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SAZETAK

U ovom radu proucena i prezentirana je akustoforeza, metoda separacije Cestica iz fluida.
Akustoforeza je dio akustofluidike, odnosno skupa metoda u kojima se na fluidne sustave djeluje
UZV valovima. Pregledom fizikalnih zakona ponaSanja fluida na mikroskali i usporedbom s
ponasanjem na makroskali prikazan je osnovni uvid u shvacanje ovakvih sustava sa strane
mehanike fluida, a potom i kako se isti ponaSaju pod djelovanjem UZV valova. Prikazani su
osnovni dizajni sustava za akustoforezu i njihovi sastavni dijelovi te neke smjernice prilikom
njihovog odabira. Potom su proucena tri zasebna slu¢aja u kojima se akustoforeza eksperimentalno
koristila za separaciju Cestica, a to su odredivanje hematokrita, koncentriranje bakterija u svrhu

otkrivanja sepse te koncentriranje stanica raka.

Kljuéne rijeci: akustofluidika, akustoforeza, fluidi, mikrosustav, separacija Cestica, separacija

krvnih stanica



SUMMARY

In this work, acoustophoresis, a method of separating particles from fluids, is studied and
presented. Acoustophoresis is a part of acoustofluidics, set of methods in which US waves
influence fluid systems. An overview of the physical laws of fluid behavior on the microscale and
a comparison with the behavior on the macroscale provides a basic insight into understanding of
such systems by fluid mechanics with addition of closer look at how they behave under the action
of ultrasonic waves. Basic designs of acoustophoresis systems and their components are presented,
as well as some guidelines for their selection. Three separate cases in which acoustophoresis was
experimentally used to separate particles were then studied: hematocrit determination, bacterial

concentration to detect sepsis, and cancer cell concentration.

Key words: acoustofluidics, acoustophoresis, fluids, microsystem, particle separation, blood cell

separation
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1. UvOD
Svijet trenutno broji 7,8 milijardi ljudi od kojih se samo desetero nalazi u orbiti dok ostali Zive
u prijateljski nastrojenoj atmosferi. Populacija koja raste 1,05 % godisnje i1 vecinski zivi u

gradovima zahtijeva konstantan napredak u znanosti i tehnologiji, a koji im omogucuje sigurniji

.....

Tehnoloski su napredci zasluzni za konstantni dovod Ciste, pitke vode, odvod 1 obradu otpadnih
voda te trgovine koje vrve razli¢itim proizvodima u svako doba godine. Sve promjene koje je
civilizacija dozivjela preokrenule su navike ljudi i uvjete u kojima Zive, stoga danasnji covjek
zivi znacajnije duze nego njegovi preci. Medutim, promjena u nacinu Zivota, konzumacija
razlicitih proizvoda proizvedenih s mnogim dodacima, onecis¢en zrak, stres te drustvene norme
uzrokovali su mnoge medicinske probleme danasnjim ljudima. Stoga je podrucje medicine i
biotehnoloSke znanosti u stalnoj potrazi za novim lijekovima, dodacima prehrani, analizama 1
dijagnostickim postupcima. Prema podacima WHO-a (eng. World Health Organization) vise
od 14 milijuna ljudi svake godine oboli od karcinoma, od kojih 8,8 milijuna umre od iste
bolestil. S druge strane, u 2017. godini zabiljeZeno je 48,9 milijuna sluajeva sepse od kojih je
11 milijuna zavrsilo tragi¢no®. Naravno, raspodjela bogatstva i Zivotnih uvjeta znacajno se
razlikuje na razli¢itim podrucjima drzava i svijeta pa je tako najveéi broj smrtnih slucajeva
zabiljeZen u slabo razvijenim zemljama koje nemaju adekvatnu zdrastvenu skrb ili razvijenim
zemljama €iji stanovnici nemaju ravnopravni pristup zdravstvenoj skrbi. Stoga se mnogo truda
ulaZe u medicinske pomake koji bi omogucili lakSu i jeftiniju dijagnostiku. Jedna od takvih
mogucénosti leZi u akustoforezi, metodi akusticne separacije kojom se mogu separirati krvne
stanice, bakterije ili tumorske stanice iz krvi. Akustoforeza je u zaecima razvoja i primjene u
realnom sektoru jer je njeno proucavanje jo§S uvelike vezano za laboratorije, ali daljnjim
istrazivanjima i tehnoloskim napretcima ima potencijal postati jedna od metoda za dijagnostiku

krvi, detektiranje sepse i prouc¢avanje tumora u ljudi, kao $to ¢e se u ovom radu vidjeti.

U skladu s tim, u ovom ¢e se radu prouciti osnove fluidike na mikro 1 makro skali kako bi se
adekvatno prikazalo ponasanje krvi kao fluida, utjecaja UZV zrafenja na Cestice i nacin na koji
se ¢estice u krvi ponaSaju u procesu akustoforeze te sagledati tri primjera gdje se akustoforeza

eksperimentalno proucavala.



2. TEORIJSKI UVOD
2.1. Fluidi
2.1.1. Opcenito o fluidima

Materija koja nas okruzuje u svakodnevnom svijetu moze se opisati agregatnim stanjem.

Razlikujemo cetiri agregatna stanja, a to su krutine, tekucine, plinove te plazmu (Slika 1.).
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Slika 1. Prikaz agregatnih stanja materije i promjene energije u korespondenciji S promjenom
agregatnih stanja®

Krutine su tvari vrlo pravilnog rasporeda molekula koje se deformiraju uslijed smi¢nog
naprezanja*. Mogu biti sastavljene od atoma ili molekula i prema tome ih medusobno vezu
snazne interatomske ili intermolekulske veze, a u kojima atomi, odnosno molekule, imaju
najmanju koli¢inu energije. Porastom energije dolazi do prijelaza iz krutog agregatnog stanja u
tekuce, odnosno daljnjim porastom do prijelaza u plinovito agregatno stanje. Medumolekulske
sile u tekuc¢inama slabije su od onih u krutinama dok su u plinovitom stanju najmanje.
Posljedica povecanja energije i smanjenja medumolekulskih sila vidljiva je u ponasanju
tekucina 1 plinova gdje tekucine zauzimaju oblik posude u kojoj se nalaze dok plinovi
ispunjavaju volumen cijele posude®. Fluid mozemo opisati kao tvar koja se deformira pod
djelovanjem najmanjeg smi¢nog naprezanja®. Primarno, fluidom smatramo tvari koje su tekuée
ili plinovite, medutim postoji i izuzetak gdje se krutine ponaSaju kao fluidi, a to je u obliku
finog praha. Jedan je od takvih primjera tlo u Japanu koje je sacinjeno od finog pepela nastalog
od mnogobrojnih vulkana koji se prilikom potresa ponasaju kao fluidi zbog vibracija koje na

njih djeluju®.



2.1.2 Karakteristike fluida

Kontinuum i naprezanja

Mehanika fluida, koja proucava ponasSanje fluida, ogranak je kontinuirane mehanike u kojoj se
promatran sustav gleda kao kontinuirana masa ili volumen, a ne kao pojedina¢ne &estice’.
Temelj proucavanja fluida bazira se na promatranju fluida kao kontinuuma c¢ija su svojstva
konstantne funkcije vremena i prostora. Svojstva fluida nisu konstantna po ¢itavom volumenu,
stoga se na tu problematiku moze gledati ovisno o tome radi li se 0 malom volumenu kada je
potrebno definirati elementarni volumen fluida, odnosno 6V, ili o velikom volumenu kada se
svojstva definiraju po srednjoj vrijednost §to se naziva kontinuum. Ako se radi o malom
volumenu fluida i definira se elementarni volumen, onda se sustav promatra na molekulskoj
razini §to znaci da ve¢ i mala promjena u sustavu znac¢ajno mijenja njegova svojstva. S druge
strane, kada se radi o velikom volumenu govori se 0 makroskopskoj skali na kojoj su male
promjene gotovo neznac¢ajne?. Slikovito objasnjenje moze se vidjeti na Slici 2. koja pokazuje
ovisnost gustofe o elementarnom volumenu nekog fluida za kojeg je definirana granicna
vrijednost volumena ispod koje se fluid promatra na mikroskopskoj skali, a iznad kojeg vrijedi

makroskopska skala.

Molekulska razina

ov¥= 10" mm’ oV

Slika 2. Prikaz ovisnosti gusto¢e fluida o elementarnom volumenu fluida*

Kriterij kontinuuma se definira Knudsovim brojem, Kn

(1)

o A
"=1



gdje je A srednji slobodni put molekule, a L je karakteristina dimenzija sustava®.

Srednji slobodni put molekule definiran je kao prosjecna udaljenost koju u sustavu prijede
pojedina Cestica izmedu dva sudara. Za plinove to je relativno velika brojka, medutim za fluide
u tekuéem obliku taj je broj priblizno jednak promjeru &estica®. Veéina inZenjerskih grana i
industrija bavi se velikom koli¢inom fluida za koje se moze poceti od pretpostavke da se
ponasaju kao kontinuum. Fluidi u plinovitom stanju gledaju se kao kontinuum pri ¢emu se uz
pomo¢ Knudsenovog broja moze definirati par vrsta rezima strujanja. Za vrijednost Kn < 1073
fluid se smatra kontinuumom, kada je vrijednost 1073 < Kn < 107! rezim strujanja jo$ se uvijek
moze racunati Navier-Stokesovom jednadzbom. U tom se slucaju u obzir mora uzeti stvaranje
gradijenta brzine s najmanjom brzinom fluida na stijenci dok se za vrijednosti veée od 10 u
obzir mora uzeti i Boltzmannova jednadzba kako bi se ispravno prikazao rezim strujanja®.
Medutim, kada se govori o mikrofluidici suspenzija, to je veoma teSko tvrditi bez
eksperimentalne provjere jer se fluidi ponasaju znacajno drukcije nego u makrosustavima.
Razlog tomu je da je relativna veli¢ina Cestica u fluidu moze biti usporediva sa samom
veli¢inom kanala, stoga se u obzir mora uzeti dinamicko ponaSanje Cestica 1 njen utjecaj na

ponasanje fluida za individualni promatrani sustav®.

Nakon osnovne usporedbe fluida u makrosustavima i mikrosustavima valjda se dotaknuti
temelja Sto tvar €ini fluidom, a to je deformacije pod bilo kojim naprezanjem. Naprezanje u

fluidima moze biti normalno naprezanje i smi¢no naprezanje (Slika 3.).

Normala
na povrsinu

Sila koja djeluje
na povrsinu dA

» langenta
na povrsinu

Slika 3. Prikaz naprezanja koja djeluju na fluid*



Normalno je naprezanje djelovanje sile okomito na fluid, jednoliko po cijelom poprecnom

presjeku. Normalno naprezanje, o, definira se:
o= )

gdje je F, sila (N) koja djeluje okomito na povrsinu fluida dA (m?).
Kada je fluid u mirovanju, normalno naprezanje koje na njega djeluje naziva se tlak.

Smicno naprezanje rezultat je djelovanja tangencijalne sile na povrsinu poprecnog presjeka
fluida. Smi¢no naprezanje, t, definira se:

F;

-t ®)

T

gdje je F, tangencijalna sila (N) koja djeluje na povrsinu fluida dA (m?).

2.1.3 Svojstva fluida
Svaki fluid, neovisno o tome na kakvoj se skali odvija njegovo strujanje, karakterizira se

skupom svojstava koja utjeCu na njegovo ponasanje i samim time na granice njegove upotrebe.

Gustoca fluida

Gustoca predstavlja masu fluida u jedini¢énom volumenu. Fluidi u plinovitom obliku mijenjaju
se ovisno o tlaku i temperaturi, a u najjednostavnijem se sluc¢aju njihova gustoca racuna

izvodenjem iz jednadZzbe idealnog plina:

p=rT )

gdje je p gustocéa (kg/m®), p tlak (Pa), m masa plina (kg), R op¢a plinska konstanta (8,314
J/molK) i T temperatura (K).

S druge strane, teku¢inama je gustoca konstantna jer ih se smatra nestla¢ivim tako da se ona
mora eksperimentalno odrediti pri ¢emu je njezina vrijednost konstantna u izotermnim

uvjetima®.
Viskoznost

Viskoznost je mjera unutarnjeg otpora fluida smi¢nom naprezanju, odnosno smicnoj
deformaciji. Unutar fluida moze se definirati sila otpora, odnosno sila koja djeluje na tijelo u

smjeru gibanja pri ¢emu vrijedi da poveéanjem viskoznosti raste i sila otpora®.



Koncept viskoznosti prvi je spomenuo Newton kada je pokuSavao objasniti priviemeno brze
gibanje Zemlje kada bi u rotacijama oko Sunca Zemlja i Venera bile najblize. Newton je taj
fenomen pridodavao sili otpora u planetarnom fluidu ili eteru koji ispunjava svemir®. Naravno,
danas je poznato kako ne postoji planetarni fluid, ve¢ je svemir vakuumski prostor, ali
zahvaljuju¢i Newtonovim eksperimentima s tekué¢inama i1 plocama Newtonov zakon

viskoznosti koji je bilo produkt njegovog istrazivanja i danas se koristi u fluidici.

Jednostavan prikaz Newtonovog zakona viskoznosti vidljiv je na Slici 4. gdje je promatrano
gibanje fluida koji se nalazi izmedu dvije ravne ploce od kojih donja miruje, a gornja se giba

konstantnom brzinom, v.

brzina,v = v, Y vy) /‘

Profil brzina

v
dy

Uz stijenku nema gibanja

brzina,v =0

Slika 4. Prikaz gibanja fluida i profila brzina kada se fluid giba izmedu dvije ploce*

Viskoznost fluida, odnosno otpor fluida smi¢nom naprezanju, uzrokovat ¢e pojavu gradijenta
brzine, Z—;. Gradijent brzine moze se objasniti u obliku zamisljenih slojeva fluida, po poprecnom

presjeku, od kojih svaki ima svoju brzinu, a generalno predstavlja smi¢nu brzinu**°.

Newtonov zakon viskoznosti se moze zapisati:

= (%) ©)

gdje je 7 smi¢no naprezanje (Pa), n dinami¢ka viskoznost i Z—; je gradijent brzine (s1)1°,

Opcenito se s poviSenjem temperature viskoznost kapljevina smanjuje, a viskoznost plinova se

povecava, kako je to ilustrirano na Slici 5.



Viskoznost

"

Kapljevine

Plinowi Ovisi i o tlaku!

 J

Temperatura

Slika 5. Promjena viskoznosti kapljevina i plinova s temperaturom®

Osim dinamicke viskoznosti izrazene Newtonovim zakonom, definirati se moze i kinematicka

viskoznost, v:

v=" ©
3)10.

gdje je n dinamicka viskoznost (kg/ms), a p je gustoca fluida (kg/m

Stlacivost i akusticna brzina

U tekstu se ve¢ navelo kako su tekuc¢ine nestlacive u usporedbi s plinovima, §to je to¢no, ali
one ipak jesu stlacive do neke male granice pa je tako elasticnost vode 0,012 puta one zraka.
StlaCivost je ovisna o temperaturi dok tlak ima malo utjecaja na nju, a izraZava se uz pomoc¢
skupnih modula. Za neke tekucine, poput vode, podaci o stlacivosti pri razli¢itim uvjetima
temperature i tlaka vrlo se lako nadu dok za mnoge druge ti podaci nisu lako dostupni pa se

gesto aproksimiraju preko stladivosti vode® .

Stlacivost je od velike vaznosti za promatranje fluida pod utjecajem akusti¢nih valova jer su
akusti¢ni valovi i skupni moduli stla¢ivosti u direktnoj poveznicil®. U odredenim uvjetima
akusti¢na rezonancija moze stvoriti idealne uvjete za kavitaciju Sto je pogubno za odredene
industrijske procese, ali i za kontrolu i separaciju fluida pod utjecajem UZV valova. U Tablici

1. prikazana su elasti¢na svojstva nekih tekucina.



Tablica 1.. Elasti¢na svojstva nekih tekuéa pri 0,1 MPa i 25°C1°

Tekuéina Modul Brzina Sirenja  Procijenjena brzina Sirenja vala
stlacivosti vala u cijevi
N/m? m/s m/s
Steel PVC
Aceton 0.8-10° 1000 850 280
Benzin 1.0 - 10° 1170 1000 320
Etilen-glikol 2.7 -10° 1560 1150 300
Glicerol 4.5-10° 1890 1400 380
Kloroform 1.0 - 10° 820 700 230
Ziva 24-10° 1330 430 -
Metanol 0.8 - 10° 1000 850 280
Ulje 1.5-10° 1300 1000 300
Terpentin 1.4 -10° 1270 1000 300
Destilirana 2.2-10° 1480 1100 300
voda
Morska voda 2.4-10° 1530 1100 300

2.1.4 Tipovi fluida
Fluide mozemo podijeliti prema odnosu smi¢nog naprezanja, n, i gradijenta smicne brzine, 2—;.

Na temelju tog odnosa kapljevine se dijele na Newtonove i ne-Newtonove kapljevine.

Newtonove kapljevine

Ime ovih kapljevina da naslutiti kako ¢e se one ponaSati sukladno Newtonovom zakonu
viskoznosti. Smi¢no naprezanje ovih kapljevina proporcionalno je gradijentu brzine smicanja,
odnosno viskoznost ostaje konstanta bez obzira na promjenu brzine smicanja, sto je vidljivo na
Slici 61°.
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dv/dy

Slika 6. Reologki dijagram Newtonovih kapljevina*

Ne-Netwonove kapljevine

Ne-Newtonove kapljevine mogu biti pseudoplasti¢ne, dilatantne i viskoplasticne kapljevine.

Ostwald de Waelove kapljevine mogu biti pseudoplasti¢ne ili dilatantne dok su one

viskoplastiéne definirane Herschel-Bulkleyevim ili Binghmanovim ponasanjem®. Reoloski

dijagram koji usporeduje Newtonove i ne-Newtonove kapljevine dan je Slikom 7.

T.Pa

& Herschel-Bulkleyeve
\ b Binghamove

¥ Mewtonove

dilatantne

X

.
L

dvldy, s’

Slika 7. Reoloski dijagram kapljevina®



Ostwald de Waelove kapljevine mogu se opisati reoloskim modelom:
—dv
— . [ g.yn
T=K ( p ) K-y )
gdje je K koeficijent konzistencije (Pas"), n indeks ponasanja toka, a y je smi¢na brzina (s2).
Ako je indeks ponasanja toka, n, ve¢i od jedan, kapljevine su dilatantne, a ako je manji od jedan
onda su pseudoplasti¢ne. Za ovakve kapljevine se kaze kako imaju prividnu viskoznost §to je
ustvari nagib tangente povucene na reolosku krivulju u odredenoj tocki smicne brzine. Prividna

viskoznost dilatantnih kapljevina raste porastom smicne brzine dok se ona pseudoplasti¢nih

smanjuje $to je vidljivo na Slici 8%,

A

(¥, ]

(3]
o

= dilatantni

Mewtonovi N
X pseudoplasticni
dvidy, s

Slika 8. Promjena prividne viskoznosti s promjenom smié¢ne brzine*

Kapljevine koje se ponasaju kao elasti¢no ¢vrsto tijelo, a koje pocinju te¢i kada su izlozene
dovoljno velikom smi¢nom naprezanju, nazivaju se viskoelasticnim kapljevinama. Minimalno
smi¢no naprezanje koje uzrokuje teCenje viskoelasti¢ne kapljevine naziva se granica tecenja,
7o. Ponasanje viskoelasti¢nih kapljevina opisuje se Herschel-Bulkleyevim ili Binghmanovim
modelom, a nakon §to kapljevina poc¢ne te¢i ponasanje je istovjetno onom Newtonovih ili
Ostwald de Waelovih kapljevina*. Reoloski prikaz ponasanja viskoelasti¢nih kapljevina vidljiv
je na Slici 9.
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7.Pa Herschel-Bulkleyevi
Binghamovi
Ty 7
To
¥~ elastino Evrsto tijelo
dvldy, s’

Slika 9. Reoloski dijagram viskoelasti¢nih kapljevina®

Nakon postizanja granice tecenja, Binghmanove kapljevine imaju linearnu ovisnost smi¢nog
naprezanja o gradijentu smicne brzine dok se Herschel-Bulkleyeve kapljevine ponaSaju kao

pseudoplastic¢ne ili dilatantne kapljevine.
Za Binghmanove kapljevine vrijedi:
T=To+n,+Y (8)

gdje je 7 smicno naprezanje (Pa), 7, granica teenja (Pa), n,, plasti¢na viskoznost (Pas).

Dok za Herschel-Bulkleyeve kapljevine vrijedi:
T=T0+KHB+yn (9)

gdje je T smi¢no naprezanje (Pa), t, granica teCenja (Pa), Ky koeficjent konzistencije (Pas";

n- indeks ponasanja toka), a y je smi¢na brzina (s1)*.

Navedene ne-Newtonove kapljevine vremenski su neovisne, odnosno njihova viskoznost ne
ovisi 0 vremenu trajanja nekog procesa u kojem sudjeluju. Postoje i vremenski ovisne
kapljevine koje su opisane tiksotropnim, reopeksnim i strukturnim modelima koji se mogu

vidjeti na Slici 10%°.
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Slika 10. Prikaz vremenski ovisnih ne-Newtonovih kapljevina*

Ovdje se spominju dvije pojave koje se povezuju s promjenom viskoznosti u vremenu, a to su
tiksotropija i reopeksija. Reopeksija obiljezava povecanje viskoznosti kapljevine s viemenom
dok je tiksotropija smanjenje viskoznosti s vremenom. Do smanjenja viskoznosti s vremenom
najceS¢e dolazi zbog naruSavanja strukture kapljevine i1 $to Cesto kao posljedicu ima manju

viskoznost nakon povratka na pogetnu smi¢nu brzinu®.

2.1.5 Reolosko ponasanje fluida
Generalno, strujanje se moze podijeliti prema mnogim parametrima, ali u ovom radu spomenut

¢e se najvaznije za daljnje objasnjenje promatranog fenomena.

Laminarno i turbulentno strujanije

Laminarno strujanje karakteristi¢no je gibanje fluida pri malim brzinama kod kojeg dolazi do
strujanja u slojevima. Takvo strujanje uzrokovano je velikom viskoznos¢u fluida pri ¢emu se
stvara trenje izmedu slojeva fluida, ali i fluida i stijenke cijevi Sto posljedicno daje razli¢itu

brzinu slojeva fluida koji se medusobno ne mijesaju®!.

Turbulentno je strujanje karakteristi¢no za velike brzine strujanja niskoviskoznih fluida. Ono
se jo§ naziva i vrtlozno strujanje jer dolazi do pojave vrtloZenja i potpunog mijeSanja slojeva
fluida™.
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Reynoldsovom znacajkom odreduju se hidrodinamicki uvjeti sustava:

v-d-p
n

Re =

(10)

gdje je v brzina strujanja fluida (ms™), d je promjer cijevi (m), p je gustoéa fluida (kg/m®) i

je dinamicka viskoznost fluida (Pas).

Reynoldsova je znacajka bezdimenzijska, a eksperimentalno je odredena kriticna vrijednost
Reynoldsove znacajke koja predstavlja granicu izmedu laminarnog i prijelaznog reZima

strujanja fluida i ona iznosi 2320*. Slikoviti je prikaz vidljiv na Slici 11.

|
7

=

Laminarno strujanje

Turbulentno strujanje

Kriti¢ni Reynolds= 2320

4

Laminarno

Turbulentno

Protok

Promjena tlaka
Slika 11. Prikaz laminarnog i turbulentnog strujanja’2

Stacionarno i nestacionarno strujanije

Stacionarno strujanje fluida smatra se onim gdje je parcijalna derivacija brzine fluida po
vremenu nula, (% = 0), odnosno da na odredenom mjestu brzina fluida ne ovisi o vremenu,

ve¢ samo o prostoru. Kod stacionarnog strujanja cestica u fluidu moze imati ubrzanje koje

nastaje zbog razlike brzine izmedu dva bliska mjesta. Nestacionarno je strujanje ono kod kojeg
brzina strujanja ovisi 0 vremenu (% * 0) i prostoru. Fluidna Cestica ima komponentu ubrzanja

koja nije posljedica razlika brzina izmedu dva bliska mjesta’?.
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2.1.6 Osnovni hidrodinamicki pojmovi
Nakon kratkog uvoda u kojem su se definirali fluidi, ukratko se objasnila njihova podjela i
karakteristike te spomenula strujanja koja su od vaznosti za ovaj rad, valja spomenuti i definirati

neke osnovne pojmove te veliine koji se koriste u definiranju hidrodinamickih rezima.
Do sada su spomenuta dva pojma koja su od velike vaznosti, a to su viskoznost i Reynoldsov

broj. Ono §to je potrebno definirati je gustoca toka ili fluks:

®=K- (11)

<

gdje je @ fluks, Kje koeficijent prijenosa koji predstavlja fizicka svojstva tvari, 4 pokretacka
sila, a ¥ je udaljenost izmedu to¢aka izmedu kojih se odvija prijenos!!. Spomenuta pokretacka
sila procesa razlog je zasto do nekog procesa dolazi. Ako se promatra prijenos topline, poznato
je kako toplina spontano prelazi s toplijeg tijela na hladnije tijelo i u tom slu¢aju pokretacka je

sila razlika u temperaturi.

Osnovni fizikalni zakoni o¢uvanja energije i gibanja vrijede uvijek i svugdje pa tako i ovdje
stoga se valja osvrnuti na njih. Od posebnog je interesa zakon ofuvanja energije koji nalaze
kako je zbroj svih vrsta mehanicke energije stalan u nekom zatvorenom sustavu. U realnom je
sustavu poznato da, iako je zbroj energije stalan, dio energije se gubi iz samog promatranog
sustava u obliku nepovratnog gubitka energije. U hidrodinamici taj gubitak energije ocituje se
u padu tlaka u sustavu. Pad tlaka u promatranom sustavu ovisi o hidrodinami¢kom reZimu,
stoga je pad tlaka pri laminarnom strujanju u horizontalnoj cijevi definiran Hagen-
Poiseuilleovom jednadzbom:

_32-m- vy

- (12)

4p
gdje je 4p pad tlaka, n je dinamicka viskoznost fluida (Pas), [ je duljina cijevi (m), v, je srednja
brzina strujanja i d je promjer cijevi'l.

Pad tlaka pri turbulentnom strujanju vrlo je kompliciran, stoga se za procjenu njegove

vrijednosti poseze za bezdimenzijskim veli¢inama i dimenzijskoj analizi.

2.1.7 Mikrofluidika
Sve dosad spomenute pojave, ponaSanja fluida, karakteristike fluida, tipove strujanja i varijable

koje su objaSnjene valja spustiti na mikro razinu.
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Naravno, kako to biva i u makrosustavima, najbitnija su svojstva fluida u mikrosustavu gustoca
I viskoznost. U mikrosustavima, zbog malih dimenzija, utjecaj gravitacijske sile i hidrostatski

tlak su zanemarivi®®.

Prethodno u tekstu navedeno je kako pojam kontinuuma vrijedi i na mikroskali do vrijednosti
Knudsenovog broja 0,3, medutim u ovom ¢e se poglavlju to dodatno obrazloziti. Razlog zasto
se pojam kontinuuma ne mora napustiti na maloj skali je zato $to su molekule ipak dovoljno
male u usporedbi s dimenzijama kanala da u promatrani volumen stane dovoljno molekula kako
bi se racunalno moglo odrediti neko svojstvo fluida. Ako se promatra voda u mikrokanalu, onda
se slucaj moze opisati na sljede¢i nacin: molekula vode velika je svega nekoliko angstroma $to
znac¢i da 5 molekula ima duljinu manju od 2 nm. Uzevsi u obzir da su duljine mikrokanala
znatno dulje od navedene duljine, dolazimo do zakljucka kako je pojam kontinuuma i dalje

primjenjiv®. Prikaz na Slici 12.

'I'.I'Il.Jl davg { macro

I

T macro

U

O

C (. Kontinuum

avg

Skala duljine, 1

Slika 12. Opis kontinuuma na razli¢itoj skali duljine u strujanju. Lmor predstavlja molekularnu
i intermolekularnu dimenziju, lavg duljinu koju uredaji za mjerenje koriste prilikom lokalnih

mjerenja u sustavu i Imacro $to je duljina s koje su mjerene varijacije®

Gibanje viskoznih Newtonovih fluida opisuje se Navier-Stokesovom jednadzbom za nestlacivi
fluid:

0
p-(a—?+u-|7u)=—l7p+nl72u+fb (13)

gdje je p je gustoéa fluida (kg/m®), u je vektor brzine (m/s), p je tlak (Pa), n je dinamicka

viskoznost fluida (Pas), a f;, predstavlja silu koja djeluje na fluid zbog gravitacije.

Lijeva strana ove jednadZbe odnosi se na produkt mase i akceleracije kada fluid struji.

Konvekcijski €lan, u x Vu, moZe se smatrati jednakim nuli kada fluid tece u jednostavnoj
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geometriji i pri malim protocima, $to je znacajno jer uklanja najkompliciraniji dio Navier-
Stokesove jednadzbe. Desna strana pak objedinjuje sve sile koje djeluju na fluid, medu kojima
je 1 sila koja djeluje na fluid uslijed gravitacije za koju je ve¢ navedeno kako je zanemariva
zbog malih dimenzija. Komponenta na koju treba obratiti pozornost u mikrosustavima je
temperatura jer ona uvelike moze utjecati na dinamicku viskoznost, n, Sto moze utjecati na
profil brzina. Navier-Stokesova jednadzba svjetski je poznata kao jednadzba bez jedinstvenog

rjeSenja, stoga se za njeno rjeSavanje moraju odrediti grani¢ni uvjetis.

Fluidi u mikrosustavu imaju svoj hidrodinamicki rezim, stoga, bas kao 1 u makrosustavima,
njega odreduje Reynoldsova znacajka, R. Ocekivano, Reynoldsova znacajka u mikrosustavima
zna€ajno je manja nego u makrosustavima. Primjerice, ako se promatra voda koja tece u
mikrokanalu visine 100 um brzinom od 1 cm/s, tada ¢e Reynoldsova znacajka biti otprilike 0,1.
U mikrofluidici duljine kanala zna€ajno su vece od njihovih visina ili promjera te, ako tijekom
protjecanja fluida dode do promjene u visini/promjeru, dolazi i do fluktuacije brzine. Zbog toga
se u mikrofluidici Cesto moZe nai¢i na vrijednost Re.rr, 0dnosno efektivnu Reynoldsovu

znacajku koja je definirana:
h
Reeff = Re- T (14)

gdje je h visina kanala (m), | je duljina kanala (m).

Kada je Reynoldsova znacajka mala, Navier-Stokesova jednadzba se pojednostavljuje:
0=—-Vp+nV2u+f, (15)

Ovako pojednostavljena jednadzba podetak je mnogih kalkulacija u mikro i nanofluidici®®,

Dva najcesce korisStena geometrijska oblika kanala u mikrofluidici su kruZznog 1 pravokutnog

presjeka. Za oba oblika definira se srednja brzina strujanja fluida i protok fluida.
Brzina strujanja fluida, u, u mikrokanalu kruznog presjeka je:

1 dp

d
U(T) = E . |E| . (az X T'z) (16)

gdje je n je dinamicka viskoznost fluida (Pas), p je tlak (Pa), z i r su koordinate sustava, a a je

radijus cijevi (m).
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Protok fluida u mikrokanalu kruznog presjeka je definiran:

dp
dz

3 ma*
=

(17)

gdje je n je dinamicka viskoznost fluida (Pas), p je tlak (Pa), z i r su koordinate sustava, a a je

radijus cijevi (m).

Srednja brzina strujanja fluida, u, u mikrokanalu kruznog presjeka je:

_Q a |dp
v g 4 (18)
Brzina strujanja fluida, u, u mikrokanalu pravokutnog presjeka je:
u(y)=:f¥1- (E)Z-yz (19)
2nL \\2

gdje je n je dinamicka viskoznost fluida (Pas), p je tlak (Pa), h je visina, a y je koordinata.

Protok fluida u mikrokanalu pravokutnog presjeka je:

3
_ Wh'dp (20)
12nL
gdje je n je dinamicka viskoznost fluida (Pas), p je tlak (Pa), h je visina, a w je Sirina cijevi.
Srednja brzina strujanja fluida, u, u mikrokanalu pravokutnog presjeka je:

_ h%4p

= 21
v 12nl (21)

gdje je n je dinamicka viskoznost fluida (Pas), p je tlak (Pa), h je visina, a [ je duljina cijevi'®.
Pad tlaka u mikrosustavu definiran je Darcy—Weisbachom jednadzbom:

_ fopu?l (22)

A
p 2a

gdje je f,, koeficijent toka, p je gustoca fluida (kg/m3), u je brzina strujanja fluida, I je duljina

cijevi, a a je radijus cijevi (m).
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2.1.8 Krv kao fluid

Sastav krvi'®

Prosjec¢na odrasla osoba ima izmedu 4,7 1 6 L krvi u svojem tijelu $to ¢ini oko 7% mase tijela.
Primarna uloga krvi je da dovodi Kisik, nutrijente i hormone stanicama te da odvodi ugljikov
dioksid i metabolite iz stanica kako bi se osigurao normalan rad organizma. Krvi je potrebna
minuta da procirkulira kroz krvozilni sustav. Osim prijenosa nutrijenata i metabolita, krv igra
jednu od glavnih uloga u imunoloskom sustavu tijela i u osnovnoj prevenciji tezih ozljeda

zahvaljuju¢i komponentama koje se nalaze u njoj.

Ljudska krv se moZe definirati kao suspenzija, 55% krvi je plazma dok su 45% krvi krvne

stanice. Slikovit prikaz na Slici 13.

Krv Plazma
~55%

Krvne stanice

~45%
Crvene krvne stanice  Bijele krvne stanice Trombociti
~90% ~0.1% ~5%
Limfociti Monociti ‘ i Granulociti
~30% 5% ~65%
| i | | i
T éelije Stanice prirodne ubojice p Celije Neutrofili Eozinofik
~70% ~T% ~23% ~95.5% ~3.5%

® & @ of i

Slika 13. Sastav ljudske krvi*®

Plazma je uglavnom sacinjena od vode, u postotku od ~90%, dok je ostatak sacinjen od
elektrolita, lipida, proteina, ugljikohidrata, vitamina i minerala. Uloga plazme u ljudskom tijelu
je raznovrsna jer sadrzi mnogo razli¢itih komponenata u sebi koji sudjeluju u imunoloskom

odazivu tijela, izgradnji stanica, odrZzavanju pH 1 osmotskog tlaka.
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Krvne se stanice primarno dijele na crvene krvne stanice, bijele krvne stanice i trombocite.
Crvene krvne stanice u sebi imaju hemoglobin koji, uz njihov specifican bikonkavni oblik,
omogucuje vezanje kisika i ugljikovog dioksida te im je primarna zadaca transport kisika od
pluca do stanica te odvod ugljikovog dioksida iz stanica do pluc¢a. U laboratorijskim pretragama
postotak koncentracije crvenih krvnih stanica u krvi naziva se hematokrit. Bijele krvne stanice
su dio imunoloskog sustava koji §titi organizam od stranih tvari i mikroorganizama, a dijele se
u limfocite, monocite i granulocite. Limfociti stvaraju anti-tijela kao odgovor na antigen strane
materije koja se nade u krvi i tako ih deaktiviraju. Monociti su jedni od kljuénih komponenti za
proces fagocitoze, odnosno u uklanjaju mrtvih celija i stanicnog otpada. Granulociti pak
proizvode tvari koje su toksi¢ne za mnoge mikroorganizme i na taj nacin pridonose
imunoloskom sustavu. Posljednji tip krvnih stanica, trombociti, kljuéni su za stvaranje krvnih
ugrusaka na mjestima na kojima je doSlo do oSte¢enja krvnih Zila. Osnovna svojstva krvnih

stanica dana su u Tablici 2.

Tablica 2. Svojstva krvnih stanica®®

Tip krvne Promjer Volumen Gustoca Koncentracija  Stladivost
stanice (um) (nm?®) (g/cm?®) (stanice/mL) (T/Pa)
Crvene krvne 6-9 80-100 1,089-1,100 4,2-5,4x10° 334
stanice

Bijele Kkrvne 5,5-12 160-450 1,055-1,085 0,4-1,1x107 393
stanice

Limpfociti 5,5-10 161-207 1,055-1,070 1-4,8x10°

Monociti 7,5-12 382-449 1,055-1,070 1-8x10°

Granulociti 8,5-11 239-382 1,075-1,085 2,1-6,6x10°

Trombociti 2-4 5-10 1,04-1,06 2,1-5x108

Krv se stvara procesom zvanim hematopoeza koji se odvija u kostanoj srzi.

Svojstva krvi

Osim sastava krvi koji daje odredeni uvid u kompleksnost krvi kao fluida, postoje najbitnija
svojstva koja utjecu na reolosko ponasanje krvi. U tekstu su ve¢ spomenute najbitnije: gustoca,

viskoznost 1 stlacivost.

Gustoéa cijele krvi varira u vrijednosti od 1010 do 1060 kg/m3 16,
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Dinamicka viskoznost krvi pri normalnoj tjelesnoj temperaturi je 2,78-2,82 mPas, dok je
kinemati¢ka viskoznost 2,65-2,70 mm?/s. Viskoznost krvi varira u ovisnosti o temperaturi i

povecavanjem temperature ona se smanjujel’.

Krv se, kao i druge tekucine, smatra generalno nestlacivom, odnosno stla¢ivom u nezamjetnoj
koli¢ini. Medutim, kao §to je vidljivo u Tablici 2., to ne vrijedi za sve komponente krvi, crvene

1 bijele krvne stanice stlac¢ive su komponente krvi.

Reolosko ponasanje krvit®

Krv je heterogena viSefazna suspenzija Cije je reolosko ponasanje odredeno svojstvima krvnih
stanica 1 njithovom medusobnom interakcijom te interakcijom s okolinom. Na reoloSko
ponasanje krvi utjecu mnoge komponente kao $to su temperatura, gustoca, viskoznost, unos

tekucina, nutrijenata i medikamenata.

Viskoznost krvi odredena je faktorima poput viskoznosti plazme, razine hematokrita u krvi,
raspodjeli krvnih stanica i mehanickim svojstvima krvi. Osim unutarnjih faktora, na viskoznost
mogu djelovati vanjske deformacijske sile, ekstenzijske ili u obliku trenja. Ovisnost viskoznosti

o0 postotku hematokrita vidljiva je na Slici 14.

Viskoznost

Y

Postotak hematolorita

Slika 14. Ovisnost viskoznosti krvi o postotku hematokrita®

Tesko je opisati reologiju krvi zato §to je najveci postotak krvi plazma koja je u svom sastavu
uglavnom voda. Plazma pokazuje ponaSanje kao tipi¢ni Newtonov fluida i za mnoge modele

toka upravo se taj tip fluida uzima kako bi se pojednostavili izrac¢uni. Za razliku od plazme, krv
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u cijelost se ponasa kao ne-Newtonov fluid 1 pokazuje tipi¢na svojstva takvih fluida kao $to su:
viskoelasti¢nost, tiksotropija, postojanje granice elasti¢nosti 1 stanjivanje smicanja gdje se
viskoznost smanjuje pod ve¢im smi¢nim naprezanjem. Ne-Newtonovo ponasanje krvi ovisno

je o brzini i tipu deformacije.

Povecavanjem brzine smicanja dolazi do stanjivanja smicanja i tiksotropije jer dolazi do

deformacije nakupina crvenih krvnih stanica, a ta ovisnost moze se vidjeti na Slici 15.

A

Viskoznost

Povecavanje hematokrita

Y

Brrina smicanja

Slika 15. Ovisnost viskoznosti o brzini smicanjal®

Viskoelasti¢na svojstva krvi proizlaze iz crvenih krvnih stanica koje imaju znacajna elasti¢na
svojstva, a ona su znacajnije izrazena u rezimima manje deformacije 1 pulsiraju¢om prirodom

toka krvi.

Za reoloski opis krvi koriSteni su mnogi modeli za ne-Newtonove fluide, od kojih su
najpoznatiji Carreau-Yasuda i Cason modeli. Krv se ¢esto zna modelirati kao Newtonov fluid
1to je prihvatljiva aproksimacija za mnoge slucajeve, kao na primjer za protok u ve¢im Zilama.
S obzirom na to da nema striktne granice kada se za model protoka krvi uzima Newtonov fluid
kao baza ili ne-Newtonov fluid, moze se re¢i kako to ovisi o mnogim objektivnim i
subjektivnim paramterima koji proizlaze iz eksperimentalnih podataka i iskustva. Generalni
dogovor je da se ne-Newtonovo ponasanje krvi u obzir mora uzeti za brzinu smicanja koja je

manja ili blizu 100 s™.
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Kompleksnost reoloskog ponaSanja krvi ovisi o mikrostrukturama koje se u njoj nalaze i okolini
u kojoj krv tece (tkivo, manje zile, vece zile). Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako ne-
Newtonovo ponasanje fluida je od veéeg izrazaja u tkivima i malim Zilama, dok u ve¢im zilama

ono slabo dolazi do izrazaja.

2.2. Ultrazvuk

2.2.1 Definicija i ponasanje ultrazvucnih valova

Ultrazvuk je tip zvucnog vala ¢ija je frekvencija previsoka da ju ¢uje ljudsko uho odnosno ona
¢ija frekvencija je iznad 20 kHz®®. Prikaz gdje se ultrazvuéni valovi nalaze na skali akusti¢nih

valova dan je Slikom 16.

Zivotinjsko

: Medicinski
glasanje ultrazvuk Dijagnosticki
ultrazvuk
20Hz 20kHz 2MHz T 200MHz
e | @ J o
Infrasoni¢no Akusti¢no Ultrazu¢no podrudje

podrudje podrucje

Slika 16. Skala s prikazom raspona ultrazvuénih valova te gdje ih se moze nadéi ili koristiti°

Ultrazvuéni val je tip akusti¢nog vala koji se ponasa kao tipi¢ni mehanicki val. Svaki mehanicki

val se moze okarakterizirati s par svojstava, koja su slikovito prikazana na Slici 17.

Walna duljina

r€

Amplituda

— —
o — — —

B
A C >
—>
Smjer gibanja vala

Slika 17. Prikaz mehanic¢kog vala®!
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Valna duljina je duljina izmedu dvije Cestice koje titraju u fazi, a broj valova koji produ u nekoj
tocci za vrijeme odredenog vremenskog perioda se zove frekvencija vala. Amplituda vala je

najvedi otklon od srednje veli¢ine vala, kao $to je oznaceno na Slici 18.

Akusti¢ni valovi se kroz tekucine 1 plinove krecu kao longitudinalni valovi, dok se u ¢vrstim
tijelima mogu kretati kao longitudinalni i transverzalni valovi?l. Longitudinalni valovi, poznati
kao i kompresijski valovi, su valovi u kojima Cestice titraju u smjeru $irenja vala, a transverzalni

su oni u kojima Cestice titraju okomito na smjer Sirenja vala.

Valovi se u prostoru $ire konstantnom brzinom u svim smjerovima od izvora vala. Jednadzba

Sirenja akusti¢nih valova dana je formulom:

’p  19%p

8 728 _ 23
0x2  ¢2?0t? 0 23)

gdje je p akusti¢ni tlak, c je brzina zvuka, x je oznaka pozicije u koordinatnom sustavu, a t je

vrijeme??,

Brzina valova u fluidima je dana jednadzbom:
C, = (5)2 (24)

gdje je K modul krutosti fluida, a p je gustoca.

U krutinama, brzina valova definirana je:

1
= (7). @)

gdje je E Youngov model, p je gustoéa i v je Poissonov omjer’®.

lako se akusti¢ni valovi Sire u prostoru u svim smjerovima, u praksi valja paziti na apsorpciju i

refleksiju valova koje su uzrokovane interakcijom valova s okolinom.

Ultrazvuk je naSao svoje mjesto u mnogim granama inZenjerstva i koristi se prilikom
nedestruktivnog testiranja, medicinskog snimanja, ¢iS¢enja, mjerenja svojstava materijala,

ultrazvucnog rezanja i varenja, itd.
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2.2.2. Piezoelektricni efekt
Piezoelektricni efekt je pojava koja se javlja kada materijali pod mehanickim pritiskom
proizvode elektri¢nu struju i obrnuto. To, naravno, nije svojstvo svih materijala, ve¢ onih koji

se nazivaju piezoelektricnim kristalima.

Piezoelektri¢ni kristali imaju dipolni moment, odnosno u njima postoji odvojenost pozitivnih i
negativnih elektri¢nih naboja. Gusto¢a dipolnog momenta zbroj je svih dipolnih momenata
podijeljen s volumenom kristala. Djelovanjem mehanicke sile, poput kompresije, okretanja ili
razvlacenja materijala dolazi do preraspodjele dipolnih momenata u kristalu pri ¢emu dolazi do
promjene u gusto¢i dipolnog momenta na povrdini i stvara se struja®®. Mehanizam

piezoelektricnog efekta prikazan je na Slici 18.

Vucna normalna sila Kompresijska

A A @ : normalna sila
Ravnoteza

o® oY% @ @
@ @ Pe® '@

Slika 18. Prikaz koncepta piezoelektri¢nog efekta?®

Piezoelektri¢ni efekt odvija se u oba smjera, tako da kada se na piezoelektri¢ni kristal narine
elektricno polje, dolazi do promjene oblika dipola §to uzrokuje mali pomak u dimenzijama

materijala pri ¢emu se proizvodi ultrazvuéni val®.

Piezoelektricki efekt matematicki se zapisuje uz pomo¢ Hookovog zakona naprezanja koji

opisuje deformaciju materijala uslijed djelovanja mehanicke sile:
S=s-T (26)
gdje je S deformacija, s fleksibilnost materijala, a T naprezanje.

I uz pomo¢ dielektricne jednadzbe koja opisuje redistribuciju unutrasnjeg elektricnog naboja

koje se odvija uslijed djelovanja mehanicke sile:
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D=¢-E (27)
gdje je D gustoéa naboja, £ permeabilnost, a E elektri¢no polje®.

Piezoelektri¢ni materijali mogu se naéi u prirodi, a upravo na prirodnim materijalima Pierre i
Jacques Curie radili su prve eksperimente dok su pokusavali opisati piezoelektri¢ni efekt. Neki

prirodni materijali mogu se vidjeti na Slici 19.

Tetiva

: | Kost
ecerna trska

¢

Slika 19. Neki prirodni piezoelektriéni materijali?®

lako su se mnogi prvi eksperimenti provodili na prirodnim piezoelektricnim materijalima, u

suvremeno se vrijeme koriste piezoelektri¢ne keramike i feroelektri¢ni materijaliZ®.

U praksi se za proizvodnju ultrazvucnih valova koristi upravo piezoelektri¢ni efekt. Ultrazvucni
pretvarac u sebi ima piezoelektri¢ni kristal i dovodom elektricne struje dolazi do pomaka u
dimenzijama kristala, odnosno kristal vibrira i emitira ultrazvu¢ne valove. Na Slici 20.

prikazana je shema pretvara¢a ultrazvuénih valova?®.
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Slika 20. Shema piezoelektriénog pretvaraéa®®

Piezoelektri¢ni pretvara¢i mogu biti koriSteni u ¢itavom ultrazvuénom podruc¢ju jer mogu

proizvoditi valne duljine ¢itavog UZV spektra.

2.3. Akustofluidika

Akustofluidika se definira kao vanjsko manipuliranje mikrocestica u mikrofluidici uz pomo¢
ultrazvuénih valova. Ova metoda separacije omogucuje separaciju mikrocestica koja se bazira
isklju¢ivo na mehanic¢kim svojstvima poput veliine, oblika, gustoce i kompresibilnosti, a takva
se separacija naziva akustoforeza. Akustoforeza ima potencijal za primjenu u mnogim
biotehnoloSkim procesima poput: hvatanja stanica, plazmafereze, forenzickim i prehrambenim

analizama, razdvajanja stanica i stani¢ne diferencijacije?*.

2.3.1. Reolosko ponasanje fluida pri djelovanju UZV zracenja
U mikrofluidici vrijedi kako je brzina toka puno manja nego brzina zvué¢nih valova koji djeluju
kao valovi pritiska u sustavu, zbog ¢ega se fluid smatra nestlacivim. To je razlog zaSto se

gustoéa smatra konstantnom u vremenu i prostoru pa vrijedi jednadzba kontinuiteta®*:
ai v; = 0 (28)

Gibanje fluida u mikrosustavu na koji utjeée UZV val opisuje se Navier-Stokesovom

jednadzbom za stlacive fluide:

plo;v + WV)v] = =Vp + nV2v + BV (Vv) + pg (29)

Gdje je B (= 5/3 za vodu i jednostavne tekucine) omjer koeficjenata viskoznosti.
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Dok za nestlacive fluide vrijedi:
plo;v + WV)v] = —Vp + nV2v + pg (30)

Strujanjem fluida dolazi do gibanja atoma, molekula ili agregata koji se nalaze u fluidu pri ¢emu
mora doci i do prijenosa topline. Toplina se prenosi unutar samog fluida, ali i s fluida na stijenku
te sa stijenke na fluid. U postupcima akustoforeze dolazi do koristenja UZV valova koji su
poznati po podizanju temperature sustava na koji djeluju $to je jedna od komponenata na koje

se mora obratiti pozornost prilikom izrade mikroreaktora.

Opcenito u mikrofluidici, zbog malih brzina gibanja fluida u odnosu na brzinu zvu¢nih valova
koji utjecu na fluid, tlak se moZe aproksimirati kao konstanta. U tom slucaju jednadZzba za

prijenos topline glasi®*:

Pitanje koje se postavlja je sljedece, kako najjednostavnije opisati gibanje fluida u
mikrosustavima kako bi se najlakse doslo do kalkulacija za izradu mikroreaktora i predvidjelo
ponaSanje fluida. Navier-Stokesova jednadzba je fantasticna jednadzba za opis gibanja.
Medutim, isto tako je i komplicirana zbog nelinearnog segmenta za kojeg ne postoji jedinstveno

rjesenje.

Postoje dva slucaja kada se nelinearni dio Navier-Stokesove jednadZzbe mozZe zanemariti. Prvi
slucaj se odnosi na male brzine protoka fluida pri cemu se nelinearni segment moze zanemariti
zbog znacajno manje broj€ane vrijednosti od viskoznog €lana jednadZbe. U tom slucaju fluid
ulazi u laminarni hidrodinamicki reZim koji se naziva Stokesovo gibanje ili puzaju¢i tok. Drugi
slucaj vrijedi za sustave gdje ulogu igra sama geometrija mikrosustava odnosno kada su kanali
dugi 1 ravni dolazi do translacijske simetrije pri cemu se nelinearni dio jednadzbe moze

zanemariti. Takvo gibanje se pak naziva Poiseuilleov tok?,

Stokesovo gibanje

Stokesovo se gibanje javlja pri malim brzinama protoka fluida $to uvjetuje laminarni
hidrodinamiéni rezim. U mikrofluidici viskoznost dominira nad gravitacijskom silom i vise
utjee na rezim stoga je potrebno odrediti Reynoldsovu znacajku (jed.10). Za Re «< 1, §to je
veoma cesto u mikrofluidici u kojoj je ta znacajka veoma mala, vrijedi linearna Stokesova

jednadzba:
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0=-Vp+nVv (32)

Bitan primjer Stokesovog gibanja je gibanje Cesti¢nih otopina. U situaciji gdje postoji sferi¢na
Cestica radijusa a koja se krece brzinom v, pod utjecajem vanjske sile, kroz fluid koji se krece

brzinom v i za koju vrijedi "no slip" rubni uvjet vrijedi:
Farag = 6ma- (v —v,) (33)
Gdje je Fgyqq4 sila otpora Cestice naspram fluida.

Mala promjena koncentracije ¢estica ne utjeCe znatno na profil strujanja, ali znacajno utjece na

viskoznost sustava®.

Poiseuilleovo gibanje

Poiseuilleovo gibanje je gibanje fluida u stabilnom toku u ravnoj cijevi koje uzrokuje razlika u
tlaku na krajevima cijevi. Ovakav tok se moze najlakse objasniti ako se zamisli fluid koji prolazi
kroz dugacku cijev koja je polozena horizontalno uz x-os pri ¢emu uz z-0S djeluje gravitacija
koja je u ravnotezi s hidrostatskim tlakom. Popre¢ni je presjek konstantan uz x-0s stoga je fluid
pod utjecajem sile razlike tlakova te pod takvim uvjetima, vrijedi linearna Stokesova jednadzba.

Slikoviti Poiseuilleov tok vidljiv je na Slici 212,

24 p(0) =p* + Ap dfl ol L) ="
U}

==

Slika 21. Poiseuilleov tok u ravnom kanalu (Q) gdje C oznadava popreéni presjek fluida?

Brzina i protok u kanalu kruznog poprecnog presjeka su definirani:

(3,2) = - (@ =y =) (34)
4
Q= % Ap (35)
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Zanimljiva pojava koja se javlja u mikrofluidici hidraulicki je otpor koji je posljedica
konstantnog protoka koji je pak posljedica konstantnog pada tlaka u sustavu. Ta pojava moze

biti definirana Hagen-Poiseuilleovim zakonom u sljede¢em obliku?*:

A
Rpya = Fp (36)

Gdje je Rpyq hidraulicki otpor.
Na Slici 22. su prikazane neke jednadzbe i vrijednosti Rp,4 hidraulickog otpora koje su

dobivene izracunom za fluid n = 1mPas, L = 1m, a = 100 pm, b =33 um, h =100 pmia =

300 um. Hagen-Poiseuilleov zakon analogan je Ohmovom zakonu.
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h
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h
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Slika 22. Prikaz izra¢una hidrauli¢kog otpora i neke njegove vrijednosti®*
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Zakoni skaliranja u mikrofluidici

Zakoni skaliranja pokazuju kako se zavisna varijabla mijenja s promjenom nezavisnih varijabli
te daju uvid u razumijevanje sustava kojeg se promatra i olakSavaju njegovu dimenzijsku

analizu.

Primjer zakona skaliranja i dimenzijske analize je bitan za Poiseuilleovo gibanje prilikom ¢ega
se promatra promjena protoka fluida. Do promjene protoka, @, dolazi s promjenom pada tlaka,
geometrije sustava, viskoznosti i gustoce fluida. Prema izracunu protoka u cijevi kruznog
presjeka (jed.34) vidljivo je kako je pri istom padu tlaka s povecanjem duljine kanala protok
fluida sve manji. To direktno pokazuje utjecaj geometrije na protok pri ¢emu se moze definirati
proporcionalnost Q «< Ap/nL i veoma bitna ovisnost protoka na najmanje promjene dimenzija

popre¢nog presjeka odnosno radijusa za kruzni popreéni presjek i visinu za paralelne ploce®.

Posebnu paZnju treba posvetiti dimenzijama ulaza u sam mikroreaktor jer u akustofludici veoma

Cesto postoji vise razli¢itih vodova koji ulaze u glavni kanal u kojem se odvija akustoforeza.

Slika 23. Prikaz promjene brzine protoka fluida u sustavu izmedu dvije paralelne ploge®

Na Slici 23. prikazane su brzine uz pomo¢ obojenja gdje plava boja oznacava dijelove kanala u
kojemu fluid ne tece, a tamno crvena oznacava dijelove gdje fluid postize maksimalnu brzinu.
U gornjem kanalu (a) teCe fluid koji je okarakteriziran malim Reynoldsovim brojem 1 vidljivo
je kako se Poiseuilleovo gibanje potpuno uspostavlja za duljinu ulaza koje je priblizno jednaka

polovici visine, dok je za fluid okarakteriziran ve¢im Reyoldsovim brojem (b) koji odgovara

vrijednosti (%) h?. Utvrdena je proporcionalnost za dimenziju ulaznog kanala L ~ {l, % l}.

Drugi je primjer inercijski referentni okvir za sustav, kojeg je od interesa odrediti unato¢

dominaciji viskozne sile u mikrofluidici. Inercijski referentni okvir se odnosi na vremensku
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skalu u kojoj se vidi utjecaj inercije na protok tekucina. Prikaz utjecaja inercije na protok

tekucina vidljiv je na Slici 24.

0 1 Y
l‘\ 4 ~ ¢ =~ Z S5 z = z = 4 =
% ~ 16, 08 .. 04, =02-0;70
lner lner lner lnel_ lqer

Slika 24. Prikaz Poiseuilleove parabole u vremenu za usporavajuéi protok?®

Na gornjoj slici prikazano je Sto se dogodi u sustavu kada pokretacka sila, Ap, dode na nulu
odnosno kada na sustav prestane djelovati sila i tekucina se polako prestane kretati. Vrijeme
potrebno za zaustavljanje tekucine nakon prestanka djelovanja sile zove se inercijsko vrijeme

zaustavljanja i opisano je zakonom skaliranja®:

a2

Tiner = v

(37)

Tre¢i primjer vaznog zakona skaliranja je molekularna difuzija. Veoma cest slucaj u
akustofluidici je manipuliranje bioloSkim stanicama i to se €ini transferom iz jednog laminarnog

protoka u drugi paralelni tok. Slikovit prikaz na Slici 25.

—w/2 0 w/2

Slika 25. Prikaz transfera molekula iz jednog paralelnog toka u drugi te profili koncentracije

kao funkcije smjera y na razli¢itim pozicijama x*
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Na gornjoj slici prikazan je tzv. H-filter koji se sastoji od centralnog kanala duljine L i Sirine w
s dva otvora s lijeve i desne strane. Svijetlo plavom bojom oznacen je Cisti pufer, a tamno
plavom bojom suspenzija pufera te molekula razli¢itih veli¢ina pri ¢emu su vece oznacene

crvenom, a manje zutom bojom.

U vecini slucajeva gdje se koristi akustofluidika, ne dolazi do kemijske reakcije, stoga se sustav

prikazan na Slici 25. i njegovo mije$anje moze opisati prvim Fickovim zakonom:
Ja = —DgVcqv (38)

Gdje je J, trenutna gusto¢a sustava, D, difuzivnost, ¢, koncentracija te v brzina pufera u

paralelnom kanalu.

Promatrajuéi molekularnu difuziju sustava, cesto se uvodi Pécletov broj:

pe
€= Da (39)

Vrijednost Pécletovog broja je vazna za odredivanje dominira li u sustavu difuzija ili advekcija,

zbog Cega se ¢esto spominje sli¢nost Pécletovog i Reynoldsovog broja.

Promatranjem sustava u kojem se pokuSavaju razdvojiti ¢estice H-filterom definirani su utjecaji
na efikasnost separacije odnosno skalarni zakoni koji na nju najviSe utjeu, a to su brzine

protoka otopine i pufera te vrijeme difuzije (mg;rq = w?/8Dy).

Izdvojeni su najvazniji skalarni zakoni koji donose neku predodZzbu o ovisnosti odredenih
karakteristika sustava o varijablama koje se za svaki sustav moraju uzeti u razmatranje kako bi

se napravio uspjesan i efikasan sustav?.

2.3.2. Ultrazvucni utjecaj na sustav mikrofluidike

Akusticne rezonance i brzina akustoforeze

Primarna zadaca u akustofluidici transfer je suspendiranih mikrocestica ili bioloskih stanica pod
utjecajem ultrazvucnog zracenja. Potencijal sile UZV zracenja lezi u lokalnom izobli¢enju u
rezonantnom zvuc¢nom polju zbog rasprSenja Cestica. Jednodimenzionalna, dvodimenzionalna
1 trodimenzionalna rezonantna akusticka polja projektiraju se preko fluidom popunjenih
Supljina s akustiénim tvrdim zidovima?®. Akusti¢ni tvrdi zid graniéni je uvjet koji se odnosi na
interakciju tekucine s beskonacno tvrdim zidom koji ne popusta pod brzinom tekuéine s kojom
je u interakciji. Teorijski sustav s beskonacno tvrdim zidom mogu biti dovedeni u rezonance za

frekvencije kada vrijedi:
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(40)

duljina uz svaku dimenziju prostora?’.

pojasa zadane frekvencije?.
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Slika 26. Shema tri operacijska modea za ekstrakciju mikrokuglica uz pomo¢ PRF-a?

Gdje su I,w, h dimenzije kanala, ¢, je brzina zvuka u fluidu, a n,,n,,n, su brojevi 1/2 valnih

Zakoni skaliranja upucuju da na akusti¢ne rezonance najvise utje¢e duljina kanala pa $to je duzi

kanal manja je separacija rezonantnih frekvencija i1 viSe rezonanci je zadrzano unutar Sirine

Mikrocestice ili stanice se mogu manipulirati UZV-om do protoka od 30 cm/s, a sila primarnog
akusti¢nog zracenja PRF (eng. primary acoustic radiation force) te utjecaj na mikrocestice i
stanice proizlazi iz intrinzi¢nih svojstava Cestice §to znaci da postoje minimalne restrikcije za
odabir ¢vrste faze za odvajanje. Ekstrakcija Cestica iz kompleksnih uzoraka se najcesée vrsi u
mikrosustavu na kojeg djeluje UZV zracenje u modu % valne duljine gdje se Cestice prenose iz

jednog fluida u ¢vor stojnog vala koji se nalazi u drugom fluidu. Slikovit prikaz nalazi se na
Slici 27.
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Slika 26. prikazuje tri razli¢ita modela za ekstrakciju mikrokuglica iz kompleksnog uzorka (A)
u Cisti fluid (B). U slucaju (a) vidljivo je kako su protoci oba fluida laminarnog protoka i kako
se Cestice prenose transverzalno u odnosu na protok, u slucaju (b) mikrokuglice su zadrzane u
sredini kanala prilikom ¢ega se fluid A odvodi iz sustava te slucaj (c) gdje su Cestice zadrzane
u regiji protoka u lokalnom akusticnom polju. Na stanice izlozene rezonantnom akusti¢nom

polju, p;, djelovat e sila F, .4 1 gradijent akusti¢nog tlaka.

p1 = pacos - (kyy) (41)
1-k" p'—1
= 42
P=—5 oy (42)
Fraq = 4n®akyEqcsin(2kyy)e, (43)
péKo
Ege = Z (44)

Gdje je p, polje tlaka amplitude p,, y = Ona stijenkama cijevi, aje radijus Cestice, k, = 2m/A
je vektor vala, E,. je gustoca akusti¢ne energije, @ je kontrastni faktor akustoforeze, k je
kompresibilnost fluida nositelja, a k¥’ i p’ su relativne kompresibilnost i gustoca Cestice s

obzirom na fluid nosaca.

Vecina Cestica pod utjecajem PRF-a migrira prema ¢voru stojnog vala koji se nalazi u sredini
kanala, ali ukoliko je Cestica viSe stlac¢iva nego voda onda se krecu prema stijenkama kanala.

Cestice koje se kre¢u u takvom sustavu imaju svoju brzinu koja se definira:
29
Urgd = 3 a’kyEg.sin- (2kyy) (45)

Protokom suspenzije kroz akusti¢nu Supljinu putanja Cestica u njoj ¢e biti vodena silom
akusti¢nog potencijala i Poiseuilleovim tokom (Slika 27.). Protok uglavnom diktira paraboli¢no
strujanje kroz kanal (Poiseuilleov tok), a ovisi o poziciji ¢vrstih Cestica po poprecnom presjeku

kojeg pak diktira PRF.
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Slika 27. Shema putanja &estica koje se nalaze u fluidu koji tece kroz PRF?®

Na Slici 27. plavom bojom oznac¢en je minimum PRF-a koji se nalazi u sredini kanala, a vidljiv

je i smijer sile F,,4 koji djeluje na Gesticu?®.

Eksperimentalni prikaz utjecaja UZV zracenja na mikrosustav vidljiv je na Slici 28.
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Slika 28. Prikaz utjecaja UZV zrafenja na mikrosustav koji rezultira akusti¢nim tokom ppod
utjecajem 2,17 MHz UZV zracenja u silikon-staklo mikrosustavu dimenzije 2 mm x 2mm i

dubine 0,2 mm?’

Na Slici 28. (a) vidljivo je o¢ekivano tlatno polje gdje crvena boja oznacava pozitivno, zelena
nulu, a plavo negativno tlatno polje nacrtano u racunalnom programu. Slika 28. (b) je
fotografija koja pokazuje kretanje polistirenskih kuglica (promjer 5 pm) u kretanju pod
utjecajem UZV zracenja, kuglice su oznacene Zutom bojom i akumulirale su se na ¢vorovima
polja nakon 1s, brzina kretanja je 1 m/s. Na Slici 28. (c) prikazane su polistirenske kuglice
(promjera 1 um) u istim uvjetima kao (b), ali gdje Stokesova vucna sila jaca od akusticne sile

tako da ne dolazi do akumulacije ¢estica na ¢vorovima polja.
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Akusticni tok

Postoje dva najcesca akusticna toka, prvi se naziva Eckartov tok te je posljedica prostornog
slabljenja valova u prostoru i pojavljuje se kod fluida s visokom vrijednos¢u Reynoldsove
znacajke. Slabljenje valova u prostoru uzrokuje smanjenje tlaka i brzinu amplituda u smjeru
Sirenja vala te kroz vrijeme rezultira u neto sili istog smjera?®. Drugi tok se naziva i Rayleighov
tok te je posljedica inercije izmedu fluida 1 stijenke kanala. Kada stijenka vibrira u dodiru s
fluidom dolazi do rasprSenja vala uslijed kolizije s Cvrstim predmetom, kada se stojni val nalazi
u rezonantnoj ¢eliji. Ovaj akusticni tok je pak posljedica Schlichtingovog toka koji je ograni¢en

na podrucje grani¢nog sloja koji se jo§ naziva i Stokesov sloj (Slika 29.)

>
Rayleighov tok < Slobodni tok
Schlichtingov tok .7/ Graniéni sloj

Slika 29. Prikaz hidrodinami¢kog grani¢nog sloja i podjele tokova?®

U grani¢nom sloju dolazi do akusti¢nog toka koji je posljedica viskoznog rasipanja akusticke
energije u fluid s ¢vrste stijenke, a o¢ituje se u Supljinama fluida gdje je barem jedna dimenzija
usporediva s valnom duljinom i okomita na akusti¢ni val. Rasipanje u grani¢cnom sloju je veliko
zbog velikog gradijenta brzine koje se stvara okomito na stijenku kanala 1 smjer Sirenja valova.
Do tog velikog gradijenta dolazi zbog uvjeta da je brzina fluida na stijenci kanala jednaka nuli
Sto rezultira akusticnoj brzini jednakoj nuli na stijenci kanala do maksimalne brzine u
slobodnom toku. Akusti¢no zraCenje u sustavu ima fiksirane ¢vorove i anti-cvorove koji se
nalaze na odredenoj udaljenosti $to ima za posljedicu stalni moment protoka koji se kre¢e od
anti-cvorova prema ¢vorovima blizu stijenke kanala i vrtloznog je karaktera. Vrtlozno kretanje
fluida unutar grani¢nog sloja naziva se Schlichtingov tok koji generira vrtlozno gibanje fluida

u suprotnom smjeru izvan graniénog sloja, koje se naziva Rayleighov tok?°.
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S druge strane, Eckartov tok je tok koji se formira rasipanjem akusti¢ne energije u masi fluida
gdje je dio energije apsorbiran od strane fluida. Amplituda akusti¢nog vala slabi §to dovodi do
smanjenja djelovanja akusti¢nog polja tlaka s udaljavanjem od izvora UZV zracenja. Gubitak
energije rezultira momentom protoka koji formira mlaz teku¢ine unutar akusticnog vala u

smjeru propagacije UZV zragenja?®. Prikaz usporedbe Rayleighovog toka s Eckartovim vidljiv

je na Slici 30.
Eckartovo strujanje
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Slika 30. Ilustracija Rayleighovog i Eckartovog toka*

2.3.3. Utjecaj UZV zracenja na Cestice u mikrosustavu

Prolaskom suspenzije kroz mikrosustav na koji utjecu akusti¢ni valovi visoke frekvencije,
odnosno UZV valovi, javlja se fenomen strujanja Cestica. Minijaturni ultrazvuéni pretvarac
stvara akusti¢ne stojne valove koji se kre¢u kroz sustav, zaustavljajuéi ili levitiraju¢i Cestice u
centru kanala®. Glavni utjecaj na ¢estice ima sila akusti¢nog zradenja, F,q4, pri ¢emu se &estice
smatra kompresibilnim, sferi¢nim, mikrocesticama radijusa, @, u fluidu pod utjecajem polja
zracenja valne duljine, 1. Na Slici 31. prikazan je utjecaj sila u akustofluidici na Eesticu koja se

nalazi u najjednostavnijem sustavu pri ¢emu se uzima da je fluid neviskozan®2,

(B‘} qbl = ccI‘"in + ¢s~: (b) /’\ [\\\
pE buclt = 7/cq)/’
,‘ . . L
% // Daleko /" ~~<_ T AL \
/ (.bg: polje if Al i" ~al 11i
i
i i
oo P il
\ I
L} FI':II| J‘
\ E / \ /
| A Neviskozni stlaciv kg, Po (:’
(bin Wi fluid 2 Frml /;f

Daleko polie N w7

Slika 31. Prikaz utjecaja sile akusti¢ne radijacije na esticu u neviskoznom fluidu®?

37



Na slici (a) prikazano je daleko polje zracenja pri ¢emu je crna toc¢ka u sredini ilustrativnog
prikaza Cestica na koju utjeCe UZV zracenje. Dolazeéi val zraenja ima odredeni potencijal,
®;,, 1 u sudaru s Cesticom dolazi do rasprSenja vala Ciji se potencijal zatim oznacava s &g..

Akusti¢no polje prvog reda se u tom slué¢aju moze definirati potencijalnom @, za kojeg vrijedi:
Py = Py + Py (46)

Daleko polje definiramo kao podrucje gdje je radijus rasprSenog zracenja znacajno veci od
valne duljine zracenja, r » A. Na slici (b) prikazana je sferi¢na, kompresibilna Cestica radijusa,
a, kompresibilnosti, k,, te gustoce ¢,, koja je okruzena fluidom kompresibilnosti x, i gusto¢e
@p. Osim ve¢ definiranog dalekog polja, vidljivo je i blisko polje gdje je radijus rasprSenog
zraCenja znacajno manji od valne duljine zracenja, r < A. U bliskom polju vrijedi potencijal

&, (t) dok u dalekom polju vrijedi potencijal &, (t —Ci) Sila radijacije, F,.q, je jednaka na

povrsini Cestice 1 u podrucju dalekog polja. Ovakav nacin prikaza i promatranja sustava, iz
tocke gledista Cestice koja se nalazi u centru koordinatnog sustava naziva se teorija rasprsenja.
Ovakav prikaz najjednostavniji je moguci prikaz zbog pocetnog uvjeta da je fluid u kojem se
Cestica nalazi neviskozan. U stvarnosti, takav fluid ne postoji stoga se prilikom racunanja
parametara sustava u obzir mora uzeti viskoznosti $to rezultira u korekciji monopolnog i
dipolnog koeficijenta (f;, f2) prilikom racunanja. Monopolni koeficijent opisuje utjecaj Cestica
na maseni protok, a dipolni koeficijent opisuje translacijsko gibanje estica, medutim za potrebe

ovog rada nije potrebno ulaziti u njihov daljnji matematicki izraz*2.

Putanja cestica u akustoforezi

Ova tema zapoceta je u poglavlju 2.3.2 gdje je pokazana generalna shema kretanja cestice pod
utjecajem UZV zracenja te definirana njezina brzina. U ovom dijelu ¢e se pokazati ilustracija
eksperimentalne validacije te teorije isto kao i maloprije navedene teorije rasprsenja. Sustav se
postavio tako da je mikrokanal paralelan s x-osi, a UZV zraCenje transverzalni val koji se $iri u
smjeru osi z $to znaCi da je putanja Cestice odredena vremenski ovisnim koordinatama
(x(£), y(£)). Za mikroestice koje se sporo gibaju kroz kanal, mogu se zanemariti sile inercije i
determinirati transverzalni put, z(t), izjednacavajuci silu akustickog zraCenja, F, .4, | Stokesovu

silu inercije, Fyrq,%.
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Slika 32. Eksperimentalna validacija teorije o utjecaju sile akusti¢ne radijacije na

polistirenskim mikrogesticama u vodi pod utjecajem stojnog A/2 vala u 1D%2

Na Slici 32. (a) moze se vidjeti to¢nost eksperimentalnih podataka s teoretski odredenim

transverzalnim putem, z(t), izraCunatim prema jednadzbi:
1 4 E,,
z(t) = T arctan {tan[kz(O)]exp [? (ka)? r t]} (47)

Na Slici 32. (b) nalaze se mjerenja transverzalne akusticne brzine, v,(z), mjerene
mikrocesticnom velocimetrijom (PIV). Mjerenja se poklapaju s teorijski odredenom brzinom
(jed. 45). U mjerenjima jedini parametar koji se mijenjao bila je gusto¢a akusti¢ne energije E,,
pri ¢emu su u mjerenjima odredene srednje vrijednosti pri kojima se Cestice ponasaju u skladu
sa teorijskim pretpostavkama, a odredene srednje vrijednosti odgovaraju gusto¢i akusticne

energije koja se teorijski pretpostavila kao potrebnom®,
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Eksperimentalno se potvrdilo kako viskoznost igra veliku ulogu za Cestice ¢ija se gustoca
znatno razlikuje od vode, ali skoro nikakvu kod Gestica &iji je uzgon skoro pa neutralan. Sto su
Cestice vece, treba im manje vremena da budu fokusirane u prostoru pod utjecajem UZV
zraCenja. U sustavima poput separacije krvnih stanica iz krvi ili sustavima u kojima se nalazi
mnogo cestica, sustav je slozeniji od prikazanog zbog medudjelovanja tih krvnih stanica,

odnosno &estica®.

2.4. Izrada uredaja za akustofluidiku

2.4.1 Dizajn mikroreaktora

Akustoforeza se, pri kontinuiranom toku suspenzije, najéeS$c¢e koristi za koncentriranje Cestica
koje se Cesto naziva i akusticno zarobljivanje. To se generalno ¢ini fokusiranjem cestica u
¢vorove UZV valova pri ¢emu dolazi do razdvajanja toka u frakciju koja sadrzi visoku
koncentraciju Cestica i u frakciju koja sadrzi medij bez Cestica u sebi. Slikoviti se prikaz nalazi
na Slici 33.

Vanjsko polje
Izlaz 1

% o - .. o el s e v e r e ---
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Taz 2

Slika 33. Shematski prikaz razdiobe toka®

Na gornjoj slici vidljiv je takozvani SPLITT dizajn u koji ulazi uzorak sastavljen od vise
razlicitih Cestica. U frakcijskoj komori dolazi do utjecaja vanjskog polja, koje je uzrokovano
UZV valovima, na Cestice pri ¢emu je utjecaj veci 1 brzi na vece Cestice nego na manje stoga

dolazi do razdvajanja veéih estica od onih manjih®3,
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Prikaz 1/2 rezonatora za istoimenu separaciju nalazi se na Slici 34.

Slika 34. Shema poluvalnog rezonatora za razdvajanje Gestica razli¢itih veli¢ina®

Istim principom uzorak koji sadrzi vise tipova Cestica moze biti razdvojen ako postoji vise
izlaza iz uredaja pri ¢emu je jedan od najbitnijih parametara sama veli¢ina Cestica s obzirom na
to da se sila primarnog akusticnog zraCenje povecava povecanjem Cestice. Separacija u
akustoforezi ovisi o jacini polja UZV valova i brzini protoka odnosno zadrzavanja uzorka u
separacijskoj komori. Valja napomenuti kako Cestice ipak moraju imati odredenu veli¢inu jer
za Cestice manje od mikrona dolazi do izrazenijih efekata akustickog toka jer je zbog male

dimenzije Sestica njihova sila primarnog akusti¢nog zracenje mala®,

Na Slici 35. nalazi se sistem koji je eksperimentalno ispitivan za separaciju trombocita nakon

afereze.
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Slika 35. Shema sustava za searaciju trombocira iz produkta afereze (FFA)®
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Uz SPLITT sustav valja spomenuti i vi$eizlazni sustav FFA koji je prikazan na Slici 36.

Manje Cestice srednje
Suspenzija s Cestice velicine
N Cesticama i A
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Slika 36. Shematski prikaz serijski spojenog dualnog FFA sustava®

U FFA sustavu dolazi do mijeSanja pufera i uzorka u istom kanalu pri ¢emu je cilj separacija
Cestica. Separacija se odvija pod utjecajem akustoforeze gdje prvobitno dolazi do odvajanja
najmanjih Cestica. Ako je sustav dualni i spojen serijski, ponovno dolazi do razdvajanja manjih
1 vecih Cestica koje su preostale u sustavu nakon prve separacije. Ovakvo serijsko spajanje

omogucéuje separaciju uske raspodjele veli¢ine cestice®®.

U praksi uspjesan dizajn uredaja i separacija Cestica izgleda poput onog na Slici 38.

Cestice 3
P 318 Pl Cestice
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Slika 37. Uspjesna separacija Gestica 3 i 8 pum pod utjecajem akustoforeze

Trenutno su staklo i silikon najces¢e koristeni materijali za izradu uredaja za akustoforezu, a

izraduju se metodom jetkanja®,

2.4.2 1zrada rezonatora

U dosadasnjem se tekstu mnogo puta spomenuo rezonator i pretvarac koji stvara UZV valove
kroz sustav pri ¢emu dolazi do akustoforeze. Rezonatori za stvaranje UZV valova nisu nova
tehnika jer se ve¢ dugi niz godina nalaze u mnogo razli¢itih industrija stoga je njihova izrada

dobro poznata i usavrSena.
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Pri izradi rezonatora za koriStenje u sustavu malih Cestica i stanica, rezonator se sastoji od
piezokeramickog pretvaraca koji je zalijepljen na par slojeva stakla ili metala dok je suprotno

njemu smjesten pasivni reflektor te je takav rezonator nazvan slojevit rezonator (Slika 38.)%.

Izlaz fluida Tzlaz fluida
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Slika 38. Shema slojevitog rezonatora s jednim pretvaracem i reflektorom te shema s 2

pretvaraca®*

Razvojem poluvalnog rezonatora dimenzije rezonatora mogle su biti puno manje nego prije Sto

je omogucilo njihovo koriStenje u sustavima za akustofluidiku (Slika 39.).
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Slika 39. Shema poluvalnog rezonatora za fokusiranje stanica i éestica®
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Prilikom izbora materijala za izradu rezonatora najve¢u ulogu ima tip rezonatora. U
akustofluidici najc¢eSée se koristi transverzalni, slojeviti te SAW (surface acoustic wave)
rezonator. Materijali se biraju s naglaskom na Q-vrijednost, bezdimenzijski parametar koji
ukazuje na priguSenost rezonatora, pri ¢emu se odabire materijal 1 tip rezonatora koji ¢e
osigurati Sto vecu vrijednost tog parametra. Slojeviti rezonator je kompleksan tip rezonatora jer
debljina slojeva rezonatora utje¢e na Q-vrijednost, ali zbog principa rada slojevitog rezonatora
gdje se glavna refleksija vala zbiva u sredini izmedu pretvaraca i reflektora moguce je koristiti
materijale poput polimera koji ina¢e smanjuju akusticne valove. S druge strane, transverzalni
rezonator se oslanja na refleksiju o same stjenke kanala stoga je pozeljno da materijal samih
mikrokanala bude staklo ili silikon koji osiguravaju visoku akusti¢énu impedanciju dok debljina
slojeva u samim rezonatorima nije od velike vaznosti za visoku Q vrijednost. SAW rezonatori
pak imaju drugi princip djelovanja i oslanjaju se na propagaciju valova kroz fluid uz prisustvo
supstance za vodenje vala. Prilikom izrade SAW rezonatora bitno je birati materijal ¢ija je
akusti¢na impedancija sli¢na onoj fluida kako bi se izbjeglo stvaranje ometajuéih rezonanci.

Slika 40. prikazuje usporedno sva tri najéesce koriStena tipa rezonatora.

\D« Y
\r o \r
|
— I I |
(2n+1)A/4
nA/2_]
2n+1)A/4_|

Slojeviti rezonator Transverzalni rezonator

IDTs yl_’

X

N
N
s
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Slika 40. Usporedba slojevitog, transverzalnog i SAW rezonatora
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Slojevi rezonatora moraju biti pazljivo birani kako bi njihova akusticna impedancija bila
uskladena te kako ne bi dolazilo do nepotrebne refleksije i kako bi gustocéa akusti¢ne energije
bila Sto veca. Pri dizajniranju rezonatora, od velike je vaznosti i veli¢ina Cestica jer $to su Cestice

manje zahtijevaju valove veée frekvencije kako bi se postigla ista sila akusti¢ne radijacije3.

2.4.3 Biokompatibilnost uredaja
Jedna od glavnih primjena akustoforeze lezi u separaciji stanica, stoga je bitno uzeti u obzir
biokompatibilnost uredaja za akustoforezu odnosno prouciti ima li proces neke negativne

posljedice na stanice.

UZV zracenje i stvaranje UZV valova proizvodi toplinu griju¢i svoju okolinu. To je neSto na
Sto se u radu sa stanicama mora obratiti posebna paZnja. Ova metoda separacije Cesto je
koriStena za razdvajanje krvnih stanica, a poznato je kako su stanice ¢ovjeka stabilne u rasponu

34-37 °C, pri éemu se 37 °C smatra idealnim za kulture stanica®,

Druga pojava koja se pokuSava izbje¢i je kavitacija odnosno stvaranje mjehuri¢a zraka/plina
pod visokim tlakom i temperaturom unutar fluida $to je posljedica interakcije fluida i UZV
valova. Pojava kavitacije moze uzrokovati lokalne temperaturne maksimume, stres na stanice

te puknuéem ostetiti stanice koje se pokusavaju separirati®®,

Sila akusti¢ne radijacije, koja je osnova za uspjesnu provedbu akustoforeze, se u rijetkim
slucajevima smatrala uzrocnikom oste¢enja odredenih tipova stanica (neurona zivotinja i

crvenih krvnih stanica) medutim toéna uzroéno- posljedi¢na veza nije nadena®.

Akusti¢no strujanje kao takvo je logi¢na opasnost za oSteCenje stanica jer fluidi u kretanju
jednostavno samim kretanjem mogu uzrokovati oSteCenje. Medutim, eksperimentalno se

pokazalo kako je opasnost za stanice od samog protoka fluida mala®.

2.5. Primjena akustoforeze

Akustoforeza nije Siroko rasprostranjena tehnika u industriji ve¢ se njena primjena razmatra u
laboratorijskim istrazivanjima i primarno u biotehnoloske svrhe. Osim separacije Cestica,
proucava se utjecaj akustoforeze na studije populacije stanica, interakcije izmedu razlicitih
tipova stanica/ Cestica te sam utjecaj UZV valova na ponasanje stanica. Takoder se proucava i
pranje ili koncentriranje stanica, zaustavljanjem stanica u uredaju pod utjecajem protoka i UZV

valova moguce je prati stanice dodavanjem pufera u kanal®®.
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Akustoforeza se moze kombinirati i s drugim silama poput gravitacijske, magnetne,
hidrodinamickih, elektri¢nih te optickih pri ¢emu se razvijaju kombinirane tehnike koje se

mogu upotrijebiti u razligite svrhe®.

Sposobnost manipulacije velikog broja cestica razli¢itih veli¢ina 1 tipova, relativna
jednostavnost izrade, moguénost kontinuirane i odrzive manipulacije ¢esticama, moguénost
stvaranja akusti¢nih "zamki" u kojima se stanice zadrzavaju te stvaranje sila koje ovise o
veli¢ini, gusto¢i i stlaGivosti su velike prednosti akustoforeze zbog kojih ima velik potencijal

samostalne ili kombinirane primjene®’.

2.5.1 Nedostaci

Svaka metoda u znanosti ima svoje prednosti i nedostatke pa tako i akustoforeza. Prvenstvena
mana je ogranicen broj materijala koji se moze koristiti u svrhe izrade uredaja za akustoforezu
pri ¢emu se posebna paznja mora obratiti na gusto¢u, brzinu prolaza zvuka kroz materijal,

akusti¢nu impedanciju materijala te koeficijent refleksije materijala.

U eksperimentima se predravnanje ¢estica akusticnim valom pokazalo potrebnim kako bi sve
Cestice usle u proces akustoforeze iste brzine i istih pozicija. Uz predravnanje kao tehniku

predobrade jos je bitna i sama koncentracija uzorka pri ¢emu se ona po potrebi razrijedi’®.

Jos jedan nedostatak sustava je ve¢ spomenuta temperatura zbog ¢ega se prilikom izrade uredaja

za akustoforezu moraju ukomponirati temperaturni senzori i dijelovi za hladenje sustava®®.

Osim akusti¢ne impedancije materijala u obzir se mora uzeti 1 akusti¢na impedancija fluida

kako ne bi doglo do relokacije fluida §to onemoguéuje separaciju &estica iz njega®®.

Naravno, s obzirom da se radi o veoma malim sustavima, vidljivost i vizualno praéenje sustava

je moguce jedino uz mikroskope.
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3. PREGLEDNI DIO

U nastavku ¢e se obraditi tri zasebna eksperimentalna slucaja koriStenja akustoforeze u
medicinske svrhe. Akustoforeza se Koristila za odredivanje eritrocita u krvi*®, za detekciju
bakterija u krvi u svrhu ranog otkrivanja sepse® te za koncentriranje stanica tumora iz krvi za

daljnju analizu.

3.1. Odredivanje postotka koncentracije eritrocita u krvi

U medicini od velike je vaznosti odrediti hematokrit u krvi kako bi se pacijentu postavila
ispravna dijagnoza. Tradicionalno, hematokrit se odreduje mikrohematokritskom metodom
odnosno ubrizgavanjem krvi u kapilaru koja se zatim centrifugira pri velikim brzinama kako bi
se odredila relativna visina zbijenih stanica. U modernijim bolnicama i ustanovama koristi se

analizator cijele krvi koji mjerenja vrsi na osnovnu impedancije®.

3.1.1 Materijali

Mikrokanal je dizajniran od strane firme Micronit Microfluidics i izraden fotolitografijom te
mokrim jetkanjem u borosilikatnom staklu. Kanal je 400 um Sirok, 150 pm dubok i nalazio se
u ¢ipu duljine 45 mm i 3 mm Sirine. Silikonske cijevi za dovod uzorka su spojene silikonskim

ljepilom kao i piezokeramican pretvarac koji se nalazi na ¢ipu.

Krv upotrebljena u eksperimentu dobivena je od zdravih donora ¢ija je doza krvi podijeljena u
dva dijela. Jedan dio se centrifugirao kako bi se generirala krvna plazma koja se zatim mijeSala
s originalnom krvi donora kako bi se dobile razli¢ite koncentracije krvi ispitivane u

eksperimentu.

Kontrolna mjerenja hematokrita odredena su na hematokritskoj centrifugi u skladu s opéim

metodama i protokolima koristenim u medicini®.
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3.1.2 Dizajn sustava

Na Slici 41. Prikazan je dizajn sustava koriSten u eksperimentu

A 8-bit || (LabVIEW)
Kamerq | (MatlLab)
re > N
Mikrofluidicki &ip . “Snimani dio ~ ~

-~ -
- -
- -
" -
-
-~ o®
~, -

Slika 41. (A) Shema sustava (B) Slika sustava ispunjenog crvenom bojom kako bi se lakse
vizualizirao kanal ispunjen krvlju (C) Slika sustava tijekom akustoforeze gdje je tamni dio

sustava skup krvnih stanica, a svijetli dio je krvna plazma3®

Za sustav su koristene Spricne pumpe (NeMESYS, Cetoni GMBH, Germany) pri protoku od 2
mL mint. Tok krvi i zaustavljanje krvi je regulirano troputnim ventilima, a sustav se ispirao 6

s 70% izopropanolom pri protoku od 2 mL min* izmedu svakog eksperimenta.

Signal UZV valova iz piezokerami¢kog pretvaraca pojacan je uz pojacalo signala (AR 75A250,
Amplifier Research, Souderton, PA, USA) i generiran uz funkcijski generator (Tectronix
AFG3022B). Aktivirajuéi signali bili su sinusoidini 1,8 do 2,1 MHz, s ciklusom od 1 ms i
amplitudom od 15 V. Za promatranje i fotografiranje sustava koristen je mikroskop (DM2500
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M, Leica Microsystems CMS GmbH, Germany) s 8-bitnom CCD kamerom u sivim tonovima
(EoSens mini MC-1370, Mikrotron GmbH, Unterschleissheim, Germany). Analiza fotografija

vriena je analitickim algoritmom u Matlabu®,

3.1.3 Metoda

U navedenom uredaju za akustofluidiku separirale su se krvne stanice od plazme. Do separacije
je doslo u mikrofluidnom kanalu u kojem je djelovao poluvalni, akusticni, stojni val preko Sirine
kanala. Krv se ubrizgala u sustav te je protok nakratko zaustavljen koriste¢i troputne ventile pri
¢emu se aktivirala ultrazvucna propagacija vala i snimanje sustava. Obrada fotografija sustava
u logaritmu sustava Matlab je dala povratnu informaciju o procjeni hematokrita. Kako bi se
pokazala linearnost metode, napravljen je bazdarni dijagram s uzorcima krvi ve¢ poznate,

razli¢ite koncentracije hematokrita®®,

3.2. Detekcija bakterija u krvi u svrhu ranog otkrivanja sepse

Sepsa je sistemski upalni proces koji se javlja kao odgovor tijela na infekciju koja je najéesce
uzrokovana bakterijama. Smrtnost u ljudi koji obole od sepse je 30% pri ¢emu adekvatni odabir
antibiotika u ranoj fazi sepse znacajno smanjuje smrtnost. Svaki sat odgode adekvatnog
tretmana je povezan s 7,6 % smanjenja stope prezivljavanja tijekom prvih 6 sati u pacijenata u
septickom Soku. Ipak, najc¢esce, detekcija i identifikacija patogena iz uzorka krvi traje izmedu

29 i 130 h po standardnim metodama koje se trenutno koriste*®.

3.2.1 Materijali

U sustavu je koristen silikonski €ip za akustoforezu i jednokratni PCR ¢ip, dijelovi sustava su
bili spojeni cijevima od teflona pri ¢emu su se elekti¢ni ventili (Cheminert C2, Valco
Instruments Company Inc., Houston, TX, USA) koristili za propustanje tekucina tijekom
pripremanja uzorka. Uzorci 1 puferi su se ubrizgavali u sustav uz pomo¢ Spricnih pumpi
(neMESYS, Cetoni GmbH, Korbussen, Germany). Staklene Sprice su se koristile za otpadne
struje iz sustava dok su se svi puferi i uzorci ubrizgavali plasti¢nim, sterilnim $pricama kako ne

bi doslo do kontaminacije.

Mikrokanal u silikonskom ¢ipu za akustoforezu napravljen je fotolitografijom te mokrim
jetkanjem pri ¢emu je stakleni poklopac za kanal zatvoren anodnim spajanjem. Piezoelektri¢ni
pretvara¢ (2 MHz, PZT26, Ferroperm piezoceramics, Denmark) zalijepljen je s donje strane
mikrokanala skupa s pojacalom (75A250A Amplifier Research, Souderton, PA, USA) i
osciloskopom (TDS 1002, Tektronix UK Ltd., Bracknell, UK) za pracenje voltaze u pretvaracu.
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Element za Cip je izraden od aluminija i PMMA te je koriSten za spajanje mikrocijevnih

komponenti, Peltierovog elementa i ventilatora.

Separacija bakterija vriena je u borsilikatnoj staklenoj kapilari popre¢nog presjeka 0,2 x 2 mm?
(Vitrotube 3520, Vitrocom, Mountain Lakes, NJ, USA) koja je pri¢vr$éena plasti¢énim drzac¢em.

Kapilara je prvobitno ispunjena kuglicama polistirena (Fluka Chemie AG, Switzerland)
promjera 12 um.

Cijeli sustav je kontroliran racunalnim programom stvorenim u laboratoriju bas za navedeni

sustav®®.

3.2.2 Dizajn sustava

Na Slici 42. vidljiv je dizajn sustava koristenog u eksperimentu.

Silikonslkd &ip za akusticénu separaciju
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Slika 42. Dizajn sustava koristenog u svrhu separacije bakterija iz krvi®®

Sustav je dizajniran tako da krv prvo prolazi kroz silikonski ¢ip gdje se pod UZV valova
razdvajaju crvene krvne stanice 1 bakterije. Odvojena plazma koja sadrzi bakterije se uvodi u

kapilaru gdje se uz pomo¢ UZV valova i polistiren kuglica bakterije zarobe 11zdvoje iz sustava.

1. korak: zaustavljanje PS Eestica

_ 2 korak: dovod i zaustavljanje bakterila 3. korak: otpustane bakierija prema PCE-u

- I R [
o

Ao .

Slika 43. Shema postupka izdvajanja bakterija®

Na Slici 43. Vidljiva je shema zarobljivanja bakterija kroz tri koraka. U prvom koraku dolazi
do zarobljivanja polistiren kuglica u stojnom valu, u drugom koraku protok plazme s

bakterijama dolazi do UZV valova koji zaustavljaju bakterije pri ¢emu one zaostanu izmedu
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polistiren Cestica. Nakon protoka cijelog uzorka, UZV valovi se gase i nakupina polistiren

Zestica i bakterija napustaju kapilaru i odlaze u PCR &ip sa suhim reagensom®.

3.2.3 Metoda

Uzorak krvi ubrizgava se u sustav (Slika 43.) gdje dolazi do separacije crvenih krvnih stanica
uslijed djelovanja UZV valova. Preostala plazma i bakterije ulaze u kapilaru gdje se UZV
valovima zadrzavaju polistirenske kuglice veli¢ine 12 um. Ulaskom u podru¢je UZV vala
bakterije se u njemu zadrzavaju i samom interakcijom s polistirenskim kuglicama bivaju na
njima zadrzane. TocCan broj polistirenskih kuglica ovisi o uvjetima sedimentacije, a prema
dosada$njim podacima mala razlika u promjerima kuglica ne utjecCe na efikasnost sustava.
Cipovi su odrzavani na temperaturi od 28 °C. Nakon prolaska uzorka kroz sustav, pretvaradi
UZV valova su iskljuceni te je nakupina polistirenskih kuglica 1 bakterija usmjerena u PCR ¢ip

sa suhi reagensom koji je zatim iSao na daljnju analizu kako bi se bakterije identificirale.

UspjeSnost odvajanja crvenih krvnih stanica iz uzorka i1 neoStecenost bakterija testirani su
zasebno. Za testiranje sustava je uzgojena bakterija E.coli kroz 2,5 h na temperaturi 37 °C bez
IPTG-a, a zatim na 30 °C tokom 16 h s IPTG-om. Kultura je potom centrifugirana i

suspendirana u izotoni¢noj fizioloskoj otopini.

Cijela se krv skupljala u standardizirane epruvete pri ¢emu su krvne stanice isprane
centrifugiranjem. Krvne stanice su potom resuspendirane u istom volumenu izotoni¢ne
fizioloSke otopine koja je sadrzavala: albumin govedeg seruma (0,1 kg / L), metil a-D-

manopiranozid (25 g/ L) i E. coli (konaéna koncentracija 3 x 108 bakterija / ml).

Uzorak je ubrizgan u sustav protokom 80 puL / min pri ¢emu su crvene krvne stanice uklonjene
kroz 4 izlaza iz sustava s protokom od 20, 20, 15, 15 pL / min koji je osiguran pomocu Spricnih
pumpi. U sustavu je zaostala plazma s bakterijama koja je je sakupljana pri izlasku iz sustava.
Koncentracija crvenih krvnih stanica 1 bakterija po uzlasku iz sustava je odredena i usporedena

s poCetnom uz pomo¢ protocne citometrije.

Testiranje uspjesnosti zadrzavanja i samim time nakupljanja bakterija u kapilari provedeno je
suspendiranjem E. coli (22,2 x 10° bakterija / ml) u izotoni¢noj fizioloskoj otopini (9 g /L).
Suspenzija bakterija perfundirana je pri 10 uL / min preko nakupine polistirenskih Cestica

promjera 12 um koje su se nalazile u akusti¢noj zamci koju je uzrokovao UZV val od 4 MHz.

Takoder, proveden je test ispravnosti PCR ¢ipa. Pseudomonas spp. Cip testiran je u stvarnom

vremenu (testiranje u stvarnom vremenu je testiranje ispravnosti racunalnog programa u svrhu
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u koju se koristi) koriste¢i se s 10, 100, 1000, 10 000 P.putida bakterija u 35 pL, 100 mM KCI.
S. aureus, S. pneumonia i E.coli PCR ispitivanja su provedena u prethodnim istrazivanjima pri
¢emu je limit detekcije bio 3, 2 1400 CFU. Specificnost PCR testova je verificirana koristeéi

se 21-om vrstom bakterija koje uzrokuju sepsu.

Protokol sterilizacije sustava bio je standardan pri ¢emu se KCI otopina (100 mM) iz kapilare

uzrokovala (35 L) i testirala na prisutnost P.putide i usporedivala sa sterilnom KCl otopinom.

Ucinjeno je i testiranje sustava s citriranom krvi u koju je dodana poznata koli¢ina bakterije
P.putide i sterilnog izotoni¢nog NaCl-a pri ¢emu je koncentracija citrirane krvi odgovarala 63
% one cijele krvi. Dodan je i natrijev azid kako bi se sprijecio daljnji rast bakterija. 1,43 ml
svakog uzorka krvi (§to odgovara 1 ml pune citrirane krvi) obradeno je u sustavu pri ¢emu su
izdvojene bakterije pustene u PCR ¢ip za detekciju Pseudomonas spp. u PCR instrumentu. Test
je ponovljen s trostrukim uzorcima za 10, 100, 1 000 i 10 000 bakterija / ml citrirane krvi i

sedam kontrola koje nisu imale bakterije u sebi.

Nakon svih testiranja u svrhu odredivanja limita, karakteristika i tocnosti sustava, kroz 2
mjeseca skupljala se krv volontera koji su dobrovoljno dali uzorke krvi za istrazivanje. 71
volonter je dao krv za potrebe testiranja, pri ¢emu je uvjet za sudjelovanje u istrazivanju bilo
da pacijent ima simptome neutropeni¢ne temperature, da se sumnja na sepsu uslijed infekcije
urinarnog trakta ili upale pluca ili da ima ve¢ razvijenu sepsu (prema ACCP/SCCM
konsenzusu). Uzorci krvi uzeti su standardnom procedurom od pacijenata te su ubrizgani u
ispitivani sustav i testirani PCR testovima za E.coli, S. aureus i S. pneumonia koje su odabrane

jer su najéedéi uzroénici sepse po podacima klinka iz koje su uzorci krvi uzeti®.

3.3 Koncentriranje stanica tumora iz krvi

Uspjesnost lijecenja raka povecava se ranim otkrivanjem same bolesti dok se 90 % smrti
uzrokovane rakom smatra posljedicom metastaza. Cirkuliraju¢e tumorske stanice (Circulating
tumor cells, CTC) su definirane kao tumorske stanice koje se moze naci u perifernoj krvi
pacijenta. Dosadasnja istrazivanja pokazuje kako samo mali dio CTC-a uzrokuje daljnje
stvaranje i metastaziranje raka, ali istrazivanja pokazuju kako postoji poveznica izmedu razine
CTC-a u krvi sa stopom prezivljavanja malignih bolesti. PoviSene razine CTC-a su ¢e$ce u
pacijenata s epitelnim karcinomom poput onog dojke, prostate i kolorektalnog koji su vec
metastazirali. Uz druge dijagnosti¢ke pretrage koji ukazuju na nastanak metastaza, povisene

razine CTC-a se mogu iskoristiti kao uzorci "tekuce biopsije"*.
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3.3.1 Materijali

Stanice raka prostate dobivene su od strane American Type Culture Collection (ATCC),
neprofitne, globalne organizacije koja se bavi sakupljanjem, skladistenjem i distribucijom
mikroorganizama, stanica i drugih materijala koji se upotrebljavaju u znanstvene svrhe te su po
njihovim smjernicama uzgojene. Svim medijima dodano je 10 % fetalnog, govedeg seruma
(Sigma-Aldrich), 55 TU/mL penicilina i 55 pg/mL streptomicina (Sigma-Aldrich). Stanice su
uzgojene na 37 °C u ovlazenoj atmosferi s 5 % CO2. Krv je uzeta od zdravih volontera u

Sveucilisnoj bolnici u Lundu u vakum epruvetama s EDTA kao antikoagulansom.

U sustavu su upotrebljene polistirenske ¢estice promjera’5 i 7 um (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO) suspendirane u Triton X-100 (0,01 %) u PBS-u.

Mikrokanal je izraden jetkanjem u silikonskom materijalu (76 mm X% 350 pm) standardnom
KOH litografijom. U sustavu su se nalazila 2 piezokeramicka pretvaraca, jedan (PZT26, 5mm
x5 mm) zalijepljen s donje strane Cipa ispod kanala za predravnanje na rezonanciji 5 MHz, a
drugi (PZT26, 15mm x 5 mm) zalijepljen s donje strane Celije za separaciju. Pretvaracéi su
spojeni s funkcijskim generatorima (Agilent 33120A, Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
CA, USA), pojacalima (LT1012, Linear Technology Corp., Milpitas, CA, USA) i osciloskopom
(TDS 1002, Tektronix UK Ltd., Bracknell, UK). Temperatura u sustavu regulirana je

Peltierovim elementom i otpornim termometrom PT100 koji su bili zalijepljeni ispod Cipa.

U sustavu su se nalazile tri 10 mL staklene Sprice (1010 TLL, Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Switzerland) spojene na dvije Spricne pumpe (WPI sp260p, World Precision Instruments Inc.,
Sarasota, FL). Treca Sprica bila je spojena na Spricnu pumpu (neMESYS, Cetoni GmbH,
Germany) 1 uvodila je Cisti pufer kroz centralni ulazni otvor. Dvije petlje, veli¢ine 100 puL su

serijski bile spojene na izlaze iz sustava kako bi se odredila uspjesnost separacije sustava®.
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3.3.2 Dizajn sustava

Na Slici 44. nalazi se dizajn sustava u kojem je provoden eksperiment.

I'l /off T1 on T1 and T2 on
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Slika 44. (A) Shema sustava iz gornje perspektive, (B) Shema sustava sa strane, (C)
Fotografija koja pokazuje pozivije piezoelektri¢nih pretvornika i (D) Shema fluidne

konfiguracije i akustofluidike*
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Na gornjoj slici vidljiva je shema sustava koja se sastoji od ulata za stani¢nu suspenziju (1),
kanala za predravnanje (2), fluidnog razdvajaca v-oblika (3) koji razdvaja tok u obje strane
centralnog fluidnog ulaza (4), kanal za separaciju stanicu (5) (20 mm x 375 pum X 150 um),
trifurkacijski izlaz (6) koji ima jedan centralni izlaz (7) 1 zajednicki izlaz za obje strane (8).
Piezokeramicki pretvaraci su oznaceni s (9), (10), dok su Peltierov element i PT100 oznaceni S

(11) odnosno (12).

Sustav je s gornje strane zatvoren Pyrex staklom (40 mm x 3 mm x 1.1 mm) koje je anodno

povezano s doljnjim dijelom &ipa*’.

3.3.3 Metoda

Alikvot od 100 pL cijele krvi je inkubiran s antitijelima CD45-APC koja su spojena s
fluorokromom ili s kontrolnim 1gG-APC (BD Bioscience, San Jose, CA) pri sobnoj temperaturi
kroz 20 minuta, zatim s BD FACS otopinom za liziranje 15 minuta te s 2% PFA kroz 10 minuta.
Supernatant s liziranim eritrocitima odbacen je nakon centrifugiranja na 500 g te pranja s FACS
puferom dva puta. Stanice raka prostate bile su izdvojene s tripsin/EDTA obradom te zatim
oprane s FACS puferom dva puta. Stanice su zatim resuspendirane u FACS puferu koji sadrzi
antitijela EpCAM-PE spojena s fluorokromom ili kontrolom koja sadrzi IgG-APC antitijela te
inkubirane na sobnoj temperaturi 25 minuta. Za eksperimente u kojima stanice (DU145) nisu
bile fiksirane na PFA, dodan je 7-AAD tijekom 20 minuta. Stanice raka zatim su podvrgnute
liziranju, kako je opisano ve¢, te su se isprale dva puta puferom. Krvi s liziranim eritrocitima u
PBS-u dodane su stanice DU145 (2,5 x 10° mL).

Tijekom eksperimenta, pumpe su odrZavale protok u centralnom kanalu i onima sa strane na
280 pL/min odnosno 560 pL/min u kanalu za separaciju. Trec¢a pumpa upumpavala je Cisti pufer
u centralni ulaz protokom od 490 puL/min. Suspenzija krvnih stanica odvodila se iz sustava na
dnu kanala pri protoku od 70 pL/min. Dvije dvosmjerne petlje volumena 100 pL spojene su na
izlazima iz sustava kako bi se istrazivala kvaliteta separacije. Separacija pod utjecajem
akustoforeze odvijala se uz pomo¢ UZV pretvaraca za predravnanje (4,97 MHz, 8,5 Vp) 1 UZV
pretvaraca za separaciju (1,94 MHz) pri ¢emu se prilikom ukljuenja UZV pretvaraca
automatski palila i petlja za hladenje sustava. Prilikom unosa uzorka u sustav, ¢ekalo se 15 s
kako bi se protok ustabilio prije ukljucenja petlji za sakupljanje uzoraka pri ¢emu se tijekom

svakog eksperimenta uzelo barem tri uzorka iz svake petlje kako bi se mogle analizirati.

Nakon odvajanja krvnih stanica akustoforezom, fluorescentno oznacene stanice u centralnim i

sporednim izlaznim frakcijama su izbrojane uz pomo¢ protoc¢ne citometrije. Leukociti su
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karakterizirani kao CD45 pozitivni i EpCAM-negativni dok su tumorske stanice bile
karakterizirane kao CD45 negativne i EpCAM-pozitivne. Flourescencija je kvantificirana
citometrom 1 ra¢unalnim programom (FACSDiva). U eksperimentima s odrzivim stanicama,
DU145 stanice nisu upotrebljene ukoliko su bile 7-AAD pozitivne (odnosno mrtve) ili ako su

bile unutar odredenih prednjih/ bo¢nih regija rasprsenja u ratunalnom programu.

Stanice koriStene u ovom pokusu (DU145, LNCaP i PC3) su bile odvojene tipsin/EDTA
obradom i prane dva puta u PBS-u te resuspendirane u 1 % BSA/PBS. Stanice su u procesu
akustoforeze prosle kroz mikrofluidni ¢ip za akustoforezu kroz centralne i bo¢ne ulaze i izlaze
pri ¢emu je protok u centralnom izlazu bio 100 pL/min te je suspenzija stanica povucena u
centralni kanal istim protokom. Stanice su izlozene UZV valovima 2 MHz s amplitudama od
10 ili 20 Vpp. Stanice su propustene sustavom i bez utjecaja UZV kako bi se promatrao samo
efekt mikrofluidnog sustava. Neprocesirane stanice su bile kontrolna grupa. Prilikom izvodenja
eksperimenta, temperatura je odrzavana na 37 °C, a postotak odrzivih stanica se odredivao
Trypan-blue testom i brojanjem u Biirkerovoj ¢eliji. OdrZivost stanica se mjerila nakon 24 i 48
h standardnom XXT metodom. Kako bi se odredio utjecaj akustoforeze na dugorocnu
proliferaciju, DU145 stanice su brojane i uzgojene u posudu za uzgoj kultura i nakon 60 h su
izvadene i1 prebrojane (3 puta je ponovljen ovaj postupak, svaki put su ponovno uzgojene
kulture koje su bile izvadene i prebrojane). Smrt stanica DU145 nakon inkubacije s RBC
puferom za liziranje odredena je protoénom citometrijom. Stanice su sakupljene tipsin/EDTA,
inkubirane 15 min na sobnoj temeraturi sa 1 x BD Pharm Lyse, oprane PBS-om i zatim obojene

7-AAD tijekom 20 min u tamnom okrzenju. 7-AAD pozitivne stanice su definirane kao mrtve.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Rezultati odredivanja hemokrita

Eksperimenti su provedeni prema prethodno navedenom postupku (3.1.).

Na Slici 45. nalazi se fotografija sustava tijekom provodenja eksperimenta.

A

200 pm  e—

Slika 45. Fotografija sustava kada cijela krv ispunjava sustav (A), nakon utjecaja UZV valova
na cijelu krvu tijekom 20 s (B) te procesirana fotografija koriStena za mjerenje hemokrita pri

gemu zute linije prikazuju stijenke mikrokanala®

Za provjeru linearnosti metode, napravljena je serija razrijedenja krvi s postotkom
hematokritom od 20 do 60 % s korakom od 2,5 %. Svaki od 17 uzoraka je mjeren tri puta i za
svaki je napravljena kontrola sa standardnom tehnikom centrifugiranja. Rezultati su pokazali
kako je metoda linearna s regresijom y = 0,986x + 4,12 s vrijedno$¢u R? = 0,987, odnosno
kako je HCT vrijednost mjerena akusticnom metodom proporcionalna HCT vrijednosti
mjerenoj standardnom metodom centrifugiranja. Ono $to se pokazalo je da obradom fotografija,
raCunalni program moze precijeniti koli¢cinu HCT-a na mjestima s manjim intenzitetom svijetla
Sto se pokazalo utjecajnim za uzorke s HCT-om manjim od 25 %. Postoji moguénost smanjenja
takve greske s fotografiranjem u boji. Za uzorke s vis§im postotkom HCT-a, manja je Sansa za

ovakve greSke. Za HCT vrijednosti vece od raspona mjerenog ovim pokusima, smatra se da bi
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postali nelinearni u odnosu na mjerenja centrifugiranjem zbog izometrijske geometrije kanala.

Navedeni rezultati su prikazani na Slici 46. te u Tablici 3.
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Slika 46. Prikaz mjerenja podrucja akusti¢no zaustavljenih stanica u odnosu na HCT mjeren

centrifugiranjem3®

Tablica 3. Linearni regresijski parametri i R? vrijednosti za podru¢je akustiéno zaustavljenih

stanica pri razli¢itim vremenima3®

Ime serije Boja Linearna R? vrijednost
jednadzba
20s Crvena y 0,9861
= 0,9867x + 0,0412
5s Zelena y = 1,0544x + 0,369 0,9884
25 Plava y 0,9887

= 1,1899x + 0,0253

Kako bi se dokazalo nacelo ovih metoda, uzeta je krv jednog muSkarca (Y1) i Cetiri Zene (X1-
4), svi su bili zdravi donori. Sva mjerenja ponovljena su tri puta, greSka za uzorake bila je manja

od 1 % osim u slucaju uzorka X3 gdje je greska bila 2,24 %. Standardna devijacija je bila manja
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od 1 % za sve uzorke dok je apsoultna greska u sustavu bila 1,13 % te prosje¢na pogreska 0,95

%. Rezultati vidljivi u Tablici 4. te na Slici 47.

Tablica 4. Evaluacija akusti¢ne metode mjerenja HCT-a nakon 20 s. Pogreska je razlika HTC

vrijednosti mjerene akustiénom metodom i referentne metode®

Uzorak HCT akusti¢no (%) HCT referentno Pogreska
(%)
X1 42,7 + 1pp 43 + 0,5pp -0,27
X2 41,3 + 1pp 42+ 0,5pp -0,68
X3 40,8 + 0,7pp 43+ 0,5pp -2,24
X4 43,1+ 1pp 44 + 0,5pp -0,90
Y1 47,7 + 0,7pp 48 + 0,5pp -0,64
A 100
, 20% HCT
.. 2N 38% HCT
& 56% HCT
3 80
8
70 ff
& 60 f\
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Z 50
|
g 40 |
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Slika 47. Ovisnost podrucja akusti¢no fokusiranih stanica za krv s razli¢itim vrijednostima
HCT-a. Na fotografijama A-E se nalazi krv nakon 0 s, 150 ms, 1 s i 20 s izlozenosti UZV

valovima®®

Istrazivanje je pokazalo da kako mjerenje HCT-a moZe biti odradeno ve¢ nakon 2 s izlaganja
uzorka UZV valovima. Mjerenja HCT-a nakon 2 s i 5 s su pokazala linearnu korelaciju s
referentnim mjerenjima HCT-a isto kao i mjerenja na HCT-a nakon 20 s izlaganja UZV
valovima. Ono $to se pokazalo je da su mjerenja u ranoj fazi izlaganja UZV valovima (2 s15

s) osjetljivija na promjene u sustavu poput devijacija u akusti¢noj energiji i tempiranja uzimanja

59



uzorka. Mjerenje u kraCem vremenu, zbog navedenih osjetljivosti, ima greSku od 1 % u odnosu
na mjerenja ucinjena nakon 20 s djelovanja UZV valova na uzorak. Rezultati su vidljivi u

Tablici 5.

Tablica 5. Izmjerene HCT vrijednosti akusticnom metodom nakon 2 s i 5 s izlaganja krvi petero

zdravih donora UZV valovima3®®

Uzorak HCT HCT Pogreska HCT Pogreska
referentni (akusti¢no) (pp) (akusti¢no) (pp)
(%) (%)5s (%) 2s

X1 43+ 0,5pp 44,5+ 1,8pp 15 45,1 2,1
+ 2,06pp

X2 42+05pp 42,3+ 1,7pp 0,3 42,7 0,7
+ 1,98pp

X3 43+0,5pp 41,8+ 0,8pp -1,2 42,5 -0,5
+ 1,41pp

X4 44 + 0,5pp 44,7 + 1,4pp 0,7 451 1,1
+ 1,16pp

Y1 48,3 + 0,5pp 49,6 1,3 49,7 14
+ 1,11pp + 1,08pp

Akustofluidni sustav kakav je promatran u ovom radu uspjesno odreduje HCT 200 pL uzorka
cijele krvi u 20 s s pogreSkom manjom od 1 %, odnosno kroz 2 s s pogreSkom manjom od 3 %.
Ovakav sustav, odnosno Cip, ima potencijal ukomponirati se u sloZene analize ili kao
samostalan prijenosni uredaj. Valja uzeti u obzir daljna istrazivanja kako bi se smislila rijeSenja
bez potrebe za pumpama ili ventilima, pri ¢emu bi se upotrijebilo kapilarno punjenje i kraci
kanal §to bi omogucilo Siroko koriStenje u medicinske i1 veterinarske svrhe. Takoder, potrebno
je dodatno ispitati utjecaj anemije ili neke bolesti krvnih stanica na rezultate mjerenja kako bi
se utvrdilo ima li znacajan utjecaj na njih. Teorijski gledano, veéina bolesti krvnih stanica
rezultira razli¢itim brojem ili oblikom u odnosu na zdrave stanice, a oblik ima malen utjecaj na

akusti¢nu silu tako da je utjecaj vrlo vjerojatno zanemariv=e,

60



4.2. Rezultati detekcije bakterija u svrhu ranog otkrivanja sepse

Eksperimenti provedeni prema postupku (3.2) su dali sljedece rezultate.

Akusti¢na separacija se testirala za dva slucaja, separaciju crvenih krvnih stanica i oporavak
bakterija. Crvene krvne stanice su reducirane do 0,9 £ 0,6 % dok je koncentracija bakterija
ostala na 91 = 1 % u plazmi. U sustavu se provodilo koncentriranje bakterija uz pomo¢
akusti¢nog zarobljavanja pri ¢emu se koristila bakterija E.coli koja se mogla vidjeti zahvaljujuéi
flourescenciji. Efikasnost za akusti¢no zarobljavanje E.coli pri protoku od 10 pL/min je 95 + 3

%. Na Slici 48. vidljivi su rezultati akusti¢nog zarobljavanja bakterija.

Slika 48. Prikaz koncentriranja bakterija E.coli tijekom 10 minuta akusti¢nog djelovanja na
suspenziju koja je sadrzavala 22,2 x 10° bakterija u mL i prolazila kroz akustiénu zamku koja

je sadrzavala 12 pm PS &estice®®

Akusti¢na separacija provedena je na klini¢kim uzorcima i sa uzorcima krvi zdravih donora u
koje su se dodale bakterije. Crvene krvne stanice su bile fokusirane u sredini kanala te odvedene
iz sustava izlaznim, otpadnim stujama, kao Sto je vidljivo na Slici 50. Preostala plazma,
trombiciti, bakterije te poneka kontaminirajuca crvena krvna stanica su nastavili prema kapilari
gdje su zaustavljeni u akusti¢noj zamci na PS Cesticama. U sustavu je bilo vidljivo kako je mali
broj crvenih krvnih stanica zaostao u plazmi dok su trombociti zaostali u vecoj kolicini zbog
male veli¢ine 1 gustofe zbog Cega su se sporije micali prema sredini kanala. Upravo su
trombociti uvjetovali veli¢inu uzorka koja se mogla obraditi jer bi u ve¢im uzorcima i njihova
koli¢ina u akusti¢noj zamci bila vec¢a §to bi potencijalno onemogucilo otpusStanje nakupljenih
stanica u PCR ¢ip. U nekim uzorcima klini¢nih donora crvene krvne stanice su se brze
sedimentirale u Spricama uzrokuju¢i vecu koncentraciju crvenih krvnih stanica na pocetku
procesa nego na kraju $to je imalo utjecaj na separaciju. Takoder, trombociti su imali vecu
tendenciju da se prime za stijenke kapilare tijekom akusti¢énog zarobljivanja pri ¢emu je veca

aktivnost vjerojatno posljedica infekcije.
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Slika 49. (A) Na slici su vidljive glavne komponente sustava: ¢ip za akusti¢nu separaciju,
kapilara za koncentriranje bakterija te PCR ¢ip (B) Mikroskopska slika kraja kanala za
separaciju gdje dolazi do odvajanja crvenih krvnih stanica iz sustava (C) Mikroskopska slika
nakupine PS Cestica, trombocita i bakterija (nisu vidljive na slici zbog manjih dimenzija) kojr

su zarobljene u akustiénoj zamci*®

Sterilizacija sustava vrsila se KCl otopinom ¢iji su uzorci uzeti nakon sterilizacije pri ¢emu su
dali PCR signal sli¢an sterilnoj KCI otopini u ¢ipovima za detekciju P. putida pri ¢emu se
demonstratiralo da nema kontaminacije s DNK P. putida. Takoder su provedena testiranja na
uzorcima uzetim iz procesa sterilizacije koja su u sebi imala DNK P. putida koji su zatim
usporedeni sa signalom kojega je davala sterilna otopina KCl-a s istom koli¢inom DNK
bakterije pri ¢emu su njihovi signali bili slicni ukazivajuéi da otopina za sterilizaciju nece

inhibirati PCR analizu.

PCR ¢ipovi sa suhim reagensom su se koristili za detekciju Pseudomonas spp. i testirani su sa

10, 100, 1000, 10000 bakterija po reakciji pri ¢emu su bili uspjesni u detekciji u svim uzorcima.
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1 od 3 reakcija koje su sadrzavale 10 P.putida su imale jasno izrazen signal dok su preostale
dvije imale tek malu distinkciju od pozadinskih signala (Slika 50. (A)). Testiranja na E. coli, S.
aureus i S. pneumoniae su provedena u drugim istrazivanjima gdje je pronaden limit za
detekciju, S. aureus i S. pneumoniae 3 i 2 CFU dok je E. coli imala limit detekcije od 400 CFU.
Osjetljivost sustava testirana je s krvlju u koju je dodano 0, 10, 100, 1000, 10 000 P.putida u
mL citrirane krvi pri ¢emu su testovi provedeni tri puta (Slika 50. (B)). Niti jedan uzorak s
manje od 100 bakterija nije bio detektiran na PCR testu stoga se nisu razlikovali od kontrola.
Dva uzorka od 1000 i 10 000 bakterija su bili o€ito razli¢iti od negativnih kontrola, odnosno po
jedan uzorak s 1000 i 10 000 bakterija po mL nije bio detektiran. To se pridodalo krivoj
koncentraciji bakterija pri jednom mjeSanju jer su navedeni negativni uzorci proizasli iz iste
Sarze. Rezultati ukazuju na limit detekcije od oko 1000 P.putida po mL citratne krvi. To se
slaze s testiranjem individualnih komponenti sustava gdje je 1/8 volumena uzorka ostala u
sustavu, nakon akusti¢ne separacije crvenih krvnih stanica, s koncentracijom bakterija od 91+
1 % u usporedbi s koncentracijom ulaznog uzorka te s koncentracijom bakterija od 95+3 % koji
su se nasli zarobljeni u akusti¢noj zamci. Odnosno, na 1000 bakterija u uzorku krvi, otprilike

100 bakterija se naslo u PCR testu §to je doljnji limit za njihovu detekciju.

Klini¢ki uzorci, uzeti od 71 pacijenta, takoder su testirani i to PCR testovima na tri bakterije (E.
coli, S. aureus i S. pneumoniae) koje su najcesci uzroénici sepse u klinici iz koje su uzorci uzeti.
Svi uzorci su testirani na sve tri bakterije i ukoliko nisu mogli biti procesirani isti dan kada su
uzeti, spremljeni su, ali nikada vise od 48 h stoga je od 71 uzorka, 57 anaizirano sustavom i
standarnim testovima. Sedam uzoraka je bilo pozitivno na E. coli (n=4) i S. aereus (n=3) dok
S. pneumoniae nije pronadeno. Dvije od ¢Cetiri E. coli su mogle biti izdvojene od svih ostalih
uzoraka u sustavu jer su one jedine presle prag detekcije u PCR ciklusu 36 (Slika 50. (C)). PCR
pozitivni uzorci su imali najkrace vrijeme detekcije 4,56 h 1 6,48 h dok su negativni uzorci imali
dulje vrijeme detekcije 7,92 h 19,12 h pri ¢emu krace vrijeme inkubacije sugerira vec¢i pocetni
broj bakterija u uzorku. S. aureus nije detektirana u akusti¢cnom sustavu niti u jednom uzorku,
a razlog je ili premala koli¢ina bakterija u poc¢etnom uzorku ili njezina tendencija da stvara
nakupine pojedinacnih bakterija S$to uzrokuje povecanje veli¢ine i dolazi do njihovog

centriranja i izlaska iz sustava zajedno s crvenim krvnim stanicama.
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Slika 50. Prikaz PCR podataka u realnom vremenu (A) Pseudomonas spp. PCR ¢ip sa suhim
reagensom testiran s P.putida (B) Prikaz rezultata cijelog sustava sa svim testiranim uzorcima
krvi (1 mL citratne krvi) u koju su dodane bakterije P.putida (C) E. coli PCR rezultati u
realnom vremenu gdje su Cetiri uzorka pozitivna(crveno) i 53 negativna (sivo). Dvije kulture
pozitivnih uzoraka se ne razlikuju od kultura negativnih uzoraka dok su dvije kulture
pozitivnih uzoraka presle prag za detekciju prije svih negativnih uzoraka. Isprekidane linije
prikazuju prag detekcije i dva uzorka E. coli kultura koji su pozitivni i kako se razlikuju od

svih ostalih®®

Prikazanim sustavom PCR rezultati su dostupni za manje od 2 sata §to je dvostruko brze od
trenutnih komercijalnih PCR testova za detekciju sepse. Testiranje krvi u koju su dodane to¢no
odredene koncentracije bakterija i krvi pacijenata ukazuje da je limit detekcije bakterija u
sustavu u korespondenciji s gornjim rasponom koncentracije bakterije u pacijenata sa sepsom
$to ih ¢ini pogodnim za koristenje u praksi. Naravno, na sustavu su moguca pobolj$anja kao $to

su osjetljivost sustava, veéi volumen uzorka, smanjenje granice detekcije, itd>°,

4.3. Rezultati koncentriranja stanica tumora iz krvi
Posljednji eksperiment promatran u ovom radu je koncentriranje stanica tumora iz krvi koji je

objasnjen prethodno u tekstu (3.3).

Dva tipa mikrokuglica su koristena kako bi se odredila sposobnost akusticnog mikrokanala za

akustoforezu da separira Cestice na temelju veli¢ine. Jedne mikrokuglice su bile promjera 5 pm,
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a druge 7 pum. Proporcije mikrokuglica u svakom od izlaznih frakcija su mjerene proto¢nom
citometrijom. Vece mikrokuglice su usmjerene u centralni kanal pri manjim voltazama sustava
nego one manjeg promjera. Prilikom ukljuenja predravnanja, prijelaz iz bocnih izlaza u
centralni je bio mnogo strmiji, odnosno veée mikrokuglice su bile usmjerene u centralni izlaz
dok su manje izlazile kroz bo¢ne izlaze. Suspenzija mikrokuglica sastojala se od 50 % manjih
150 % vecih mikrokuglica, a Cisto¢a na izlazu bila je 99,2 % za mikrokuglice promjera 7 pm i
98,8 % za mikrokuglice promjera 5 um (Slika 51.). Prije svakog eksperimenta sa stanicama
provjeravala se i voltaza pri kojoj 50 % mikrokuglica promjera 7 um izaslo iz sustava kroz
centralni izlaz. Za ovaj mikrokanal, pokazalo se kako ta voltaza odgovara gusto¢i akusticne

energije (Eac) od 69 J/ md).
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Slika 51. Separacija mikrokuglica akustoforezom. Prikaz proporcija mikrokuglica promjera 5
um (sivo) i 7 um (crno) koje su izasle iz sustava kroz centralni izlaz, usporedeno s ukupnim
brojem mikrokuglica sakupljenim kao funkcija U 2, kvadrata voltaZe piezokeramickog
pretvornika. Eksperimenti su provedeni sa i bez predravnanja (PA) pri ¢emu linije

predstavljau kulmulativne distribucijske funkcije eksperimentalnih podataka*

Promatralo se i predravnanje stanica raka prostate (DU145) koje su bile PFA-fiksirane u PFA-
fiksiranoj krvi. Proucavale su se prednosti predravnanja stanica na razli¢itim vrijednostima
akusti¢ne energije prije same separacije. Mogucénost oporavka stanica u centralnom izlazu
povecala se s povec¢anjem akusti¢ne energije, a gustoca akusti¢ne energije za stanice raka bila

je oko 30 % energije potrebne za fokusiranje bijelih krvnih stanica u centralni izlaz (Slika 52.
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(A)). Ispitivanje pokazuje kako se suspenzija sa visokim oporavkom stanica raka moze biti

generirana u centralnom izlazu namjestajuci razinu akusti¢ne energije.

U pokusaju da se prikaze razli¢itost CTC-a u perifernoj krvi pacijenata s rakom prostate u fazi
metastaziranja, upotrebljene su tri vrste stanica raka prostate: DU145, PC3 i LNCaP. Stanice
su se dodavale u krv s lizirananim eritrocitima i uvedene su u proes akustoforeze pri razli¢itim
vrijednostima akusti¢ne energije za predravnanje. Eksperimentalno se pokazalo kako je moguce
razdvojiti bijele krvne stanice od sva tri tipa stanica raka prostate koriStena pri cemu su DU145
i PC3 stanice pokazivali slicne uzorke separacije. Za vrijednost akusti¢ne energije od 120 J /
m? prosjecan oporavak stanica je bio 85,4 % pri ¢emu se separiralo 99,3 % bijelih krvih stanica.
Pri vrijednosti od 188 J / m® prosje¢an oporavak DU145 stanica bio je 96,6 % dok je 97, 9 %
bijelih krvnih stanica bilo uklonjeno iz sustava. S druge strane, stanice raka LNCaP su
pokazivale nesto slabije rezultate te pri akusti¢noj energiji od 120 J / m® pokazivale su oporavak
od 55,5 % odnosno od 78,8 % pri 188 J / m? (Slika 52. (B)). Daljnjim istrazivanjem zasto su
LNCaP stanice pokazivale slabije rezultate, odredeno je kako je distribucija veli¢ine populacije
stanica u sva tri tipa stanica podjednaka odnosno da su PC3 stanice malo manje od druga dva
tipa. S obzirom da se veli¢ina bijelih krvnih stanica znatno razlikuje od onih stanica tumora,
utjecaj njihove veli¢ine takoder moze biti zanemaren. Pripremljena je serija razrijedene krvi s
liziranim eritrocitima kako bi se vidjelo utjece li koncentracija krvnih stanica na uspjesnost

separacije stanica medutim rezultati su pokazali kako to nije slucaj (Slika 52. (C)).

Nakon eksperimenata s fiksiranim stanicama, provedeni su oni s nefiksiranim, odrzivim
stanicama (definirane kao: stanice u rastu ili stadiju diobe, Zive) kako bi se utvrdilo moze 11 se
navedena metoda provoditi 1 na njima. OdrZzive DU145 stanice dodane su u nefiksiranu krv
liziranim eritrocitim i uvedene u sustav za akustoforezu pri dvije razlicite vrijednosti akusti¢ne
energije. Na centralnom izlazu, pri energiji od 103 J / m?, oporavak stanica bio je 83,7 %, a
separacija bijelih krvnih stanica je bila 94,9 % ukazuju¢i na €istocu stanica raka od 93,0 %. Pri
energiji od 66 J / m3, gistoéa stanica raka pri izlazu iz centralnog izlaza bila je 99,5 % medutim

oporavak stanica bio je tek 36,1 % (Slika 52. (D)).
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Slika 52. Prikaz utjecaja predravnanja (PA) na koncentriranje stanica raka, mjerenja su vrsena
proto¢nom citometrijom. (A) Prikaz efekta predravnanja PFA-fiksiranih DU145 stanica (crno)
i bijelih krvnih stanica (crveno) pri ¢emu je sustav za predravnanje ukljucen (puna linija) ili
iskljucen (isprekidana linija) (B) Separacija triju razlicitih stanica raka prostate (DU145, PC3
i LNCaP) od krvnih stanica akustoforezom s predravnanjem (C) Separacija DU145 stanica
(250 000/mL) pri razli¢itim koncentracijama bijelih krvnih stanica pri 120 Vp? s aktivnim
predravnanjem (D) Separacija zivih DU145 stanica od krvnih stanica akustoforezom s

predravnanjem*°

Provjeravao se i utjecaj akustoforeze na intrinzi¢na svojstva stanica raka prostate, pa se tako
mjerila odrzivost stanice pri dvije temperature: 25,0 + 0,5 °C 1 37,0 £ 0,5 °C. Odrzivost stanica
odredivala se XTT testom mjere¢i aktivnost mitohondrijske dehidrogenaze u Zivim staniama
nakon 24 i 48 h (Slika 53. (A)). Istrazivanje je pokazalo da nema znaCajnije promjene u
odrzivosti stanica koje su tretirane akustoforezom i onih koje nisu, pokusi su provedeni na sva

tri tipa stanica raka koriStenih u radu. Akustoforeza nije utjecala niti na stani¢nu proliferaciju
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niti na sposobnost stanica da budu rekultivirane nekoliko puta (Slika 53.(B)). Zive i mrtve
stanice su izbrojane koriste¢i se Trypan plavom metodom obojenja i izbrojane u Biirkerovoj
komori. Istrazivan je i efekt pufera za liziranje crvenih krvnih stanica na stanice raka, ali se

pokazalo kako on nema utjecaja na odrzivost stanica raka.
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Slika 53. Utjecaj akustoforeze na odrzivost i proliferaciju stanica raka. (A) Odrzivost stanica
(DU145, PC3 1 LNCaP) nakon 24 1 48 h pri voltazama pretvaraca od 0, 10, 20 V.
Eksperimenti su provedeni minimalno tri puta (B) Proliferacija DU145 stanica nakon
akustoforeze i usporedena s kontrolnom grupom. Stanice su kultivirane kroz Cetri prijelaza od

60 h. Broj stanica na 0 h za svaki prijelaz je bio 100 %%

Ovo istrazivanje pokazuje da akustoforeza s predravnanjem omogucuje nediskriminirajuc¢u
izolaciju tumorskih stanica u uzorku s velikom koncentracijom bijelih krvnih stanica te kako

PFA-fiksirane isto kao i odrzive stanice mogu biti separirane. Genetska analiza PFA-fiksiranh
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stanica raka i detaljne analize o njihovim preslagivanjima mogu doprinijeti dijagnozama i
anemnezama, pogotovo ako se poboljSaju neka svojstva poput volumena uzorka kako bi se

naveden sustav moglo primijeniti u praksi“.
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5. ZAKLJUCAK

Akustoforeza je metoda separiranja i manipuliranja Cesticama unutar fluida uz pomo¢
ultrazvuc¢nih valova. Ona omogucuje separaciju Cestica koja se bazira na mehanickim
svojstvima poput gustoce, veliCine, oblika te kompresibilnosti. Najvise paznje trenutno se
pridodaje upotrebi akustoforeze u medicinske svrhe za separaciju komponenata krvi odnosno
sustavima na mikroskali, ali ona ima potencijalnu primjenu i u drugim segmentima Zzivota i
industrije. U ovom radu opisani su fizikalni zakoni ponasanja fluida na mikroskali i razlika u
njihovom ponaSanju od onog na makroskali te ponaSanje UZV valova koje se koriste za
separaciju ¢estica u fluidu. Opisana je izrada sustava za akustoforezu i materijali od kojih se ti
sustavi najces¢e rade te su obradena tri rada u kojima se ispitivala primjena akustoforeze:
odredivanje hematokrita, koncentriranje bakterija u svrhu otkrivanja sepse te koncentriranje
tumorskih stanica. Sva tri slucaja su se pokazala uspjeSnima odnosno kod svakog
eksperimentalnog rada separacija ciljanih ¢estica od ostatka uzorka bila je provedena s visokom

stopom efikasnosti.

Unato¢ dobrim rezultatima istrazivanja, ova metoda dolazi sa svojim nedostacima. Primarni je
problem uvesti ovakve sustave na funkcionalnu razinu gdje ih se moze koristiti u bolnicama i
klinikama u dijagnosti¢ke svrhe. Za takvo Siroko koristenje u praksi, mora biti provedeno jos
istrazivanja o ponaSanju stanica i komponenata krvi pod utjecajem UZV valova, rijesiti pitanja
moguc¢ih zaepljenja mikrokanala, omoguciti jednostavno i dugotrajno koriStenje ovakvih
sustava koji nece predstavljati kontaminacijski rizik. Trenutni je nacin izrade sustava skup 1 to
je jedan od razloga zasto je primjena u praksi tako daleka, a moguce rjeSenje lezi 3D printanju
mikroreaktora koje bi zahtjevalo posebnu paznju na odabiru i poboljSanja trenutnih materijala

koji se koriste kao filamenti.

Akustoforeza, kao nacin separacije Cestica ili manipulacije fluida, tema je vrijedna daljnjeg
istrazivanja jer je njena potencijalna primjena raznolika i1 trenutni nedostaci sustava ce

zasigurno biti rijeSeni napretkom tehnologije 1 novim istraZivanjima.
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Popis kratica i simbola
FFA- Free Flow Acoustophoresis

PCR- Polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimeraza- metoda kojom se omogucuje

kopiranje dijelova DNA pomoc¢u enzima DNA polimeraze

PMMA- Polimetil metakrilat

IPTG- izopropil tio-beta-D-galaktozid, djeluje kao induktor aktivnosti galaktozidaze

vezanjem i inhibicijom represora

ACCP- American College of Clinical Pharmacology
SCCM- Society of Critical Care Medicine

EDTA- Etilendiamintetraoctena kiselina

IgG-APC- tip imunoglobulina G

PFA- Paraformaldehid

7-AAD- 7-Aminoaktinomicin D

PBS- Fizioloska otopina s fosfatnim puferom

XXT- standardni komplet za proliferaciju stanica
HCT- hematokrit

PS- polistiren

KCI- kalijev klorid

CFU- Colony-forming unit, jedinica za procjenu zivih bakterija u uzorku
PA- Pre- alignment, predravnanje

N.S.- nonsignificant differences
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