsini; (b) SEM slika povrsine zlatne elektrode sa MPA i obeleZenim
organskim materijalom na povrsini; (c) Kontaktni ugao povrsine radne elektrode na
bazi zlatnih listi¢a; (d) Kontaktni ugao povrsine radne elektrode na bazi zlatnih listi¢a
modifikovane sa MPA.

3.5.2 Karakterizacija koraka funkcionalizacije

Da bi se dodatno potvrdila modifikacija povrsine, 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
znacajno povecanje prec¢nika polukruga impedanse nakon razlic¢itih faza funkcionali-
zacije biosenzora, potvrdujudi formiranje razli¢itih slojeva na povrsini zlatne elektrode.
Dobijeni porast impedanse opisuje neprovodnost imobilizovanih molekula na povrsini
zlata, a kvantitativna procena stabilnosti signala i veli¢ine promene signala odradene
su nakon fitovanja ekvivalentnim elektri¢nim kolom.

Rezultati impedansne spektroskopije fitovani su ekvivalentnim elektri¢nim ko-
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lom predstavljenim na unutrasnjem grafiku slike 3.14a. Kao sveobuhvatna veli¢ina koja
opisuje zasi¢enost povrsine zlata slojevima funkcionalizacije i antitelima, koriséen je
otpor prenosu naelektrisanja R. Slika 3.14b predstavlja rezultate fitovanja ekvivalent-
nim elektri¢nim kolom i vrednosti otpora prenosu naelektrisanja za razli¢ite korake
funkcionalizacije. Rezultati pokazuju porast ove veli¢ine, Sto odgovara povecanju po-
krivenosti povrsine organskim materijalima, odnosno vezivanje antitela na monosloj
MPA, a zatim i popunjavanje slobodnih veza sa BSA proteinom, u cilju sprecavanja
nespecificnog doprinosa signalu. Mala standardna devijacija ukazuje na stabilnost iz-
merenog signala.

(a) : T (b)
Koraci funkcionalizacije Rezultati fitovanja
Rsol. Rd . = . .
150 == '
- CPE .
€ 100} {1 <
B o
— Zlato
50f — MPA
— Ab
8 — BSA
0 100 200 300 400 500 - ™ o >
Re (©Q) AN I

Slika 3.14: (a) Nikvistovi dijagrami nakon svakog od koraka funkcionalizacije
biosenzora. Unutrasni grafik: Ekvivalentno elektri¢no kolo kori$éeno za fitovanje
rezultata; (b) Otpor prenosu naelektrisanja za razli¢ite korake funkcionalizacije.

3.5.3 Elektrohemijska detekcija E. coli

Funkcionalizovane zlatne elektrode za detekciju E. coli na bazi antitela, izloZene su
rastucoj koncentraciji ¢elija E. coli (ATCC 25922) u PBS puferu. Odgovarajuci Nikvistovi
dijagrami prikazani su na slici 3.15a. Rezultati pokazuju rastudi trend impedanse sa
povecanjem koncentracije bakterija.

Impedansna merenja fitovana su ekvivalentnim elektri¢nim kolom, prikazanim
na unutrasnjem grafiku slike 3.15b i izra¢unati su odgovarajuci elementi elektri¢nog
kola. Predlozeno ekvivalentno kolo uklju¢uje pet elemenata: omski otpor rastvora elek-
trolita, Rso1; element konstantne faze, CPE, koji odraZzava nehomogenost sloja u prisu-
stvu velikih entiteta; paralelno RCypax;. kolo koje opisuje sloj bakterija vezan za povrsinu
senzora; Varburgova impedansa, W, koja se odnosi na niskofrekventni deo spektra, gde
difuzioni mehanizam kontroliSe izmerenu impedansu i otpor prenosu naelektrisanja
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Ret. Od ovih elemenata, R i CPE zavise od dielektri¢nih i izolacionih karakteristika
na razlednoj povrsini elektroda/elektrolit i odraZzavaju modifikaciju povrsine elektro-
de usled vezivanja antigena od strane antitela na povrsini elektrode. Kolo RCpax:. je
povezano na otpornik koji opisuje redoks probu i kolo koje opisuje razdelnu povrsinu
izmedu elektrode i kapi. Medutim, treba napomenuti da se za opisivanje bakterijskog
sloja koristi klasi¢ni kondenzator. Osim toga, posto je povrsina elektrode izuzetno
hrapava na mikroskali, kao $to pokazuje 3D profil, CPE se koristi za modelovanje
razdelne povrSine izmedu kapi i zlata. Glavna promena je povecanje otpora prenosu
naelektrisanja Rt koji je povezan sa fenomenom prenosa mase i/ili dielektri¢nim ili
provodnim svojstvima uhvacenih bakterijskih ¢elija. Otpor prenosu naelektrisanja je,
stoga, odabran da kvantifikuje detekciju bakterijskih ¢éelija. Rt pokazuje rastudi trend sa
povecéanjem koli¢ine ¢elija E. coli i dobrom linearnom zavisno$éu u opsegu od 101107
cfu/mL, slika 3.15b. Jednacina fitovanja y = 109, 71x +283, 68 pokazuje dobru linearnu
zavisnost sa R? od 0,9823.

Eksperimentalna granica detekcije bila je 10 cfu/mL dok je izra¢unata procenje-
na na 2 cfu/mL (prema IUPAC pravilima sa formulom (35/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 koris¢enjem
naprednih elektrohemijskih biosenzora kao sto je navedeno u tabeli 3.1, predloZenih u
novijim istrazivanjima.

(a) E. coli (b)
400 . . . . . .
1200}y = 109,71x + 283,68, R?=0,9823
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3 5 sl
: 200} ‘:a 800
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o= - : * 0
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Slika 3.15: (a) Rezultati detekcije E. coli za koncentracije u opseg 10! - 107 cfu/mL; (b)
Rezultati fitovanja ekvivalentnim elektri¢nim kolom: Otpor prenosu naelektrisanja u
funkciji koncentracije bakterija. Unutrasnji grafik: Ekvivalentno elektri¢no kolo
kori$¢eno za fitovanje rezultata.

Selektivnost senzora ispitana je za E. aerogenes (gram-negativnu bakteriju, ATCC
13048) i B. subtilis (gram-pozitivnu bakteriju, PY79) kao nespecifi¢ne bakterije za imo-
bilizovana antitela, slika 3.16. Relativnha promena u Rt uzrokovana razli¢itim koncen-
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tracijama bakterija u odnosu na Rt BSA sloja, 6, ukazuje da nije detektovan znacajan
signal za obe kontrolne bakterije u opsegu koncentracija od 10! cfu/mL do 107 cfu/mL
u poredenju sa poveéanjem signala izmerenim sa 10! cfu/mL E. coli. Dakle, metoda
pokazuje prihvatljivu specifi¢nost senzora.

Specificnost detekcije

60 T T T T T T
Bl E. coli
B E. aerogenes
a0t Bl B. subtilis
2
(2]
20f

1 2 3 4 5 6
log E. coli konc. (cfu/mL)

Slika 3.16: Specifi¢nost detekcije biosenzora. Relativna promena signala

5(%) = Retlcc)-Ra(BSA)

R.BsA) 24 razli¢ite koncentracije specifi¢ne E. coli i nespecifi¢nih

bakterija E. aerogenes i B. subtilis.

3.5.4 Diskusija i zakljucak

Tabela 3.1 sadrZi poredenje metoda detekcije, dinamickih opsega i limita detekcije
prethodnih radova za detekciju E. coli sa predloZenim biosenzorom na bazi zlatnih listi-
¢a. Na osnovu prethodnih biosenzora za detekciju E. coli iz literature moZe se primetiti
da su zlatne i ugljeni¢ne elektrode najcesée korisc¢ene elektrode za biosenzorske platfor-
me. U cilju povecanja specifi¢ne povrsine elektrode se ¢esto modifikuju nanocesticama,
uz nekoliko radova sa kompozitnim nanomaterijalima.

Biosenzorske platforme realizovane sa zlatnom deponovanim fizickom depo-
zicijom, pokazuju manji dinamicki opseg detekcije bakterija [157, 162, 163]. Ovako
realizovane elektrode imaju malu specifiénu povrsinu za vezivanje bioprepoznatlji-
vih elemenata i stoga dolazi do zasi¢enja pri manjim koncentracijama bakterija. Pored
prethodno opisanih biosenzora, gde se detekcija bakterija vrsi direktno na povrsini
elektrode, za pojacanje signala i porast dinamickog opsega detekcije, predloZeni su i
indirektni nacini detekcije. Npr. funkcionalizacijom magnetnih Cestica antitelima za
detekciju bakterija omogucuje se specifi¢no vezivanje bakterije na estice, a vezivanjem
sekundarnog antitela sa enzimom na bakteriju omogucuje 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
nacina detekcije, ciljana supstanca u uzorku obi¢no se oznacava nekom vrstom markera
ili fluorescentnog elementa koji omogucava 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 omogucavaju njenu detek-
ciju. Cesto se kao nedostaci ovog pristupa navode dodatni koraci pri pripremi uzorka,
kao i veca potros$nja vremena i resursa za realizaciju biosenzora.

Elektrode modifikovane nanocesticama imaju znatno vecu specifi¢cnu povrsinu,
omogucavajudi viSe potencijalnih mesta za vezivanje bioprepoznatljivog elementa i
samim tim viSe mesta za detektovanje bakterija. Ovakav pristup povecava dinamicki
opseg detekcije i smanjuje limit detekcije, cime se povecava osetljivost analize. Naime,
modifikacijom elektrode nanosesticama i direktnom detekcijom bakterija pomo¢u ino-
vativnog bioprepoznatljivog elementa (peptidi u TIR proteinu) dobijen je nizak limit
detekcije od svega 2 cfu/mL [165].

Pored porasta specifi¢ne povrsine, cesto se u radovima koriste magnetne nanoce-
stica koje pored detekcije, omogucavaju i separaciju bakterija iz uzorka primenjenim
magnetnim poljem. Na ovaj nacin ostvareni su veliki dinamicki opsezi detekcije i do-
bri limiti detekcije od 10 cfu/mL [159, 166, 167]. Pored zlatnih elektroda i ugljeni¢ne
elektrode pokazuju potencijal za detekciju bakterija, s neSto manjim limitima detek-
cije realizovanih biosenzora [168, 169]. Takode, nedavna istraZivanja isti¢u prednosti
razli¢itih poluprovodnih nanomaterijala [160] i nanokompozita za detekciju bakterija
[170, 171]. Ovi materijali pokazali su se efikasnim u pogledu proSirenja dinamickog
opsega i smanjenja limita detekcije. Medutim, proizvodnja ovih materijala ¢esto nije
jednostavna, zahteva skupu opremu i komplikovane procese, $to moZe predstavljati
izazov za primenu u Sirem kontekstu.

PredloZeno reSenje realizacije biosenzora na bazi zlatnih listica parira prethod-
nim istraZivanjima i u pogledu osetljivosti i u pogledu dinamickog opsega detekcije.
Medutim, predloZeno reSenje prevazilazi sva prethodna u pogledu cene i jednostavno-
sti izrade elektroda. Takode, velika specificna povrsina omogucava osetljivu detekciju
bakterija bez potrebe za dodatnim obogacivanjem povr$ine nanomaterijalima. Dodatna
prednost predloZenog pristupa jeste brza i direktna detekcija bakterija, bez koris¢enja
obeleZavajuéih elemenata pri detekciji. Stavise, detekcija koriéenjem predloZenih zlat-
nih elektroda je za pet redova veli¢ine osetljivija od tradicionalnog imunoloskog ELISA
testa [172]. Dobijeni nizak limit detekcije potvrduje klini¢ki relevantne infektivne doze
E. coli (100 celija), $to sugeriSe da se predlozeni biosenzor moZze koristiti bez daljeg
poboljsanja njegove osetljivosti.
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Tabela 3.1: Metode detekcije, dinamicki opsezi i limit detekcije E. coli iz prethodnih

istraZivanja.
Metod detekcije Materijal Dinamicki LD Ref.
opseg (cfu/mL) | (cfu/mL)
Impedansa Spaterovano zlato 3x10?% - 3x10° 300 [157]
Impedansa Zlatni diskovi 10 - 104 2 [162]
Impedansa Vakuumsko deponovanje 101 - 104 10 [163]
zlata
Zlatna elektroda
Provodljivost modifikovana magnetnim 10' - 10° 10 [159]
nanocesticama
Voltametrija #lato medifikovano 74x10°-107 | 74x105 | [166]
magnetnim nanocesticama
Voltametrija Zlatne sito-Stampane
kvadratnog elektrode sa magnetnim 10! - 107 10 [167]
talasa nanocesticama
Zlatne sito-Stampane
Impedansa elektrode modifikovane 10' - 108 2 [165]
nanocesticama
Ugljeni¢ne elektrode
Amperometrija modifikovane zlatnim 102 - 107 100 [168]
nanocesticama
Zlatne elektrode
Amperometrija | deponovane depozicijom 102 - 108 100 [164]
elektronskim snopom
Voltametrija Ugljeni¢ne elektrode 4,8x10! - 10° 48 [169]
Voltametrija Dijamant dopiran borom
kvadratnog sa nanocesticama silicijum 10! - 10 10 [160]
talasa dioksida
3 ZnO-CuO nanokompozit 1 7
Voltametrija 10" - 10 10 [171]
na zlatu
o Nanocestice
Ciklicna InyO3 — G — S0, i 101 - 1010 10 [170]
voltametrija ,
ZrO,Ag — G - 510,
Impedansa Zlatni listiéi 10! - 107 2 Rezultati

Prethodno istraZivanje detaljno opisuje korake funkcionalizacije elektrode, uklju-

¢ujudi imobilizaciju specifiénih antitela na povrSinu elektrode. Karakterizacija ovih
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koraka pokazuje uspesnu modifikaciju povrsine elektrode, potvrdujuéi povecanu hi-
drofilnost i vezivanje bioloskih molekula. Elektrohemijska detekcija E. coli uspesno je
izvedena, sa veoma niskim limitom detekcije od 2 cfu/mL. Osetljivost ovog senzora je
veoma niska, $to ga ¢ini veoma korisnim alatom za rano otkrivanje bakterijskih infek-
cija. Takode, senzor je pokazao visoku specifi¢nost za E. coli, bez znac¢ajnog odgovora
na druge bakterije koje su testirane.

Predstavljeni rezultati pokazuju da predlozeni elektrohemijski senzor moze da
pruzi brzu i pouzdanu detekciju E. coli, Sto je od sustinskog znacaja za bezbednost
hrane i kontrolu zaraznih bolesti. Predlozena tehnologija moZe imati Siroku primenu u
razli¢itim industrijama doprinose¢i poboljSanju zdravstvene zastite i kvaliteta Zivotne
sredine.

3.6 Biosenzor za detekciju S. Typhimurium na bazi zlat-
nih listi¢a

Salmonela se isti¢e 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 bezbednos¢u hrane u 86
drzava [175]. Godisnji broj slucajeva salmoneloze u Evropskoj Uniji u 2021. iznosio
je 60.050, sa 773 epidemija izazvanih hranom i 11.785 slucajeva 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° cfu/g [177], ali taj prag je znatno niZi u slucaju osetljive populacije (mladi, stari,
trudnice, itd.). Salmoneloza se tradicionalno vezuje za konzumiranje hrane Zivotinjskog
porekla, konzumiranje mesa, mleka, jaja itd., a poslednjih godina javlja se porast i
kontaminiranog voca i povréa [178, 179].

Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) najvedi je izazivac¢ bolesti medu svim
infekcijama uzrokovanim Salmonelom. Ovaj soj poznat je po izazivanju bolnickih infek-
cija i teSkih slu¢ajeva trovanja hranom, ¢esto dovodeci do komplikacija koje ugrozavaju
zivot i visoke stope smrtnosti. Konvencionalne metode detekcije za S. Typhimurium
ukljuc¢uju kultivisanje na agar plo¢ama [180], enzimske imunoloske test (ELISA) [181]
i primenu polimerazne lancane reakcije (PCR) [182]. Iako se ove tehnike smatraju
zlatnim standardima ili preporucenim metodama detekcije, postoji rastuca potreba za
razvojem prakti¢nijih i preciznijih metoda ispitivanja koje mogu zadovoljiti potraZznju
za jeftinim testiranjem na terenu.

Elektrode na bazi zlatnih listi¢a iskoriS¢ene su za realizaciju biosenzora za S. Typ-
himurium, imobilizacijom antitela na povrsinu radne elektrode. Elektrohemijska ka-
rakterizacija uradena je nakon svakog koraka funkcionalizacije, a merenje kontaktnog
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Slika 3.17: Sematski prikaz funkcionalizacije povr$ine zlata za detekciju salmonele.

ugla iskoriséeno kao dodatna potvrda formiranog monosloja na elektrodi. Specifi¢nost
detekcije ispitana je sa infektivnhom dozom bakterija B. subtilis i S. enteritidis, a grani¢na
vrednost detekcije eksperimentalno odredena.

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 $to je umesto MPA koriS¢ena 11-merkaptoundekanoi¢na
kiselina (MUA). MUA se koristi kao samoorganizuju¢i monosloj koji ima dugacak al-
kanski lanac, koji se s jedne strane zavrs$ava 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 vrsi se NHS/EDC
hemijom, a vezivanje antitela je omoguceno kroz vezivanje amino veze antitela za kar-
boksilnu grupu, slika 3.17. U cilju sprecavanja nespecificnog vezivanja za povrsinu
elektrode, BSA protein je nanesen kao poslednji sloj funkcionalizacije pre nanoSenja
bakterija.

3.6.2 Karakterizacija koraka funkcionalizacije

U cilju utvrdivanja formiranja samoorganizuju¢eg monosloja na povrsini radne
elektrode, odradena su merenja kontaktnog ugla u cilju procene hidrofilnosti povrsine.
Naime, kontaktni ugao je prvo izmeren za ocis¢enu, nefunkcionalizovanu elektrodu,
a zatim nakon prekono¢ne inkubacije na 4 °C 10 mM MUA u etanolu. Kontaktni ugao

kapi vode na povrsini zlata i nakon formiranja samoorganizuju¢eg monosloja opao je
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(a) (b)

Slika 3.18: Karakterizacije povrsine radne elektrode merenjem kontaktnog ugla pre i
nakon nanosenja merkaptoundekanoi¢ne kiseline. (a) Zlato; (b) Zlato sa
merkaptoundekanoi¢nom kiselinom.

sa 70,7(4)° na 9,6(4)°. Ovaj rezultat potvrduje formiranje monosloja MUA i pokazuje
povecana hidrofilna svojstva MUA, slika 3.18.

Model ekvivalentnog elektri¢nog kola kori$éen je za kvantifikaciju procesa funk-
cionalizacije kroz poredenje R, parametra posle MUA, imobilizacije antitela (Ab) i
BSA koraka, slika 3.19a. PredloZeno ekvivalentno elektri¢no kolo konstruisano je na
osnovu oblika krive u Nikvistovom dijagramu izmerene impedanse. Naime, kao Sto je
prethodno opisano u poglavlju 3.1.4, proces difuzije jona do povrsine elektrode opisuje
se Varburgovim elementom u kolu. Sloj MUA, stvara kapacitivan sloj na povrsini elek-
trode i zbog toga velika vrednost imaginarnog dela dominira u ukupnoj impedansi i
na Nikvistovom dijagramu. Pri manjim ucestalostima oblik grafika poc¢inje da poprima
oblik polukruga, medutim, nedovoljno da bi polukrug bio vidljiv, slika 3.19c¢. Iz tog
razloga, predstavljeno kolo za fitovanje rezultata ne sadrzi Varburgov element jer je
njegov doprinos vidljiv na niskim ucestalostima, koje su u ovom sluc¢aju zamaskirane
velikom kapacitivnoséu MUA sloja.

Elektrohemijska karakterizacija slojeva odradena je nakon svakog sloja funkcio-
nalizacije sa 10 mM kalijum fero/fericijanidom, slika 3.19b. Rezultati otpora prenosu
naelektrisanja pokazuju rastudi trend R koji dokazuje formiranje MUA, Ab i BSA
slojeva na povrsini zlata, respektivno.

3.6.3 Elektrohemijska detekcija S. Typhimurium

Prethodno opisani biosenzor testiran je sa S. Typhimurium i dve nespecifi¢ne
bakterije, gram-negativnu S. enteritidis i gram-pozitivnu B. subtilis. Detekcija S. Typhi-
murium testirana je serijom bakterijskih razblaZenja u opsegu 10! - 107 cfu/mL, dok
su testovi specifi¢nosti radeni sa infektivnhom koncentracijom S. enteritidis i B. subtilis,
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Slika 3.19: (a) Ekvivalentno kolo kori$¢eno za fitovanje rezultata; (b) Otpor prenosu
naelektrisanja za razlic¢ite korake funkcionalizacije; (c) Nikvistovi dijagrami za
razli¢ite koncentracije bakterija; (d) Otpor prenosu naelektrisanja u funkciji razlic¢itih
koncentracije salmonele.

10® cfu/mL. Svaka koncentracija bakterija inkubirana je 20 minuta, a zatim isprana
MiliQ vodom. EIS karakterizacija uradena je sa kapi redoks para 10 mM kalijum fe-
ro/fericijanida od 80 uL. Svako merenje ponovljeno je sa novom kapi redoks para tri
puta i izracunate srednja vrednost i standardna devijacija.

Kona¢no, rezultati impedanse za razlicite koncentracije S. Typhimuriuma su pred-
stavljeni na slici 3.19¢. Rezultati pokazuju visoke vrednosti impedanse i Rt u opsegu od
nekoliko stotina kOhma. Senzor je ispitan sa koncentracijom bakterija do 107 cfu/mL,
pokazujudi Sirok dinamicki opseg detekcije bez indikacija o zasi¢enju na povrsini. Kali-
braciona kriva predstavljena je kroz R.; u odnosu na koncentraciju bakterija, slika 3.19d,
sa rastu¢om koli¢inom ¢elija S. Typhimurium, prikazujudi linearni trend sa jednac¢inom
y =70,891x + 146,29, 1 R? vrednoséu od 0,9276.

Isti pristup koriscéen je za ispitivanje specificnosti detekcije za B. subtilis i S. ente-
ritidis. Zbog male razlike izmedu Rt parametra izmedu razlicitih elektroda, relativna
promena R¢t u odnosu na BSA funkcionalizovanu GLE, 6 (izrac¢unato u %), uporedena
je za razlicite koncentracije specificnih i nespecifi¢nih bakterija, slika 3.20. Rezultati
pokazuju da je predloZeni biosenzor eksperimentalno detektovao koncentraciju 10
cfu/mL S. Typhimurium, $to je manje od infektivne doze ove bakterije.
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Specificnost detekcije

300
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S. Typh. S. Typh. S. Typh S. Typh. S. Typh. S. Typh. S. Typh. B. subtilis S. enteritidis
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Slika 3.20: Specifi¢nost detekcije biosenzora.

3.6.4 Diskusija i zakljucak

U tabeli 3.4 predstavljene su metode detekcije na bazi razvijenih biosenzora,
njihovi dinamicki opsezi i limiti detekcije za S. Typhimurium.

Inovativni pristupi realizovani su u prethodnim istraZivanjima za detekciju bak-
terija. Naime, novija istrazivanja predlazu polimerne filmove sa kalupom utisnutih
bakterija u filmu za selektivnu detekciju bakterija [183]. Elektrohemijsko utiskivanje
pojedinac¢nih ¢elija S. Typhimurium sprovedeno je formiranjem homogenog polimer-
nog sloja na povrsini elektrode. Uklanjanje utisnutih bakterijskih ¢elija iz ovog polimer-
nog matriksa stvara specifican kalup za vezivanje bakterija, koji se koristi za njihovo
specificno prepoznavanje (ponovno vezivanje). Ciklicnom voltametrijom uradena je
kvantifikacija vezanih mesta bakterija i na ovaj nacin ostvaren je Sirok dinamicki opseg
detekcije i dobar limit detekcije od 47 cfu/mL.

Druge metode za detekciju S. Typhimurium, predlaZzu pojacanje elektrohemij-
skog signala pomocu ferocena, ¢iji se atom gvozda reverzibilno moZe oksidovati i
redukovati. Elektrohemijski biosenzor zasnovan na ferocenu (Fc)-funkcionalizovanim
nanokompozitima konstruisanim za pojacanje elektrohemijskog signala za detekciju
S. Typhimurium. Magnetne cestice u kombinaciji sa antitelom kori$¢ene su za hvatanje
ciljanih bakterija, a ferocen koris¢en kao signalni marker pri testiranju. Ovaj biosenzor
pokazao je nisku granicu detekcije od 3 cfu/mL i Sirok dinamicki opseg detekcije [184].

Razvijeni su i elektrohemijski biosenzori koji koriste magnetnu separaciju bakte-
rija detektovanih magnetnim nanocesticama sa antitelima. Oba pristupa koriste slican
princip obeleZzavanja bakterija sekundarnim antitelima sa enzimom. Impedansni bio-
senzor kombinuje magnetne nanocestice sa antitelima i njihovo obeleZavanje sekundar-
nim antitelima sa enzimom, postizudi $irok dinamicki opseg detekcije S. Typhimurium
sa niskim limitom detekcije od 10! cfu/mL [185]. Sli¢no, elektrohemijski biosenzor ko-
risti zlatne nanocestice dispergovane u hitozanskom hidrogelu i sekundarno antitelo sa
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enzimom kao marker za oznacavanje bakterija i detekciju signala diferencijalne pulsne
voltametrije koji poti¢e od enzima. Ovaj senzor takode ostvaruje $irok linearni opseg
sa niskom granicom detekcije od 5 cfu/mL [186]. Sli¢an princip obelezavanja bakterija
sekundarnim antitelom koristi se i za detekciju na ugljeni¢noj elektrodi modifikova-
noj magnetnim nanocesticama, gde se sekundarno antitelo sa zlatnim nanocesticama
detektuje diferencijalnom pulsnom voltametrijom [187].

Pored antitela, Cesto se u literaturi pojavljuju i aptameri kao bioprepoznatljivi
elementi. Aptameri predstavljaju oligonukleotide, sintetisane za specifi¢nu detekciju
Zeljene bakterije. Biosenzor na bazi ugljeni¢nih elektroda modifikovanim zlatom i na-
noporoznim zlatom pokazao se pogodnim za detekciju S. Typhimurium u Sirokom
opsegu od 6,5x10% do 6,5x10% cfu/mL, sa granicom detekcije od 1 cfu/mL [188]. Po-
menute modifikacije znacajno uti¢u na povecanje specifi¢ne povrsine senzora, a samim
tim i na dobre performanse detekcije. Jos jedna od direktnih metoda detekcije pomocu
aptamera omogucena je konjugacijom aptamera i kopolimera na povrsini elektrode
[189]. Ovaj pristup pokazao je dobar dinamicki opseg i limit detekcije.

U poredenju sa prethodno opisanim biosenzorima, predloZeni biosenzor na bazi
zlatnih listi¢a za detekciju S. Typhimurium ima velik dinamicki opseg detekcije i u
tom pogledu je jednako dobar kao i senzori predstavljeni u tabeli 3.4, dok mu je
limit detekcije nesto 1osiji u poredenju sa drugim senzorima. Medutim, predloZeno
reSenje predstavlja direktan metod detekcije bakterija i prevazilazi sve opisane senzore
u pogledu jednostavnostii cene izrade. Iako je limit detekcije nesto manji od prethodno
opisanih senzora, on je i dalje znacajno niZi od doze bakterija koja moZe da izazove
infekciju.

Kona¢no, predlozeni biosenzori na bazi zlatnih listi¢a predstavljaju perspektivnu
opciju za ekonomi¢nu i brzu izradu senzora za detekciju bakterija, ukljucujuéi E. coli
i S. Typhimurium, s veoma Sirokim dinamic¢kim opsegom detekcije i niskim limitom
detekcije koji su daleko ispod infektivnih doza. Rezultati istraZivanja pokazuju od-
liécnu linearnost i visoku specifi¢nost u detekciji i kao dodatna prednost, realizovani
biosenzori pokazuju performanse koje su jednake ili bolje od biosenzora baziranih
na naprednim nanomaterijalima. Na ovaj nacin postignute su bolje ili jednako dobre
performanse, pri ¢emu su izbegnuti kompleksni proizvodni procesi i visoki troskovi.
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Tabela 3.2: Metode detekcije, dinamicki opsezi i limit detekcije S. Typhimurium iz
prethodnih istraZivanja

.. .. Dinamicki LD
Metod detekcije Materijal Ref.
opseg (cfu/mL) | (cfu/mL)
Zlatne sito-Stampane
Cikliéna” ele‘ktrode sa kalupni_"@ 102 - 10° 47 [183]
voltametrija polimerom za detekciju
bakterija
Cikli¢na
voltametri- Sito-Stampane ugljeni¢ne
ja/Diferencijalna elektrode sa 10! - 107 3 [184]
pulsna nanokompozitom ferocena
voltametrija
Magnetna separacija
Impedansa magnetnih nanocestica sa 10! - 10° 10 [185]
antitelima
Diferencijalna Ugljeni¢na elektroda
pulsna modifikovana hidrogelom 10' - 10° 5 [186]
voltametrija sa zlatnim nanocesticama
Diferencijalna
Ugljeni¢na elektrod
pulsna ghenicha elerroda sa 10% - 106 143 [187]
. magnetnim Cesticama
voltametrija
Cikli¢na Ugljeni¢ne elektrod‘e sa X
. elektrodeponovanim 6,510~ -
voltametri- ] , 6 1 [188]
) zlatom i nanoporoznim 6,510
ja/Impedansa
zlatom
Sito-Stampane zlatne
Impedansa elektrode modifikovane 102-108 3 [189]
kopolimerom
Elektrod bazi zlatnih
Impedansa ciiroda ha bazl ziat 102 - 107 71 Rezultati

listi¢a
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3.7 Biosenzor za detekciju tumor biomarkera HER2 na

bazi zlatnih listié¢a

HER?2 je proteinski receptor koji igra klju¢nu ulogu u regulaciji rasta i deobe ¢elija.
Kod zdravih osoba, prisustvo ovog receptora je od sustinskog znacaja za odrzavanje
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 lecenju. Pacijentkinje se povisenim nivoom HER2
biomarkera ulaze u protokol lecenja sa Herceptinom. Herceptin je monoklonalno anti-
telo posebno dizajnirano da cilja HER2 receptore na povrsini tumorskih ¢elija i blokira
ih od primanja signala rasta. Otkri¢e ovog biomarkera i razvoj metoda za njegovu
detekciju predstavljaju znacajan korak ka personalizovanom pristupu u dijagnostici i
le¢enju pacijentkinja sa ovom boles¢u.

Istrazivanja i detekcija HER2 biomarkera je od viSestrukog znacaja za pacijentki-
nje, s obzirom na to da prisustvo HER2 pozitivnog statusa znacajno uti¢e na prognozu
i terapijski pristup karcinomu dojke. Pacijentkinje sa HER2 pozitivnim karcinomom
dojke cesto imaju agresivniji oblik bolesti i loSiju prognozu u poredenju sa HER2 ne-
gativnim pacijentkinjama. Dakle, rano otkrivanje ovog biomarkera omogucava brzu
i ciljanu terapiju. Ovo smanjuje neZeljene efekte terapije i povecava Sanse za uspe-
$no lecenje. Takode, istraZivanje HER2 biomarkera doprinosi razvoju novih terapijskih
agenasa i poboljsava razumevanje molekularnih mehanizama karcinoma dojke [191].

U okviru doktorske disertacije razvijen je biosenzor na bazi zlatnih listi¢a za detek-
ciju tumor biomarkera HER2. Naime, inovativan vid imobilizacije antitela na povrsini
zlata, posredstvom proteina L, kao i osetljivost detekcije ispitani su na komercijalnim
zlatnim sito-Stampanim elektrodama i elektrodama na bazi zlatnih listi¢a. Potvrda ve-
zivanja antigen-antitelo uradena je pomocu fluorescentnog testa, a vezivanje proteina L
za samoorganizujudi sloj merkaptoundekanoi¢ne kiseline na povrsini zlatne elektrode
potvrden pomoc¢u Raman spektroskopije. Inicijalno, u cilju ispitivanja uticaja geome-
trije na performanse senzora, uradena je karakterizacija komercijalnih sito-Stampanih
elektroda, planarnih elektroda na bazi zlatnih listi¢a i elektroda na bazi zlatnih listi¢a
integrisanih u mikrofluidi¢nu komoru, svaka od njih sa radnom elektrodom prec¢nika
4 mm. Pomenute elektrode uporedene su u pogledu elektroaktivne povrsine i fakto-
ra hrapavosti. U nastavku eksperimenata, uradeno je poredenje performansi detekcije
planarnih elektroda na bazi zlatnih listi¢a i elektroda na bazi zlatnih listi¢a integrisanih
u mikrofluidiénu komoru u pogledu planarne i neplanarne (trodimenzionalnoj, 3D)
postavke elektroda. Konac¢no, planarne elektrode na bazi zlatnih listi¢a i komercijalne,
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sito-Stampane elektrode uporedene su u pogledu osetljivosti detekcije tumor biomar-
kera HER?2, gde su elektrode na bazi zlatnih listiéa pokazuju vecu osetljivost detekcije
HER2 tumor biomarkera. Potencijal primene prethodno realizovanog senzora ispitan
je za detekciju tumor biomarkera HER2 u ¢elijskom 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-Stampom (Dropsens 220AT, Metrohm), planarne elektrode na bazi zlatnih listi¢a'
i elektrode na bazi zlatnih listi¢a integrisane u mikrofluidi¢nu komoru (neplanarni
dizajn).

Dizajnovi elektroda predstavljeni su na slici 3.21. Slika 3.21a predstavlja komer-
cijalnu Dropsens 220AT elektrodu realizovanu tehnologijom sito-Stampe. Dropsens
elektroda sadrzi radnu i pomocu 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 listi¢a, gde je tro-
elektrodni sistem realizovan u zlatu. Slika 3.21c predstavlja trodimenzionalni sistem,
gde su elektrode na bazi zlatnih listi¢a integrisane sa gornje i donje stanje mikrofluidic-
ne komore. Naime, u gornjem sloju, na PVC podlozi, realizovana je radna elektroda,
koja zatvara mikrofluidi¢ni rezervoar sa gornje strane. U donjem sloju realizovane su
referentna i pomoc¢na elektroda, koje sa donje strane zatvaraju mikrofluidi¢ni rezervo-
ar. Uvodenjem zlatne referentne elektrode na bazi zlatnih listica izbegnuto je koriS¢enje
eksterne referentne elektrode. Fotografije realizovane planarane i 3D strukture pred-
stavljene su na slikama 3.21d i e, respektivno. Karakterizacija opisane tri elektrode
uradena je u pogledu sastava, efektivne povrsine i stabilnosti signala kroz eksperimen-
te cikli¢ne voltametrije. Elektrode na bazi zlatnih listi¢a, u planarnoj i 3D konfiguraciji,
uporedene su po pitanju osetljivosti za razli¢ite koncentracije redoks para kalijum
tero/fericijanida pripremljenim u vodi, kalijum hloridu i PBS puferu.

engl. gold leaf electrode (GLE)
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(@) |$2Metrohm (b) (© PVC folija za 1
DropSens zlatnim listi¢cima Gornii sloi
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1 -radna elektroda (d)
2 - pomocna elektroda
3 — referentna elektroda

Slika 3.21: (a) Komercijalna sito-$tampana elektroda Dropsens 220AT; (b) Planarna
elektroda na bazi zlatnih listi¢a; (c) Integrisan sistem elektroda na bazi zlatnih listi¢a
u mikrofluidi¢ni rezervoar; (d) Realizovani planarni dizajn; (e) Realizovani 3D dizajn.

Cikli¢na voltametrija u 0,5 M sumpornoj kiselini uradena je na komercijalnoj i
elektrodama na bazi zlatnih listi¢a u cilju utvrdivanja sastava i karakterizacije povrsine
zlata. Rezultati na slici 3.22a pokazuju da svaka od elektroda pokazuje karakteristic-
ne pikove oksidacije i redukcije zlata, na 0,9 V i 0,5 V u odnosu na sito-Stampanu
Ag/AgC(l referentnu elektrodu. Potencijali oksidacije i redukcije zlata kod elektroda
na bazi zlatnih listi¢a se razlikuju zbog razlic¢itih referentnih elektroda, tj. Ag/AgCl
elektrode u slucaju komercijalne elektrode i zlatne referentne elektrode kod elektroda
na bazi zlatnih listica. Takode, oblik voltamograma kod elektroda na bazi zlatnih li-
sti¢a pokazuje uske i oStre pikove, Sto ukazuje na brzu elektrohemijsku reakciju, dok
su pikovi oksidacije i redukcije zlata kod komercijalnih elektroda $iri $to ukazuje na
sporiju reakciju, maseni transport ili difuziju u elektrohemijskoj celiji.

U cilju ispitivanja efektivne povrsine komercijalne zlatne sito-Stampane elektro-
de, planarne elektrode na bazi zlatnih listica i integrisanih elektroda u mikrofluidi¢ni
rezervoar, odradena je serija eksperimenata sa 10 mM kalijum fero/fericijanidom pri-
premljenim u PBS puferu. Serija voltamograma napravljena je razli¢itim 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 gvozda i pravilan rast
struje oksidacije i redukcije u zavisnosti od brzine skeniranja. Analizom rezultata sa
prethodnih grafika, predstavljeni su pikovi oksidacije kompleksa gvoZzda 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, veca
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promena potencijala se deSava u vremenu, odnosno veca energija se predaje jonima u
rastvoru, Sto rezultuje ve¢om strujom. Drugim re¢ima, veca brzina skeniranja smanjuje
vreme koje je potrebno jonima da difunduju do elektrode, i samim tim vise njih stize do
elektrode gde se deSava reakcija. Na ovaj nacin dobija se porast struje sa korenom brzine
skeniranja, §to ukazuje da su procesi na povrsini elektrode kontrolisani difuzijom.

Na osnovu Randles-Sevickove jednacine predstavljene izrazom (3.1.9) moze se
izracunati elektroaktivna povrsina elektroda iz nagiba krive zavisnosti struje od korena
brzine skeniranja, prema izrazu:

k
A= 3.7.1
269-105-C - D2 . ;32 3.7.1)
gde k predstavlja koeficijent pravca prave, 2,69-10° _mo(f\/v konstantu, C koncentracija

jona, n broj elektrona koji uestvuje u polureakciji i D difuzioni koeficijent. Tabela
3.3 predstavlja izra¢unate elektroaktivne povrsine elektroda na osnovu izraza (3.7.1).
Pored elektroaktivne povrsSine, procenjen je i faktor hrapavosti elektroda, definisan
kao odnos geometrijske i elektroaktivne povrsine elektrode. Naime, s obzirom na to
da sve elektrode imaju jednaku geometrijsku povrsinu radne elektrode jednaku 0,12
cm?, faktor hrapavosti opisuje koji udeo povrsine radne elektrode ucestvuje u reakciji,
odnosno doprinosi signalu. Rezultati prikazani u tabeli pokazuju da elektrode na bazi
zlatnih listi¢a imaju vecu elektroaktivnu povrsinu u poredenju sa komercijalnim sito-
Stampanim elektrodama, Sto pokazuje i faktor hrapavosti koji je veéi kod elektroda
na bazi zlatnih listi¢a. Kod komercijalnih elektroda faktor hrapavosti iznosi 0,58, $to
ukazuje da elektroda sadrZi i druge komponente, najverovatnije organske komponente
paste koja se koristi u sito-Stampi, koje ne ucestvuju u reakciji na povrsini. S druge
strane, kod elektroda na bazi zlatnih listica ovaj faktor je vedi ili jednak jedinici, $to
potvrduje njihovu hrapavost i veliku specifiécnu povrsinu.

Tabela 3.3: Poredenje elektroaktivnih povrsina i faktora hrapavosti komercijalne
Dropsens elektrode, planarne elektrode na bazi zlatnih listi¢a i elektrode na bazi
zlatnih listi¢a integrisane u mikrofluidi¢nu komoru (3D).

Prorac¢un/Elektroda  Dropsens GLE 4 mm GLE 4 mm 3D
Elektroaktivna
" ’ 0,07 0,16 0,12
povrsina (cm?)
Faktor hrapavosti 0,58 1,3 1

Konacno, elektrode su ispitane u pogledu stabilnosti tokom 25 ciklusa cikli¢ne
voltametrije u 10 mM kalijum fero/fericijanidom u PBS puferu. Rezultati na graficima
3.22d pokazuju stabilan signal u slucaju sve tri elektrode sa jasnim pikovima oksidacije
i redukcije gvozda unutar redoks para.
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Slika 3.22: (a) Voltamogram zlata u 0,5 M sumpornoj kiselini; (b) Randles-Sevickov
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 razlic¢ite koncentracije ka-

lijum ferocijanida/fericijanida u 10 mM kalijum hloridu, 10 mM PBS puferu i dejonizo-

vanoj vodi'®. Redoks par je pripremljen kao meSavina kalijum ferocijanida/fericijanida

u koncentracijama od 0,5 mM, 1 mM, 5 mM i 10 mM. EIS karakterizacija uradena je

kako za svaku koncentraciju, tako i u ¢istom rastvoru (unutrasnji grafici na slici 3.23).

6engl. deionized water, DI
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Rezultati merenja pokazuju padajudi 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 razli¢ite vrednosti otpora rastvora,
odnosno svaka koncentracija redoks probe ima razli¢iti realni deo impedanse. S druge
strane, za redoks par pripremljen u 10 mM PBS puferu, realni deo impedanse ima sli¢-
ne vrednosti za razlicite koncentracije. Ova doslednost moZe biti pripisana svojstvima
PBS pufera, koji efikasno odoleva promenama pH vrednosti.

Poredenjem oblika krivih na Nikvistovim dijagramima za planarnu i 3D kon-
tiguraciju, slike 3.23a i b, moZe se primetiti dominantnost difuzionog repa kod 3D
konfiguracije u poredenju sa planarnom. Naime, geometrija te¢ne faze kod planarnih
elektroda je polusferna, gde se radna i pomoc¢na elektroda nalaze na bazi polusfere,
dok u slucaju 3D elektrode, oblik te¢ne faze odgovara cilindru koji je sa gornje i donje
strane zatvoren radnom i pomo¢nom elektrodom. Iako je zapremina kapi koja pokriva
radnu i pomoénu elektrodu u slucaju planarne i 3D konfiguracije ista, sama geometrija
te¢ne faze obezbeduje laksu difuziju kod 3D dizajna.
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Slika 3.23: Nikvistovi dijagrami za razlicite koncentracije redoks para u vodi, kalijjum
hloridu i PBS puferu. Unutradnji grafici predstavljaju odziv senzora za ¢ist elektrolit
bez redoks para; (a) Planarna elektroda na bazi zlatnih lisic¢a; (b) Elektrode na bazi
zlatnih listi¢a integrisane u mikrofluidi¢nu komoru.

U nastavku istraZivanja ispitan je inovativan metod funkcionalizacije elektroda
posredstvom proteina L u cilju realizacije biosenzora za detekciju tumor biomarkera
HER?2.
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3.7.2 Funkcionalizacija elektroda za detekciju HER2

Sematski prikaz procesa funkcionalizacije radne elektrode predstavljen je na slici
3.24. Kao $to je opisano kod senzora za detekciju S. Typhimurium, samoorganizujuci
monosloj merkaptoundekanoic¢ne kiseline formira se na povrsini zlata pomocu tiolne
grupe na jednom kraju lanca. Karboksilna grupa sa druge strane MUA obezbeduje
mogucnost vezivanja proteina L (pL) na MUA sloj, aktiviranjem karboksilnih grupa
primenom NHS/EDC hemije. Kona¢no, uzimajudi u obzir afinitet pL za vezivanje za
IgG antitela, vezivanje Trastuzumab - Tmab (Herceptin) sa pL, posebno omogucavajuéi
detekciju HER2 tumor biomarkera, kao $to je prikazano na slici 3.24. Da bi se sprecilo
nespecifi¢no vezivanje, govedi serum albumin (BSA) je uveden kao blokator u procesu.

Protokol funkcionalizacije podrazumeva prekonoénu inkubaciju 1 mM MUA pri-
premljene u apsolutnom etanolu na 4 °C. NanoSenje kapi zapremine 1 uL vrsi se na
radnu elektrodu, a inkubacija se odvija u mraku. Nakon prekonoé¢ne inkubacije, ispi-
ranje elektrode vrsi se etanolom, a potom i DI vodom. Aktivacija karboksilnih grupa
MUA, odradena je nanoSenjem 10 L 50 mM NHS/50 mM EDC pripremljenih u PBS
puferu, na radnu elektrodu jednocasovnom inkubacijom u mraku. Elektroda se za-
tim ispira DI vodom. Aktivirane karboksilne grupe imaju afinitet ka vezivanju amino
grupe proteina, pa se u slede¢em koraku funkcionalizacije nanosi 10 uL proteina L
koncentracije 0,1 mg/mL i inkubira 1 h. Nakon inkubacije i ispiranja pL, na elektrodu
se nanosi BSA koncentracije 50 ug/mL i inkubira 20 min u mraku u cilju sprecava-
nja nespecificnog vezivanja i nespecificnog doprinosa signalu. U narednom koraku, u
cilju saturacije povrsine elektrode antitelom specifi¢nim za tumor biomarker HER2 -
herceptinom (Tmab), ponavljajuée inkubacije rastu¢ih koncentracija Tmab u PBS pufe-
ru radene su tokom 20 min. Kona¢no, ovako funkcionalizovana elektroda izloZena je
rastucoj koncentraciji tumor biomarkera HER2 u cilju ispitivanja potencijala detekcije
realizovanog biosenzora.
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Slika 3.24: Sematski prikaz procesa funkcionalizacije povrsine zlata.

Inicijalna potvrda vezivanja pL za antitelo Tmab, kao i antitela Tmab i tumor
biomarkera HER2, uradena je fluorescentnim testom, gde se svaki dogadaj vezivanja
antigen-antitelo obeleZava sekundardnim antitelom sa fluorescentim elementom. Na
taj nacin omogucena je potvrda vezivanja antigena i antitela, kao i kvantifikacija signala
za razlic¢ite koncentracije vezujuceg antigena.

3.7.3 Flourescentni test

Kao sto je opisano, prvobitno testiranje vezivanja pL i antitela Tmab, kao i antitela
Tmab i tumor biomarkera HER2, uradeno je fluorescentnim testom da bi se potvrdilo
vezivanje bioprepoznatljivih elemenata. Postupak je uraden na plo¢i sa 96 bunarcica, a
merenja su vrsena spektrofotometrom za ¢itanje ploca.

Incijalno, bunarcié¢i ploce oblozZeni su sa 0,5 ug/mL pL ili 0,5 ug/mL HER2 i
inkubirani preko no¢i na 4°C. Ispiranje ploce je obavljeno 4 puta sa 200 uL pufera za
ispiranje (PBS + 0,05% Tween20 (Sigma Aldrich)). U narednom koraku, dodatoje 100 uL
antitela Tmab i inkubirano 2 h na sobnoj temperaturi. Postupak ispiranja je ponovljen 4
puta sa 200 uL pufera za ispiranje, a sekundarno antitelo dodato je u slede¢em koraku.
Naime, 100 uL 1:1000 razblaZenog kozjeg anti-humanog (AlexaFluor 488, anti-humani
IgG) dodato je u bunarciée ploce i inkubirano 1 h na sobnoj temperaturi. Ploca je
isprana 6 puta sa 200 uL pufera za ispiranje i merenja su izvrsena spektrofotometrom.
Slika 3.25 sadrZi rezultate fluorescencije u odnosu na koncentraciju Tmab u opsegu
od 0,015 mg/mL do 1 mg/mL. Oba rezultata pokazuju dogadaje vezivanja: S-kriva je
koriS¢ena za fitovanje rezultata, pokazujudi linearni trend u opsegu koncentracija od
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0,03 mg/mL do 0,25 mg/mL, nakon ¢ega se moZe primetiti zasi¢enje signala i za pL i
HER?2.

(a) (b)
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Slika 3.25: (a) Fluorescentni test vezivanja antigen HER?2 - antitelo Tmab; (b)
Fluorescentni test vezivanja pL - antitelo Tmab.

Prethodno prikazani rezultati potvrduju vezivanje antitela Tmab za pL i HER?2,
Sto omogucava vezivanje i na povrsini elektrode. U narednom koraku, primenom
Raman spektroskopije, potvrdeno je vezivanje MUA za povrsinu zlata, kao i pL za
samoogranizujuci sloj MUA na povrsini zlata. Na taj nacin je svaki od koraka vezivanja
potvrden i pored elektrohemijske detekcije, koja ¢e biti opisana u nastavku.

3.7.4 Raman spektroskopija povrSine biosenzora

Ramanska spektroskopija predstavlja jednu od brzih tehnika analize materijala
jer ne zahteva gotovo nikakvu pripremu uzorka. Pored jednostavnosti izvodenja ek-
sperimenta, analizom spektara moZe se ustanoviti veliki broj informacija o strukturi
materijala vezanih za njegovu uredenost, morfologiju i prisutne faze. Pri ramanskom
rasejanju foton biva neelasti¢no 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 o¢uvanja impulsa u procesu rasejanja svetlosti.
Fononi predstavljaju , potpis” hemijskih veza i u spektru prvog reda moZze se utvrditi
prisutnost faza, dok s druge strane Ramansko rasejanje drugog reda je ¢esto slabijeg
intenziteta i daje mogucnost analize kristalne ili amorfne strukture materijala.

Pri primeni Ramanske spektroskopije za karakterizaciju koraka funkcionalizacije
biosenzora, utvrduje se postojanje novoformiranih veza za svaki korak funkcionaliza-
cije na povrsini elektrode. U eksperimentalnom delu snimljeni su spektri zlata napa-
renog na staklenu podlogu, nakon nanosenja samoorganizujuceg sloja MUA i nakon
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vezivanja pL za povrSinu. Snimanja su vrsena laserom talasne duZine 532 nm u opse-
gu talasnih brojeva od 100 do 2000 cm™!, snagom 9 mW i 10 snimanja sa vremenom
ekspozicije od 20 s. Za snimanje je koris¢en Raman Horiba XploRA Plus.

U cilju utvrdivanja formiranog samoorganizujuéeg monosloja na zlatu potrebno
je utvrdivanje veze izmedu tiolne grupe MUA i metala. Ranija istraZivanja pokazuju
da se -SH grupa vezuje za zlato hemisorpcijom [192, 193]. Pik koji poti¢e od Au-S
veze detektovan je u spektru na 260 cm™!, $to je u skladu sa prethodnim objavljenim
rezultatima [194-196], slika 3.26a. Za analizu Raman spektra nakon nano$enja pL,
odradena je dekonvolucija pikova u oblasti talasnih brojeva 1200 - 1800 cm™! u cilju
detekcije amino grupa proteina L.

Sa Ramanovom spektroskopijom, nekoliko vibracionih modova mozZze se koristiti
za detekciju i analizu strukture proteina. Sledeca tri pika su od glavnog interesa za
identifikaciju razlicitih potvrda proteinske strukture: amid I (vibracija istezanja C=O u
opsegu 1600-1690 cm™!), amid IT (1480-1580 cm™') i amid III (oba povezana sa spregnu-
tim C-N istezanjem i N-H savijajuce vibracije peptidne grupe 1230-1300 cm™!). Talasni
broj amidnih modova odraZava strukturu glavnog polipeptidnog lanca bez obzira na
boc¢ne grupe [197]. Rezultati predstavljeni na slici 3.26b prikazuju pojavljivanje dva

1

karakteristicna pika na 1556 cm™! i na 1756 cm™! nakon nanogenja pL, $to odgovara

pikovima amid II i amid III veza.
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Slika 3.26: (a) Raman spektroskopija zlata, zlata sa MUA, zlata sa MUA i proteinom L

u opsegu od 100 do 2000 cm™?; (b) Dekonvolucija pikova u u opsegu od 1200 do 1800
cm~! za zlato sa MUA, i nakon nanoSenja pL.
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Primenom Raman spektroskopije na uzorku zlata naparenog na staklenu po-
dlogu, potvrdeno je postojanje veza izmedu MUA i zlata, kao i imobilizacija pL na
povrsini. Na ovaj nacin potvrdeno je postojanje veza funkcionalizacije na povrsini pre
same elektrohemijske detekcije.

3.7.5 Elektrohemijska detekcija HER2

U cilju realizacije elektrohemijskog biosenzora za detekciju tumor biomarkera
HER?2, elektrohemijski je ispitano vezivanje svakog od slojeva funkcionalizacije za
povrsinu radne elektrode, kao $to je opisano u poglavlju 3.7.2. Elektrode na bazi zlatnih
listica uporedene su sa komercijalnim Dropsens elektrodama u pogledu osetljivosti i
dinamickog 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 listica (GLE) i komercijalnu Dropsens elektrodu
(DS). U cilju dobijanja potpunog polukruga sa difuzionim repom, koncentracija od 1
mM MUA kori$éena je u slucaju elektroda na bazi zlatnih listi¢a, dok je u slucaju DS
elektroda korid¢ena koncentracija od 10 mM. U oba slucaja nakon nanoSenja samoorga-
nizujuceg sloja MUA, nanosi se 100 ug/mL pL, a zatim i 50 pg/mL BSA pripremljenim
u PBS puferu. U oba slucaja, DS i GLE elektrode, pokazuju rast impedanse ukazujuci
na formiranje svakog od slojeva funkcionalizacije na povrsini.

Dalja procedura funkcionalizacije podrazumeva uzastopne inkubacije rastucih
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 povrsini elektrode, Sto se
ogleda porastom impedanse. Kona¢no, ovako funkcionalizovana elektroda izloZena je
rastucoj koncentraciji tumor biomarkera HER2 u opsegu 0,1 ng/mL do 1000 ng/mL.
Rezultati na slici 3.27c i f prikazuju rastuéi trend impedanse za porast koncentracije
HER2, s tim da se u slucaju DS elektroda jasno uocava saturacija za koncentracije
iznad 10 ng/mL, dok se kod elektroda na bazi zlatnih listiéa ne uocava saturacija ni za
koncentraciju 1000 ng/mL.
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Slika 3.27: (a) Koraci funkcionalizacije elektrode na bazi zlatnih listi¢a; (b) Zasi¢enje
elektrode na bazi zlatnih listi¢a herceptinom (Tmab); (c) Detekcija tumor biomarkera
HER?2 elektrode na bazi zlatnih listi¢a; (d) Koraci funkcionalizacije Dropsens
elektrode; (e) Zasi¢enje Dropsens elektrode herceptinom (Tmab); (f) Detekcija tumor
biomarkera HER2 Dropsens elektrodom.

Kona¢no, rezultati su fitovani sa ekvivalentnim kolom predstavljenim na slici 3.3.
Relativna promena signala izrac¢unata je u odnosu na BSA funkcionalizovanu elektro-
du za Tmab saturaciju, dok je za HER2 detekciju izracunata u odnosu na 1000 ng/mL
Tmab. Rezultati na slici 3.28a pokazuju rastudi trend sa porastom koncentracije antitela
Tmab bez naznaka saturacije signala, dok se u slucaju komercijalne elektrode, slika
3.28a, saturacija javlja nakon 100 ng/mL. Odziv detekcije Tmab za GLE opisan je line-
arnom jednacinom y = 39,978x + 62,195, R? = 0,9854, dok je na Dropsens elektrodi
odziv opisan sa y = 14,118x + 17,774, R? = 0,9763. Obe elektrode pokazuju dobru
linearnost detekcije herceptina pomoc¢u predloZene konfiguracije. S druge strane, u slu-
¢aju detekcije tumor biomarkera, slika 3.28b, elektroda na bazi zlatnih listi¢a pokazuje
linearan rastudi trend, y = 12,145x + 24, 589,R? = 0,9507, dok se kod komercijalne
elektrode kriva detekcije HER2 prikazuje tipican sigmoidan oblik sa zasi¢enjem nakon
10 ng/mL.
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Slika 3.28: Relativna promena signala elektrode na bazi zlatnih listi¢a i komercijalnih
Dropsens elektroda; (a) Za razlicite koncentracije herceptina (Tmab); (b) Za razlicite
koncentracije tumor biomarkera HER?2.

Prethodni rezultati pokazuju znacajno bolje performanse detekcije senzora re-
alizovanog pomocu elektroda na bazi zlatnih listica u poredenju sa komercijalnim
elektrodama. U nastavku istraZivanja, ispitana je specificnost detekcije predloZenog
biosenzora sa nespecificnim proteinima pripremljenim u PBS puferu. Takode, finalna
validacija specifi¢nosti detekcije odradena je detekcijom tumor biomarkera u komplek-
snoj matrici, ¢elijskom medijumu, koji sadrzi veliki broj nespecificnih komponenata.

Grafik na slici 3.29 predstavlja uporedene odzive detekcije za razlicite koncentra-
cije specificnog biomarkera HER?2 i nespecifi¢nih proteina kao Sto su antitelo za E. coli,
BSA i fibrinogen (FBG), testirani u koncentraciji od 100 ng/mL. Predstavljeni rezultati
pokazuju da je signal specifi¢nog biomarkera znatno veéi u poredenju sa nespecifi¢nim,
dok je odziv senzora za najmanju ispitanu koncentraciju od 0,1 ng/mL HER2 u nivou
signala nespecifi¢nih proteina. U realnim uzorcima, retko se pronalaze velike koncen-
tracije nespecifi¢nih proteina, tako da ovaj rezultat ne umanjuje potencijal detekcije

predloZenog senzora.
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Slika 3.29: Specifi¢nost detekcije HER2 senzora. Relativna promena otpora prenosu
Ret(cc)—Re(1000 ng/mL Tmab)
R+(1000 ng/mL Tmab)

naelektrisanja izra¢unata je prema izrazu: 6(%) =

Sledeci korak u validaciji performansi senzora ispitan je za primenu biosenzora
za detekciju u kompleksnoj matrici éelijskog medijuma.

3.7.6 Detekcija HER2 u ¢elijskom medijumu

Medijum za kultivaciju ¢elija (Gibco CO; 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 razreden je
u odnosu 1:10 sa DI vodom, a razlicite 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-
cificnih komponenata koje mogu prividno da doprinesu signalu i izazovu pogresan
utisak detekcije specificnog biomarkera, kontrolni test zasi¢enja povrsine elektrode
inkubacijom medijuma bez specifiénog biomarkera, odraden je ponavljaju¢om inkuba-
cijom medijuma na zasi¢enoj elektrodi. Naime, inicijalno zasi¢enje senzora odradeno
je tokom 2 h inkubacije medijuma bez tumor biomarkera, a nakon toga ponavljajuca
inkubacija medijuma u toku 20 min uradena je da bi se potvrdila konstantnost signala
bez tumor biomarkera, odnosno da bi se utvrdilo da doprinos signala potice od speci-
fi¢cnog biomarkera, a ne od nespecifi¢nih komponenata medijuma, koji mogu ostati na
povrsini usled elektrostatickih ili drugih interakcija, slika 3.30.
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Grafik na slici 3.30 prikazuje relativhu promenu otpora prenosu naelektrisanja
za ponavljajuce inkubacije medijuma na elektrodi u odnosu na elektrodu zasi¢enu
inkubacijom tokom 2 h. Rezultati prikazuju konstantan signal nakon ponavljajuée in-
kubacije medijuma, $to potvrduje da je elektroda zasi¢ena nespecificnim komponen-
tama iz medijuma i da doprinos porastu impedanse u eksperimentima sa specifi¢nim

biomarkerom ne potic¢e od medijuma.
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Slika 3.30: Kontrolna merenja sa ponavljaju¢om inkubacijom medijuma. Relativna

romena otpora prenosu naelektrisanja izracunata je prema izrazu:
p pora p lekirisanja izratunata je p
o/ _ Ret(cc)—Rep(medijum
6( /O) - Ret(medijum)

Finalna validacija detekcije tumor biomarkera u medijumu odradena je inkubaci-
jom tokom 20 min za rastuce koncentracije tumor biomarkera na elektrodi prethodno
zasi¢enoj medijumom. Rezultati odziva senzora za razli¢ite 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 predloZeno elektri¢no kolo za fitovanje
rezultata, predstavljeno na unutrasnjem grafiku, ne sadrzi Varburgov element. Takode,
rezultati pokazuju rastudi trend impedanse za porast koncentracije tumor biomarke-
ra HER2. Kriva zavisnosti relativhe promene otpora prenosu naelektrisanja, predsta-
vljena je na slici 3.31b, gde se vidi linearna zavisnost detekcije, opisana jedna¢inom
y = 16,62x +29,765,R* = 0,9431. Predstavljeni rezultati prikazuju odli¢an potencijal
detekcije predloZenog senzora i u kompleksnim uzorcima, poput ¢elijskog medijuma.
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Slika 3.31: (a) Nikvistovi dijagrami za razli¢ite koncentracije HER2 u medijumu;
Unutrasnji grafik: Elektri¢no kolo za fitovanje rezultata; Tacke na grafiku predstavljaju
merenja, dok kriva predstavlja fitovane rezultate; (b) Relativha promena otpora
prenosu naelektrisanja u zavisnosti od koncentracije HER2 u medijumu.

3.7.7 Diskusija i zakljucak

U okviru doktorske disertacije razvijen je senzor za detekciju tumor biomarkera
HER?2 na bazi novog nacina imobilizacije Herceptina posredstvom proteina L. Veziva-
nje Herceptina i proteina L, kaoi proteina L i HER2 potvrdeno je fluorescentnim testom.
Imobilizacija samoorganizujuceg monosloja MUA potvrdena je Raman spektroskopi-
jom, kao i vezivanje proteina L za karboksilne grupe MUA. Na taj nacin potvrdeno
je vezivanje svih komponenata sloja bioprepoznatljivih elemenata i pre same elek-
trohemijske detekcije. Elektrohemijskom impedansnom spektroskopijom potvrdeno je
vezivanje svake od komponenata na elektrodama na bazi zlatnih listi¢a. Potencijal de-
tekcije predloZenog biosenzora validiran je detekcijom HER2 biomarkera u ¢éelijskom
medijumu. Pored predstavljene primene senzora za detekciju HER2 biomarkera, pre-
dloZeni senzor pokazuje i potencijal detekcije samih antitela (Herceptina) posredstvom
proteina L, $to moZe potencijalno imati primenu u farmaceutskoj industriji.

U okviru doktorske disertacije prvi put je upotrebljen protein L za orijentisanu
imobilizaciju antitela na povrsini elektrode. Naime, direktna imobilizacija antitela na
povrsini biosenzora u opstem slucaju ne garantuje optimalnu orijentaciju vezanih an-
titela. Iz tog razloga u literaturi su predloZene imobilizacije proteina A i G, proteina
bakterijskog porekla, koji se uglavnom koriste u precis¢avanju antitela kao kovalentno
vezani za agarozu ili kao biokonjugovane nanocestice [198, 199]. Prednost proteina L
u odnosu na proteine A i G ogleda se u njegovoj moguénosti vezivanja pored mono-

klonalnih antitela i fragmenata antitela, s obzirom na region antitela za koji se vezuje
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[200].

Kao $to je receno 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
istrazivanja pokazuju da je predloZeni senzor na bazi zlatnih listica uspesno 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 $to je znacajno
manje od vrednosti HER? koja se detektuje kod zdravih osoba i kod HER2 pozitivnih
pacijentkinja.

Tabela 3.4 poredi predlozene biosenzore za HER2 iz literature. Naime, predlo-
Zeni senzori koriste napredne nanotehnologije u cilju povecanja osetljivosti detekcije
senzora. Kao i kod prethodnih senzora najceSe koris¢ene podloge za elektrohemijsku
detekciju su zlatne [201, 202] i ugljeni¢ne elektrode [203-207]. U cilju poveéanja efektiv-
ne povrsine pomenutih elektroda primenjuju se nanomaterijali poput nanocestica zlata
[206, 208], rodijuma [190], gvozda [208], itd., dok se ¢esto koriste i 2D nanomaterijali
poput grafena i grafen oksida [190]. Novija istraZivanja koriste i metaloorganske mreze
(eng. Metal-organic framework, MOF) za realizaciju biosenzora sa izuzetno osetljivim
osobinama detekcije [208, 209]. Svaki od predloZenih senzora limitom detekcije i di-
namickim opsegom detekcije odgovara potrebama osetljivosti i specificnosti detekcije
HER2 tumor biomarkera. Medutim, predloZene tehnologije zahtevaju skupu opremu,
hemikalije i obuceno osoblje za realizaciju svakog od opisanih senzora. Iako pojedina
reSenja imaju bolji limit i dinamicki opseg detekcije, s obzirom na opseg detekcije neop-
hodan za komercijalnu upotrebu, ove osobine nisu neophodne za upotrebu u praksi. S
druge strane, predloZeno reSenje na bazi zlatnih listi¢a prevazilazi sva druga reSenja u
pogledu jednostavnosti i cene izrade senzora za direktnu detekciju HER2 biomarkera
bez dodatnih pojacavaca signala. Na ovaj nacin elektrode na bazi zlatnih listi¢a, pored
detekcije bakterija, pokazale su veliki potencijal i za primenu u detekciji biomarkera.
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Tabela 3.4: Metode detekcije, dinamicki opsezi i limit detekcije HER2 iz prethodnih

istrazivanja.
Di icki LD
Metod detekcije Materijal e Ref.
opseg (ng/mL) | (ng/mL)
Dif ijal
rerencjata Grafenom modifikovane
pulsna oo B 10 -500 0,667 [190]
Itametri nanocestice rodijuma
voltametrija
Diferencijalna ) L
GCE sa PEDOT i peptidni 3
pulsna . 0,1-1000 45x10 [203]
B hidrogel
voltametrija
Voltametrija Cd**-
pravougaonog | aptamer@ AMNFs@ZIF-67 0-1 4,8x107° [209]
impulsa nanokompozit
Diferencijalna
pulsna GCE sa PEG i peptidom 0,001 - 1000 4,4x10™* [205]
voltametrija
Voltametrija
pravougaonog Zlatne elektrode 0,001-0,1 4,7x107° [201]
impulsa
Diferencijalna
pulsna Zlatne elektrode 0,1-100 0,08 [202]
voltametrija
Diferencijalna Ugljenic¢ne elektrode
pulsna modifikovane Fe3Oy 5x1074 - 50 2x107° [207]
voltametrija nanocesticama
Diferencijalna
1 Zlatne 50x1076 ~50 | 168x107° | [208]
ulsna - ,
PEBRE | nanocesticc@ HRP@ZIF-8
voltametrija
Elektrohemijsk
,e FONCIISEA T Elektrode na bazi zlatnih ,
impedansna listica 0,1-1000 0,02 Rezultati
spektroskopija
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3.8 LOC platformaza monitoring glukoze u realnom vre-

menu u teénim analitima

Senzori za glukozu'” (Glc) predstavljaju vaZan aspekt istrazivanja i razvoja u bio-
medicini i zdravstvu. Potreba za naprednim senzorima proizlazi iz vaznosti praéenja
glukoze u razli¢itim bioloskim uzorcima, ukljuc¢ujudi krv, urin, intersticijsku te¢nost,
znoj, dah, pljuvacku i o¢ne tecnosti [210, 211]. Pored toga, monitoring glukoze cesto
se koristi u prehrambenom sektoru za kontrolu kvaliteta i bezbednosti hrane [212]. S
obzirom na to da je glukoza glavni nutrijent za rast éelija, biosenzori za monitoring
glukoze nalaze primenu i u ¢elijskim kulturama zbog vaznosti uvida u njihov metabo-
lizam. Ramanova spektroskopija, te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC) i
druge skupe i dugotrajne spektroskopske tehnike mogu se koristiti za prac¢enje glukoze
u Celijskoj kulturi [213].

Do sada su predloZene razli¢ite metode za detekciju glukoze, kao $to su enzimski
testovi [214], kolorimetrijski testovi [215] i biosenzori [216]. Enzimski testovi koriste
enzime kao Sto je glukoza oksidaza® (GOx) za pretvaranje glukoze u vodonik peroksid
(H20,), koji se zatim detektuje pomocu kolorimetrijskog indikatora. Biosenzori na bazi
fluorescencije [217] ili elektrohemijski biosenzori [218], omoguéavaju precizno praéenje
nivoa glukoze u realnom vremenu, omogucavajuci zamenu medijuma po potrebi kako
bi se obezbedio optimalan rast i produktivnost ¢elija. Najces¢i metod za detekciju
glukoze u mikrofluidi¢nim sistemima zasniva se na enzimskim reakcijama, gde enzim
katalizuje oksidaciju glukoze da bi se stvorio vodonik peroksid. Detekcija vodonik
peroksida moze se vrsiti koris¢enjem razlic¢itih tehnika, kao $to su elektrohemijske ili
opticke metode.

Senzori za glukozu su od sustinskog znacaja u mnogim aspektima biomedi-
cinskog istraZivanja i razvoja, a novija istraZivanja kombinuju prethodno pomenute
principe sa kontrolom i manipulacijom te¢nostima na submilimetarskoj skali, ¢ineci
senzore delovima kompleksnih minijaturizovanih sistema za analizu i eksperimente
na mikroskali [219-221]. Kao $to je opisano u uvodnom delu disertacije LOC sistemi
sadrZe viSe integrisanih operacija kao Sto su meSanje na mikroskali [222], separacija
Cestica [223], DNK ekstrakcija i amplifikacija [224], detekcija [225] itd.

Vazni delovi LOC sistema su mikrofluidi¢ni mesaci [226, 227], koji se mogu klasifi-
kovati kao aktivni ako spoljasnja energija aktuatora ubrzava proces mesanja, ili pasivni
koji radi bez spoljasnjih aktuatora. Nedavno predlozeni aktivni mikromesaci koriste
akusticko aktiviranje [228], elektri¢no polje [229], magneto-hidrodinamicku silu [230],
itd., kao eksterni aktuator meSanja. Aktivni mesaci omogucavaju brze mesanje i kra¢u

Vengl. Glucose, Glc
Bengl. Glucose oxidase, GOx
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duzinu miksera od pasivnih, ali njihova integracija u sloZene sisteme je izazovan za-
datak. S druge strane, pasivni me$aci sadrZe sloZene oblike mikrofluidi¢nih kanala da
stimuliSu proces meSanja i njihovo vreme mesanja je vece od vremena meSanja aktivnih
mikromeSaca. U literaturi su predloZeni razli¢iti pasivni meSaci zasnovani na razlic¢itim
geometrijskim oblicima, uklju¢ujuéi serpentine [231], meandre [232] i paralelogramske
barijere [233], ili 3D topologije kao $to su T-mesa¢, mesaci oblika gusenice ili Teslinog
ventila [234].

3.8.1 Mikrofluidika i tehnologije izrade mikrofluidi¢nih ¢ipova

Iako se pod mikrofluidikom podrazumeva nauka i tehnologija o toku i manipu-
laciji fluida na mikroskali, novija istraZivanja pod mikrofluidikom podrazumevaju i
manipulaciju malim koli¢inama te¢nosti kako unutar kanala i tako van kanala, kao i
LOC sisteme sa integrisanim senzorima.

Naime, ponasanje fluida na mikroskali, gde je dominantan laminaran tok, znacaj-
no se razlikuje u odnosu na makroskalu. Osnovna razlika izmedu makro i mikrotoka
ogleda se u dominaciji povrsinskih sila u odnosu na zapreminske. Efekti trenja, elek-
trostaticka i viskozna sila rastu sa smanjenjem veli¢ine sistema. Na taj nac¢in osobine
fluida koje su funkcije povrsine imaju vedi uticaj na fluid nego svojstva koja zavise od
zapremine fluida. Takode, fundamentalna razlika izmedu mikro i makrotoka postoji i
usled uticaja zidova kanala u kojima se te¢nost krece na sam tok. Fluid u tankom sloju
u blizini zida kanala ose¢a njegov uticaj, dok je fluid izvan te oblasti okarakterisan
veli¢inama za unutrasnji deo toka — njegovom brzinom i temperaturom. Dominantan
uticaj zidova kanala na mikrotok, moZze se iskoristiti za kontrolu i manipulaciju toka
neuporedivo viSe u odnosu na makrotokove. Osobine uredenosti i predvidivosti lami-
narnog toka na mikroskali ¢ine ga dobrim okruZenjem za ispitivanje bioloskih sistema
[235, 236].

Brojne tehnologije koris¢ene su za realizaciju mikrofluidi¢nih ¢ipova kao $to su
PDMS (polidimetilsiloksan), mikromolding, mikromasinska obrada, 3D $tampa, ili
ksirografija. lako PDMS tehnologija proizvodi dugotrajne ¢ipove koji su opticki trans-
parentni i biokompatibilni, njihov proces proizvodnje je sloZen, dugotrajan i skup [237].
Stavise, PDMS tehnologija zahteva sloZen proces litografije i optimizaciju dizajna, 8to
zahteva ponavljanje kompletnog toka proizvodnje. Novija istrazivanja koriste polimere
kao zamenu za dobro uspostavljene tehnologije izrade na bazi silicijuma i stakla, po-
sebno sa razvojem novih termoplasti¢nih materijala. Jedna od tehnologija zasnovana je
na PMMA polimeru koji ima odli¢nu opti¢ku transparentnost i stoga se Siroko koristi u
biomedicinskim primenama. PMMA se obi¢no mikromasinski obraduje pomoé¢u CNC
masine’® (kompjuterska numericki kontrolisana masina) ili lasera, dok tehnike lami-

Yengl. Computer Numeric Control
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nacije viSe slojeva zahtevaju kori$éenje pritiska ili hemijskog tretmana [238]. S druge
strane, mikromolding je tehnika za proizvodnju mikrofluidi¢nih ¢ipova u polimerima
koriS¢enjem kalupa sa negativom Zeljene geometrije. Iako tehnologija mikromoldinga
zahteva nekoliko koraka uklju¢ujuéi pripremu kalupa, otisak polimera materijala, o¢vr-
S¢avanja polimera, moZze se Koristiti u mnogim biomedicinskim primenama [239-241].
Pored toga, u literaturi su predloZene mnoge tehnologije hibridne izrade kako bi se
prevazisli postojeci nedostaci prethodno navedenih tehnologija i smanjila cena i vreme
izrade. Jedna od hibridnih tehnologija, nedavno predloZena, kombinuje proces laser-
ske mikromasinske obrade nesinterovane staklokeramike sa ksirografijom, nudi brzu
jeftinu proizvodnju ¢ipova i omogucava realizaciju sloZenih i viSeslojnih geometrija
kanala [242].

Takode, novija istrazivanja sve viSe koriste tehnologiju 3D Stampe za izradu mi-
krofluidi¢nih komponenti. Kao tehnologija koja moZe da obezbedi geometrijski sloZene
strukture u jednom koraku na mikroskali uz obezbedivanje pristupacne i vremenski
efikasne proizvodnje, 3D Stampa je postala perspektivan proizvodni proces za mikro-
fluidi¢ne sisteme [243, 244]. Postoje brojne metode 3D Stampanja koje se mogu koristiti
zarazlicite primene kao $to su modelovanje fuzionog taloZenja? [245], selektivno laser-
sko sinterovanje?!' [246], fotopolimerna inkjet Stampa?? [247], proizvodnja laminiranih
objekata? [248], stereolitografija?* [249], itd. Stereolitografski (SLA) Stampaci uneli su
novine u mnoge proizvodne procese svojom sposobnos¢u da lako proizvode precizne
strukture. U ovom procesu, laser se koristi za o¢vrséavanje slojeva fotopolimerne smo-
le. Procedura pocinje deljenjem 3D modela na slojeve, nakon ¢ega sledi projektovanje
lasera na podlogu od fotopolimerne smole. Laser selektivno o¢vrséava smolu, sloj po
sloj, konstruiSudi Zeljeni dizajn. Zbog svoje visoke rezolucije i preciznosti, SLA je obi¢no
pozeljan izbor za proizvodnju, razvoj i testiranje razli¢itih dizajnova i struktura kanala.
Nedavne studije pokazuju da na ovaj nacin proizvedeni mikrofluidi¢ni uredaji mogu
da se koriste u Sirokom spektru primena, od ¢elijske kulture [250] do hemijske sinteze
[251] i biosenzora [252].

U nastavku disertacije bice predstavljen princip elektrohemijske detekcije na bazi
reakcije enzima i glukoze, koji je iskoris¢en za detekciju glukoze unutar LOC platforme.

3.8.2 Elektrohemijsko-enzimsko odredivanje koncentracije glukoze

Osnovni princip detekcije koriséen u implementiranom senzoru bazira se na elek-
trohemijskoj detekciji vodonik peroksida, koji nastaje usled reakcije izmedu glukoze i

2engl. Fused Deposition Modeling
Zengl. Selective Laser Sintering

2engl. Photopolymer Inkjet Printing
Bengl. Laminated Object Manufacturing
2engl. stereolithography
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enzima glukoza oksidaze. Reakcija moZe biti izraZena na slede¢i nacin:

glukoza + O, + H,O % glukonska kiselina + H,O». (3.8.1)

Oksidacijom vodonik peroksida do O, i H" dobijaju se dva elektrona. Ova struja, koja
se detektuje u hronoamperometriji, odgovara elektronima generisanim tokom reakcija
oksidacije ili redukcije. VaZno je napomenuti da vrednost potencijala na kojem se odvija
oksidacija specifi¢na je za hemijski sistem koji se proucava i zavisi od tipa referentne
elektrode. Za svaku mol p-D-glukoze u uzorku, oksidacija enzima GOx proizvodi
jedan mol glukonske kiseline i jedan mol H;O,. Elektrohemijski, HO, moZze prodi
kroz dvostruku oksidaciju elektronima kako bi se formirali O, i H, $to je izraZeno u
sledecoj reakciji:

H,O, = Oy + 2H" + 2e™. (3.8.2)

Ovaj proces omogucava identifikaciju prisustva i koncentracije H>O,, ¢cime se posredno
meri koncentracija f-D-glukoze u uzorku [253]. Aktivnost enzima glukoza oksidaze
najbolja je u opsegu pH vrednosti od 5,1 do 5,5. 1z tog razloga neophodno je prilago-
diti pH uzorka na taj opseg vrednosti, da bi enzim bio maksimalno efikasan. Iz tog
razloga predloZzena LOC platforma sadrzi dva mikromesaca, jedan za prilagodavanje
pH vrednosti uzorka, a drugi za mesanje malih koli¢ina uzorka i enzima.

3.8.3 Teorijska i numericka analiza

Kao stoje receno, predstavljena LOC platforma sadrzi dva mikrofluidi¢na miksera
sa dizajnom serpentine i prostor za integraciju komercijalnih DropSens elektroda,
slika 3.32. Opisani ¢ip moZe se povezati sa bioreaktorom iz kog se periodi¢no uzima
te¢ni uzorak. Prvi mikromesac¢ koristi se za meSanje celijskog medijuma i siréetne
kiseline da bi se pH meSanog rastvora podesio na 5,1, s obzirom na to da je aktivnost
enzima najbolja u opsegu pH od 5,1 do 5,5. Analitickim prora¢unom procenjen je odnos
zapremina meSanja ili odnos brzina protoka medijuma i siréetne kiseline, na osnovu
pH vrednosti medijuma i siréetne kiseline na dva ulaza. Nakon prvog mikromesaca,
drugi mikromeSac¢ meSa medijum (sa prilagodenim pH) sa enzimom, GOx, i usmerava
mesSani analit u senzorsku komoru, gde se nalazi integrisana elektroda. Na osnovu
merenja na elektrodi, vrsi se procena koncentracije glukoze, $to ¢e biti detaljno opisano
u sekciji sa rezultatima.
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Slika 3.32: Sematski prikaz koncepta detekcije glukoze.

Proracun odnosa protoka medijuma i siréetne kiseline vrsi se na osnovu poznate
jednacine za meSanje dva analita sa razlic¢itim pH vrednostima i definicije protoka.
Procena pH vrednosti smeSe dve tecnosti sa razli¢itim pH vrednostima opisana je
izrazom (3.8.3):

[H" Wi+ [H ]2V = [H Juk Vur, (3.8.3)

gde su[H*]1, [H" ]2, [H].x koncentracije vodonikovih jona u éelijskoj sredini, siréetne
kiseline i u ukupnom meSanom rastvoru, respektivno, dok su Vi, V, i V,;x odgovarajuce
zapremine. S obzirom na to da je vreme toka jednako za obe te¢nosti, ukupna zapremina
se moZze izraziti preko odnosa protoka siréetne kiseline i medijuma, Q»/Q1, izraz (3.8.4):

Q2 ) (3.8.4)

v, =V(1+—
uk 1 Ql

Kona¢no, zamenom izraza (3.8.4) u izraz (3.8.3) dobija se odnos protoka enzima i

medijuma na ulazima u ¢ip:

Q _ [H']u —[H"h
Q1 [H*L-[H*lu

(3.8.5)

Na osnovu poznate pH vrednosti medijuma, koja se uglavhom meri kao parametar
tokom procesa kultivacije ¢elija, moZe se napraviti algoritam za automatski tok te¢nosti
kroz LOC platformu da bi se postigla konstantna pH vrednost na senzoru.
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3.8.4 Optimizacija performansi meSanja primenom softera Comsol
Multiphysics

Performanse predloZenog mikrofluidi¢cnog meSaca analizirane su koriS¢enjem
softvera Comsol Multiphysics 6.0® (Svedska). Softver reSava parcijalne diferencijalne
jednacine primenom metoda konac¢nih elemenata?. Za simulacije meSanja na mikro-
skali, koris¢eni su moduli laminarnog toka (engl. Laminar flow) i transporta razredenih
materija (engl. Transport of Diluted species). Modul laminarnog toka opisuje fiziku toka
fluida na mikroskali, a jednacine kojima se kretanje fluida opisuje su Navijer-Stoksova
jednacina i jednacina kontinuiteta [254]. S druge strane, modul transporta razredenih
materija omogucava mesanje razlic¢itih koncentracija boja na osnovu Fikovog zakona
difuzije [255].

Model mesSaca na bazi serpentine predstavljen je na slici 3.33a. U simulacijama
su mesane tecnosti nalik vodi sa gustinom fluida od 1000 kg/m? i dinami¢kom visko-
znoscéu od 8,9x107* Pa - s. U simulacijama je korigéen tzv. no-slip grani¢ni uslov koji
podrazumeva da je brzina fluida u sloju koji je u direktnom kontaktu sa zidom kanala
identi¢an brzini zida kanala. Da bi se ispitale performanse meSaca u simulacijama,
mesanje dve te¢nosti sa koncentracijom boje 0 i 1 mol/m? simulirane su za razli¢ite
protoke. Mera homogenosti izmeSanih te¢nosti duz popre¢nog preseka kanala ispita-
na je na probama (engl. probe) na ulazu, prvoj, drugoj i trecoj serpentini, poslednjoj
serpentini i na izlazu, slika 3.33a. Performanse meSaca opisane su sa indeksom me-
Sanja?(MI). Indeks meSanja uzmi vrednosti izmedu 0 i 1, za potpuno neizmeSane i
izmeSane tecnosti, respektivno. Izrazom (3.8.6) opisan je MI duz popre¢nog preseka
kanala:

f |c — coo| dx
MI=1- , (3.8.6)
f |co — ool dx

gde ¢ predstavljaju normalizovanu koncentraciju duz popre¢nog preseka kanala, c je

normalizovana koncentracija za izmeSane te¢nosti (u nasem slucaju 0,5) i cp normali-
zovana koncentracija inicijalnog mesanja tecnosti (u naSem slucaju 1). Ukoliko indeks
meSanja uzima vrednosti vece od 0,9 te¢nosti se mogu smatrati potpuno pomeSanim,
dok se dobre performansama meSanja mogu smatrati i za vrednosti veée od 0,8.

U predlozenoj LOC platformi, prvi mikromesac se koristi za meSanje sircetne
kiseline (pH 4,5) i ¢elijskog medijuma (pH 7,4) za prilagodavanje pH vrednosti, dok se
drugi mesSac koristi za meSanje enzima i izmeSane tecnosti iz prvog mesaca. 1z izraza
(3.8.5) i odnosa protoka na ulazima prvog mikromesaca, analiza izmeSanih te¢nosti

uradena je za odnos protoka jednak 0,33. Rezultati me$anja MI predstavljeni su za

Bengl. Finite Element Metod
%engl. mixing index, MI
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simuliranje vrednosti protoka u opsegu 10 yL/min do 150 uL/min za razlic¢ite probe
u strukturi, slika 3.33b. Generalno, u sluc¢aju manjih vrednosti protoka, dominantan
mehanizam mesSanja je proces difuzije. S druge strane, za vrednosti Rejnoldsovog broja
vece od 1, bo¢na konvekcija postaje dominantnija u poredenju sa difuzijom. Posledi¢no,
indeks meSanja opada. Medutim, s obzirom na to da predloZeni me3aci sadrze 35
ponavljajucih jedinica, dobre performanse meSanja dobijaju se ¢ak i za vece vrednosti
protoka.

U drugom mes$acu, cilj je meSanje enzima i medijuma u istom odnosu zapremina.
Da bi se to postiglo, neophodno je da je protok enzima koji ulazi u drugi mikromesac
bude jednak zbiru protoka siréetne kiseline i medijuma koji ulaze u prvi mesac. Drugim
re¢ima, zbug protoka na ulazu prvog mesaca treba da bude jednak protoku na ulazu u
drugi mesac. Iz tog razloga, slika 3.33c predstavlja validaciju rezultata za protok jednak
67 uL/min primenjen na oba ulaza, koji odgovaraju zbiru protoka od Q1 = 50 uL/min
i Q2 = 16,7 uL/min. Rezultati na slici 3.33c pokazuju dobro pokalapanje rezultata
simulacija i eksperimenata mesanja.

(a) Proba Proba
1,2, 3. poslednja
serpentina serpentina
0o 7 | \
\ Proba
Izlaz
0.64]

(b)
1,0
Q; =10 ul/min, Q, = 3,34 ul/min
08
Q; =20 ul/min, Q, = 6,68 ul/min
06
Q; =50 ul/min, Q, = 16,69 ul/min
04
Q; =100 ul/min, Q, = 33,38 ul/min
0,2 02
Q; =150 pl/min, Q, = 50,06 ul/min
’ ﬂ —
NS .

Slika 3.33: (a) Dizajn mikromesSaca sa obeleZenim probama koriséenim u
simulacijama. Dimenzije na slici su u mm; (b) Vrednosti indeksa meSanja za odnos
protoka jednak 0,33; (c) Poredenje rezultata simulacija i eksperimenta meSanja boja u
mikrofluidiénom meSanju za protok jednak 67 uL/min na ulazima, nakon prve
serpentine i na izlazu.
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3.8.5 Izrada i karakterizacija LOC platforme

Predlozena LOC platforma realizovana je kao viSeslojna struktura, sa srednjim
slojem sa mikrofluidi¢nim kanalima napravljenim u SLA tehnologiji na stampacu For-
mlabs Form3. LOC platforma je realizovana u hibridnoj tehnologiji izrade, koja koristi
PMMA potporne slojeve i 3D Stampani sloj sa mikrofluidi¢nim kanalima. Mikrofluidic-
ni kanali realizovani su tehnologijom stereolitografije (SLA). Savitljiva transparentna
smola sa 80A tvrdoce po Soru korigéena je za izradu sloja mikrofluidi¢nih kanala. Ovaj
materijal je odabran s obzirom na to da nakon Stampe ima odgovarajucu savitljivost i
dobro prijanja na PMMA slojeve. Zatvaranje kanala i dobra adhezija omogudeni su pri-
menom male sile, odnosno spajanjem slojeva Srafovima. U toku inicijalnih ispitivanja

predloZeni ¢ip je izdrZzao protoke i do 15 mL/min bez curenja.

(a)
Prostor za Srafove BN
=~  PMMA
Sloj 3 i]\ i =
Ulazza 0 © o B " Mikrofluidi¢ni
sircetnu k > =) ]
kiselinu f
Ulaz za
rnedijurn ﬁﬂ» 0pm 95,462 um 190,924 um 286,387 um 381,849 um 477,311 um
N E —
Sloj 2 Qe p. 7t 3D Stampani . . . ’-
ey sloj . : .
Izlaz
) 11 Metrohm
DropSens . 220AT| |
e | ® ©® o @

N \ PMMA
. . Prostor za { X ‘
Sloj 1 elektrodu Q : . ’ . ‘

Slika 3.34: (a) ViSeslojna struktura predlozene LOC platforme; (b) 3D profil
mikrofluidi¢nog kanala dobijenog stereolitografijom; (c) Finalni izgled LOC
platforme sa integrisanom Dropsens elektrodom.

PredloZena smola i tehnologija 3D Stampe omogucavaju izradu kanala dimen-
zije 200 ym X 200 ym. Visina kanal podesSena je na 100 um, dok su ostali parametri
odabrani da prate uputstvo proizvodaca [256]. Model je stampan direktno na plocu
Stampaca tako da kanali budu usmereni na gore, da bi se izbegla potreba za potpornim
strukturama. Nakon Stampe, kanali su detaljni isprani izopropanolom (Sigma-Aldrich)
i nakon toga ostavljeni potopljeni u izopropanolu 20 min. Nakon toga, mikrofluidic¢i
kanali su dodatno isprani sa izopropanolom pod pritiskom iz $prica da bi se uklonili
ostaci rezina iz unutracnjosti kanala. Nakon ispiranja, Stampani sloj ostavljen je da se
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osusi u toku nodi, nakon cega se u procesu ucvrséivanja izlaze UV svetlu u opsegu
talasnih duZina 365 nm i 400 nm (Anycubic Wash and Cure v1).

Mikrofluidi¢ni mes$aci, realizovani u sloju 2, sadrZze tri ulaza za medijum, siréetnu
kiselinu i enzim. Na kraju drugog meSaca nalazi se komora sa integrisanom Dropsens
elektrodom na koju se dalje nadovezuje izlaz iz ¢ipa. Sloj 2, zajedno sa Dropsens
elektrodom nalazi se izmedu slojeva 1 i 3, koji su realizovani tehnologijom laserskog
mikromasinstva u PMMA slojevima debljine 2 mm i 6 mm, respektivno. Dodatno, sloj
3 sadrZi prostor za ubacivanje elektrode, dobijen graviranjem povrsine pomocu CO,
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 ¢ip sa integrisanom elektrodom. Ukupne dimenzije ¢ipa su
69,25 mm X 46,65 mm sa polupre¢nikom ulaza od 1 mm, polupre¢nikom Srafova 1,5
mm i polupre¢nikom komore od 4 mm. Takode, duZina meSaca je 38,4 mm, dok je

njegova Sirina 8,2 mm.

3.8.6 Rezultati detekcije glukoze

U svim elektrohemijskim eksperimentima, sito-stampane Dropsens elektrode ko-
riS¢ene su nakon ¢is¢enja 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 ¢iS¢enja, 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 pronasao
potencijal oksidacije vodonik peroksida, cikli¢na voltametrija je odradena sa malom
brzinom skeniranja od 0,05 V /s da bi se omogucilo manuelno dodavanje dodatne kapi
na povrsinu elektrode (opseg potencijala -0,2 V do 1,5 V vs. Ag/AgCl RE, 8 ciklusa).
Na taj nac¢in omoguceno je pracenje reakcije u realnom vremenu. Nakon toga hrono-
amperometrija je iskoriSéena za razli¢ite 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 predloZenoj 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), duZ mikrofluidi¢nog toka.
Nakon potpunog mesanja sa medijumom (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high,
Sigma-Aldrich) od interesa i odredenog vremena, proizvod reakcije, vodonik peroksid
se oksiduje i proizvodi elektrohemijski signal na odredenom potencijalu.

Na slici 3.35a prikazani su rezultati eksperimenta cikli¢ne voltametrije gde se
ispituju specifi¢nost i potencijal oksidacije vodonik peroksida. U ovom eksperimentu,
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nakon svaka dva ciklusa dodaje se dodatna kap od 40 uL analita. Prva dva ciklusa u
cikli¢cnom voltamogramu, prikazanom na slici 3.35a, sadrZe signal od acetatnog pufera.
Ciklusi 3 i 4 predstavljaju signal nakon dodavanja kapi od 1 mg/mL GOx, a ciklusi5i 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 meSavina fruktoze i
enzima nije dala odgovor, $to je i oekivano s obzirom na to da je GOx nespecifi¢an
enzim za fruktozu. Pored toga, ciklusi 5 i 6 pokazuju da se nakon dodavanja kapi
glukoze proizvodi tipian otisak prsta vodonik peroksida u voltamogramu, Sto rezultira
povecanjem struje.

Kalibracija elektrohemijskog senzora uradena je u acetatnom puferu. Rezultati
hronoamperometrije za razli¢ite koncentracije glukoze u acetatnom puferu tokom vre-
mena predstavljene su na slici 3.35¢c. 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 razlic¢ite koncentracije glukoze predstavljen kao
relativna promena u odnosu na odgovor acetatnog pufera izmeren posle 60 s reakcije.
Moze se videti da se koncentracija vodonik peroksida povecava sa pove¢anjem koncen-
tracije glukoze, $to rezultira eksponencijalnim povec¢anjem izlazne struje. Podrucje od
interesa za detekciju glukoze u celijskom medijumu predstavljeno je na unutrasnjem
grafiku slike 3.35d.
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Slika 3.35: Rezultati elektrohemijske detekcije glukoze; (a) Ispitivanje potencijala
oksidacije vodonik peroksida (H,O;); 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/AgCI RE; (c) Rezultati
hronoamperometrije za detekciju glukoze pripremljene u acetatnom puferu;
Unutrasnji grafik: Uvecani 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,

6(%) =100 X (Ixonc. = Ipufer)/Ipufer; Unutradnji grafik: Uvecani prikaz kalibracione
krive za glukozu u opsegu 0,05 - 2,5 mg/mL.

S obzirom na to da je sadrZaj glukoze jedan od najvaznijih parametara u procesu
kultivisanja ¢elija, koncentracija glukoze je takode izmerena u medijumima za gajenje
¢elija. Rezultati hronoamperometrije za razli¢ite koncentracije glukoze u ¢elijskom me-
dijumu prikazani su na slici 3.36a. Medijum sa 4,5 mg/mL glukoze razblaZen je da bi se
detektovale razlicite koncentracije glukoze, dok je pH vrednost medijuma konstantna.
S obzirom na to da je pH medijuma 7,4, njegova pH vrednost se prvo podeSava na
5,1 podeSavanjem odgovarajucih brzina protoka na 0,33 na ulazu u prvi mesa¢, kao
Sto je predstavljeno u rezultatima simulacija, slika 3.33b. MeSanje inicijalnog uzorka
dovodi do smanjenja ukupne koncentracije glukoze u uzorku, ali rezultira brzim vre-
menom reakcije sa enzimom. Rezultati merenja nakon mesanja sa enzimom i detekcije
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prikazani su na slici 3.36a za razli¢ite koncentracije glukoze, ukljucujuéi razblaZenja
siréetnom kiselinom (Acetic Acid ACS Reagent >=99.7%, Sigma-Aldrich) i enzimom.
Signal u medijumu je niZi u poredenju sa Cistim acetatnim puferom (unutrasnji grafik
na slici 3.35d) zbog prisustva drugih jona u medijumu, kao $to su L-glutamin, natri-
jum piruvat, natrijum bikarbonat, itd. Za prakti¢nu primenu vazno je da se ponovo
izra¢una pocetna koncentracija glukoze u makrosistemu, pre ulaska u LOC, razblazi
se siréetnom kiselinom i reaguje sa enzimom. Kalibraciona kriva detekcije glukoze u
¢elijskom 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. Kona¢no, mozZe se videti da predlozeni
sistem omogucava merenje glukoze u realnom vremenu u tenom analitu sa linearnom
promenom struje sa koncentracijom glukoze.

(a) (b) Realna koncentracija glukoze u
3000 medijumu Crealna = Z*Cizmcrcml *(1+Q2/Q1)
{— Glc0,05 mg/ml Lzmerena koncentracija =1729 3 x + 1541.4, R% =0 9658
60"— Glc0,1 mg/ml glukoze u medijumu y= % i Crealna (mg/ml)
- GIC 0’25 mg/ml \:: I728,ix*227'§,3 ) 0 13
i Gl 0,5 mg/ml ;;2000 R*=0,9658 2000 2
= 40 gici ;‘Hg/n’/\l | 1000 ;\3 0,27
= c1,7 mg/m =
§ s A5 40 05 00 05 i 0,67
[97) 20l log koncentracije glukoze (mg/ml) 1000 133
4
g 267
0 o= 45
0 20 40 60 -1,0 -0,5 0,0 0,5
Vreme (s) log koncentracije glukoze (mg/ml)

Slika 3.36: (a) Rezultati hronoamperometrije za razlic¢ite koncentracije glukoze u
¢elijskom medijumu. Unutrasnji grafik: Kalibraciona kriva za medijum; (b)
Kalibraciona kriva u ¢elijskom medijumu na ulazu u LOC platformu; Realna
koncentracija je izracunata mnoZenjem izmerene koncentracije sa odnosom protoka i
faktorom 2 koji predstavlja razblaZenje nakon me$anja u ¢ipu. Signal je izracunat
slede¢im izrazom: 6(%) = 100 X (Ixonc. = Ipufer)/Ipufer-

3.8.7 Diskusija i zakljucak

PredloZeni koncept ima nekoliko prednosti za potencijalnu upotrebu u razli¢itim
biomedicinskim primenama. Naime, koncentracija glukoze u krvi je najrasprostranje-
nija mera za pracenje nivoa Secera u krvi. Normalni nivoi glukoze u krvi su izmedu
0,711 mg/mL [257], a sve viSe od toga moZe ukazivati na dijabetes ili neko drugo
zdravstveno stanje. Pljuvacka takode sadrzi glukozu, ali je koncentracija mnogo niZza u
odnosu na krv, obi¢no se kreée od 5x107* do 1072 mg/mL [258]. Koncentracija glukoze
u pljuvacki koristi se za prac¢enje promena nivoa Secera u krvi, a koristi se i u nekim
dijagnostickim 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 viSe, u zavisnosti od nivoa glukoze u
krvi [259]. PredloZeni koncept omogucava detekciju prethodnih opsega koncentracija
i stoga se moZe Koristiti za primene sa ovim te¢nim uzorcima.

Pored toga, zbog sistema protoka kroz LOC platformu, nema potrebe za imo-
bilizacijom enzima na povrsini senzora $to omogucava duZu upotrebu senzora jer se
izbegava zasi¢enje imobilisanog enzima. Nedavno su predlozena razli¢ita reSenja za
detekciju glukoze zasnovana na LOC sistemima koji ukljuc¢uje mikromesace. Detekcija
glukoze unutar LOC platformi radena je spektroskopskim [260, 261], kolorimetrijskim
[262] ili elektrohemijskim metodama [263]. Medutim, nijedan od ovih predloZenih si-
stema nije testiran na stvarnim uzorcima, i nijedan od njih nije dizajniran za integraciju
sa velikim sistemima poput bioreaktora. PredloZeni koncept detekcije moZe automat-
ski prikupljati uzorke bez potrebe za ru¢nim uzorkovanjem i moze omoguditi merenja
u realnom vremenu. PredloZeni ¢ip moZe da omogucdi praéenje hranljivih materija u
¢elijskom medijumu dok, u isto vreme, sprecava potencijalnu kontaminaciju mediju-
ma tokom procesa uzorkovanja. Pored toga, predloZeni ¢ip omogucava prilagodavanje
reakcije prema pH vrednosti, $to je pogodno za merenja u procesu kultivacije celija
gde se glukoza i pH menjaju tokom vremena.

U ovom radu predloZen je novi 3D Stampani mikrofluidi¢ni ¢ip sa integrisanim
mikromesac¢ima na bazi serpentina i elektrohemijskim senzorom za detekciju glukoze u
te¢nom analitu. IzvrSene su numericke simulacije za optimizaciju performansi mesanja
i koriS¢en je teorijski model meSanja fluida za podeSavanje ulaznih protoka fluida
prema pH vrednostima uzorka. Potencijal detekcije predstavljen je na primeru merenja
koncentracija glukoze u acetatnom puferu i medijumu éelijske kulture. PredloZeni ¢ip
koristi male koli¢ine uzoraka i reagenasa, a rezultati pokazuju linearni odziv i dobru
osetljivost. Na osnovu predstavljenih rezultata vidi se veliki potencijal za direktno
pradenje parametara u realnom vremenu u makrosistemima kao $to su bioreaktori gde
se glukoza i pH menjaju tokom vremena. PredloZena platforma ima veliki potencijal za
razlic¢ite primene u procesima gde mikrosistem moZze da omogudi pracenje relevantnih

parametara za makrosisteme kao $to su bioreaktori.
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U okviru doktorske disertacije analizirano je nekoliko senzorskih i biosenzorskih
reSenja za primene u kontroli kvaliteta hrane i Zivotne sredine, ¢elijskoj poljoprivredi
i biomedicini. Razvijena je LOC platforma sa integrisanim mikrotalasnim senzorom
za identifikaciju i detekciju meSanja jestivih ulja, kao i LOC platforma sa integrisanim
impedansnim senzorom za monitoring rasta celija unutar mikrobioreaktora. Takode,
ispitan je potencijal nove tehnologije izrade elektroda na bazi zlatnih listi¢a za detekciju
bakterija E. coli, S.Typhimurium i tumor biomarkera HER?2. Integracija elektrohemij-
skog senzora u LOC platformu sa mikrofluidi¢nim meSacima realizovana je za primenu
u detekciji glukoze u ¢elijskom medijumu.

Mikrotalasni senzori, iako su korisni u mnogim aplikacijama, ¢esto nisu dovoljno
osetljivi za detekciju malih promena u dielektri¢noj permitivnosti. U tom kontekstu,
fenomeni povrsinskih plazmonskih polaritona i dizajniranih povrsinskih plazmonskih
polaritona predstavljaju obecavajucu 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 predloZenog senzora na male promene dielektri¢ne permitivnosti uzorka, a
senzor je pokazao i odli¢ne osobine linearnosti detekcije. Takode, hibridni pristup izra-
de ovog senzora omogucio je brzu i jednostavnu pripremu, smanjenje koli¢ine uzoraka
potrebnih za testiranje i visoku osetljivost, bez potrebe za skupom opremom i slozenim
procedurama.

U okviru doktorske disertacije istraZeno je reSenje za pracenje biomase primenom
LOC pristupa za kultivaciju ¢elija, integracijom novog impedansnog senzora u mikro-
bioreaktor. Predstavljeno istrazivanje ispituje mogucénosti dva pristupa za monitoring
rasta ¢elija unutar minijaturizovanog sistema za prac¢enje biomase tokom vremena: im-
pedansnog pristupa i pristupa obrade slike. Rezultati su pokazali da se metod obrade
slike moZe koristiti za grubu procenu biomase. Medutim, u slucaju veéih bioreaktora,
primena ove metode je limitirana zbog neprakti¢nosti dobijanja slika bez dodatnih
manipulacija ili uzorkovanja. S druge strane, predloZeno resenje merenja impedanse
moZze se koristiti za detekciju svih faza rasta celija sa visokom pouzdanoscu. Predlo-
Zeni impedansni senzor moZe biti prilagoden i redizajniran za integraciju u razlicite
komercijalne bioreaktore za monitoring biomase. Pored svih navedenih prednosti, LOC
platforma je realizovana u isplativnoj i jednostavnoj tehnologiji, koja omogucéava brzu
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izradu minijaturizovanih sistema, $to otvara moguénost za Sirok spektar primena u
biotehnoloskim i medicinskim istrazivanjima.

Biosenzorske tehnologije doZivljavaju nagli razvoj poslednjih godina zbog mo-
gucnosti osetljive detekcije malih koncentracija bakterija, virusa, tumor biomarkera
itd. Ovi biosenzori imaju potencijal za brzu i ta¢nu analizu, ¢ime pruZaju znacajnu
prednost u dijagnostici, kontroli kvaliteta hrane, i zdravstvenoj zastiti u poredenju sa
drugim reSenjima i standardnim laboratorijskim metodama detekcije. U okviru dok-
torske disertacije razvijena je nova tehnologija izrade elektroda na bazi zlatnih listica,
gde se pojedinacna podloga za realizaciju senzora moZe realizovati po ceni i do 10
puta manjoj od trZisne cene. Takode, doprinos istrazivanjima ostvaren je i u razvoju
protokola funkcionalizacije povrsine zlata za imobilizaciju antitela na povrsini elek-
trode. Na ovaj nacin realizovani su senzori za detekciju bakterija E. coli i Salmonella
Typhimurium sa limitima detekcije od 2 cfu/mL i 71 cfu/mL, respektivno, $to predsta-
vlja znac¢ajno manje koncentracije od infektivnih doza ovih bakterija. Takode, u okviru
doktorske disertacije razvijen je novi protokol imobilizacije antitela na povrsini zlata
posredstvom proteina L, koji pored orijentisane imobilizacije antitela, nudi moguénost
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, §to je
niZe od koncentracije koja se sre¢e kod HER2 pozitivnih pacijentkinja, a i kod zdravih
ljudi.

Integracija elektrohemijskih biosenzora u LOC platformu realizovana je u 3D
Stampanom mikrofluidi¢nom ¢ipu sa integrisanim meSacima na bazi serpentina. Pri-
menom softverskog alata Comsol Multiphysics optimizovane su performanse mesanja,
a potencijal detekcije LOC platforme pokazan je na primeru detekcije glukoze u ace-
tatnom puferu i medijumu za kultivaciju ¢elija. Predlozena LOC platforma pokazuje
znacajan potencijal za pracenje parametara celijskog medijuma u realnom vremenu u
makrosistemima poput bioreaktora.

Konacno, doktorska disertacija predstavlja multidisciplinarni pristup primenjen
u oblastima senzora i biosenzora, istrazujudi Sirok spektar primena, od analize hrane
i zivotne sredine do pracenja bioloskih procesa i dijagnostike. Predstavljeni rezultati
imaju potencijal da unaprede razumevanje i reSavanje klju¢nih problema u razlic¢itim
oblastima, uz primenu brzih i jeftinih tehnoloskih reSenja. Rezultati ove doktorske
disertacije publikovani su u Cetiri rada kategorije M21, jednim radom kateogrije M22
i ¢etiri konferencijska rada. Takode, o¢ekuje se publikacija jo$ jednog rada u nau¢nom
Casopisu.
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Osaj Obpazay u4uHu cacmasHu 0eo OOKmMOpCKe oucepmayuje, OOHOCHO
O00KMOPCKO2 yMEemMHU4K02 npojekma xoju ce opanu Ha Ynusepzumemy y Hosom
Caoy. Ilonywen Obpaszay yxopuuumu uza mexcma OOKMopcKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKma.

[Inan TperMana nojaraka

Ha3uB npojexTa/mcTpakuBama

Pa3Boj ¥ uMMIUIEMEHTalMja HOBUX CEH30PCKHX M OHMOCEH30PCKUX pellieikha MPHUMEHOM KOHIENTa
Jlabopatopuja-Ha-uummy

Ha3uB HHCTUTYIHje/MHCTUTYIHja y OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOIH HCTPA:KMBAH€

a) Yuusepsuret y HoBom Cany, Uncturyt buoCenc, Hosu Can

0) Yuusepsuretr y HoBom Cany, [Ipuponno-maremaruuku dakynrer, Jlenaprman 3a 6uonorujy, Hou
Can

B)
Ha3uB nporpama y OKBHpPY KOI' ce peajiu3yje HCTPAKUBabe

JlokTopcke cTyauje (I0KTop HayKa — pHU3HKa), JOKTOPCKa JucepTaiuja

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra ctyauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y oxeupy xoje ce nodayu npuxkynvajy

Y OKBHpY IOKTOPCKE AMCEPTaIlje pa3BUjeHO je HEKOIMKO CEH30PCKUX U OMOCEH30PCKUX pellieha
npuMeHoM KoHIienTa Jlaboparopuja-ua-uniy (JIOLL).

1.2 Bpcre nonaraka

a) KBAHTUTATUBHH

0) KBAJIUTATUBHU

1.3. Hauns npukymbama nogaraka
a) aHKeTe, YIUTHUIH, TECTOBU
0) KIMHUYKE IPOLEHE, MEIUIIMHCKH 3alHCH, EIEKTPOHCKH 3PaBCTBEHU 3aIIUCH

B) FCHOTHUIIOBH: HABECTH BPCTY

') aAMHHACTPATUBHU TOJAIH: HABECTH BPCTY

1) y30pLiY TKMBA: HABECTH BPCTY
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) caumum, pororpaduje: HaBecTH BPCTY

¢) TEKCT, HABECTH BPCTY HAYYHH PAJIOBH, CTYAH]E, KIbHTE

K) Maria, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJIO: OTIMCATH

1.3 ®opmar noaaraka, ynorpedsbeHe ckae, KOJINYUHA 0AaTaKa

1.3.1 Yrorpe6sbean codTBep B hopmaT maToTeKe:

a) Excel dajia, naToreka .csv, .Xlsl

b) SPSS ¢ajn, natoreka /

c) PDF ¢aja, natoreka .pdf

d) Tekct dhaja, naToreka .docx

e) JPG daju, naToreka .jpg, .png

f) Ocragao, maToreka .m, .dxf, .cst, . mph

1.3.2. Bpoj 3anuca (ko KBaHTUTATUBHUX O/IaTaKa)
a) O6poj Bapujabiu 5 Bapujadnu

0) Opoj Mepema (MCIUTaHWKA, IPOIIEHA, CHUMAaKa U CII.) BEJTUKU Opoj Mepema
1.3.3. IloHoBIbEHA MEpEHA
a) 1a

0) He

YKOJIMKO je OJIrOBOp J1a, OJroBOpUTH Ha ciieneha nurama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y HOHOBJBEHUX Mepa je Helesby daHa
0) BapHjalblie Koje ce BUIIE ITyTa Mepe OJIHOCE ce Ha KBAJMTET JETEKIIMje CeH30pa
B) HOBe Bep3Huje ¢ajiioBa KOjH caJipiKe MOHOB/LEHA MEPEha Cy MMEHOBaHE Kao oarosapajyhu

AaTyM CKCIICPUMCHTA

Hamomene:

Ha nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poyuHy 8aruoOHOCH nooamaka?

a) da
6) He
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Axo je 002080p He, 0bpaznodicumu

2. [Ipukynmbame nogaraka

2.1 Metonoinoruja 3a MpUKyIUbabe/TeHEpUCabe OAaTaKa

2.1.1. Y okBHpPY KOT HCTPaXHBAYKOT HAI[PTA CYy MOJAIM MPUKYTIJbEHN?
a) eKCIePUMEHT, HABECTH THII - IA0OPATOPHjCKH €KCIIEPHMEHT
0) KOpeNaIMoHO UCTPAKUBAKE, HABECTH THIT /

1) AHAJM3A TEKCTA, HABECTH TUI — HAYYHH PaJIOBHU, CTyIHje, KIbUre

1) 0OCTaJI0, HABEeCTH 1mTa /

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA UNU CManoapoe nooamaxa cneyupuunux 3a oopehery
HayuHy oucyuniuny (ako nocmoje).

[Horenumocrat/I"anBaHOCTaT/ AHATU3ATOP UMIIEAHCE,
BekTopcku aHanuzatop Mpexe

Ckenupajyhu eJIeKTPOHCKH MUKPOCKOIT

Muxkpockorn

PamaHnoB criekTpomeTap

CnextpodoTtomerap

[podunomerap

I'onnomerap

2.2 KBanurer nojaraka v CTaHIapau

2.2.1. Tperman HepocTajyhux nojaraka

a) [la mu matpuia caapxu Hegocrajyhe mogarke? Jla He

AKo je 0ZIroBOp 112, OATOBOPHUTH Ha clieeha nurama:

a) Kounuku je 6poj Henocrajyhux monaraka?
0) Jla 11 ce KOPUCHUKY MaTpHIIe ITpernopy4yje 3aMeHa HepocTajyhux nogaraka? la He
B) AXO je 0JIroBOp Ja, HABECTH CYTeCTHje 3a TPETMAaH 3aMeHe HeJJocTajyhnx mojaraka
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2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCaH KBaJuTeT nojgaraka? Omnucaru

CepujoM KOHTPOITHUX MEpPEHa U MPUMEHOM JIOIaTHUX METOa YTBpheHa je BepoAOCTOJHOCT U
KBaJINTET ITOJIaTaKa.

2.2.3. Ha koju Ha4HH je U3BpIIeHa KOHTPOJIA YHOCA MoJIaTaka y MaTpuIly?

AHanu3oM NoAaTaka Ha OCHOBY PEJICBaHTHE CTPyUYHE JIUTEPaType.

3. Tperman nonataka u npareha fokymenramnuja

3.1. TpeT™aH 1 YyBame NoAaTaKa

3.1.1. llooayu he bumu Oenonoganu y peno3umopujym OOKmMopcKux oucepmayuja Yuueepsumema y
Hogom Caoy.

3.1.2. URL aopeca https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla nu he nodayu bumu y omeopenom npucmyny?

a) Aa
6) Jla, anu nocae embapea xoju hie mpajamu 0o
8) He

Axo je 002060p He, nasecmu paznoe

3.1.5. llooayu nehe bumu OenoHo8anu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyeau.

Obpasnoocerve

3.2 Meranojaiy 1 J0KyMEHTaIlMja IoiaTaKa

3.2.1. Koju crannapn 3a meranoaarke he OUTH MpuMereH?

3.2.1. HaBectu MeTarmoiaTke Ha OCHOBY KOjUX CY ITOJIAIH JICTIOHOBAHH Y PEIIO3UTOPHjYM.
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Ako je nompebHo, nasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarse nooamaxd, aHaiumuyKe u
npoyedypanne uHpopmayuje, FUX080 KOOUparpe, demasmsHe Onuce 8apujabiu, 3anuca umo.

3.3 Crpateruja u craHiapu 3a YyBame IojaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoza he momanu Outh dyBaHu y peno3utopujymy? TpajHo apxuBUpaHd
3.3.2. Jla 1 he momarum 6ut nenonoBanu mox mmdpom? la He

3.3.3. Jla 1 he mmdpa 6utn moctynHa oxpeheHom kpyry ucrpaxusada? Jla He

3.3.4. Jla i1 ce momany MOpajy YKJIOHHUTH U3 OTBOPEHOT IPUCTYIIA MOC/Ie U3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

O06paznoxuTu

4. Be30eqHOCT MOJATAKA M 3alUTUTA MOBEP/LUBUX HHPOPMaLHja

OBaj oxesbaxk MOPA OutH nonymeH ako Balld NoJaly yKJby4yjy JMYHE MOJaTKe KOjH Ce OHOCE Ha
YUECHHUKE y UCTpaKHBamYy. 3a Ipyra HCTpaXHBamba Tpeda Takohe pasMOTPUTH 3aIUTUTY U CUTYPHOCT
[0JIaTaKa.

4.1 dopmanHu cTaHAapAN 32 CUTYPHOCT HH(pOpMaIiyja/moaaraka

HcTpaknBaun Koju CIPOBOJIE HCITUTHBAKA C JbYAMMa MOPajy Jia ce IPUAPKaBajy 3aKOoHa O 3aIUTHTH
nogaraka o nuu”octu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o _zastiti_podataka o _licnosti.html) u
oxarosapajyher HHCTUTYIIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. Jla nu je uctpaxkuBame 0J00peHo of] cTpaHe eTruke komucuje? Jla He
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https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Ako je onrosop [la, HaBecTH JaTyM U Ha3UB €THYKE KOMHUCH]E KOja je 0Z00pHiIa HCTPAXKUBALE

4.1.2. Jla 1 moary yKkIJbydyjy JHYHE MMOAATKE yUYeCcHUKa y uctpaxusamy? /la He

AKO je 0roBOp J1a, HABEIUTE HA KOjU HAYWH CTE OCUTYPAIIU MIOBEPJBUBOCT M CUTYPHOCT HH(OpMaIja
BE3aHMX 32 MCIIUTaHUKE:

a) [Moxamy HECY Y OTBOPEHOM IMIPUCTYITY
0) [Mopanm cy aHOHUMU3UpPAHH
II) Ocrano, HaBeCTH IITa

5. JIocTYyNHOCT moaTaKa

5.1. Hooayu he bumu

a) jasno docmynHu

0) 0oCmYNHU CAMO YCKOM Kpy2y Ucmpasxcusaya y oopehenoj Hayuroj obracmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 00Cmyntu camo YCKOM Kpyey UCHpPAadiCU8aud, Hagecmu noo KOjum YCro8uma Moy 0a ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 0oocmynHu camo ycKom Kpyay UCmpaxcuéaid, Hagecmu Ha Koju HAuuH Mozy
npucmynumu nooayuma:

5.4. Hagecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmenu nooayu Oumu apxueupaHi.

AyTopcTBO

6. Yiore u o1roBOpHOCT
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6.1. Hagecmu ume u npesume u mej aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa
Weana Kynmaunna, ivana.kundacina@biosense.rs
6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja 00picasa Mampuyy ¢ no0ayuma

Wpana Kynnaunna, ivana.kundacina@biosense.rs

6.3. Hagecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe roja omocyhyje npucmyn nooayuma oOpyeum

ucmpastcueaduma

Weana Kynmaunna, ivana.kundacina@biosense.rs
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