2014-2020 mety Europos Sgjungos fondy investicijy veiksmy programos 1 prioriteto ,,Moksliniy
tyrimy, eksperimentinés plétros ir inovacijy skatinimas” 01.2.2-LMT-K-718 priemonés , Tiksliniai
moksliniai tyrimai sumanios specializacijos srityje”

Projekto Nr. 13.1.1-LMT-K-718-05-0015 ,,Biojutiklis iS nanosluoksniuoty struktary SARS-COV2
nustatymui“ veiklos 1.3. rodiklis

Grafeno pagrindu sukurto COVID-19
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Jvadas

Sioje projekto veikloje buvo susitelkta j prototipo ir kity pagalbiniy komponenty, reikalingy
$iam prietaisui naudoti, projektavimg ir gamybg. Sis jrenginys buvo sukurtas, derinant
komercinius prietaisus ir komponentus, sukurtus $io projekto metu.

Vykdydami 1.3 veiklos uZzduoti i§samiai suprojektavome visg prietaiso prototipg, tinkama
analizuoti viruso sudétiniy daliy (pvz., spyglio baltymo) koncentracijas. Sis darbas buvo
atlickamas naudojant 3D CAD paketa. I gamybg taip pat buvo jtrauktas 3D spausdintuvu
atspausdintas prototipo laikiklio korpusas ir du papildomi korpusai, skirti visos sistemos
suspaudimui. Prototipa sudaro: Mikrofluidiné (mikroskystiné) sistema (i); biojutiklis (ii),
periferiniai prietaisai (iii) ir matavimy protokolas (iv).

Apibendrinant galima teigti, kad §is projektas apémé kruopsty projektavimo, gamybos ir
kiirimo derinj, siekiant sukurti specialiai COVID-19 viruso analizei pritaikytg analitinj jrenginj.
Kiekviename projektavimo ir gamybos etape taikytas moksliSkumas uztikrino, kad galutinis
jrenginys atitikty reikalaujamas funkcijas.

i. Mikrofluidiné sistema ir laikiklio paruosSimas

Mikrofluidiné sistema buvo sukurta grafeno jutiklj uzdengus specialiai i§ anksto paruostais i$
polidimetilsiloksano (PDMS) elementais, turin¢iais 0,5 mm plocio ir 3 mm ilgio kanalg. Taigi
skysta analité veike tik po kanalu esantj grafeng (0,5 mm x 3 mm). Mikroskyscio sistemos
elementas buvo paruostas naudojant pagrinding liejimo forma. IS PDMS iSlieta forma buvo 8
val. kietinama 60 °C temperatiiroje. Tuomet praduriant buvo suformuojami jéjimas bei
iSéjimas, prie kuriy buvo prijungti du lankstlis vamzdeliai. TrecCiasis (uzttiros) elektrodas buvo
suformuotas pradiirus 200 um skersmens nertidijanc¢io plieno vielg per elastomero kanalo
vidurj (1 pav.).

1 pav. Biojutiklio prototipo mikrofluidiné sistema su jleidimo ir isleidimo vamzdeliais ir uZtiros elektrodu.



Sandarumo tarp mikroskysciy sistemos ir grafeno jutiklio uztikrinimui buvo naudojamas 3D
spausdintuvu atspausdintas laikiklis. Be to, Sis laikiklis turéjo elektriniy jungciy rinkinj,
siekiant lengvai prijungti matavimo prietaisus (2 pav.).

Grafeno lustas su elektrodais
Grafeno lustp 3D laikiklis

ofluidinés sistem

1 pav. Prototipo surinkimo schema.



ii. Biojutiklio paruosSimas.

Biojutiklio gamyba prasideda nuo grafeno sluoksnio paruosimo. Tuo tikslu buvo naudojamos
dvi skirtingos metodikos: 1) Grafeno auginimas MW-PECVD budu, 2) jau komerciskai
uzauginto grafeno pernesimas. Pirmuoju atveju grafeno bandiniai buvo auginami naudojant
mikrobangy plazma sustiprinto cheminio nusodinimo i§ gary fazés (MW-PECVD) metoda.
Kaip padéklas buvo naudota Si(100) plokstel¢, padengta 300 nm storio silicio dioksido (SiO>)
sluoksniu. Auginimas buvo vykdomas ant 15x15 mm? dydzio SiO2/Si padéklo. Po uzauginimo
buvo paliekamas 3x3 mm? dydzio aktyvusis grafeno plotas. Tuo tikslu i§ pradziy per kauke,
naudojant elektrony pluo$to garinima, buvo nusodinta vario plévelé. Tada neapsaugota grafeno
dalis buvo nuésdinta, naudojant deguonies plazmg. Galiausiai vario kauké paSalinta cheminiu
ésdinimu. Siekiant sukurti elektrinius kontaktus, du Ag elektrodai buvo nusodinti naudojant
magnetroninj dulkinima. Kontakto storis buvo 250 nm. Elektrody matmenys buvo 7x3 mm?,
o atstumas tarp jy - 1,5 mm.

Antrosios metodikos eigoje nupirktas (Graphenea Semiconductor SLU, Ispanija) ant Cu folijos
uzaugintas grafenas buvo perkeltas ant 1 mm storio stiklinés plokstelés su jau nusodintais Ag
kontaktais. Perkélimas buvo vykdomas naudojant Slapio cheminio ésdinimo procedirg. Ag
elektrodai su Cr pasluoksniu buvo termiskai nusodinti ant stiklo ir po to 1 valanda atkaitinti
450 °C temperatiiroje Ar atmosferoje, taip pagerinant adhezija. Elektrody konfigtiracija buvo
tokia pati, kaip ir ankstesniu atveju (MW-PECVD grafenas). Pernesimo procediiros metu Cu
folija su grafenu buvo supjaustyta j 3x3 mm? gabalélius, tada Cu buvo chemis$kai istirpintas
naudojant amonio persulfato tirpala, padedant PMMA/Grafeno/Cu folija ant skyscio
pavirSiaus. Po ésdinimo ant skyscio pavirSiaus likdavo plaukioti vienasluoksnio grafeno su
PMMA plévele darinys. Véliau buvo atlickamas skalavimas dejonizuotu vandeniu, o
pluduriuojantis gabalélis perkeltas ant stiklinio pagrindo (15 mm x 15 mm) su jau esamais Ag
kontaktais. Prie§ pat grafeno funkcionalizavima specialiais junginiais, skirtais biojutikliui,
PMMA sluoksnis buvo paSalintas naudojant acetong ir izopropanol;.

Siekiant pagaminti grafeno pagrindu sukurtg jutiklj, jautry COVID-19 baltymui (S),
pirmiausiai grafeno pavir$ius buvo funkcionalizuotas. Siuo tikslu grafeno pagrindu pagaminti
elementai buvo vieng valandg kambario temperattroje mirkomi 1 mM 2,5-dioksiopirolidin-1-
il 4-(piren-1-y) butanoato (PBASE) (Cayman Chemical) metanolio tirpale. Po to taip paruosti
elementai buvo 8 val. kaitinami 60 °C temperatiiroje. Véliau, ant taip paruoSto PBASE/grafeno
bandiniy pavirSiaus buvo uzdedama mikroskysCiy sistema, kuri leido sukurti lauko
tranzistoriaus (FET) su skystu wuztiros elektrodu konstrukcija. Pirmiausia PBASE
funkcionalizuotas jutiklis buvo veikiamas keliy koncentracijy (nuo 50 ag/ml iki 50 pg/ml)
rekombinantinio angiotenzing konvertuojancio fermento (ACE2) (Baltymas, Lietuva) baltymu,
paruoStu 0,1x fosfatiniame buferiniame druskos tirpale (PBS). ACE2 perteklius buvo
pasalintas skalaujant 1 ml PBS su Tween-20, po to - 2 ml PBS. Tada j mikrofluiding sistema
buvo jSvirksta 1 ml PBS su 0,1 % koncentracijos galvijy serumo albumino (BSA), kad biity
uzblokuotos ACE2 neuzdengtos vietos (3 pav.). Galiausiai buvo atlikti eksperimentai su S
spyglio baltymu, kurio koncentracija buvo kei¢iama nuo 10 ag/ml iki 10 pg/ml.
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2 pav. Grefeno pavirsiaus funkcionalizavimas ir prototipo elektriné schema.

iii. Periferiniai prietaisai ir elektriniai matavimai

Elektriniy charakteristiky matavimo stendo, kuriuo buvo matuojamos FET perdavimo
charakteristikos, vaizdas pateiktas 4 pav. Kaip pastovios jtampos $altinis tarp GFET santakos
ir iStakos buvo naudojamas YOKOGAWA GS610 maitinimo Saltinis. Elektrinis laukas tarp
uztdros ir iStakos buvo sukuriamas naudojant ITECH IT6123 maitinimo Saltinj (4 pav.).



4 pav. Prototipo matavimo elektriné schema (A) ir matavimo stendas (B).

GFET perdavimo charakteristikos, t. y. santaka (D) ir iStaka (S) srovés Ips priklausomybé nuo
uztiros jtampos Vgs, buvo matuojamos islaikant pastovig 50 mV jtampa Vps. Pries atliekant
perdavimo charakteristiky matavimus, buvo atliekami grafeno kanalo varzos matavimai
realiuoju laiku (kinetika). Po kiekvieno grafeno pavirSiaus funkcionalizavimo proceso buvo
vykdomas 30 minuéiy laukimo laikotarpis. Sios trukmeés pakako, kad jvykty relaksacijos
procesai ir biity pasiekta varzos soties verte.
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5 pav. Aptarnaujancios programos darbalaukio vaizdas.

Matavimy automatizavimui buvo parasyta programa, kurios darbalaukio vaizdas pateiktas 5
pav. Ji susideda i$ dviejy pagrindiniy daliy: 1) Varzos laikinés priklausomybés — R(t) valdymo
ir matavimo dalies, 2) FET perdavimo charakteristikos — Ips(Vg) valdymo bei matavimo dalies.
Parametry nustatymai bei programos daliy darbo eigos vykdomos per 3 ir 5 numeriu
pazymétuose laukeliuose esancias vartotojo sasajas. Realaus laiko grafinis duomeny
atvaizdavimas pateikiamas 4 ir 6 esanciuose grafikuose. Programos darbo eiliSkumas sutampa



su ankscCiau apraSytu matavimo eiliSkumu. Paleidus programa ji pradeda matuoti varzos laiking
priklausomybe. Nusistovéjus procesams yra paleidziama antroji jos dalis, kuri sustabdo R(t) ir
pradeda matuoti Ips(Ve) priklausomybe. Baigus perdavimo charakteristikos matavimg $i dalis
yra stabdoma ir toliau t¢siamas R(t) matavimas. Galimybé realiame laike stebéti ir atlikti
matavimus smarkiai jtakojo tiksluma, kas jtakojo prototipo jautrumo padidé¢jima.

Pagaminus grafeno jutiklj pagal anksCiau aprasyta metodika, buvo pereita prie jo paruo$imo
biologiniy objekty aptikimui. Pats matavimo procesas buvo vykdomas naudojant tokig
metodikg. Jau paruoStas ir prie elektrinés matavimo sistemos prijungtas bei PBASE
funkcionalizuotas GFET jutiklis yra uzpildomas PBS buferiu. Po 30 min. nusistovéjus varzai
yra atliekamas Ips(Vc) charakteristikos matavimas. Sio laiko tarpo uZtenka nusistovéti
pusiausvyros saglygoms. Atlikus matavimg vél yra laukiama 30 min. ir i sistemg yra jleidziamas
maziausios koncentracijos 10 ag/ml ACE2 tirpalas. Nusistovéjus procesui yra atliekamas
Ips(Vc) charakteristikos matavimas, véliau 30 min. laukimas ir koncentracijos padidinimas.
Zingsniai yra kartojami kol pamatuojamos visos nuo maziausios — 10 ag/ml iki didZiausios
10upg/ml ACE2 koncentracijos. Sekantis etapas — pavirSiaus nuplovimas Tween-20, kad
paSalinti ACE2 pertekliy ir PBASE pavirSiaus inaktyvavimas BSA. Paskutinis etapas, pacio
Covid-19 spyglio baltymo aptikimas. Jo metu ant jau paruosto pavirsiaus (procediira aprasyta
auks$éiau) yra jleidziamas maziausios koncentracijos — 10 ag/ml S spyglio tirpalas. Palaukiama
30 min. ir vél matuojama FET perdavimo charakteristika. Visa matavimo metodika tokia pat
kaip ir ACE2 atveju bei visi zingsniai kartojami, kol i$matuojamos GFET jutiklio perdavimo
charakteristikos pradedant maziausia — 10 ag/ml ir baigiant didziausia 10 pg/ml S spyglio
tirpalo koncentracija. Visi zingsniai ir matavimai kartojami tiek uZzauginto, tiek perneSto GFET
jutiklio atvejais. Rezultatai pateikiami 6 pav., o dél didesnio tikslumo intarpuose pateikiama
diferencialinio laidumo priklausomybés nuo uztiiros jtampos prie skirtingy S koncentracijy,
esant ACE2 koncentracijai 10 ug/ml.
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6 pav. Pernesto T-G-FET (a) ir uZauginto MW-PECVD G-FET (b) jutikliy perdavimo charakteristiky priklausomybés, esant
skirtingoms S spyglio koncentracijoms.

Pirmiausiai i§ 6 pav. galima aiskiai matyti grafenui budinga Ips(Vc) charakteristika, kurioje
yra minimumas, dar vadinamas Dirako minimumu. Tai galioja abiejy grafeno sluoksniy atveju,
tik skiriasi jy minimumy padétis, ka tik uzauginto ir nefunkcionalizuoto grafeno atveju (juoda
punktyriné kreivé): MW-PECVD grafenui Vp=580 mV, o pernestam grafenui Vp=73 mV.



Dirako jtampos minimumo vieta rodo legiravimo laipsnj. Neapdoroto grafeno legiravimo lygj
lemia jvairts veiksniai, jskaitant grafeno ir kity medziagy (pvz., padéklo, elektrody ir terpés)
sasajos sgveika ar priemaisy pasiskirstymg Siose medziagose. Uzauginto grafeno atveju tokj
didelj Vp poslinkj ant neapdoroto grafeno galima paaiSkinti p tipo savilegiravimu, kuris
atsiranda atliekant grafeno auginimg ant SiO2 padéklo. Taigi galima daryti prielaida, kad
padéklo apdorojimas prie$ grafeno augima ir (arba) pats tiesioginis grafeno sintezés procesas
lémé padéklo pavirSiaus ar sudéties pokycius bei teigiamo kriivio perdavimg grafenui. Vélesnis
grafeno aktyvavimas PBASE pastumia jo minimumus abiejy grafeno sluoksniy atveju dar
toliau ] desing, pernesto iki 327 mV, o uzauginto — 624 mV. Tai jvyksta d¢l to, jog grafenas
yra jautrus kriiviui ant pavirSiaus, o PBASE veikia kaip akceptorin¢ priemaisa. ACE2
uzneSimas ant pavirSiaus bei jo koncentracijos didinimas veikia kaip donorin¢ priemaisa,
stumianti Vp j kaire puse. Pernesto grafeno atveju Vp keiciasi iki didZiausios koncentracijos.
Tai rodo, jog dél pernesto grafeno geresnés kokybés galimas didesnis skaicius viety, kur galéty
paruos§imo metu prisikabinti akceptorius. ACE2 atveju Dirako minimumo pokytis AVp
skai¢iuojamas nuo pavirSiaus aktyvuoto PBASE Dirako jtampos vertés. Spyglio S atveju —nuo
BSA paruosto pavirSiaus. Uzauginto ir pernesSto GFET jutikliy Dirako minimumo pokycio
priklausomybés nuo S spyglio koncentracijos yra pateiktos 7 paveiksle.
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7 pav. UZauginto ir pernesto GFET jutikliy Dirako minimumo pokycio priklausomybés nuo S spyglio koncentracijos.

Gauti rezultatai demonstruoja, kad nors MW-PECVD biidu iSauginto grafeno biojutiklis turi
siauresn] jautrumo diapazong ir zemesnj aptikimo lygj, palyginti su pernesto grafeno
biojutikliu, jis gali bti sékmingai naudojamas SARS-CoV-2 S spyglio baltymui aptikimui.
Taip pat i$ rezultaty matyti, kad MW-PECVD vis dar gali aptikti deSim¢iy ag/ml koncentracijg.
Atsizvelgiant ] Siuos rezultatus ir grafeno tiesioginio augimo ant Si/SiO2 pavirSiaus
suderinamumg su Si technologija, tiesiogiai susintetinto grafeno pagrindu pagamintas FET
biojutiklis yra labai perspektyvus, nes gali biiti integruotas j skirtingas jutikliy platformas.



iv. Matavimy protokolas

1. Pagal pateikta grafika 8 paveiksle, | surinkta prototipo mikrofluiding sistema
ileidziamas 0,1x PBS tirpalas ir laukiama kol sistema stabilizuojasi, t.y. nebekinta srové
Ips (pirma mélyna rodyklé i§ kairés). Toliau visos mélynos rodyklés grafiko apacioje
simbolizuoja PBS jleidimg j sistemga.

2. Jleidziamas ACE2 receptoriaus kiekis ,,ACE2 injection® priklausomai nuo pasirinkto

eksperimento.

Sistema praplaunama dviem tiriais 0,25% TWEEN-20 tipalu 0,1x PBS‘e.

4. Potencialiai galimy, laisvy konjugacijai PBASE grupiy blokavimui jleidziamas turis

0,1xPBS su Img/ml BSA.

Sistema praplaunama 0,1x PBS (paZyméta grafike ,,Buferio injekcija“).

6. Leidziama sistemai nusistovéti, kai jleidziama pirma maziausia S baltymo
koncentracija, Siuo atveju 10 ag/mL.

7. Nebekintant Ips matavimas stabdomas ,Matavimo pabaiga®“, sistema praplaunama
dviem turiais ir toliau kartojama procediira nuo 6 punkto iki didZiausios koncentracijos.
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8 pav. Matavimo eigq reprezentuojantis GFET santakos-iStakos srovés kitimo laike grafikas, kai uZtiros jtampa lygi O V.
Rodyklés rodo S spyglio skirtingy koncentracijy jleidimgq j mikrofluidine sistemgq.



