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Foto-kondenzatori su nedavno razvijeni opto-bioelektronicki elementi temeljeni na organskim po-
luvodi¢ima, sa svrhom aktuacije bioloskog sustava elektri¢cnim pulsom. Na bioelektronickom sucelju
izmedu optoelektronickog elementa i zivih stanica ili tkiva nuzna je konverzija elektronskog u ion-
ski transport, Sto je moguce ostvariti kapacitivnim ili faradajskim procesima. Kod interakcije sa
tkivima dovoljno je optoelektronicki element prisloniti na tkivo, dok je kod interakcije sa stani¢nim
kulturama, kolonijama bakterija ili kvasaca nuzno na optoelektronickom elementu nasaditi zeljenu
stani¢nu koloniju. Pri tome je na povrsinu organskog poluvodi¢a potrebno nanijeti sloj materijala
koji ima viSestruku ulogu - kao biokompatibilan materijal, te ionski elektri¢ni vodi¢. Tijekom semi-
nara pripremili su se i karakterizirali ionski vodljivi slojevi hranjivog medija temeljenog na agarozi
niske temperature geliranja. Obavljeni su preliminarni eksperimenti u kojima se proucava utjecaj
bezi¢ne optoelektronicke stimulacije na rast kolonija kvasaca.

I. UVOD

Bioelektronika je disciplina koja se bavi primjenom
elektronickih uredaja u bioloskom tkivu, sa svrhom is-
trazivanja ili terapije. Ne rijetka potreba u medicinskoj
terapiji jest ugradnja elektronickog uredaja u biolosko
tkivo s ciljem njegove stimulacije. Najces¢i izvor energije
takvih bioelektronickih implantata su baterije. Ugradnja
baterija u tijelo ima vise mana: ograniceni vijek trajanja,
relativno velika veli¢ina, toksi¢nost elektrolita u njima, te
ponekad nuznost za ugradnjom zica. Iz ocitih razloga,
namece se potreba za stabilnijom i manje invazivnom
alternativom. Jedno od moguéih rjeSenja je koristenje
svjetlosti kao izvora energije, odnosno optoelektronicka
stimulacija bioloskog tkiva. Svjetlost omogucéuje visoku
prostornu i vremensku rezoluciju stimulacije in vitro, a
zbog djelomic¢ne transparentnosti bioloskog tkiva na svje-
tlost iz podrucja crvene i rubne infracrvene valne duljine,
moguca je i in vivo stimulacija dok god se meta nalazi u
blizini povrsine koze (na dubini do 2 cm).!

Organski poluvodi¢i isticu se po visokom koeficijentu
apsorpcije svjetlosti, mehanickoj fleksibilnosti, stabil-
nosti u mokrom mediju i biokompatibilnosti. Omogucéuju
izradu ultratankih i minimalno invazivnih bioelek-
tronickih uredaja, kakve nije moguce proizvesti tradici-
onalnim inorganskim materijalima. Uslijed pobudenja
organskih poluvodica svjetloséu moze se javiti vise efe-
kata: foto-termalno zagrijavanje, foto-kemijske reakcije,
foto-kapacitivno nabijanje i foto-faradajske reakcije.? Pri
djelovanju na bioloske stanice, foto-kapacitivno vezanje
je najsigurniji i najucinkovitiji mehanizam optoelektron-
ske stimulacije. Njime je smanjena vjerojatnost elektro-
kemijske interakcije uredaja s okolnim medijem i tki-
vom, Cime se izbjegavaju nepovratna oStecenja tkiva
i uredaja. Nedavno je dizajniran obecavajuéi foto-
osjetljiv kapacitivan biolektronicki uredaj optimiziran za
staniénu (neuronsku) stimulaciju - organski elektrolitski
foto-kondenzator (eng. organic electrolytic photocapaci-
tor), ili skra¢eno OEPC. Provedeni su eksperimenti u
kojima su uspjesno izvedene optoelektronicke stimulacije
kortikalnih neurona misa i zabljih jajnih stanica in wvi-

tro, a in wvivo ishijastickog zivca $takora.? U navedenim
in vitro eksperimentima, neposredno prije dovodenja u
kontakt s OEPC-om, zive stanice su izolirane iz tijela
domacdina, $to nije uvijek moguce izvesti. Za uspjesnu
optoelektronicku stimulaciju staniénih kultura, kolonija
bakterija ili kvasaca, nuzno je stani¢nu koloniju nasaditi
direktno na foto-kondenzatoru. U tom slucaju potrebno
je koristiti bioelektronicko sucelje koje konvertira elek-
tronski transport foto-kondenzatora u ionski transport
stanica te je istovremeno pogodno za rast stanica. U
ovom seminaru kao bioelektronicko sucelje pripremamo,
karakteriziramo i testiramo hranjivi ionski hidrogel aga-
roze. Na njemu ¢emo uzgajati kolonije kvasaca i provje-
riti kako na njihov rast utjece opto-elektronicka stimu-
lacija postignuta foto-kondenzatorima obasjanima puls-
nom svjetloséu.

I.1. Elektricka stimulacija stanice

Stani¢na membrana kontrolira transport tvari unutar i
izvan stanice. Gradena je od selektivno propusnog fosfo-
lipidnog dvosloja koji dopusta difuziju samo odredenim
molekulama (plinovi i male nenabijene molekule). Za
transmembranski transport ostalih molekula zasluzne su,
u fosfolipidni dvosloj ugradene, bjelancevine koje tvore
vodene i ionske kanale, transportere i ionske pumpe. U
biologkim stanicama glavni nositelji naboja su ioni, stoga
¢emo se opisati njihove koncentracije i transmembranski
transport.

Kljucni ioni za moguénost elektricne stimulacije sta-
nice su K, Na* i Cl=. Ubobi¢ajeno je ravnoteina
unutarstaniéna koncentracija iona K+ veéa nego izvans-
tani¢na, dok za koncentracije iona Na™ i CI™ vrijedi
obrnuto. Zbog razlicite koncentracije naboja unutar i
izvan membrane (Slika 1) stanica posjeduje ravnotezni
membranski potencijal V.2, koji je za veéinu stanica ne-
gativan (izmedu —40 mV i —80 mV).% Za odrzavanje
VY zasluzne su ionske pumpe, koje koristeéi energiju
oslobodenu hidrolizom ATP-a Salju ione u smjeru gra-
dijenta njihove koncentracije (aktivni transport). Ion-
ski kanali omogucuju pasivni transport njima specificnih



(cI)
Lor)

L

-:EI') CI'
7 K
-:’f:cy,: (cr) _Q E
Extracellular : K Intracellular

Charge Separation + == Across Membrane

lon Concentration Gradients
Na" [
—— <

Cl

Slika 1. Ravnotezna raspodjela iona s unutarstanicne i izvans-
tani¢ne strane membrane.

iona u smjeru gradijenta njihovog ionskog elektrokemij-
skog potencijala (ukljucuje efekt razlike koncentracija i
razlike naboja). Postoji vise vrsta ionskih kanala, koje
se razlikuju po nacinu kontrole vodljivosti kanala. Nama
zanimljivi su naponski ionski kanali (eng. wvoltage gated
ion channel). Oni se otvaraju ili zatvaraju pri promjeni
membranskog potencijala, Sto ih ¢ini pogodnom metom
bioelektronickih uredaja. Bitna karakteristika razli¢itih
kanala je razli¢ita brzina reagiranja na promjenu poten-
cijala. Ona je klju¢na u prenosenju elektrickih signala
putem neurona. Ako se neuronska stanica depolarizira

Slika 2. Akcijski potencijal AVas nastaje kao posljedica na-
glog toka iona Na™ (vodljivost gn.) u stanicu i zaka$njeli
sporiji tok iona KT (vodljivost gx). Ukupna neravnotezna
vodljivost koja stvara akcijski potencijal je oznacena s g.

pomocu katode preko granicne vrijednosti od 10—15 mV
u odnosu na V,2 naponski kanali koji propustaju natrij se
otvaraju trenutno i naglo zatvaraju, a otvaranje napon-
skih kanali koji propustaju kalij se odvija s kasnjenjem
i oni se zatim sporo zatvaraju. Dakle, posljedica depo-
larizacije neuronske stanice je nagla dodatna depolari-
zacija uzrokovana ulaznom strujom Na™t, nakon koje sli-
jedi odgodena sporija repolarizacija uzrokovana izlaznom
strujom KT, §to rezultira akcijskim potencijalom, prika-

zanim na Slici 2. Valja napomenuti da je pokazano kako
bi anodna stimulacija (hiperpolarizacija stanice) takoder
mogla uzrokovati akcijski potencijal, ali tek uz znac¢ajno
veéi napon stimulacije.!

Elektronicka stimulacija stanice jest u sustini brza,
trenutna i lokalizirana promjena potencijala membrane,
koja uzrokuje neravnotezni transport iona kroz mem-
branu i time diktira stani¢na elektri¢na svojstva. Opi-
sana pojava izrazenog akcijskog potencijala uslijed elek-
tronicke stimulacije je specifi¢na za neuronske i misiéne
stanice, u ¢ijim su membranama naponski ionski kanali
vrlo gusto prisutni i u kojima se posljedi¢no Sirenje elek-
tricnog impulsa ili kontrakcija stanice moze lijepo proma-
trati. Razlicite prokariotske i eukariotske stanice takoder
pokazuju prisutnost naponskih ionskih kanala, ¢ije uloge
i nac¢in rada varira od vrste do vrste. U naSem prelimi-
narnom eksperimentu zelimo pokusati elektronicki sti-
mulirati stanice pekarskog kvasca (lat. Saccharomyces
cerevisiae). Odabir konkretno ovih stanica ponajvise je
potaknut ¢injenicom da su to stanice koje je lako i jeftino
za nabaviti te se mogu jednostavno uzgojiti. Za stanice
kvasca je pokazano kako glavnu ulogu u transmembran-
skom transportu imaju protonska pumpa i ionski tran-
sporteri, a ne ionski kanali.” Dakle, za razliku od ne-
uronskih stanica, u membrani kvascevih stanica ionski
kanali nemaju izrazenu vodljivot niti su gusto prisutni.
Medutim, uspjesno je pokazana aktivnost kvasc¢evih ion-
skih kanala kalija pri elektronickoj stimulaciji (s donjom
granicom depolarizacije od 10 mV).8 Funkcija ionskih
kanala kalija u kvascu nije potpuno razjasnjena, stoga
nismo sigurni kakvo ponaSanje ocekivati, ali se nadamo
da ¢e prostorni raspored elektricnog polja utjecati na
prostorni raspored rasta kvascevih stanica. Napomenimo
da glavni cilj ovog seminara nije razjasniti ponasanje
kvasca pod utjecajem elektronicke stimulacije, veé¢ oka-
rakterizirati hidrogel agaroze kao sucelje nuzno za elek-
troni¢ku stimulaciju stani¢nih kolonija, a na kojem bi se
u buduénosti eventualno mogle uzgajati prikladnije sta-
nice.

1.2. OEPC

OEPC je uredaj graden od tankog trosloja metala i
p-n organskog poluvodic¢a uronjenog u elektrolit, koji je
u kontaktu i s metalom i s p-n dvoslojem. Materijali
od kojih je graden p-n dvosloj su poluvodicki kristalni
pigmenti vezani vodikovom vezom, zahvaljujuéi kojoj su
izrazito stabilni u teku¢im medijima. Konkretno, koris-
timo plavi bezmetalni ftalocijanin Ho PC kao p sloj i cr-
veni derivat perilenskog diimida PTCDI kao n sloj. Pri
obasjavanju OEPC-a fotonima crvene valne duljine, njih
apsorbira samo plavi p sloj te se u njemu generiraju eksi-
toni (pod uvjetom da je energija fotona iznad band gap-
a). Eksitoni su kvazicestice koje mogu opstati tek kratko
vrijeme prije no sto se elektron i Supljina rekombiniraju.
Kako je prosjecan difuzijski put eksitona prije rekombi-
nacije oko 30 nm, debljina p sloja od 30 nm garantira



da ¢e veéina nastalih eksitona sti¢i do sloja osiromasenja
(izmedu p-n sloja) u kojem se oni uslijed djelovanja elek-
tri¢nog polja razdvajaju na slobodne elektrone i Supljine.
Elektroni se gomilaju na n sloju, a pozitivne supljine od-
laze u metal. Ova raspodjela naboja uzrokuje stvaranje
nabijenog podru¢ja na granicama metal-elektrolit i po-
luvodié-elektrolit koje se naziva elektriéni dvosloj (eng.
electric double layer), prikazanog na Slici 3. Maksimalna
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Slika 3. Stvaranje elektri¢énog dvosloja prilikom uranjanja, po-
luvodic¢em djelomiéno prekrivenog, metala u elektrolit. Elek-
trolit nije posebno naznacen na Slici, ali podrazumijeva se
njegova prisutnost.

moguca vrijednost stvorenog fotonapona Uppoto je dana
razlikom izmedu kvazi-Fermijevog nivoa u ravnotezi i
ruba vodljive vrpce n-tipa poluvodica.? U podruéju iz-
nad foto-kondenzatora stvara se elektricno polje. Ako
se u njega dovede stanica, razlika potencijala s unutar-
nje i vanjske strane njene membrane moze biti dovoljno
velika da stimulira otvaranje naponskih ionskih kanala
i potakne transport iona izmedu stanice i elektrolita u
kojem se ona nalazi. (Slika 4)

Slika 4.  Pojednostavljeni prikaz djelovanja osvjetljenog
OEPC-a na stanicu u njegovoj blizini.

II. PRIPREMA EKPERIMENTALNOG
UZORKA

Konaé¢ni eksperimentalni uzorak naSeg eksperimenta
su Petrijeve zdjelice u ¢ije su dno ugradeni kruzni foto-
kondenzatori; ispunjene su tankim slojem hidrogela aga-
roze, a na njemu se razgvijaju stanice kvasca. Priprema
uzorka je vrsena u dva glavna koraka. Prvi je bio us-
pjesno proizvesti hidrogel agaroze, tako da bude tanak,
jednoliko razmazan u Petrijevim zdjelicama i pogodan za
rast stanica kvasca. Drugi korak je bio odrediti geome-
triju foto-kondezatora, kojima Zelimo stimulirati stanice

kvasca, i evaporirati ih na zeljeni nacin na Petrijeve zdje-
lice.

II.1. Priprema hranjive otopine agaroze

Prvi korak u pripremi hranjive otopine agaroze je pri-
prema ekstrakta kvasca. To je tipi¢no koriSten hranjivi
medij u uzgoju kolonija mikroorganizama. Sastoji se od
gradivnog materijala stanica kvasca s kojih su uklonjene
stani¢ne stijenke, ¢ime se omogucava dostupnost hrane
stanicama koje se uzgajaju. Za izradu ekstrakta kvasca,
uz prikladnu izmjenu, pracen je recept dan na kulinar-
skoj web stranici'®. U veéoj posudi smo izmjesali 150 ml
prehrambenog kvasca (deaktivirane stanice kvasca), 16 ¢
saharoze i 5 g pekarskog kvasca (zive stanice kvasca), s
oko 450 ml deionizirane vode. Posudu smo stavili na
grija¢u plo¢u (eng. hot plate) na 40°C i tako je osta-
vili u labosu preko noé¢i. Tijekom tog vremena stanice
kvasca uz pomo¢ saharoze rastu i stvaraju enzime ko-
jima razgradaju prehrambeni kvasac (i kasnije sebe). Na
uspjesnu fermentaciju ukazivao je alkoholni miris otopine
iduceg dana, kada kreée dugotrajni postupak razaranja
stani¢nih stijenki. Otopinu smo oko 3 sata drzali zagri-
janom na 50°C uz povremeno mijesanje, a zatim jo$ 30
minuta 90°C, kako bi se termalno razorile stani¢ne sti-
jenke. Nakon sto se otopina ohladila do sobne tempera-
ture, prelili smo ju u falkonice koje smo centrifugirali 10
minuta pri brzini od 2500 okretaja u minuti. Centrifuga
odvaja razorene stanic¢ne stijenke od stani¢nog materi-
jala i one se taloze na dno falkonica. Tekudi dio koji ¢ini
nas ekstrakt kvasca odvojili smo od taloga dekantacijom
i pohranili u ve¢oj posudi u hladnjak.

Kako bi hranjiva otopina gelirala, u njoj je potrebno
otopiti agarozu (200 mg na 10 ml ekstrakta kvasca).
Agaroza gelira na sobnoj temperaturi, dakle modificirana
je u odnosu na obi¢ni agar koji gelira na 60°C. Uz aga-
rozu, otapamo i aminokiseline (0,05 ml na 10 ml eks-
trakta kvasca), koje sluze kao dodatna hrana stanicama
koje ¢emo uzgajati. U pocetnim pokusSajima uzgajanja
kvasaca, otopali smo i natrijev klorid (83 mg na 10 ml
ekstrakta kvasca), no u zadnjem pokusaju smo izbacili
natrijev klorid s ciljem smanjenja vodljivosti hidrogela.
Agarozu, aminokiseline i eventualni natrijev klorid pos-
tupno unosimo u falkonicu ispunjenu manjom koli¢inom
(ovisno koliko Petrijevih zdjelica pripremamo) ekstrakta
kvasca, uz povremeno muckanje. Zatim falkonicu drzimo
15 minuta u vruéoj vodi (temperatura opada sa 100°C na
80°C) kako bi se sastojci potpuno otopili i nastala pjena
slegnula. Hranjiva otopina je tada spremna za izlijevanje
u Petrijeve zdjelice. Njenim hladenjem se formira tran-
sparentan i homogen hidrogel, na kojem dalje uzgajamo
pekarski kvasac.

UsavrSavanje pripreme hranjive otopine agaroze vrseno
je brojnim testiranjima u praznim Petrijevim zdjeli-
cama. Tek kada smo tako uspjesno uzgojili stanice
kvasca, upustili smo se u pripremu hidrogela agaroze
u Petrijevim zdjelicama s prethodno evaporiranim foto-



kondezatorima.

I1.2. Evaporacija foto-kondenzatora

Termalna evaporacija (shematski prikaz na Slici 5) je
najprakti¢nija tehnika talozenja tankih slojeva razlicitih
materijala u svrhu proizvodnje poluvodickih uredaja.’
Ona se satoji od dva osnovna procesa: materijal se zagri-
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Slika 5. Shematski prikaz stvaranja tankog filma termalnom
evaporacijom.

java do isparavanja (ili sublimacije), a zatim kondenzira
na substratu gdje formira zeljeni tanki sloj. Evaporaciju
smo vrsili u komori u kojoj se, pomoc¢u rotacijske i di-
fuzijske pumpe, stvori vakuum (tlak reda veli¢ine 10~
Pa). To sprjecava sudare evaporiranih Cestica materijala
s nepozeljnim Cesticama u komori, ¢ime se pospjesuje nji-
hovo jednoliko nanoSenje na substrat.

Najprije smo na c¢itavu povrSinu dna plastiénih Pe-
trijevih zdjelica evaporirali sloj zlata debljine 30 nm.
Koristena debljina zlata je dovoljno vodljiva za nase po-
trebe, a istovremeno dovoljna tanka da zadrzi zeljenu
transparentnost na svjetlost. Kako bismo proizveli
kruzne oblike poluvodickih p-n spojeva u pravilnom ras-
poredu, 3D printerom smo isprintali maske zasjenjenja
(Slika 6.a) od PLA plastike. Njih smo pazljivo zalijepili
na zlatni sloj Petrijevih zdjelica (PE-LD) te zatim eva-
porirali 30 nm debelim slojevima redom HePC-a (cplavi
p sloj) i PTCDI-a (crveni n sloj). Dobiveni su pravilni
kruzni poluvodicki slojevi, ostrih rubova, prikazani na
Slici 6.b.

III. NUMERICKO MODELIRANJE

S ciljem da §to bolje razumijemo ponasanje hidrogela
agaroze u ulozi bioelektronickog sucelja, nas problem smo
simulirali u programskom paketu Comsol Multiphysics,
koji koristi metodu kona¢nih elemenata za numericko
rjeSsavanje parcijalnih diferencijalnih jednadzbi zadanih

Slika 6. a) 3D printerom isprintana maska zasjenjenja
koristena prilikom evaporacije p-n dvosloja na sloj zlata u
Petrijevoj zdjelici. b) Konacan izgled evaporiranih foto-
kondenzatora.

fizikom problema (u nasem slucaju su to Maxwellove jed-
nadzbe), na mrezi definiranoj geometrijom fizikalnog mo-
dela. Koristili smo elektromagnetski AC/DC modul, u
kojem smo izradili 2D i 3D model naSeg eksperimenta.
Proucavali smo distribuciju elektri¢nog polja stvorenog u
hidrogelu, njegovu ovisnost o debljini i vodljivosti hidro-
gela, te utjecaj promjene radijusa foto-kondezatora.
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Slika 7. Poprecni presjek osnosimetri¢nog modela foto-
kondenzatora u Petrijevoj zdjelici prekrivenog hidrogelom
agaroze. Domene 1 — 7 redom predstavljaju: Petrijevu zdje-
licu, zlato, p sloj, sloj osiromasenja, n sloj, hidrogel agaroze,
zrak. Za zlato (2) i zrak (7) su koriSteni isti materijali dos-
tupni u biblioteci. Petrijeva zdjelica i sloj osiromasenja su
izolatori te je za njih koristen prilagoden kvarc. p (3) i n (5)
slojevi su vodici za koje je koristen prilagoden bakar. Hidrogel
agaroze (6) je podesen kao elektrolit ¢iju vodljivost mozemo
parametarski mijenjati. Visine domena 2 — 5 su, zbog bo-
ljeg pregleda, uvecane 25 puta u odnosu na model koristen u
racunanju. Radijusi p-n slojeva (3-4) se mogu parametarski
mijenjati, a radijusi ostalih domena su tri puta vece. Visina
hidrogela agaroze (6) se takoder moze parametsrki mijenjati.

Slika 7 prikazuje geometriju 2D modela s odgova-
raju¢im materijalima. Model smo izradili tako da pred-
stavlja 3D tijelo koje je osnosimetri¢no (oko osi z = 0),
§to nam omogucava prakticniji i brzi racun, dok god
u hidrogel ne uvedemo stanicu (¢ime situacija prestaje



biti osnosimetri¢na). Koristili smo materijale dostupne
u biblioteci programskog paketa, tako da dio njih ne
odgovara stvarno koriStenim materijalima. Stoga smo,
po potrebi, prilagodili vrijednosti vodljivosti i relativnih
permitivnosti, jer su to jedine karakteristike materijala
ukljucene u rjesavanje naseg fizikalnog problema. Vri-
jednosti veli¢ina, ¢iji utjecaj na stvoreno elektri¢no polje
zelimo promatrati, zadane su parametarski. To su: vod-
ljivost i visina hidrogela agaroze te radijusi p-n slojeva,
koji odgovaraju stvarnim radijusima evporiranih polu-
vodica. Radijusi svih ostalih domena su tri puta veéi od
radijusa p-n slojeva, §to u nasem slucaju predstavlja be-
skonaé¢no daleko podrucje gdje nema efekata uzrokovanih
djelovanjem foto-kondenzatora. Nadalje, koriStene visine
domena koje predstavljaju foto-kondenzator su 200 puta
veée u odnosu na stvarnost. Razlog tomu je znacajna
komplikacija s mrezom modela, koja nastaje ako zelimo
na tim domenama i podru¢ju oko njih imati dovoljno
male elemente mreze koji ¢e korektno analizirati problem
zadan sa stvarnim visinama. Za veliki broj takvih malih
elemenata rjesavanje problema se izrazito produljuje te
se zauzima viSe radne memorije $to dovodi u pitanje spo-
sobnost racunala da uopée obavi tako zahtjevan racun.
Ipak, pouceni usporedbom rjeSenja za manje promjene
debljine, jasno nam je da se apsolutne vrijednosti po-
lja u istim tockama modela mijenjaju s nekim faktorom,
no njihove relativne vrijednosti za razlicite tocke ostaju
iste, kao i distribucija elektri¢cnog polja i ovisnosti koje
promatramo, $to trenutno zadovoljava nase potrebe. U
buduénosti se planiramo posvetiti poboljsanju modela i
simulaciji vjerodostojnijih vrijednosti elektri¢na polja.

Pocetni uvjet problema smo zadali postavljanjem na-
pona svugdje na 0. Rubne uvjete smo postavili stav-
ljanjem prikladnih (preuzetih iz prethodnih analiza'l)
povrsinskih otpornosti i kapaciteta na granicama izmedu
foto-kapacitora i hidrogela te na granicama izmedu p i n
slojeva te podru¢ja osiromaSenja. Stvaranje fotonapona
u p-n sloju pod utjecajem pulsirajuce svjetlosti modeli-
rali smo uvodenjem terminala preko kojih smo n i p sloj
spojili sa ekvivalentnim strujnim krugom solarne céelije,
prikazanim na Slici 8. Time su svjetlosni pulsevi zamije-
njeni prikladnim pulsiraju¢im strujnim izvorom, s pulse-
vima u trajanju od 6 ms.

Za potrebe promatranja raspodjele potencijala u sta-
nici narasloj u hidrogelu agaroze, izradili smo 3D model
sa analognom geometrijom i materijalima koristenim u
2D osnosimetricnom modelu. Dodanu stanicu smo mode-
lirali kuglom, ¢ija je unutrasnjost okarakterizirana elek-
trolitom prikladne vodljivosti. Stani¢nu membranu smo
u model uveli pridruzivanjem prikladne otpornosti i ka-
paciteta sferi koja obavija stanicu. Takoder, za pocetni
potencijal stanice smo uzeli vrijednost od —50 mV (V,2)
§to omogucava da u njoj postoji odredeni visak nega-
tivnog naboja u odnosu na okolinu. Vazno je istaknuti
kako se nismo drzali realne vrijednosti promjera stanica
kvasca, koja iznosi oko 10 um, veé¢ smo koristili 10 puta
veéi promjer. Razlog tomu je ve¢ spomenuta komplika-
cija s potrebom za izrazito guste elemente mreze modela,
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Slika 8. Ekvivalentna shema solarne ¢éelije koja predstavlja
stvaranje fotonapona Uphoto = V' u nasSem p-n sloju. Vrijed-
nosti veli¢ina koji se pojavljuju u strujnom krugu su preuzete
iz prethodnih analiza.’’ Karakteristike strujnog pulsnog iz-
vora odgovaraju karakteristikama koriStene svjelosne diode.
Jakost struje kroz diodu Ip parametarski se mijenja proporci-
onalno kvadratu radijusa p-n dvosloja, a vrijednost paralelnog
otpora R obrnuto proporcionalno istome.

koja se dodatno komplicira koristenjem 3D modela. U
buduéem modeliranju se planiramo posvetiti tome pro-
blemu, i popraviti vjernost simulacije stanice.

Simulacija distribucije elektri¢nog polja u pocetnom
trenutku svjetlosnog pulsa (t = 0,1 ms) prikazana je
Slikom 9. Elektri¢no polje se osnosimetri¢no §iri od po-

3000 pm
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Slika 9. Prikaz elektri¢nog polja u ravnini koja presjeca sta-

nicu u 3D modelu, u trenutku ¢ = 0,1 ms.

zitivno nabijenog sloja zlata prema, u njegovom centru
smjeStenom, negativno nabijenom n sloju poluvodica.
Ovakva situacija vlada na samom pocetku pulsa. Na
stvoreno elektricno polje reagiraju slobodni ioni u hi-
drogelu, koji se teze rasporediti tako da hidrogel bude
ekvipotencijala (s elektriénim poljem u njemu jednakom
0). Pozitivni ioni u hidrogelu se nakupljaju na granici
s n slojem, a negativni na granici sa slojem zlata, for-
mirajuéi ve¢ spomenute elektricne dvosloje, $to je ana-
logno nabijanju kondenzatore. S nabijanjem kondenza-
tora jacina elektri¢nog polja priblizno eksponencijalno
(detaljnija analiza u diplomskom radu!) trne u vremenu.
Kada su kondenzatori potpuno nabijeni elektri¢no polje
u hidrogelu nestaje, sve do prestanka pulsa, kada se jav-
lja nesto slabije elektriéno polje, suprotnog smjera, koje
odgovara izbijanju kondenzatora.

Vazan je utjecaj grani¢ne povrsine izmedu hidrogela i
zraka. Kako je zrak izolator koji onemogucéava tok iona,
na toj povrsini takoder dolazi do njihovog nakupljanja.
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Slika 10. Prikaz vremeske ovisnosti iznosa elektri¢nog polja u tocki gdje ocekujemo da je ono maksimalno (na radijusu a
koji odgovara radijusu p-n dvosloja, i visini od 5 wm iznad). Gornji graf prikazuje kako se ta ovisnost mijenja s promjenom
vodljivosti hidrogela (sig je faktor skaliranja u odnosu na vodljivost fizioloske otopine 1,25 Sm™'), a donji s promjenom njegove

debljine (z je faktor skaliranja u odnosu na debljinu 1 mm).

Prema Gaussovom zakonu, stvorena povrsinska gustoca
naboja rezultira skokom u okomitoj komponenti elek-
tricnog polja (F.), Sto objasnjava diskontinuitet vidljiv
u simulaciji.

Slika 11. Odstupanje membranskog potencijala (u mV’) u od-
nosu na njegovu ravnoteznu vrijednost u trenutku t = 0,1 ms.
Simulirano za stanicu radijusa 50 uwm: a) postavljenu na sam
rub pn- dvosloja; b) postavljenu na granici hidrogel-zrak. Va-
lja primjetiti da je depolarizacija za stanicu a) 100 puta veéa
nego za stanicu b).

Nadalje, valja primjetiti kako elektri¢no polje, ve¢ u
trenutku ¢ = 0.1 ms, unutar stanice iznosi 0. Dakle, na-
boj u stanici se gotovo trenutno preraspodjeli tako da

ponisti vanjsko elektricno polje. Time jedan dio sta-
nice postaje depolariziran, dok drugi hiperpolariziran,
§to na tim podru¢jima mijenja potencijal membrane u
odnosu na V.2 = —50 mV. (Slika 11) Ako ta promjena
prelazi grani¢nu vrijednost, vanjsko elektriéno polje sti-
mulira otvaranje naponskih ionskih kanala te transmem-
branski tok iona. Ocekivano, velika je razlika (za fak-
tor 100) izmedu promjene membranskog potencijala u
slucaju stanice koja raste uz sam foto-kondenzator (Slika
11.a) i one koja raste na granici hidrogela i zraka (Slika
11.b). Naravno, za stanice koje rastu negdje izmedu ta
dva podruéja, promjena membranskog potencijala brzo
opada u skladu s opadanjem elektri¢nog polja.

Ovisnost elektricnog polja o vodljivosti i debljini hi-
drogela, kao i njegovo prethodno opisano ponasanje u
vremenu, prikazani su grafovima na Slici 10. Vidljivo je
kako elektri¢no polje na slican nac¢in raste sa smanjenjem
vodljivosti kao i sa smanjenjem debljine. Razlog tomu
je jasan ako promotrimo hidrogel kao elektrolit otpora
(Re;) serijski spojenog u strujni krug s kondenzatorima,
koji predstavljaju elektricne dvosloje na granicama zlato-
hidrogel i p-n sloj-hidrogel. (Slika 13)

Donje strane ploca kondenzatora su na, svjetlosnim
pulsem stvorenom, naponu Uppoto. Razlika potencijala
Ue; izmedu gornjih plo¢a kondenzatora proporcionalna
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Slika 12. Prikaz iznosa elektri¢nog polja, duz povrsine 5 um iznad p-n dvosloja, u ovisnosti o njegovom radijusu a. Crveni
pravac prikazuje linearnu vezu izmedu maksimalnih vrijednosti krivulja.
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Slika 13. Ekvivalentna shema strujnog kruga koji ¢ine elek-
tri¢cni dvosloji formirani prilikom uranjanja poluvodi¢em pre-
krivenog metala u elektrolit. (Sa sheme je izostavljen geome-
trijski kapacitet poluvodi¢a zbog jednostavnosti prikaza.)

je s Re. Kada bi elektrolit imao beskona¢no velik ot-
por (izolator), tok naboja kroz njega ne bi bio mogué
te bi u svakom trenutku vrijedilo U = Uppoto- Sto je
otpor elektrolita manji, protok iona je brzi, te se brze us-
postavlja njegova ekvipotencijalnost. Odnosno U,; krace
vrijeme prati porast Upporo, @ zatim opada u 0. Nama
je za stimulaciju stanice potrebna situacija u kojoj elek-
tricno bolje u hidrogelu sto dulje ”prezivljava”, odnosno
situacija sa hidrogelom koji ¢e imati Sto veéi otpor. Kako
je otpor obrnuto proporcionalan vodljivosti i povrsini po-
precnog presjeka toka iona (koji je pak proporcionalan s
debljinom hidrogela), jakost elektri¢nog polja u hidrogelu
raste smanjenjem vodljivosti i debljine. Valja napome-
nuti kako smo spin coating tehnikom pokusali izraditi mi-
kroskopsko tanki hidrogel agaroze, medutim kvasac nije
rastao na tako tankim hidrogelovima, vjerojatno zbog
manjka hrane. Stoga smo se zadrzali na izradi rukom iz-
livenog hidrogela debljine izmedu 0,5 i 1 mm. Vodljivost
hidrogela smo smanjili izbacivanjem NaCl-a iz sastava
hidrogela. Korisno je znanje da, za eventualnu buducu
optoelektronicku stimulaciju nekih drugih kolonija, treba
prije same stimulacije najprije otkriti minimalnu moguéu
debljinu i vodljivost koja dopusta rast tih stanica, ¢ime se
osiguravaju optimalni uvjeti za elektronicku stimulaciju.

Ponukani zakljuckom da bi, zbog najvece jakosti elek-
tricnog polja, stanice trebalo probati uzgojiti na samoj

povrsini foto-kondezatora, provjerili smo kako se jakost
elektricnog polja mijenja duz te povrSine - na visini od
5 pwm (okviran radijus stanice kvasca) iznad n sloja. Do-
bivene razlicite distribucije za razli¢ite polumjere (a) p-n
dvosloja prikazane su grafom na Slici 12.

Vidljivo je kako se maksimalna vrijednost polja, koje
nastaje u tocki na samom rubu p-n dvosloja (r = a), li-
nerno mijenja s porastom radijusa pn-dvosloja, §to je u
skladu s prethodno provedenim eksperimentima.* Sime-
triénost opadanja tog polja, s pomicanjem prema sredini
p-n sloja i od njega, mijenja se s radijusom. Za manje ra-
dijuse je polje iznad ¢itave povrsine p-n dvosloja iznosom
relativno blisko maksimalnom polju. Za vece radijuse po-
drucje, gdje je jacina polja veta od polovine maksimalne
vrijednost, prilicno je simetricno rasporedeno u odnosu
na tocku r = a; a u centru p-n dvosloja polje je go-
tovo nepostojete. Zaklju¢ujemo da bismo moguée efekte
optoelektronicke stimulacije stanica trebali primjetiti u
razli¢itim oblicima: iznad ¢itavog p-n dvosloja (krug) u
sluc¢aju najmanjeg foto-kondezatora, a oko ruba p-n dvos-
loja (kruzni vijenac) u slu¢aju najvedeg.

IV. EKSPERIMENTALNA METODA

IV.1. Uzgoj kvasca na foto-kondenzatorima

Pekarski kvasac smo uzgajali na tri razli¢ita nacin.
Standardno na gornjoj povrsini hidrogela agaroze, vo-
lumno rasprostranjenog unutar hidrogela te, s ciljem pos-
tizanja maksimalnog moguceg djelovanja polja na sta-
nice, na povrsini izmedu evaporiranih foto-kondenzatora
i hidrogela. U prvom i tre¢em slucaju na ohladeni hidro-
gel agaroze smo nanijeli 0, 1% vodenu otopinu pekarskog
kvasca. Tamo smo je drzali 30 sekundi, tijekom kojih
se stanice kvasca "prime” za podlogu, a zatim smo izlili
visak vode. U prvom slucaju postupak je raden na hidro-
gelu koji se veé nalazio na evaporiranim Petrijevim zdje-
licama, dok je u tre¢em slucaju hidrogel bio u praznim
Petrijevim zdjelicama. Tako smo ga drzali otprilike 15
minuta, ¢ekajuéi da se stanice kvasca ucvrste na svojim



polozajima, a onda smo sterilnim nozi¢em izrezali kruzni
oblik hidrogela i pazljivo ga prilijepili stranom na kojoj
rastu kvasci preko foto-kondenzatora u evaporiranoj Pe-
trijevoj zdjelici. Za dobivanje volumne raspodjele, direk-
tno smo pomijesali pekarski kvasac s otopinom agaroze
koja jos nije gelirala, a zatim to izlili u Petrijevu zdjelicu
s foto-kondenzatorima. Svaki od tri navedena eksperi-
menta je izvoden zasebno, zbog posjedovanja samo jedne
pulsirajuée svjetlosne diode.

Slika 14. Eksperimentalni postav uzgajanja pekarskog kvasca
pod utjecajem optoelektronicke simulacije. Dioda obasjava
Petrijevu zdjelicu pulsirajuéom crvenom svjetloséu.

Kako bi stanice kvasca uspjesno rasle, Petrijevu zdje-
licu smo oblijepili parafilmom (protiv isusivanja), a za-
tim smo ju postavili na grija¢u plo¢i na 20°C, okrenutu
naopacke (agar gore), kako bi se sprjecila kontaminacija
uzorka moguc¢im kapanjem kondenzirane vode. Iznad nje
postavljena je dioda (Slika 14) koja emitira crvenu svje-
tlost valne duljine 660 nm i intenziteta 50 mV/cm?, &iji
pravokutni puls traje 6 ms i ponavlja se u razmacima od
500 ms. Na grijacu ploc¢u smo postavili i kontrolnu Pe-
trijevu zdjelicu, pripremljenu s istom otopinom agaroze i
istom vodenom otopinom pekarskog kvasca, ali bez foto-
kondezatora. Takav postav je ostavljen preko noéi i duz
idu¢eg dana u labosu.

IV.2. Mjerenje vodljivosti

Hranjivu otopinu agaroze sa i bez NaCl smo u debljem
sloju ulili u dodatne Petrijeve zdjelice. Vodljivost tih slo-
jeva smo mjerili metodom cetiri kontakta, shematski pri-
kazanoj na Slici 15. Tanak uzorak debljine ¢ nepoznate
vodljivosti (otpornosti) se putem dva tockasta vanjska
kontakta spoji u strujni krug, a izmedu njih se pomocu
jos dva tockasta kontakta mjeri pad napona. Ako se pret-
postavi simetri¢no radijalno Sirenje gustoce struje uzor-
kom i uzme obzir mikroskopski Ohmov zakon:
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Slika 15. Shematski prikaz metode ¢etiri kontakta.

, uz relaciju E = —VV, dolazi se do jednostavne diferen-
cijalne jednadzbe:

av. I
dr — 2motr

Ona je rjesiva separacijom, te se, za proizvoljan raspo-
red naponskih kontakata (ne moraju biti nuzno na istom
praveu i ekvidistantni, kao §to je prikazano na Slici 15),
dobiva veza izmedu napona na unutrasnjim i struje na
vanjskim kontaktima'?:

I
V= (18724
2ot 712734
gdje je s r;; oznacena udaljenost izmedu kontakata i i j
u skladu sa shemom na Slici 15.

Mjerenja ovisnosti napona o struji za hidrogel agaroze
vrSena su uz pomo¢ dva razli¢ita uredaja. Mjerenje vod-
ljivosti hidrogela sa NaCl je izvedeno koriStenjem na-
pajajuce jedinice (eng. power supply unit ili PSU), a
mjerenje vodljivosti hidrogela bez NaCl koristenjem na-
pajaju¢e-mjerujuce jedinice (eng. source measure unit ili
SMU). Dobiveni grafovi prikazani su na Slici 16. Line-
arnom regresijom dobivenih tocaka, odredeni su nagibi
pravaca, iz kojih su zatim izracunate vrijednosti zeljenih
vodljivosti:

o(sa NaCl) = (1,23 £0,02) Sm™*
o(bez NaCl) = (0,6277 +0,0003) Sm ™!

Napomenimo da koristeni PSU ima priliéno manju rezo-
luciju (minimalan iznos struje koju moze mjeriti jest za
nas sloj ve¢ znacajnih 0.014) u udnosu na SMU koji smo
koristili za drugo mjerenje. Takoder, na prvom uredaju
smo struju morali ru¢no podesavati, dok je na drugom
mogucée strojno podesiti mjerenje napona za male pro-
mjene struje. Razlog razlicitih kvaliteta mjerenja lezi
u tome $to bolji uredaj tijekom prvog mjerenja jos nije
bio dopremljen u labos. Ipak, iako je obavljeno za samo
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Slika 16. Linearna regresija izvrsena na tockama dobivenim
mjerenjima ovisnosti napona o struji metodom cetiri kon-
takta. Vodljivost uzorka je obrnuto proporcionalna nagibu
pravca.

tri razlicite vrijednosti struje, prvo mjerenje je dalo vri-
jednost vodljivosti s relativnom pogreskom od samo 2%,
stoga ga mozemo smatrati pouzdanim.

IV.3. Mjerenje elektrickih svojstava OEPC-a

S ciljem provjere narusava li hidrogel agaroze kvali-
tetu nasih OEPC-a, izmjerili smo elektricka svojstva (jed-
nog od njih) odmah nakon evaporacije te otrpilike tjedan
dana kasnije, nakon ispiranja hidrogela u kojem su rasli
kvasci. Eksperimentalni postav, zajedno za shematskim
prikazom, prikazan je na Slici 17. Kao kontakt za zatva-
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Slika 17.
naponskih karakteristika OEPC-a i njegov shematski prikaz.

Eksperimentalni postav za mjerenje strujno-

kemijski obraden tako da ¢ini protuelektrodu izradenu
od AgCl-a. Protuelektroda je umetnuta je u odrezani
vrh Sprice, koja je preko plasti¢ne cjevéice spojena s dru-
gom Spricom, pomoc¢u koje se prostor u kojem je protu-
elektroda ispunjava vodenom otopinom KCl-a. Pomocu
pomiénog drzaca, vrh Sprice s protuelektrodom i elek-
trolitom se postavlja na milimetarsku blizinu uzorku pa

se n sloj dovodi u kontakt s elektrolitom. Na evapori-
rano zlato se lijepi bakrena traka, koja se zatim spaja
na pozitivan pol transimpedantnog pojacala. Na njegov
negativan pol se spaja protuelektroda. Pojacalo je preko
osciloskopa povezano s racunalom, putem kojeg biljezimo
podatke o trenutnoj struji ili naponu strujnog kruga. Is-
pod postolja na kojem se nalazi uzorak postavljamo pul-
siraju¢u diodu, tako da je njena svjetlost fokusirana na
kontakt n-sloja i elektrolita.

Slika 18 prikazuje grafove fotonapona stvorenih OEPC-
om prije njegovog koriStenja za uzgoj kvasaca i nakon.
Amplituda napona prije agaroze iznosila je 289,4 mV, a
nakon 286,1 mV, sto je vrlo malo relativno odstupanje
od 1,14%, pa zaklju¢ujemo da hidrogel agaroze ne Steti
nasem organskom poluvodickom foto-kondenzatoru.
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Slika 18. Izmjereni fotonaponi organskog foto-kondezatora

(radijusa 3500 mm) prije njegovog koristenja za uzgoj kvasaca
i nakon.

V. REZULTATI I DISKUSIJA

Rezultati rasta optoelektronicki stimuliranih kolonija
kvasaca prikazani su na Slikama 19 i 20. Prilikom

Slika 19. Kolonije kvasaca nakon optoelektronicke stimula-
cije. Kolonije su uzgojene na hidrogelu agaroze vodljivosti
1,23 Sm™', debljine oko 1 mm. a) Kvasci uzgojeni na
povrsini hidrogela agaroze. b) Kvasci uzgojeni volumno u
hidrogelu agaroze.



optoelektronicke stimulacije kvasaca na hidrogelu aga-
roze vodljivosti 1,23 Sm™!, debljine oko 1 mm, niti za
povrsinski niti za volumni rast kvasaca nismo uocili ni-
kakve nepravilnosti u njihovom rastu, ¢ak niti pod mi-
kroskopskim povedanjem (stoga te slike nisu prikazane).
Za povrsinski uzgoj mozemo reé¢i da smo dobili rezul-
tat u skladu s ocekivanjima, jer je to podruc¢je mini-
malnog elektri¢nog polja. Ipak, htjeli smo se uvjeriti da
standardan nacin uzgajanja stani¢nih kolonija u nasem
sluc¢aju ne funkcionira. Za volumno rasprostranjene sta-
nice smo imali veca ocekivanja. Valja re¢i da je u tom
slucaju prilicno tesko mikroskopom razaznati postoje
li mozda nepravilnosti u donjim slojevima blizim foto-
kondenzatorima. Takoder, nasa je procjena da su stanice,
iako volumno nasadene, preferirale rast na povrsini, sto
bismo mi voljeli izbjeéi.

Slika 20. Kolonije kvasaca nakon optoelektronicke stimula-
cije. Kolonije su uzgojene na donjoj povrsini hidrogela aga-
roze vodljivosti 1,23 Sm™!, debljine oko 0,8 mm. Potenci-
jalni utjecaj foto-kondenzatora radijusa 0,5 mm da sprjecava
rast stanica na svojoj povrsini, prikazan je uvecano.

U zadnjem pokusaju ovog preliminarnog eksperimenta
optoelektronicke stimulacije kvasaca, koristen je hidro-
gel agaroze vodljivosti 0,63 Sm~!, debljine oko 0,8 mm.
Kako je kolonija kvasca rasla izmedu hidrogela agaroze i
foto-kondenzatora, nije se toliko dobro razvila kao u prva
dva pokusaja (pretpostavljamo da je glavni razlog sma-
njeni dotok kisika). Stanice su narasle vrlo nehomogeno
i nepravilno rasporedene (Slika 20). Ipak, primje¢ujemo
potencijalni utjecaj najmanjeg foto-kondezatora na rast
stanica na podrucju direktno iznad njega. Na dijelu Pe-
trijeve zdjelice koji obuhvaca najmanji foto-kondenzator,
za razliku od ostatka Petrijeve zdjelice, stanice vrlo gusto
i dobro narasle, no maleno podrué¢je foto-kondenzatora
ostalo je nezahvaceno stanicama. Svjetlosnim mikrosko-
pom, pod povecanjem od 4 puta, smo se uvjerili da iz-
nad navedenog foto-kondezatora stanice uistinu ne rastu
(Slika 21). Valja jos spomenuti da je i u ovom ekperi-
mentu dio stanica izrastao na gornjoj povrsini hidrogela,
koja je ocigledno pogodnija za njihov rast, a $to bi bilo
pozeljno nekako pokusati sprijeciti. Bilo bi korisno posa-
vjetovati se s biolozima oko tog problema.

VI. ZAKLJUCAK

Provedena je analiza hidrogela agaroze kao biolek-
tronickog sucelja u svrhu omogucéavanja optoelektronicke
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Slika 21. Mikroskopski snimljena slika podrucja nerasta sta-
nica na povrsini foto-kondezatora radijusa 0,5 mm.

stimulacije stani¢nih kolonija nedavno razvijenim organ-
skim poluvodickim foto-kondezatorima. PonaSanje elek-
tri¢nog polja u hidrogelu, koje ima kljuénu ulogu u ostva-
renju stimulacije, okarakterizirano je numerickim mode-
lom u programskom paketu Comsol Multiphysics. 1z mo-
dela je zakljuceno kako se optimizacija hidrogela postize
smanjivanjem njegove vodljivosti i debljine, u skladu s
odrzavanjem uvjeta za zivot stanica. Pokazano je i kako
se za razlicite veli¢ine kruznih foto-kondezatora, ocekuje
mogudi utjecaj na rast stanica na drugacije geometrijski
odredenim podruc¢jima. Nadalje, pozeljno je stanice uz-
gajati Sto blize foto-kondezatoru, tako da se hidrogel kao
izvor hrane nalazi iznad njih. U preliminarnom ekspe-
rimentu optoelektronicke stimulacije kolonija kvascevih
stanica, kontrolirano smanjenje vodljivosti hidrogela i
nasadivanje stanica direktno uz foto-kondenzator poka-
zalo je nepotvrdeni efekt na jednom od foto-kondezatora.
Trebalo bi provesti jo§ takvih eksperimenata sa ciljem
utvrdivanja je li primjeceni efekt nastao slucajno ili s
razlogom. Foto-kondezatori se, u skladu s oc¢ekivanjima,
nisu pokazali idealnom podlogom za rast stanicama, pa
je i dalje otvoreno pitanje optimalnog rjesenja u kojem bi
stanice rasle u njihovoj neposrednoj blizini, ali uspjesnije
(mozda dodavanje nekog pogodnog premaza). Naravno,
valjalo bi promotriti kompatibilnosti drugih vrsta sta-
nica s istim eksperimentalnim postavom. Uz to, otvo-
reno je podrucje daljnjeg poboljsanja numerickog mo-
dela, u kojem su do sada, zbog kraceg i memorijski ma-
nje zahtjevnog racuna, koristene u odnosu na realnost
uvecane veli¢ine slojeva foto-kondezatora i uve¢ani mo-
del stanice. Nadalje, planiramo se posvetiti prilagodbi
geometrije foto-kondenzatora kako bi se postignulo jace i
lokaliziranije elektri¢no polje.
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