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Περύληψη 

 

Ο κλάδοσ τθσ Μικροθλεκτρονικισ με τθ ραγδαία ανάπτυξι του προςζφερε 

νζεσ διεξόδουσ ςτθν ανάγκθ για ανίχνευςθ και κακοριςμό διάφορων αναλυτϊν με 

τθ χριςθ των βιοαιςκθτιρων. Σε αυτοφσ, οι θλεκτροχθμικοί βιοαιςκθτιρεσ ζχουν τθ 

δυνατότθτα να ανιχνεφουν το θλεκτροχθμικό ςιμα μίασ οξειδοαναγωγικισ 

αντίδραςθσ που προκφπτει από τθν πρόςδεςθ του βιοχποδοχζα με τον αναλφτθ και 

να το μετατρζπουν ςε μετριςιμο ςιμα. 

Ο βιοχποδοχζασ αφενόσ επιλζγεται αναλόγωσ τθ χριςθ του αιςκθτιρα. 

Ωςτόςο, πρζπει αφετζρου να επιλεχκεί και θ τεχνικι εναπόκεςθσ αυτοφ πάνω ςτθν 

επιφάνεια του αιςκθτιρα. Θ τεχνικι απευκείασ μικροεναπόκεςθσ με λζιηερ ( laser-

induced forward transfer – LIFT) είναι από τισ τεχνικζσ άμεςθσ εκτφπωςθσ που 

ξεχωρίηουν και που αξιοποιείται ςτθν παροφςα εργαςία για τθν ανάπτυξθ 

θλεκτροχθμικϊν βιοαιςκθτιρων. 

Με το βιοχποδοχζα να είναι μία αλλθλουχία DNA, αναπτφχκθκαν 

βιοαιςκθτιρεσ από εμπορικοφσ αμπερομετρικοφσ αιςκθτιρεσ (screen printed 

electrodes – SPEs) με θλεκτρόδιο εργαςίασ από χρυςό για ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ 

του DNA και για ανίχνευςθ ιόντων του βαρζου μετάλλου Pb(II), το οποίο ζχει 

απαςχολιςει τα τελευταία χρόνια τθν επιςτθμονικι κοινότθτα για τισ δυςμενείσ 

επιπτϊςεισ του ςτο περιβάλλον και ςτον άνκρωπο. Στθν πρϊτθ εφαρμογι, ο 

αιςκθτιρασ ανιχνεφει τθν υβριδοποίθςθ τθσ δίκλωνθσ αλυςίδασ DNA, ενϊ ςτθ 

δεφτερθ ανιχνεφει τθ διάςπαςι τθσ, όπωσ αυτι προκφπτει από τθν καταλυτικι 

αντίδραςθ που υπάρχει ωσ πλθροφορία ςτθν αλλθλουχία των βάςεων των 

επιμζρουσ αλυςίδων τθσ παρουςία μολφβδου. 

Τζλοσ, οι ίδιοι αμπερομετρικοί αιςκθτιρεσ με θλεκτρόδιο εργαςίασ από 

γραφίτθ εκτυπϊκθκαν με το ζνηυμο τθσ λακάςθσ για τθν ανίχνευςθ μίασ φαινολικισ 

ζνωςθσ, τθσ κατεχόλθσ. Θ δυναμικι τθσ τεχνικισ LIFT ζγκειται ςτο γεγονόσ ότι δεν 

πρόκειται μόνο για μία τεχνικι εκτφπωςθσ του βιολογικοφ υλικοφ, αλλά επιπλζον 

και ωσ μία τεχνικι ακινθτοποίθςθσ του ενηφμου πάνω ςτθν επιφάνεια του 

αιςκθτιρα. Ο ςυγκεκριμζνοσ βιοαιςκθτιρασ κα μποροφςε να αξιοποιθκεί και ωσ 

μία μζκοδοσ ζμμεςθσ ανίχνευςθσ ιόντων Pb(II), κακϊσ και διαφόρων 

φυτοφαρμάκων και ηιηανιοκτόνων. 
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Abstract 
 

Biosensors are one of the fortunate outcomes generated by the fast-paced 

development of the field of Microelectronics, both for detecting and determining 

various analytes. One particular type of these sensors, the electrochemical ones, is 

designed to detect an electrochemical signal which stems from the redox reactions 

upon binding of the analyte to the bioreceptor’s site. 

While selecting the appropriate bioreceptor appears to be rather important 

concerning the sensor’s potential use, the most suitable deposition technique must 

also be taken into account. Out of all the direct-write techniques, the laser-induced 

forward transfer (LIFT) stands out and is being used in this work as an advanced tool 

for the fabrication of electrochemical biosensors. 

With the bioreceptor being a DNA sequence, DNA-based sensors were 

fabricated from commercial amperometric sensors, the screen printed electrodes 

(SPEs) with a golden working electrode. This device was able to detect the DNA 

hybridization and could be a potential solution for the detection of Pb(II) ions; a 

heavy metal which has rung the alarm of the scientific community due to its adverse 

effects on the environment and human beings. In the first application, the sensor 

detects the hybridization of the double-stranded DNA, whereas in the latter one it 

detects its cleavage which originates from the catalytic reaction dictated from the 

sequences of each single-stranded DNA in the presence of lead. 

Finally, another type of SPEs with their working electrode made with graphite 

was printed with the laccase enzyme for the detection of a phenolic compound, 

namely catechol. The LIFT technique not only enables the successful deposition of 

the biomaterial, but also assures the immobilization of the enzyme onto the surface 

of the sensor. This biosensor could be exploited for the indirect detection of Pb(II) 

ions, as well as several herbicides and pesticides. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1: ΕΠΙ΢ΚΟΠΗ΢Η ΣΕΦΝΟΛΟΓΙΑ΢ ΒΙΟΑΙ΢ΘΗΣΗΡΩΝ 
 

1.1 Ειςαγωγό 
 

Με τθν ανάπτυξθ τθσ Τεχνολογίασ και τθσ Μοριακισ Βιολογίασ, ςθμειϊκθκε 

μεγάλθ πρόοδοσ ςτθν εξζταςθ τθσ γονιδιακισ ζκφραςθσ υπό ειδικζσ ςυνκικεσ και 

για τθν ανίχνευςθ νουκλεϊκϊν οξζων πακογόνων οργανιςμϊν π.χ. επιβλαβϊν ιϊν ςε 

δείγματα ελζγχου. Θ πρόοδοσ αυτι επιτεφχκθκε με τθ χριςθ των μικροςυςτοιχιϊν 

(microarrays) γονιδίων, οι οποίεσ αναπτφχκθκαν με ςκοπό να καταςτεί δυνατι θ 

χαρτογράφθςθ ενόσ αρικμοφ από ολοκλθρωμζνεσ αλλθλουχίεσ γονιδιωμάτων ϊςτε 

να διερευνθκεί το μεγάλο πλικοσ από πλιρωσ χαρακτθριςμζνα γονίδια. Θ ιςχφσ τθσ 

τεχνολογίασ αυτισ επιδείχκθκε από αντίςτοιχεσ εργαςίεσ τόςο από ςτο χϊρο τθσ 

βιομθχανίασ [1–2], όςο και ςτον ακαδθμαϊκό *3–4]. 

Οι μικροςυςτοιχίεσ χρθςιμοποιοφνται για τθ μζτρθςθ του αγγελιοφόρου 

ριβονουκλεϊκοφ οξζοσ (mRNA) *5+, για το χαρακτθριςμό πολυμορφιςμϊν 

νουκλεοτιδίων *6+ και γενικά ςαν διαγνωςτικό εργαλείο ϊςτε να κακοριςτεί θ 

διαγραφι ι θ ενίςχυςθ χρωμοςωμάτων [7]. Ωςτόςο, το μζγεκοσ των δειγμάτων και 

το πλικοσ των προπαραςκευαςτικϊν ςταδίων τα οποία απαιτοφνται, περιορίηουν 

τθ χριςθ των μικροςυςτοιχιϊν ςτθ μελζτθ τθσ απόκριςθσ ςυγκεκριμζνων ιςτϊν ι 

ςυγκεκριμζνων κυττάρων [8+ και δεν επιτρζπουν τθν παραγωγι των 

αποτελεςμάτων ςε πραγματικό χρόνο (real – time). 

Στον αντίποδα, οι βιοαιςκθτιρεσ ανίχνευςθσ βιολογικοφ, και ειδικότερα, 

γενετικοφ υλικοφ, οι οποίοι αποτελοφν τθ μετεξζλιξθ των μικροςυςτοιχιϊν, 

διακζτουν χαρακτθριςτικά ϊςτε να υπερκεράςουν τα παραπάνω μειονεκτιματα και 

να προςφζρουν αναλυτικά εργαλεία για γενετικζσ ανιχνεφςεισ, και γενικά 

ανιχνεφςεισ βιολογικοφ υλικοφ, τα οποία κα διακρίνονται από ταχφτθτα και υψθλι 

ευαιςκθςία *9]. Το κίνθτρο για τθν ανάπτυξθ αυτϊν των διατάξεων ικανά να 

ανιχνεφουν βιομοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ, όπωσ τθν υβριδοποίθςθ DNA (DNA 

hybridization), τθν αλλθλεπίδραςθ αντιγόνου – αντιςϊματοσ (antigen – antibody 

binding), τθν αλλθλεπίδραςθ πρωτεϊνϊν – ligand (protein – ligand binding), κ.ά., 

είναι θ ικανότθτα τουσ να χρθςιμοποιοφνται για ζγκαιρθ διάγνωςθ. 

Γενικότερα, τα μικροςυςτιματα είναι ‘‘πολφ μικρά ςυςτιματα’’ ι 

‘‘ςυςτιματα που αποτελοφνται από μικρά μζρθ’’ και εμφανίςτθκαν το 1960 κατά τθ 

διάρκεια τθσ προςπάκειασ δθμιουργίασ ολοκλθρωμζνων αιςκθτιρων. Το κίνθτρο 

για τθν εφαρμογι είναι το χαμθλό κόςτοσ και θ δυνατότθτα να ςυνδυαςτεί ο 

αιςκθτιρασ με τα απαραίτθτα κυκλϊματα ςτθν ίδια ψθφίδα πυριτίου *10+. Γι’ αυτό 

και ο όροσ μικροςυςτιματα αναφζρεται ςτουσ ολοκλθρωμζνουσ αιςκθτιρεσ, 

επενεργθτζσ και ςτα θλεκτρονικά που χρθςιμοποιοφνται για τθν επεξεργαςία του 

ςιματοσ και όλα αυτά ςτο ίδιο υπόςτρωμα. Θ ανάπτυξθ τθσ μικροθλεκτρονικισ και 

τθσ μικρομθχανικισ δθμιοφργθςαν παγκόςμιο ενδιαφζρον γφρω από το πεδίο των 

μικροςυςτθμάτων, τα οποία τϊρα καλοφνται Μικροθλεκτρομθχανικά Συςτιματα 
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(MEMS, Microelectromechanical Systems), και των εφαρμογϊν τουσ ςε αρκετζσ 

πλευρζσ τθσ κακθμερινισ ηωισ. Σιμερα οι αιςκθτιρεσ αποτελοφν το 40% των 

μικροθλεκτρομθχανικϊν ςυςτθμάτων και τα πλεονεκτιματα τουσ αφοροφν τόςο 

οικονομικοφσ όςο και τεχνολογικοφσ παράγοντεσ *11]. 

Ζνασ αιςκθτιρασ είναι μια ςυςκευι που ανιχνεφει ζνα ςιμα και το 

μετατρζπει ςε μετριςιμθ ποςότθτα. Ο τφποσ του αιςκθτιρα που ανιχνεφει 

βιολογικά ςυςτατικά χρθςιμοποιϊντασ βιολογικοφσ παράγοντεσ καλείται 

βιοαιςκθτιρασ (biosensors ι affinity biosensors). Οι βιοαιςκθτιρεσ αποτελοφνται 

από τρία μζρθ: ζνα βιολογικό ευαίςκθτο παράγοντα, ζνα μετατροπζα και το 

κφκλωμα οδιγθςθσ (Εικόνα 1.1). Σε ότι αφορά τον βιολογικό παράγοντα, ο οποίοσ, 

ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, είναι ακινθτοποιθμζνα μόρια (probe molecules), 

αυτόσ δζνεται επιλεκτικά με ςυγκεκριμζνουσ αναλφτεσ ι μόρια – ςτόχουσ (analyte, 

target molecule). Ο μετατροπζασ (transducer) που είναι και το πιο ςθμαντικό μζροσ 

του βιοαιςκθτιρα μετατρζπει το ςιμα που προζρχεται από τθν αλλθλεπίδραςθ 

probe – target ςε μετριςιμο ςιμα. Τελικά αυτό το ςιμα μετατρζπεται ςε πιο 

ςτακερό και ενιςχυμζνο θλεκτρικό ςιμα μζςω του κυκλϊματοσ οδιγθςθσ. 

 

 
Εικόνα 1.1: Σχθματικι απεικόνιςθ ενόσ βιοαιςκθτιρα [12]. 

 

Οι ςθμαντικότερεσ προκλιςεισ που κζτει θ τεχνολογία βιοαιςκθτιρων 

αφοροφν: 1) ςτθν ενςωμάτωςθ ςτοιχείων μικροθλεκτρονικισ ςε τεχνολογίεσ 

ανίχνευςθσ βιολογικοφ υλικοφ με βάςθ τα μικροροϊκά κυκλϊματα (microfluidic 

chips) με τρόπο που κα επιτρζπει τθ βιομθχανοποίθςθ και τθν παραγωγι μεγάλθσ 

κλίμακασ, 2) ςτθν αυτοματοποίθςθ τθσ διαδικαςίασ ανίχνευςθσ του 

μεταβαλλόμενου χαρακτθριςτικοφ μεγζκουσ του βιοαιςκθτιρα και ςυςχζτιςισ του 

με το βιολογικό φαινόμενο και 3) ςτθν δυνατότθτα άμεςθσ μετατροπισ του 

μεταβαλλόμενου χαρακτθριςτικοφ μεγζκουσ του βιοαιςκθτιρα ςε μετροφμενο 

ςιμα χωρίσ τθν ανάγκθ για πολφπλοκθ επεξεργαςία του ςιματοσ ι/και ςτατιςτικι 

ανάλυςθ. 

Μεταξφ των πεδίων εφαρμογισ των βιοαιςκθτιρων περιλαμβάνονται θ 

μοριακι διαγνωςτικι *13–14], θ γονιδιωματικι φαρμακολογία (pharmacogenomics) 

[15], θ ανάλυςθ φαρμάκων (drug screening) [16], θ ιατρικι διαγνωςτικι *17], θ 

ανάλυςθ τροφίμων *18+ και ο περιβαλλοντολογικόσ ζλεγχοσ [19]. 
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1.2 Αρχό λειτουργύασ των βιοαιςθητόρων 
 

Οι βιοαιςκθτιρεσ αποτελοφνται από δφο βαςικζσ ςυνιςτϊςεσ: τον 

βιοχποδοχζα (bio – receptor) και τον μορφομετατροπζα (transducer). Ο 

βιοχποδοχζασ είναι κατάλλθλο βιομόριο το οποίο αναγνωρίηει το προςδιοριηόμενο 

αναλφτθ (analyte) και αλλθλεπιδρά με αυτόν. Ο μορφομετατροπζασ μετατρζπει το 

γεγονόσ τθσ αναγνϊριςθσ του αναλφτθ ςε μετρίςιμο ςιμα (θλεκτρικό, οπτικό κ.ά.). 

Τισ δφο ςυνιςτϊςεσ ςυμπλθρϊνει ζνασ επεξεργαςτισ του μετροφμενου ςιματοσ για 

τθν εξαγωγι ςυμπεραςμάτων και τθν επικοινωνία ι/και παρουςίαςθ των 

αποτελεςμάτων. 

Βαςικό πλεονζκτθμα των βιοαιςκθτιρων είναι θ δυνατότθτα ενςωμάτωςθσ 

των δφο βαςικϊν ςυνιςτωςϊν – δυνθτικά και τθσ τρίτθσ – ςε ζνα κοινό αιςκθτιρα 

(Εικόνα 1.2). Ο ςυνδυαςμόσ επιτρζπει τθν ανίχνευςθ και τθ μζτρθςθ του αναλφτθ, 

χωρίσ τθ χριςθ αντιδραςτθρίων. Για παράδειγμα, θ ςυγκζντρωςθ γλυκόηθσ ςε 

δείγμα αίματοσ, μπορεί να μετρθκεί άμεςα με τοποκζτθςθ του βιοαιςκθτιρα ςτο 

δείγμα. Θ διαδικαςία αυτι βρίςκεται ςε αντίκεςθ με αντίςτοιχεσ ςυμβατικζσ 

εργαςτθριακζσ διαδικαςίεσ οι οποίεσ απαιτοφν πολλαπλά ςτάδια και τθ χριςθ 

ςυγκεκριμζνων αντιδραςτθρίων ςε κάκε ζνα από αυτά. 

 

 
Εικόνα 1.2: Διαμόρφωςθ ενόσ βιοαιςκθτιρα από τισ βαςικζσ του ςυνιςτϊςεσ [12]. 

 

Οι βιοαιςκθτιρεσ ζχουν γενικά τθ δυνατότθτα να είναι επιςθμαςμζνοι με 

δείκτεσ ι όχι. Οι δείκτεσ αποτελοφν τον εφκολο τρόπο ανίχνευςθσ τθσ 

αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ των ακινθτοποιθμζνων βιομορίων και των μορίων – 

ςτόχων. Τα μόρια ςτόχοι επιςθμαίνονται με δείκτεσ φκοριςμοφ, ενεργά ζνηυμα, 

μαγνθτικζσ χάντρεσ, ραδιενεργά είδθ ι κβαντικζσ τελείεσ *20–21+. Θ επιςιμανςθ 

των μορίων – ςτόχων ςυμβαίνει είτε πριν τθν αλλθλεπίδραςθ είτε ζνα ςτάδιο μετά 

τθ πρόςδεςθ ςτα ςτοιχεία αίςκθςθσ. Χρθςιμοποιϊντασ μικροςυςτοιχίεσ , τα μόρια 

ακινθτοποιοφνται ςε διαφορετικζσ πλευρζσ του ίδιου κομματιοφ γυαλιοφ και το 

ςιμα παρατθρείται ςτισ κζςεισ ςτισ οποίεσ τα επιςθμαςμζνα μόρια – ςτόχοι 

αλλθλεπιδροφν με τα ακινθτοποιθμζνα μόρια. Αυτζσ οι ςυςτοιχίεσ επιτρζπουν τθ 
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γριγορθ και εφκολθ ανάλυςθ γονιδιϊματοσ κακϊσ ζχουν τθ δυνατότθτα να 

περιλαμβάνουν εκατομμφρια ςτοιχεία βιοαίςκθςθσ (dots) ςε ζνα τετραγωνικό 

εκατοςτό *22]. 

Ωςτόςο οι τεχνικζσ που χρθςιμοποιοφν δείκτεσ παρουςιάηουν αρκετά 

μειονεκτιματα αφοφ είναι χρονοβόρεσ, ζχουν υψθλό κόςτοσ και μποροφν να 

επθρεάςουν τθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ probe και target. Επιπλζον, με αυτι τθ 

μζκοδο, θ αλλθλεπίδραςθ δεν μπορεί να ανιχνευτεί ςε πραγματικό χρόνο. Εκτόσ 

από αυτά, για να μετρθκεί ο φκοριςμόσ ι το ςιμα που προζρχεται από τεχνικζσ 

που χρθςιμοποιοφνται δείκτεσ απαιτοφνται ςυςτιματα ογκϊδθ και υψθλοφ 

κόςτουσ τα οποία εμποδίηουν τθ δυνατότθτα δθμιουργίασ μικροςυςτθμάτων 

ανάλυςθσ ςτα ςθμεία περίκαλψθσ. 

Το μεγάλο ενδιαφζρον για τθ μθ γενικευμζνθ ιατρικι οδιγθςε ςτθν ανάγκθ 

δθμιουργίασ γριγορων, φτθνϊν και φορθτϊν ςυςκευϊν που φανερϊνουν το 

γενετικό προφίλ με ευκολία και ακρίβεια. Ζτςι, δθμιουργικθκαν μικροςυςτιματα 

και αξιοποιικθκαν μζκοδοι χωρίσ δείκτεσ, όπου ςε αυτι τθ κατθγορία ανικουν οι 

θλεκτροχθμικοί βιοαιςκθτιρεσ, οι οποίοι μπορεί να είναι ποτενςιομετρικοί, 

αμπερομετρικοί ι αγωγιμομετρικοί. 

Ρροσ το παρόν, ςτουσ αιςκθτιρεσ όπου δεν χρθςιμοποιοφνται δείκτεσ οι 

πυκνότθτεσ των ςτοιχείων αίςκθςθσ δεν μπορεί να είναι πολφ υψθλζσ και θ 

ευαιςκθςία τουσ είναι υπό διερεφνθςθ. Ωςτόςο, τα εμπόδια που εμφανίηουν οι 

μζκοδοι με δείκτεσ δεν παρουςιάηονται ςτισ τεχνικζσ χωρίσ επιςιμανςθ κακϊσ τα 

μόρια – ςτόχοι που ανιχνεφονται δεν είναι τροποποιθμζνα. Στουσ αιςκθτιρεσ χωρίσ 

δείκτεσ δεν χρειάηονται επιπλζον παράγοντεσ για τθν ανίχνευςθ και ο όγκοσ και το 

κόςτοσ των διατάξεων μποροφν να μειωκοφν ςθμαντικά. Επίςθσ θ θλεκτρικι 

ανίχνευςθ μπορεί να προςφζρει χαμθλι κατανάλωςθ ιςχφοσ και ολοκλιρωςθ του 

ςυςτιματοσ εξόδου ςτον αιςκθτιρα. Ζνα ςθμαντικό πλεονζκτθμα των χωρίσ 

επιςιμανςθ αιςκθτιρων είναι ότι θ αλλθλεπίδραςθ ανιχνεφεται ςε πραγματικό 

χρόνο. Οι μετριςεισ αυτζσ επιτρζπουν τθ μελζτθ τθσ κινθτικισ των 

αλλθλεπιδράςεων και κατά ςυνζπεια τθν κατανόθςθ των φυςικϊν διαδικαςιϊν που 

λαμβάνουν χϊρα *23]. 

 

1.2.1 Βιοώποδοχεύσ 

 

Για τθν αναγνϊριςθ του αναλφτθ, χρθςιμοποιοφνται ωσ βιοχποδοχείσ 

ζνηυμα, αντιςϊματα και νουκλεϊκά οξζα. Σθμαντικό ςτοιχείο για τθ λειτουργία ενόσ 

βιοαιςκθτιρα είναι θ ακινθτοποίθςθ του μορίου του βιοχποδοχζα ςτο πεδίο 

δράςθσ (επιφάνεια) του μορφομετατροπζα. Θ ακινθτοποίθςθ μπορεί να 

πραγματοποιθκεί είτε με φυςικι παγίδευςθ ι με χθμικι προςκόλλθςθ. Στθ 

διαδικαςία αυτι απαιτοφνται ελάχιςτεσ ποςότθτεσ μορίων του βιοχποδοχζα, οι 

οποίοι ςτθ ςυνζχεια μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ςε επαναλθπτικζσ μετριςεισ.  
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Τα ζνηυμα αποτελοφν το ςυνθκζςτερο τφπο βιοχποδοχζα ςτισ εφαρμογζσ 

βιοαιςκθτιρων. Επίςθσ, τα τελευταία χρόνια χρθςιμοποιοφνται, με διαρκϊσ 

αυξανόμενο ρυκμό, αντιςϊματα και πρωτεΐνεσ. Θ εξειδίκευςθ ενόσ βιοαιςκθτιρα – 

αναφορικά με τθν δυνατότθτά του να εντοπίηει μόνο τον αναλφτθ απορρίπτοντασ 

άλλα ςτοιχεία – βαςίηεται ςτθν εξειδίκευςθ του αντίςτοιχου βιοχποδοχζα. Οι 

ςυνθκζςτεροι τφποι βιοχποδοχζων ζχουν ωσ εξισ: 

 Ένηυμα: Ζνα ζνηυμο διακζτει τριςδιάςτατθ δομι θ οποία ενςωματϊνει μόνο 

ζνα ςυγκεκριμζνο υπόςτρωμα. Ζνα ζνηυμο ζχει προζλκει από μια πρωτεΐνθ 

θ οποία ζχει ςυντεκεί ςτο κφτταρο από αμινοξζα με βάςθ τθν κωδικοποίθςθ 

του DNA. Τα ζνηυμα δρουν ωσ καταλφτεσ βιοχθμικϊν αντιδράςεων οι οποίεσ 

πραγματοποιοφνται ςτο κφτταρο, τα αποτελζςματα των οποίων 

ανιχνεφονται από τον μορφομετατροπζα. Για να διατθρθκεί υψθλι θ 

δραςτθριότθτα των ενηφμων, θ κερμοκραςία και το pH του περιβάλλοντοσ 

πρζπει να διατθρθκεί ςε κατάλλθλα επίπεδα. 

 Αντιςώματα: Τα απλοφςτερα αντιςϊματα περιγράφονται ςυνικωσ ωσ μόρια 

με δφο όμοια ςθμεία ςτα οποία μποροφν να προςκολλθκοφν αντιγόνα. Σε 

αντίκεςθ με τα ζνηυμα τα οποία δρουν ωσ καταλφτεσ, τα αντιςϊματα 

προςελκφουν αντιγόνα αφαιρϊντασ τα από το βιολογικό ςφςτθμα. Ο 

μορφομετατροπζασ ανιχνεφει τθ μείωςθ/απουςία των αντιςωμάτων ςτο 

βιολογικό ςφςτθμα. 

 Πρωτεΐνεσ: Οι πρωτεΐνεσ – βιοχποδοχείσ είναι πρωτεϊνικά μόρια τα οποία 

αναπτφςςουν δυνάμεισ ςυνάφειασ με ορμόνεσ, αντιςϊματα, ζνηυμα και 

άλλα βιολογικά ενεργά ςτοιχεία για τα οποία και δρουν ωσ βιοχποδοχείσ. 

 Άλλοι βιοχποδοχείσ: Στθν κεωρία, οποιοδιποτε βιομόριο το οποίο διακζτει 

τθν δυνατότθτα αναγνϊριςθσ του αναλφτθ μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςαν 

βιοχποδοχζασ. Στθν πράξθ, ολόκλθρα κφτταρα ζχουν χρθςιμοποιθκεί για το 

ςκοπό αυτό. 

 

1.2.2 Μορφομετατροπϋασ 
 

Ο μορφομετατροπζασ μετατρζπει τθν αναγνϊριςθ ενόσ βιολογικοφ 

φαινομζνου ςε μετριςιμο μζγεκοσ. Τυπικά, αυτό επιτυγχάνεται μετρϊντασ τθν 

μεταβολι ενόσ χαρακτθριςτικοφ μεγζκουσ, θ οποία λαμβάνει χϊρα κατά τθν 

αντίδραςθ του βιοχποδοχζα με τον αναλφτθ. Για παράδειγμα, το ζνηυμο τθσ 

γλυκοηοξειδάςθσ, το οποίο χρθςιμοποιείται ςαν βιοχποδοχζασ ςτουσ 

βιοαιςκθτιρεσ μζτρθςθσ γλυκόηθσ, καταλφει τθν αντίδραςθ τθσ γλυκόηθσ και του 

οξυγόνου. Για να μετρθκεί θ ςυγκζντρωςθ τθσ γλυκόηθσ μποροφν να 

χρθςιμοποιθκοφν τρεισ διαφορετικοί τφποι μορφομετατροπζων: 

 Αιςκθτιρασ οξυγόνου για τθ μζτρθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του. 

 Αιςκθτιρασ pH για τθ μζτρθςθ τθσ οξφτθτασ των προϊόντων τθσ αντίδραςθσ. 
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 Αιςκθτιρασ υπεροξειδίου για τθ μζτρθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ υπεροξειδίου 

του οξυγόνου (επίςθσ προϊόν τθσ αντίδραςθσ). 

Πλοι οι παραπάνω μορφομετατροπείσ μετατρζπουν τισ ςχετικζσ ςυγκεντρϊςεισ ςε 

θλεκτρικά ςιματα (ρεφμα, τάςθ και ρεφμα αντίςτοιχα). 

Οι αντιδράςεισ οι οποίεσ εμπλζκονται ςτθ αναγνϊριςθ του βιολογικοφ 

υλικοφ ςυχνά παράγουν χθμικά ςτοιχεία τα οποία είναι δυνατόν να μετρθκοφν με 

θλεκτροχθμικζσ μεκόδουσ. Ραρακάτω ακολουκεί μια ςφντομθ αναφορά ςτουσ 

ςυνθκζςτερουσ τφπουσ μορφομετατροπζων ανεξάρτθτα από τθ κατθγορία ςτθν 

οποία αυτι ανικουν. 

 Αμπερομετρικοί: Θ αμπερομζτρθςθ εκμεταλλεφεται τθν παραγωγι 

υπεροξειδίων του υδρογόνου (H2O2) ι διοξειδίων του οξυγόνου κατά τθν 

βιολογικι αντίδραςθ του βιοχποδοχζα με τον αναλφτθ. Τα προϊόντα αυτά 

είναι δυνατόν να μετρθκοφν με ζνα ηεφγοσ θλεκτροδίων εφαρμόηοντασ 

κατάλλθλθ τάςθ ςτο ζνα θλεκτρόδιο, ςε ςχζςθ με τθν τάςθ αναφοράσ ςτο 

άλλο θλεκτρόδιο. Τότε τα προςδιοριηόμενα ςτοιχεία (H2O2 ι O2) απωκοφνται 

από το θλεκτρόδιο γεγονόσ το οποίο παράγει ροι θλεκτρικοφ ρεφματοσ. 

 Ποτενςιομετρικοί: Κατά τθν ποτενςιομζτρθςθ, χρθςιμοποιείται μια 

μεμβράνθ ωσ θλεκτρόδιο τθσ οποίασ μετράται το θλεκτρικό δυναμικό. Θ 

διαφορά δυναμικοφ προκφπτει από τθν διαφορά ςτθ ςυγκζντρωςθ κετικά 

φορτιςμζνων ιόντων (πχ. H+) κατά μικοσ τθσ μεμβράνθσ. 

 Αγωγιμομετρικοί: Θ μζτρθςθ τθσ αγωγιμότθτασ χρθςιμοποιείται για τον 

κακοριςμό του ρυκμοφ τθσ βιολογικισ αντίδραςθσ μετρϊντασ τισ 

διαφοροποιιςεισ ςτθν αγωγιμότθτα θ οποία προκαλείται από τθ μετακίνθςθ 

ιόντων. Ρολλζσ βιολογικζσ αντιδράςεισ ςτισ οποίεσ χρθςιμοποιείται ζνηυμο 

ωσ βιοχποδοχζασ, καταλιγουν ςτθν διαφοροποίθςθ τθσ ςυνολικισ 

ςυγκζντρωςθσ ιόντων. Το γεγονόσ αυτό καταδεικνφει τθν καταλλθλότθτά 

τουσ για χριςθ ςε βιοαιςκθτιρεσ μζτρθςθσ τθσ αγωγιμότθτασ. 

 Χωρθτικοί: Θ μζτρθςθ τθσ χωρθτικότθτασ μπορεί να αξιοποιθκεί ωσ 

μορφομετατροπζασ ςτισ περιπτϊςεισ όπου θ βιολογικι αντίδραςθ 

αναγνϊριςθσ προκαλεί μεταβολζσ ςτθ διθλεκτρικι ςτακερά του μζςου ςτθν 

περιοχι του βιοχποδοχζα. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα είναι θ αντίδραςθ 

μεταξφ αντιγόνων και αντιςωμάτων. 

 Φωτομετρικοί: Στθ φωτομζτρθςθ μετράται το φωσ το οποίο εκπζμπεται από 

μόρια – ςτόχουσ. Για τθ λειτουργία τθσ μεκόδου ζνα εκ των αντιδραςτθρίων 

ι των προϊόντων τθσ ςχετικισ με τθν αναγνϊριςθ βιολογικισ αντίδραςθσ 

ςυνδζεται με φκορίηοντα μόρια. Συνικωσ, γίνεται χριςθ οπτικισ ίνασ για 

τθν οδιγθςθ του ςιματοσ φωτόσ από τον εκπομπό ςτον ςυλλζκτθ. 

Εναλλακτικά, το δείγμα φωτοβολείται και γίνεται χριςθ κάμερασ για τθν 

ανίχνευςθ μεταβολϊν ςτισ φωτεινζσ ενδείξεισ. 

 Πιεηοθλεκτρικοί: Οι πιεηοθλεκτρικζσ ςυςκευζσ και οι ςυςκευζσ ακουςτικϊν 

ςυχνοτιτων αξιοποιοφν επιφάνειεσ οι οποίεσ είναι ευαίςκθτεσ ςτισ αλλαγζσ 
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τθσ μάηασ που βρίςκεται ςτθν επιφάνειά τουσ. Αυτοφ του τφπου οι 

μορφομετατροπείσ αξιοποιοφνται ςε βιολογικζσ αντιδράςεισ αναγνϊριςθσ οι 

οποίεσ ζχουν ωσ αποτζλεςμα τθν αλλαγι τθσ μάηασ των βιοχποδοχζων ωσ 

αποτζλεςμα τθσ προςκόλλθςθσ ι αποκόλλθςθσ του αναλφτθ. Στθ 

ςυγκεκριμζνθ μζτρθςθ, θ αλλαγι τθσ μάηασ εκφράηεται με αλλαγι ςτο 

θλεκτρικό φορτίο. 

 Θερμοκραςιακοί: Πλεσ οι χθμικζσ αντιδράςεισ ςυνοδεφονται από 

απορρόφθςθ (ενδοκερμικζσ αντιδράςεισ) ι ζκλυςθ κερμότθτασ 

(εξωκερμικζσ αντιδράςεισ). Επομζνωσ είναι δυνατό να μετρθκοφν μεταβολζσ 

ςτθ κερμοκραςία και να ςυςχετιςτοφν με τθν βιολογικι αντίδραςθ 

αναγνϊριςθσ μεταξφ του βιοχποδοχζα και του αναλφτθ. 

 

1.3 Ηλεκτροχημικού Αιςθητόρεσ 
 

Οι θλεκτροχθμικοί αιςκθτιρεσ (και κατ’ επζκταςθ, θλεκτροχθμικοί τφποι 

μορφομετατροπζων) χρθςιμοποιοφνται ςυχνά ςτθν πράξθ, κακϊσ μποροφν να 

ανιχνεφουν ανοςοβιολογικζσ δοκιμαςίεσ (immunoassays) με πιο αςφαλι και 

γριγορο τρόπο ςε ςχζςθ με άλλεσ μεκόδουσ ανίχνευςθσ βιολογικοφ υλικοφ. Σε αυτό 

ςυνίςταται το γεγονόσ ότι θ ανίχνευςθ δεν λαμβάνει χϊρα ςε ολόκλθρο τον όγκο 

του διαλφματοσ, παρά μόνο ςτθν διεπαφι μεταξφ διαλφματοσ και θλεκτροδίου. 

Επιπλζον, θ αρχι λειτουργίασ ενόσ θλεκτροχθμικοφ μορφομετατροπζα επιτρζπει 

τθν μετάβαςθ ςε πολφ μικρότερο όγκο δείγματοσ. 

Για τθν καταςκευι θλεκτροχθμικοφ αιςκθτιρα μίασ ανοςοβιολογικισ 

δοκιμαςίασ, είναι απαραίτθτθ θ προετοιμαςία τθσ διάταξθσ με τρόπο ϊςτε κα 

ανιχνεφει αποκλειςτικά και μόνο τθν ουςία/ςτόχο, θ οποία καλείται 

προςδιοριηόμενθ ουςία. Αρχικά, το θλεκτρόδιο καλφπτεται ςε πρϊτθ φάςθ με ζνα 

λεπτό ςτρϊμα ευγενοφσ μετάλλου (ςυχνά χρθςιμοποιείται χρυςόσ) όπου 

προςδζνεται το ςφμπλεγμα αντιγόνου – αντιςϊματοσ, και ακριβϊσ ςε αυτι τθν 

πρόςδεςθ ςτθρίηεται θ μζκοδοσ ανίχνευςθσ του θλεκτροχθμικοφ αιςκθτιρα. 

Κακϊσ οι περιςςότερεσ αντιδράςεισ πρόςδεςθσ αντιγόνου – αντιςϊματοσ 

δεν είναι αντιδράςεισ οξειδοαναγωγισ, ειςάγεται μία ακόμα ουςία που ωσ ςτόχο 

ζχει να προκαλζςει αντιδράςεισ οξειδοαναγωγισ, δρϊντασ ωσ ςτοιχείο 

επιςιμανςθσ (label). Στθν πλειοψθφία των περιπτϊςεων, θ ουςία αυτι 

προςδζνεται ςτο ςφμπλεγμα αντιςϊματοσ – αντιγόνου προκαλϊντασ μία αντίδραςθ 

οξειδοαναγωγισ. Το θλεκτροχθμικό ςιμα που προκφπτει από αυτι τθν αντίδραςθ 

χρθςιμοποιείται για τον υπολογιςμό τθσ ποςότθτασ τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ 

που βρίςκεται ςτο δείγμα. Επιπλζον, εάν υπάρχει πρόςδεςθ τθσ προςδιοριηόμενθσ 

ουςίασ, κα δθμιουργθκεί ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου ζνα ςτρϊμα αυτισ τθσ 

ουςίασ, πζραν του ςτρϊματοσ των ακινθτοποιθμζνων αντιγόνων. 
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Εικόνα 1.3: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ αρχισ λειτουργίασ ενόσ θλεκτροχθμικοφ 

αιςκθτιρα. 

 

Ππωσ κα εξεταςτεί ςτθν ςυνζχεια, ζχουν αναπτυχκεί μζκοδοι ανίχνευςθσ 

των αλλαγϊν που προζρχονται από τον ςχθματιςμό αυτοφ του ςτρϊματοσ ουςίασ 

ςτο θλεκτρόδιο. Αιςκθτιρεσ όπωσ οι ποτενςιομετρικοί, οι αμπερομετρικοί και οι 

αγωγιμομετρικοί είναι παραδείγματα των μεκόδων που χρθςιμοποιοφνται ςε 

θλεκτροχθμικζσ ανοςοβιολογικζσ δοκιμαςίεσ. Οι βαςικζσ αρχζσ των αιςκθτιρων 

αυτϊν αναλφονται παρακάτω. 

 

1.3.1 Ποτενςιομετρικού αιςθητόρεσ 

 

Οι ποτενςιομετρικοί  αιςκθτιρεσ βαςίηονται ςτθ διαφορά δυναμικοφ μεταξφ 

του θλεκτροδίου εργαςίασ (working electrode) και του θλεκτροδίου αναφοράσ 

(reference electrode) ωσ αποτζλεςμα τθσ αντίδραςθσ μεταξφ ενόσ αντιςϊματοσ και 

του αντιγόνου του. Το δυναμικοφ του θλεκτροδίου εργαςίασ πρζπει να είναι 

ανάλογο τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ. Το βαςικό μειονζκτθμα 

αυτοφ του τφπου είναι ότι θ μεταβολι τθσ τάςθσ που ςυμβαίνει ωσ αποτζλεςμα τθσ 

παραπάνω αντίδραςθσ είναι ςχετικά μικρι. Επιπλζον, ςτθν ανίχνευςθ αυτισ τθσ 

αντίδραςθσ εμφανίηονται παρεμβολζσ από άλλεσ αντιδράςεισ που πικανϊσ 

ςυμβαίνουν ταυτόχρονα ςτο δείγμα. Ζτςι, αυτοφ του είδουσ οι ανιχνευτζσ 

εμφανίηουν ταυτόχρονα μειωμζνθ ευαιςκθςία αλλά και μειωμζνθ αξιοπιςτία. 

Άλλα μειονεκτιματα είναι ότι το δυναμικοφ του θλεκτροδίου εργαςίασ δε 

ςυςχετίηεται τελικά με τθ ςυγκζντρωςθ τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ, ο αιςκθτιρασ 

γίνεται λιγότερο επιλεκτικόσ λόγω παρεμποδίςεων από άλλα ιόντα, ο λόγοσ 
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ςιματοσ προσ κόρυβο είναι χαμθλόσ και τζλοσ το ςιμα εξαρτάται τόςο από τθν 

ιονικι ιςχφ όςο και από το pH του διαλφματοσ. 

Μία πρόςφατθ εφαρμογι ποτενςιομετρικοφ αιςκθτιρα ςτοχεφει τθν 

ανίχνευςθ ςυμπλεγμάτων αντιγόνου – αντιςϊματοσ τα οποία ζχουν επιςθμανκεί 

από ζνα ζνηυμο *24+. Το ςφμπλεγμα αυτό ςχθματίηεται ςτθν επιφάνεια ενόσ 

θλεκτροδίου το οποίο ζχει καλυφκεί από πολυπυρρόλθ (polypyrrole). Στθ μελζτθ 

τουσ, οι Purvis et al. [24+ παρατθροφν ότι θ αλλαγι ςτθν τάςθ είναι ανάλογθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ τθσ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ. 

 

1.3.2 Αμπερομετρικού αιςθητόρεσ 

 

Στουσ κλάδουσ τθσ Χθμείασ και τθσ Βιοχθμείασ, θ αμπερομετρία αφορά ςτθν 

ανίχνευςθ ιόντων ςε ζνα διάλυμα μζςω θλεκτρικοφ ςιματοσ ι αλλαγϊν αυτοφ. Οι 

αμπερομετρικοί αιςκθτιρεσ περιλαμβάνουν ζνα θλεκτροχθμικό ςφςτθμα τριϊν 

θλεκτροδίων, αποτελοφμενο από ζνα θλεκτρόδιο αναφοράσ, ζνα θλεκτρόδιο 

εργαςίασ και ζνα βοθκθτικό θλεκτρόδιο (counter electrode). Θ εφαρμογι 

οριςμζνου δυναμικοφ μεταξφ του θλεκτροδίου εργαςίασ και του θλεκτροδίου 

αναφοράσ προκαλεί τθν οξείδωςθ ι τθν αναγωγι θλεκτρικά ενεργϊν ουςιϊν του 

διαλφματοσ ςτο θλεκτρόδιο εργαςίασ. Αποτζλεςμα είναι θ διζλευςθ του ρεφματοσ, 

θ ζνταςθ του οποίου μπορεί να ςυςχετιςτεί με τθ ςυγκζντρωςθ τθσ θλεκτρικά 

ενεργοφ προςδιοριηόμενθσ ουςίασ ςτο διάλυμα. 

Το θλεκτρόδιο εργαςίασ είναι ςυνικωσ από χρυςό ι λευκόχρυςο με μια 

επίςτρωςθ με πόρουσ ςτθν πλευρά ανίχνευςθσ επιτρζποντασ ςτθν προςδιοριςμζνθ 

ουςία που βρίςκεται ςτο διάλυμα να διαχυκεί μζςω τθσ επιφάνειασ του 

θλεκτροδίου, θ οποία δρα ωσ ζνασ καταλφτθσ για θλεκτροχθμικζσ αντιδράςεισ 

οξειδοαναγωγισ. Θ λειτουργία τουσ βαςίηεται ςτθν θλεκτρικι ςφνδεςθ του 

ςτοιχείου βιοαναγνϊριςθσ με τον αμπερομετρικό αιςκθτιρα. 

Στθν περίπτωςθ όμωσ που τόςο θ προςδιοριηόμενθ ουςία όςο και θ ουςία 

φερόμενθ ωσ αντιγόνο δεν είναι θλεκτρικά ενεργζσ, απαραίτθτθ είναι θ προ – 

επεξεργαςία είτε του αντιγόνου είτε του αντιςϊματοσ ζτςι ϊςτε να ζχουμε 

αντίδραςθ οξειδοαναγωγισ που μπορεί να ανιχνευκεί από τουσ αιςκθτιρεσ. Γι’ 

αυτό το ςκοπό χρθςιμοποιοφνται ςυχνά τα ζνηυμα οξειδορεδουκτάςθ 

(oxidoreductase – HRP) και το υδρολυτικό ζνηυμο όξινοσ φωςφατάςθ (acid 

phosphatase – AP). Αυτά τα αντιδρϊντα δίνουν ζνα θλεκτρικά ενεργό προϊόν με τθν 

μεςολάβθςθ ενόσ καταλφτθ, ο οποίοσ μπορεί να τοποκετθκεί ςτο θλεκτρόδιο 

εργαςίασ. Στθν ςυνζχεια, το μζγεκοσ του μετροφμενου ρεφματοσ μπορεί να 

ςυςχετιςτεί με τθν ποςότθτα τθσ μετροφμενθσ ουςίασ που είναι παροφςα ςτο 

δείγμα, κακϊσ το ζνηυμο όξινοσ φωςφατάςθ οξειδϊνεται ςτθν ουςία quinone imine 

(Q1, Εικόνα 1.4). 
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Εικόνα 1.4: Τα θλεκτρόδια οδοντωτισ δομισ (Interdigitated Array microelectrodes – 

IDA) ωσ αμπερομετρικοί αιςκθτιρεσ για ανίχνευςθ αντιδράςεων οξειδοαναγωγισ 

[12]. 

 

Ρρόςφατα, θ εξζλιξθ ςτα ζνηυμα επιςιμανςθσ οδιγθςε ςτθν ενίςχυςθ του 

ςιματοσ από τθν αντίδραςθ οξειδοαναγωγισ, ακόμα και αν χρθςιμοποιείται μικρι 

ποςότθτα ενηφμων. Τα μειονεκτιματα αυτισ τθσ τεχνικισ αφοροφν τθν μεταφορά 

του θλεκτρονίου από τθν αντίδραςθ οξειδοαναγωγισ ςτο θλεκτρόδιο εργαςίασ. Σε 

κάποιεσ περιπτϊςεισ, θ ςχεδίαςθ ενόσ θλεκτροχθμικοφ βιοαιςκθτιρα μζτρθςθσ 

ρεφματοσ μπορεί να είναι τζτοια ϊςτε το ζνηυμο που ςυμμετζχει ςτθν αντίδραςθ 

οξειδοαναγωγισ να βρίςκεται ςε κάποια απόςταςθ από τθν επιφάνεια του 

θλεκτροδίου. Ακόμα, θ πικανι παρουςία ουςιϊν ςτο δείγμα που παρεμβάλλονται 

ςτθν μεταφορά των θλεκτρονίων κακιςτά αδφνατθ τθν εφαρμογι τθσ τεχνικισ 

μζτρθςθσ ρεφματοσ. 

 

1.3.3 Αγωγιμομετρικού Αιςθητόρεσ 
 

Οι αγωγιμομετρικοί αιςκθτιρεσ μετροφν τθν ικανότθτα μίασ ουςίασ (π.χ. 

διαλφματα θλεκτρολυτϊν) να επιτρζπει τθ διζλευςθ θλεκτρικοφ ρεφματοσ μεταξφ 

των θλεκτροδίων. Οι αλλαγζσ ςτθν αγωγιμότθτα οφείλονται ςτθν πρόςδεςθ του 

ςυμπλζγματοσ αντιγόνου – αντιςϊματοσ ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου. Κακϊσ θ 

ςυμπεριφορά του θλεκτροδίου με επικάλυψθ τθσ επιφάνειάσ του μόνο από τα 

ακινθτοποιθμζνα αντιςϊματα είναι γνωςτι, εάν παρατθρθκεί αλλαγι ςτθν μορφι 

του ανιχνευόμενου ρεφματοσ, τότε αυτό κα οφείλεται ςτο ςυςςωμάτωμα αντιγόνου 

και ακινθτοποιθμζνου αντιςϊματοσ ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου. 

Επιπλζον, κακϊσ το ςφμπλεγμα αντιγόνου – αντιςϊματοσ είναι θλεκτρικά μθ 

ενεργό, θ κάλυψθ τθσ επιφάνειασ του θλεκτροδίου από αυτό κα εμποδίηει τθν 

απορρόφθςθ θλεκτρονίων από τθν επιφάνεια του θλεκτροδίου. Εάν ςτο διάλυμα 

βρίςκονται ουςίεσ που αντιδροφν με αντιδράςεισ οξειδοαναγωγισ, τότε ςτθν 

περίπτωςθ που υπάρχει κάλυψθ τθσ επιφάνειασ του θλεκτροδίου, τότε το ρεφμα 

που κα παρατθρείται κα είναι πολφ λιγότερο για τθν ίδια αντίδραςθ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2: ΣΕΦΝΙΚΕ΢ ΑΜΕ΢Η΢ ΕΚΣΤΠΩ΢Η΢ 
 

2.1 Ειςαγωγό 
 

Θ τεχνολογία άμεςθσ εκτφπωςθσ (direct – write) διακζτει πολλά 

πλεονεκτιματα ζναντι των ςυμβατικϊν μεκόδων όπου, για παράδειγμα, θ 

διαδικαςία εναπόκεςθσ υμενίου ςυνοδεφεται από τθν επακόλουκθ απομάκρυνςθ 

αρκετοφ από αυτοφ του ςτρϊματοσ *1]. 

 

 
Εικόνα 2.1: Η ςυμβατικι μζκοδοσ τθσ λικογραφίασ [1]. 

 

Θ Εικόνα 2.1 παρουςιάηει μία τζτοια διαδικαςία βαςιςμζνθ ςτθ μζκοδο τθσ 

λικογραφίασ. Σε αυτι τθν περίπτωςθ, ζνα αγϊγιμο ςτρϊμα εναποτίκεται αρχικά 

πάνω ςε ζνα υπόςτρωμα και εν ςυνεχεία εναποτίκεται ζνα φωτοπολυμερζσ 

(photoresist). Ζπειτα, με τθ χριςθ ειδικϊν μαςκϊν, μεταφζρεται το επικυμθτό 

μοτίβο (pattern) ςτο ςτρϊμα του φωτοπολυμεροφσ και ακολουκεί θ διαδικαςία τθσ 

εγχάραξθσ ϊςτε να απομακρυνκοφν οι μθ επικυμθτζσ περιοχζσ του αγϊγιμου 

υλικοφ και να διατθρθκεί το απαιτοφμενο αγϊγιμο μοτίβο. Αυτι θ διαδικαςία 

απαιτεί πολλά ςτάδια καταςκευισ, κακϊσ και τθ προςωρινι χριςθ και τθ μερικι ι 

ολικι απομάκρυνςθ διαφόρων ςτρωμάτων από υλικά. Ωσ εκ τοφτου, προκαλείται 

ςπατάλθ μεγάλων ποςοτιτων υλικϊν και υψθλι κατανάλωςθ ενζργειασ [2]. 

Ζτςι, θ άμεςθ εκτφπωςθ αποτελεί τθν αναδυόμενθ εναλλακτικι τεχνικι για 

τθν καταςκευι μικροθλεκτρονικϊν διατάξεων, ςυγκεκριμζνα και βιοαιςκθτιρων. 

Ζνα ακόμα πλεονζκτθμά τθσ είναι ότι μπορεί να ενςωματωκεί απ’ ευκείασ ςτθν 

ζξοδο ειδικοφ λογιςμικοφ για τθ δθμιουργία μοτίβων ςε κυκλϊματα, τα οποία 

μποροφν ςτθ ςυνζχεια να προςαρμοςτοφν για ψθφιακι απεικόνιςθ. Αυτό ζχει ωσ 

ςυνζπεια το ότι επιτρζπεται θ ταχεία προτυποποίθςθ ενόσ νζου προϊόντοσ από τον 

αρχικό του κιόλασ ςχεδιαςμό, εν αντικζςει με τθ δαπανθρι και χρονοβόρα 

διαδικαςία τθσ λικογραφίασ με μάςκεσ. Επιπλζον, οι τεχνικζσ άμεςθσ εκτφπωςθσ 
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ελαχιςτοποιοφν τθν ποςότθτα χριςθσ των υλικϊν και μειϊνουν ςθμαντικά τθν 

κατανάλωςθ τθσ ενζργειασ *3+, αποτρζποντασ επιπλζον επιβάρυνςθ του 

περιβάλλοντοσ θ οποία ςχετίηεται με τθν καταςκευι μικροδιατάξεων. Τζλοσ, με 

τεχνικζσ άμεςθσ εκτφπωςθσ, τα υλικά μποροφν να εναποτεκοφν μόνο όπου 

χρειάηονται χωρίσ επιπλζον ςτάδια εγχάραξθσ και απομάκρυνςθσ. Αυτό απλοποιεί 

τθ διαδικαςία καταςκευισ και μειϊνει τθν ανάγκθ για επεξεργαςία και απόρριψθ 

επικίνδυνων και τοξικϊν ουςιϊν. 

 

2.2 Οριςμόσ και κατηγορύεσ τησ Άμεςησ Εκτύπωςησ 
 

Ζχουν υπάρξει πολλοί οριςμοί τθσ άμεςθσ εκτφπωςθσ ςε πολλζσ 

δθμοςιεφςεισ από διάφορουσ ερευνθτζσ *4–6+. Σε αυτι τθν εργαςία, θ άμεςθ 

εκτφπωςθ μπορεί να οριςτεί, ςυνδυάηοντασ διάφορουσ από τουσ προθγοφμενουσ 

οριςμοφσ, ωσ τεχνικζσ που επιτρζπουν τθν εναπόκεςθ ςε θλεκτρονικζσ διατάξεισ και 

ςε λειτουργικά ι δομικά μοτίβα διαφόρων ειδϊν υλικϊν από όπου προκφπτει 

άμεςα μία προκακοριςμζνθ διάταξθ χωρίσ τθ χριςθ μαςκϊν ι επακόλουκων 

μεκόδων εγχάραξθσ. Μετά τθν εναπόκεςθ του υλικοφ πάνω ςτο υπόςτρωμα, 

ακολουκεί μία διαδικαςία κερμικισ επεξεργαςίασ, όπωσ θ πυροςυςςωμάτωςθ, θ 

οποία είναι απαραίτθτθ ϊςτε το εναποτικζμενο υλικό να επιτφχει τθν πλιρθ 

απόδοςι του. 

Τα τελευταία χρόνια ζχουν δθμιουργθκεί και αναπτυχκεί διάφορεσ μζκοδοι 

άμεςθσ εκτφπωςθσ. Ωςτόςο, όποιεσ διατάξεισ και αν εμπλζκονται ςτθν υλοποίθςθ, 

ι όποιεσ και αν είναι οι βαςικζσ αρχζσ λειτουργίασ πίςω από κάκε τεχνικι, οι 

περιςςότερεσ από τισ υπάρχουςεσ τεχνικζσ άμεςθσ εκτφπωςθσ μποροφν να 

ταξινομθκοφν ςε τζςςερισ κατθγορίεσ: (1) άμεςθ εκτφπωςθ με τεχνολογία 

ςταγονιδίων, (2) με τεχνολογία αντλίασ, (3) με τεχνολογία ακίδασ, και (4) με 

τεχνολογία λζιηερ. 

 

2.3 Άμεςη εκτύπωςη με τεχνολογύα ςταγονιδύων 
 

Οι μζκοδοι άμεςθσ εκτφπωςθσ με τεχνολογία ςταγονιδίων βαςίηονται ςτθν 

εκτίναξθ ςταγονιδίων ενόσ υγροφ υλικοφ από ζνα ι περιςςότερα ακροφφςια. Θ 

κφριεσ υποκατθγορίεσ των μεκόδων με τεχνολογία ςταγονιδίων είναι θ τεχνικι 

εκτφπωςθσ ψεκαςμοφ μελάνθσ (ink jet printing) και θ τεχνικι ψεκαςμοφ αεροηόλ 

(Aerosol Jet). Σε αυτζσ τισ διαδικαςίεσ το προσ εκτίναξθ υλικό πρζπει να είναι ςε 

υγρι φάςθ και ςε κερμοκραςίεσ ςυμβατζσ με το διακζςιμο εξοπλιςμό. 

 

2.3.1 Μϋθοδοσ εκτύπωςησ ψεκαςμού μελϊνησ  
 

Θ τεχνικι αυτι ζχει δείξει τθν αξιοςθμείωτθ ιςχφ του ςε εκτυπϊςεισ τόςο 

οικιακζσ όςο και προςωπικϊν υπολογιςτϊν γραφείου, και ζχει αξιοποιθκεί εκτενϊσ 
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ςε βιομθχανικζσ και εμπορικζσ εφαρμογζσ. Θ ιδζα εφαρμογισ τθσ εκτφπωςθσ 

ψεκαςμοφ μελάνθσ ςε τομείσ όπωσ θ καταςκευι θλεκτρονικϊν και θ παραγωγι 

ςτερεϊν ελευκζρασ μορφισ (solid freeform – SFF) αναπτφχκθκε κατά τθ διάρκεια 

του 1980 *4+, αλλά μόλισ τελευταία οι εφαρμογζσ ςε εκτφπωςθ θλεκτρονικϊν, 

MEMS, αςφρματεσ τθλεπικοινωνίεσ κ.ά. αποτζλεςαν τθν κινθτιρια δφναμθ πίςω 

από τθν προςαρμογι τθσ εκτφπωςθσ ψεκαςμοφ μελάνθσ *4]. 

Υπάρχουν δφο τφποι εκτφπωςθσ ψεκαςμοφ μελάνθσ, ο ςυνεχισ (continuous 

ink jet – CIJ) και ο βθματικόσ (drop on demand – DOD). Για τα ςυςτιματα βθματικοφ 

τφπου, υπάρχουν δφο τρόποι μεκόδου ενεργοποίθςθσ: για χριςθ ςε εμπορικοφσ 

εκτυπωτζσ ψεκαςμοφ μελάνθσ, τα ακροφφςια πιεηοθλεκτρικοφ κρυςτάλλου και τα 

ακροφφςια κερμικϊν καλάμων. 

Στα ακροφφςια κερμικϊν καλάμων, όπου απαιτείται θ εκτφπωςθ ενόσ 

ςταγονιδίου, εφαρμόηεται ζνασ θλεκτρικόσ παλμόσ ςε ζνα μικρό ωμικό κερμαντιρα 

του ακροφυςίου, και θ παραγόμενθ κερμότθτα προκαλεί τθν εξάτμιςθ μίασ μικρισ 

ποςότθτασ του πτθτικοφ μελανιοφ προσ τθν δθμιουργία μίασ φυςαλίδασ. Πταν αυτό 

επιτευχκεί, δθμιουργείται διαφορά πιζςεων μεταξφ του εςωτερικοφ και του 

εξωτερικοφ του ακροφυςίου, θ οποία προκαλεί τθν εκτίναξθ του ςταγονιδίου από 

το ςτόμιο και τθν προϊκθςι τθσ προσ το για εκτφπωςθ υπόςτρωμα. Κακϊσ ο 

κερμαντιρασ ψφχεται, θ φυςαλίδα αποκόπτεται και λαμβάνει ξανά χϊρα διαφορά 

πιζςεων μεταξφ του εςωτερικοφ και του εξωτερικοφ ςτθν κοιλότθτα τθσ μελάνθσ, 

όμωσ τϊρα θ μελάνθ απορροφάται μζςα ςτθν κοιλότθτα από το ρεηερβουάρ για να 

αντικαταςτιςει το υλικό που ζχει εκτοξευτεί και να επανζλκει θ ιςορροπία των 

πιζςεων (Εικόνα 2.2). 

 

 
Εικόνα 2.2: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ εκτφπωςθσ ψεκαςμοφ μελάνθσ με 

ακροφφςια κερμικοφ καλάμου *7]. 

 

Στισ κεφαλζσ πιεηοθλεκτρικοφ τφπου εκτφπωςθσ μελάνθσ, ο μθχανιςμόσ 

ενεργοποίθςθσ βαςίηεται ςτθν παραμόρφωςθ ενόσ πιεηοθλεκτρικοφ υλικοφ θ οποία 

προκαλεί τθν πίεςθ ϊςτε να εκτοξευτεί το ςταγονίδιο από το ακροφφςιο. Τα 

πιεηοθλεκτρικά υλικά είναι ικανά να μετατρζψουν εξωτερικά μθχανικά ερεκίςματα 

ςε θλεκτρικά και τανάπαλιν. Ζτςι, όταν εφαρμόηεται ζνα μεταβαλλόμενο θλεκτρικό 
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δυναμικό ςτο πιεηοθλεκτρικό υλικό, αυτό παραμορφϊνεται ωσ απάντθςθ προσ το 

θλεκτρικό ερζκιςμα. Αν θ κυματομορφι δυναμικοφ που εφαρμόηεται ςτο 

πιεηοθλεκτρικό υλικό είναι παροδικι, αναμζνεται μία παραμόρφωςθ του παλμοφ 

που αντιςτοιχεί ςτον παλμό δυναμικοφ. Θ διαςτολι των υλικϊν λόγω αυτοφ του 

δυναμικοφ ωκεί ζνα ςταγονίδιο μελάνθσ από το ςτόμιο και θ μελάνθ αποςφρεται 

από το ρεηερβουάρ για να ξαναγεμίςει τθν κοιλότθτα για να αντιςτακμίςει τθ 

διαφορά πιζςεων όταν το δυναμικό του ςταγονιδίου εξαλείφεται και το 

πιεηοθλεκτρικό υλικό επανζρχεται ςτισ διαςτάςεισ τθσ προθγοφμενθσ ςτακερισ του 

κατάςταςθσ. 

Θ μζγιςτθ κερμοκραςία κατά τθν οποία ζνα υλικό μπορεί να εκτοξευτεί 

περιορίηεται από το πιεηοθλεκτρικό υλικό, το οποίο κα ςταματιςει να λειτουργεί 

πάνω από μία οριςμζνθ κερμοκραςία κατωφλίου. Σε ςφςτθμα ςυνεχοφσ τφπου 

εκτφπωςθσ μελάνθσ, ο μετατροπζασ, ο οποίοσ τυπικά ζχει καταςκευαςτεί από 

πιεηοθλεκτρικό υλικό, χρθςιμοποιείται για να παράγει κφματα πίεςθσ μζςα ςε ζνα 

υπό πίεςθ ρεηερβουάρ μελάνθσ ωσ απάντθςθ προσ τθ ςυνεχι εφαρμογι ενόσ 

μεταβαλλόμενου ρεφματοσ. Κακϊσ ο μετατροπζασ ενδζχεται να είναι μακριά από 

το ρεηερβουάρ, ο ςυνεχισ τφποσ εκτίναξθσ δεν ζχει τα ίδια όρια κερμοκραςίασ όπωσ 

ςτο βθματικό. Θ ςυμπίεςθ ςτο ρεηερβουάρ εξαςφαλίηει τθ ςυνεχι ροι του προσ 

εκτίναξθ υλικοφ το οποίο περνά μζςω του ακροφυςίου και απορρζει από το ςτόμιο, 

όπου και ςπάει ςε μεμονωμζνα ομοιόμορφα ςταγονίδια ωσ απάντθςθ προσ τθν 

κυματομορφι. Θ ροι των ςταγονιδίων ακολοφκωσ μεταφζρεται μζςω ενόσ πεδίου 

θλεκτροςτατικοφ φορτίου για να αποκτιςουν θλεκτροςτατικό φορτίο, ϊςτε θ χριςθ 

ενόσ πεδίου εκτροπισ να επιτρζψει τθν κατεφκυνςθ τθσ ροισ αυτισ πάνω ςτισ 

επικυμθτζσ περιοχζσ του υποςτρϊματοσ. Πςα ςταγονίδια δεν εκτραποφν από το 

πεδίο εκτροπισ ςυλλζγονται και κατευκφνονται ςε ζνα διάκενο όπου 

ανακυκλϊνονται για μετζπειτα επαναχρθςιμοποίθςθ (Εικόνα 2.3). 

 

 
Εικόνα 2.3: Σχθματικι αναπαράςταςθ εκτφπωςθσ ψεκαςμοφ μελάνθσ με ακροφφςια 

πιεηοθλεκτρικοφ κρυςτάλλου *7]. 
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Και οι δφο τφποι ςυςτιματοσ είναι διακζςιμοι από μία ποικιλία 

προμθκευτϊν είτε ωσ κεφαλζσ εκτφπωςθσ είτε ωσ ζνα εξ ολοκλιρου ςφςτθμα 

εκτφπωςθσ. Υπάρχουν αρκετά ςφνολα κεφαλϊν εκτφπωςθσ προσ επιλογι, ανάλογα 

με τισ ειδικζσ απαιτιςεισ τθσ εκάςτοτε εφαρμογισ. Θ διάμετροσ του ςτομίου του 

ακροφυςίου ελζγχει τον όγκο των ςταγονιδίων και ςυνεπϊσ μπορεί να επιτευχκεί θ 

βζλτιςτθ διακριτικι ικανότθτα τθσ εκτφπωςθσ. Θ διακριτικι ικανότθτα εξαρτάται 

επίςθσ από διάφορουσ άλλουσ παράγοντεσ, όπωσ θ διαβρεξιμότθτα τθσ “μελάνθσ” 

πάνω ςτο υπόςτρωμα, θ ταχφτθτα ςτεγνϊματοσ τθσ μελάνθσ, και οφτω κακεξισ. Για 

ςυςτιματα ςυνεχοφσ τφπου εκτφπωςθσ, το μζγεκοσ των ςταγονιδίων ποικίλει από 

20 ςε 1 mm, με τα 150 μm να αποτελοφν το πιο ςφνθκεσ μζγεκοσ εκτφπωςθσ, ενϊ 

για ςυςτιματα βθματικοφ τφπου εκτφπωςθσ, θ επιτεφξιμθ διάμετροσ των 

ςταγονιδίων κυμαίνεται από 15 ςε 100 μm [8]. 

 

2.3.2 Μϋθοδοσ ψεκαςμού αεροζόλ  

 

Θ τεχνικι ψεκαςμοφ αεροηόλ είναι κατοχυρωμζνο προϊόν τθσ Optomec®. Το 

ςφςτθμα ψεκαςμοφ αεροηόλ αποτελείται κυρίωσ από δφο βαςικά ςτοιχεία, τον 

ψεκαςτιρα και τθν κεφαλι εναπόκεςθσ, ςθμειωμζνα ωσ ① και ② ςτθν Εικόνα 2.4 

αντίςτοιχα. Το προσ εναπόκεςθ ακατζργαςτο υλικό πρζπει να είναι ςε υγρι μορφι 

και τοποκετείται πρϊτα μζςα ςε ζνα ψεκαςτιρα, είτε υπεριχων είτε πεπιεςμζνου 

αζρα, ο οποίοσ χρθςιμοποιείται για να δθμιουργιςει από το υλικό ζνα πυκνό ατμό 

ςταγονιδίων μεγζκουσ μεταξφ 1 με 5 μm – μια διαδικαςία γνωςτι ωσ “ομίχλθ 

ενεργοποίθςθσ”. Κατόπιν, θ παραγόμενθ ομίχλθ, ι το αεροηόλ, μεταφζρεται ςε 

ζναν ερμθτικά εγκλειςμζνο πίδακα, μζςα ςε κάτι που είναι γνωςτό ωσ κεφαλι 

εναπόκεςθσ, μζςω μίασ ροισ αερίου θ οποία διατρζχει το εςωτερικό του 

ψεκαςτιρα και ςτθ ςυνζχεια μεταβιβάηεται εντόσ τθσ κεφαλισ εναπόκεςθσ. Θ ροι 

αεροηόλ που μεταφζρκθκε ςτθν κεφαλι εςτιάηεται με τθ ςειρά τθσ από μία δεφτερθ 

ροι αερίου που ειςάγεται εντόσ του πίδακα. Αυτζσ οι δφο ροζσ αλλθλεπιδροφν 

μεταξφ τουσ και δθμιουργοφν μία ομοαξονικι δακτυλιοειδι ροι θ οποία διαφεφγει 

από τθν κεφαλι εναπόκεςθσ μζςω ενόσ ακροφυςίου που διακζτει και καταλιγει 

ςτο υπόςτρωμα. 

Θ Optomec® διακζτει μία λειτουργικι μονάδα λζιηερ θ οποία μπορεί να 

ενταχκεί ςτο ςφςτθμα για να ολοκλθρωκεί μία τοπικά επακόλουκθ κερμικι 

επεξεργαςία του εναποτικζμενου υλικοφ, όπωσ θ πυροςυςςωμάτωςθ νανο ι 

μικροςωματιδίων, και ςυγκεκριμζνα για οριςμζνα υλικά, όπωσ ο χρυςόσ και ο 

άργυροσ, ζχει δειχκεί ότι είναι ικανά να επιτφχουν ιδιότθτεσ τόςο καλζσ όςο τα 

ογκϊδθ (bulk) υλικά, και χωρίσ να καταςτρζφει υποςτρϊματα τα οποία 

χαρακτθρίηονται από χαμθλι ικανότθτα αντοχισ κερμοκραςίασ. Θ διαδικαςία 

εκτφπωςθσ τθσ τεχνικισ του ςυςτιματοσ ψεκαςμοφ αεροηόλ παρζχει ζνα μζςο 

εκτφπωςθσ μθ επαφισ, όπωσ θ εκτφπωςθ ψεκαςμοφ μελάνθσ, το οποίο τθν κακιςτά 
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ςυμβατικι με μεκόδουσ όπου πρζπει να αποφεφγεται θ μόλυνςθ του 

υποςτρϊματοσ. 

 

 
Εικόνα 2.4: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ αρχισ λειτουργίασ του ςυςτιματοσ 

ψεκαςμοφ αεροηόλ τθσ Optomec® [9]. 

 

Το ςφςτθμα ψεκαςμοφ αεροηόλ μπορεί να εκτυπϊςει πολφ λεπτζσ γραμμζσ 

των 10 μm, με ελάχιςτο βιμα εκτφπωςθσ τα 20 μm, αλλά και πολφ πλατιζσ των 150 

μm. Θ ικανότθτα χειριςμοφ των υλικϊν όςον αφορά το ιξϊδεσ κυμαίνεται μζςα ςε 

ζνα ευρφ φάςμα τιμϊν, μεταξφ 0.001 και 2.5 Pascal • sec, και ζτςι επιτρζπεται θ 

εναπόκεςθ ευρείασ ποικιλίασ υλικϊν *9]. 

 

 
Εικόνα 2.5: Γραμμζσ αργφρου πάχουσ 60 μm εκτυπωμζνεσ πάνω ςε ζνα χαράκωμα 

βάκουσ 500 μm με το ςφςτθμα ψεκαςμοφ αεροηόλ [9]. 

 

Θ Εικόνα 2.5 είναι ζνα παράδειγμα γραμμϊν αργφρου που ζχουν εκτυπωκεί 

πάνω ςε ζνα χαράκωμα χρθςιμοποιϊντασ τθν εκτφπωςθ ψεκαςμοφ αεροηόλ, όπου 
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το πάχοσ γραμμισ είναι 60 μm και το βάκοσ του χαρακϊματοσ είναι 500 μm. Θ 

εκτφπωςθ ψεκαςμοφ αεροηόλ είναι ιδιαίτερα κατάλλθλθ για τζτοιεσ τριςδιάςτατεσ 

εφαρμογζσ, κακϊσ θ κεφαλι εναπόκεςθσ μπορεί να κλίνει υπό μία γωνία για να 

εφάπτεται του περιγράμματοσ του υποςτρϊματοσ χωρίσ να το ακουμπά. Σε 

ςφγκριςθ με τθ ςυμβατικι εκτφπωςθ ψεκαςμοφ μελάνθσ, θ τεχνικι ψεκαςμοφ 

αεροηόλ παρουςιάηει τα ακόλουκα πλεονεκτιματα: θ απόςταςθ ςταςιμότθτάσ τθσ 

μπορεί να προςαρμοςτεί μεταξφ 1 και 5 mm αντί να ρυκμιςτεί όπωσ ςε ζνα 

ςφςτθμα ψεκαςμοφ μελάνθσ, το αεροηόλ είναι μία ςυνεχισ ροι που αποτελείται 

από καλά εςτιαςμζνα μικροςταγονίδια υψθλισ πυκνότθτασ, με αποτζλεςμα τθν 

ικανότθτα καλισ ανάλυςθσ τθσ εκτφπωςθσ, και τζλοσ, το ακροφφςιο είναι πιο 

ανκεκτικό και είναι ςχεδόν απίκανο να φράξει *10]. 

 

2.4 Άμεςη εκτύπωςη με τεχνολογύα αντλύασ 
 

Θ τεχνικι άμεςθσ εκτφπωςθσ με τεχνολογία αντλίασ (filament based direct 

write – FBDW) επίςθσ απαιτεί ζνα προσ εναπόκεςθ υγρό υλικό, ωςτόςο διαφζρει 

από τισ μεκόδουσ άμεςθσ εκτφπωςθσ ψεκαςμοφ μελάνθσ ςτο ότι το υλικό ρζει 

ςυνεχόμενα αντί να εκτινάςςεται ωσ ςταγονίδια και επιπλζον το ιξϊδεσ ενδζχεται 

να διαφζρει κατά ζνα πολφ μεγαλφτερο εφροσ. Εδϊ παρουςιάηονται δφο 

παραδείγματα αυτισ τθσ τεχνικισ, διακζςιμα ςτο εμπόριο: το MicroPen και το 

nScrypt. 

Θ αρχι λειτουργίασ του MicroPen μπορεί να περιγραφκεί ωσ ακολοφκωσ: το 

προσ εναπόκεςθ υλικό τοποκετείται αρχικά μζςα ςε μία ςφριγγα, θ οποία είναι 

ςυνδεδεμζνθ με τθν κεφαλι γραφισ, αποκαλοφμενθ ωσ “μπλοκ” από τον 

προμθκευτι του ςυςτιματοσ. Το υλικό πιζηεται ζξω από τθ ςφριγγα μζςα ςτθν 

κεφαλι γραφισ ςυμπιζηοντασ το ζμβολο τθσ ςφριγγασ μζςω ενόσ ωκθτιρα 

πεπιεςμζνου αζρα. Το υλικό, αφοφ μεταφζρκθκε ςτο “μπλοκ”, εν ςυνεχεία 

ςυμπιζηεται ςχεδόν μζχρι τα 14 MPa (2000 psi), και φςτερα ρζει μζςα ςε μία 

μικροτριχοειδισ ακίδα γραφισ, θ οποία εναποκζτει το υλικό πάνω ςτο υπόςτρωμα. 

Μία ςχθματικι αναπαράςταςθ του ςυςτιματοσ γραφισ MicroPen παρουςιάηεται 

ςτθν Εικόνα 2.6. 

 

 
Εικόνα 2.6: Αναπαράςταςθ του ςυςτιματοσ MicroPen [11]. 
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Θ άμεςθ εκτφπωςθ με το MicroPen μπορεί να εναποκζςει ενδεχομζνωσ 

οποιοδιποτε υγρό υλικό με τιμζσ του ιξϊδουσ να κυμαίνονται από 0.005 ςε 500 

Pascal • sec, και πρόκειται για αρκετά ευρφ φάςμα. Το MicroPen επιπλζον διακζτει 

τθ δυνατότθτα να πραγματοποιιςει τθν εναπόκεςθ των υλικϊν πάνω ςε μία 

ποικιλία υποςτρωμάτων, ςυμπεριλαμβανομζνων εφκαμπτων και μθ επίπεδων 

υποςτρωμάτων. Τζλοσ, το MicroPen είναι και αυτό με τθ ςειρά του μία τεχνικι 

τεχνολογίασ μθ επαφισ, με τθν μικροτριχοειδι ακίδα γραφισ να μθν ακουμπά τθν 

επιφάνεια. 

Άλλθ μία τεχνικι άμεςθσ εκτφπωςθσ με τεχνολογία αντλίασ είναι το nScrypt, 

όπου ζνα εργαλείο εναπόκεςθσ για άμεςθ εκτφπωςθ είναι ενςωματωμζνο με τθν 

καινοτόμα αντλία του nScrypt, τθ λεγόμενθ Smart Pump™, θ οποία παρουςιάηεται 

ςτθν Εικόνα 2.7. 

 
Εικόνα 2.7: Η Smart Pump™ του nScrypt [12]. 

 

Θ ενςωματωμζνθ αυτι “ζξυπνθ αντλία” είναι ςε κζςθ να εναποκζςει υλικά 

με ιξϊδεσ ζωσ 1000 Pascal • sec με ακρίβεια ςτον ζλεγχο τθσ πίεςθσ του αζρα, του 

ανοίγματοσ τθσ βαλβίδασ και του φψουσ τθσ εναπόκεςθσ *12+. Με τθν ζναρξθ τθσ 

εναπόκεςθσ, μία βαλβίδα ανοίγει ζτςι ϊςτε να επιτρζψει ςτο προσ εναπόκεςθ 

υλικό να ρεφςει μζςω τθσ ακίδασ εναπόκεςθσ πάνω ςτο υπόςτρωμα. Μόλισ 

ςταματιςει θ εναπόκεςθ, θ βαλβίδα κλείνει για να εμποδίςει τθ διαρροι του 

υλικοφ. Ζνα πλεονζκτθμα τθσ “ζξυπνθσ αντλίασ” είναι ότι διακζτει ζνα μθχανιςμό 

κίνθςθσ με αναρρόφθςθ προσ τα πίςω των υλικϊν μζςα ςτο ακροφφςιο 
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εναπόκεςθσ μόλισ αυτι διακοπεί. Μζςα ςτο κάλαμο τθσ ακίδασ εναπόκεςθσ 

διατθρείται αρνθτικι πίεςθ ϊςτε, όταν ςταματιςει θ εναπόκεςθ, να επάγει τθν 

αναρρόφθςθ προσ τα πίςω του υλικοφ. Αυτό το χαρακτθριςτικό επιτρζπει ςτο 

ςτόμιο να μείνει κακαρό και απαλλαγμζνο από ςυςςωματϊματα του υλικοφ, 

μειϊνοντασ τθν πικανότθτα να φραχτεί το ακροφφςιο, και παρζχει ςτο ςφςτθμα μία 

ςυνεπι λειτουργία κάκε φορά που ξεκινάει θ εναπόκεςθ. Συνεπϊσ, θ εκτφπωςθ 

γραμμϊν μπορεί να ελζγχεται με ακρίβεια και επιπλζον το πλάτοσ αυτϊν των 

γραμμϊν του υλικοφ μπορεί να διατθρθκεί με ςυνζπεια χωρίσ διογκϊςεισ ςτα άκρα. 

 

2.5 Άμεςη εκτύπωςη με τεχνολογύα ακύδασ 
 

Θ τεχνικι νανολικογραφίασ με πζνα εμβαπτίςματοσ (dip-pen 

nanolithography – DPN) χρθςιμοποιεί μία ακίδα μικροςκοπίου ατομικισ δφναμθσ 

(atomic force microscope – AFM) για μεταφζρει μόρια από τθν ακίδα εναπόκεςθσ 

AFM πάνω ςε υποςτρϊματα, κάτι το οποίο είναι ιδιαίτερα χριςιμο ςε εφαρμογζσ 

τθσ νανοκλίμακασ. 

Οι Piner et al. ανακάλυψαν αυτι τθν τεχνικι ενϊ ερευνοφςαν ζνα πρόβλθμα 

που προκαλοφςε ςφγχυςθ ςτουσ ερευνθτζσ για μεγάλο χρονικό διάςτθμα όςον 

αφοροφςε τθ μικροςκοπία ατομικισ δφναμθσ, το ότι το ςυμπυκνωμζνο νερό 

μποροφςε είτε να μεταφερκεί από το υπόςτρωμα ςτθν ακίδα AFM είτε αντίςτροφα, 

αναλόγωσ τθ ςχετικι υγραςία και τισ ιδιότθτεσ διαβρεξιμότθτασ του υποςτρϊματοσ 

[13+. Λόγω του τριχοειδοφσ φαινομζνου, θ ακίδα AFM είναι ςε κζςθ να εναποκζςει 

τθ μελάνθ που είναι προςκολλθμζνθ ςε αυτιν, αφοφ ζχει προθγθκεί θ εμβάπτιςθ, 

πάνω ςε υποςτρϊματα τα οποία ζλκουν τθ μελάνθ, με τον ίδιο τρόπο όπωσ το ζνα 

φφλλο χαρτί ζλκει μία γραφίδα εμβάπτιςθσ, όπωσ φαίνεται ςτθν Εικόνα 2.8. 

Με τισ ςυμβατικζσ ακίδεσ προβόλου AFM, θ νανολικογραφία με πζνα 

εμβάπτιςθσ μπορεί να εκτυπϊςει γραμμζσ πάχουσ 12 nm και χωρικισ διακριτικισ 

ικανότθτασ 5 nm. Αυτι θ διακριτικι ικανότθτα μπορεί να βελτιωκεί περαιτζρω με 

τθ χριςθ πιο μυτερϊν προβόλων, ωςτόςο θ βζλτιςτθ αυτι ικανότθτα που μπορεί να 

επιτευχκεί δεν ζχει ακόμα προςδιοριςτεί *4]. 

Θ κερμικι νανολικογραφία με πζνα εμβάπτιςθσ (thermal dip-pen 

nanolithography – tDPN) είναι μία τροποποιθμζνθ εκδοχι τθσ προθγοφμενθσ 

τεχνικισ θ οποία χρθςιμοποιεί μία ακίδα μικροςκοπίου ατομικισ δφναμθσ ςυμβατι 

με τθ κερμοκραςία. Θ μφτθ τθσ πζνασ επικαλφπτεται αρχικά με το προσ εναπόκεςθ 

υλικό υπό ςτερει μορφι. Μόλισ κερμανκεί, το υλικό με το οποίο ζχει επικαλυφκεί 

θ πζνα κα λιϊςει λόγω μεταφοράσ τθσ κερμότθτασ και κα ρεφςει από τθν 

επιφάνεια του άκρου τθσ πζνασ προσ το υπόςτρωμα. Γενικά υποςτθρίηεται ότι θ 

χριςθ εφτθκτων μελανϊν προβάλει πολλά πλεονεκτιματα. Θ διαδικαςία τθσ 

εκτφπωςθσ μπορεί να ενεργοποιθκεί και να απενεργοποιθκεί άμεςα και ο ρυκμόσ 

ροισ τθσ μελάνθσ μπορεί να μεταβλθκεί εφκολα ελζγχοντασ τθ κερμοκραςία τθσ 

μφτθσ τθσ πζνασ. Αρκετζσ περίπλοκεσ τριςδιάςτατεσ δομζσ μποροφν να 
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δθμιουργθκοφν μζςω τθσ εκτφπωςθσ από ςτρϊμα ςε ςτρϊμα, με το αρχικό 

εναποτικζμενο ςτρϊμα  να είναι ςτερεό. Το γεγονόσ ότι θ τεχνικι τθσ κερμικισ 

νανολικογραφίασ με πζνα εμβάπτιςθσ μπορεί να λειτουργιςει και υπό κενό, τθν 

κζτει ςυμβατικι με άλλεσ παραδοςιακζσ μεκόδουσ καταςκευισ θμιαγωγϊν [14]. 

 

 
Εικόνα 2.8: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ μεκόδου DPN [13]. 

 

Το βζλτιςτο πάχοσ εκτφπωςθσ που ζχουν επιτφχει οι ερευνθτζσ με τθν tDPN 

είναι κοντά ςτα 75 nm. Οι ερευνθτζσ ζχουν επίςθσ δείξει τθν επιτυχι εκτφπωςθ του 

μετάλλου του ινδίου πάνω ςε ζνα υπόςτρωμα και ιςχυρίηονται ότι θ δυνατι 

κερμοκραςία λειτουργίασ είναι πολφ μεγαλφτερθ από το ςθμείο τιξεωσ του ινδίου, 

μζχρι και 1000°C. Ζνα βαςικό χαρακτθριςτικό τθσ tDPN ζγκειται ςτο γεγονόσ ότι 

επιτρζπει ςτθ μελάνθ να εναποτεκεί με τζτοια μεγάλθ κερμικι ενζργεια ϊςτε να 

τθν κάνει να οργανωκεί ςε μονοςτοιβάδεσ ακριβϊσ πριν τθ ςτερεοποίθςι τθσ *14]. 

Θ λικογραφία με πζνα από πολυμερζσ (polymer pen lithography) είναι μία 

τεχνικι άμεςθσ εκτφπωςθσ με τεχνολογία ακίδασ που χαρακτθρίηεται από υψθλι 

απόδοςθ και χαμθλό κόςτοσ και πρόκειται για μία ακόμα παραλλαγι τθσ 

νανολικογραφίασ με πζνα εμβαπτίςματοσ. Για τθν ακρίβεια, δεν χρθςιμοποιεί μία 

ακίδα AFM για να εναποκζςει τα υλικά, αλλά αντικζτωσ μία ακίδα από πολυμερζσ. 

Αυτό που τθν χαρακτθρίηει ωσ τεχνικι υψθλισ απόδοςθσ ςυμπλθρϊνει τθν 

αδυναμία τθσ DPN ςτθ μικροκλίμακα, γεγονόσ που τθν κακιςτά μία πολλά 

υποςχόμενθ μζκοδο για καταςκευζσ ςτθ μεγάλθ κλίμακα. Χιλιάδεσ, ι ακόμα και 

εκατομμφρια, πζνεσ από πολυμερζσ μποροφν να δθμιουργιςουν από κοινοφ μία 

ςυςτοιχία τζτοιων πολυμερικϊν πενϊν όπου με τθν ταυτόχρονθ εναπόκεςθ των 

υλικϊν πάνω ςτο υπόςτρωμα μποροφν να εκτυπϊςουν ςε μεγαλφτερο εφροσ ςε 

ςφγκριςθ με τθ χριςθ μεμονωμζνων πενϊν *15+. Πταν οι ακίδεσ τθσ ςυςτοιχίασ 

πολυμερικϊν πενϊν ακουμπιςουν το υπόςτρωμα, θ μελάνθ με τθν οποία αυτζσ 

ζχουν επικαλυφκεί μπορεί να προςγειωκεί πάνω ςε αυτό. 
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2.6 Άμεςη εκτύπωςη με τεχνολογύα λϋιζερ 
 

Θ τεχνικι άμεςθσ εκτφπωςθσ με τεχνολογία λζιηερ βαςίηεται ςτθ χριςθ ενόσ 

λζιηερ για τθν επεξεργαςία υλικϊν ϊςτε αυτά να εναποτεκοφν πάνω ςε ζνα 

υπόςτρωμα. Θ δθμοφιλία του λζιηερ για άμεςθ εκτφπωςθ προκφπτει αναπόφευκτα 

από μία διαδικαςία, τθ μικρομθχανικι με λζιηερ (laser micromachining), ωςτόςο 

υπάρχουν πολλζσ άλλεσ μζκοδοι που εκμεταλλεφονται τα πλεονεκτιματα του 

λζιηερ, όπωσ θ χθμικι εναπόκεςθ ατμϊν με λζιηερ (laser chemical vapor deposition 

– LCVD) [16], θ θλεκτρολυτικι επιμετάλλωςθ (electroplating) με τθ χριςθ λζιηερ 

[17–18+, θ παλμικι εξάχνωςθ με λζιηερ υποβοθκοφμενθ από μιτρα για άμεςθ 

εκτφπωςθ (matrix assisted pulsed laser evaporation direct write – MAPLE DW) [19], 

κλπ.. Μερικζσ μζκοδοι με λζιηερ για καταςκευι μοτίβων είναι αυτόνομεσ, αλλά 

μποροφν να κεωρθκοφν και ωσ εργαλεία άμεςθσ εκτφπωςθσ, ωςτόςο κα 

ακολουκιςουν μόνο μζκοδοι εναπόκεςθσ υλικϊν, ςφμφωνα με τον οριςμό που 

δόκθκε προθγουμζνωσ ωσ τεχνικζσ εκτφπωςθσ όπου δεν απαιτείται το βιμα τθσ 

εγχάραξθσ. 

 

2.6.1 Μϋθοδοι Άμεςησ Εκτύπωςησ FGDW και LGDW 

 

Ακολουκεί μία περιγραφι ςτισ μεκόδουσ άμεςθσ εκτφπωςθσ 

κακοδθγοφμενθσ από ροι (flow-guided direct write – FGDW) και κακοδθγοφμενθσ 

από λζιηερ (laser-guided direct write – LGDW). Σε αυτζσ τισ τεχνικζσ, ζνα πρόδρομο 

υγρό ι ζνα κολλοειδζσ αιωροφμενο αρχικά μεταςχθματίηεται ςε ζνα αεροηόλ μζςω 

ςυςκευϊν υπεριχων εξαζρωςθσ ι νεφελοποίθςθσ πεπιεςμζνου αζρα, αναλόγωσ το 

μζγεκοσ των ςωματιδίων του πρόδρομου υγροφ ι του κολλοειδοφσ αιωρουμζνου, 

όπωσ ακριβϊσ ςτθν “ομίχλθ ενεργοποίθςθσ” ςτα ςυςτιματα ψεκαςμοφ αεροηόλ. 

Αυτό το πυκνό αεροηόλ ειςάγεται ςτθ ςυνζχεια ςτισ ςυςκευζσ εναπόκεςθσ και 

εςτιάηεται δθμιουργϊντασ μία ευρφτερθ δζςμθ χάρθ ςτισ οπτικζσ και 

υδροδυναμικζσ δυνάμεισ που προκφπτουν από τθ μεταφορά ορμισ μεταξφ τθσ 

δζςμθσ του λζιηερ και των ςωματιδίων του αεροηόλ. 

Για το ςφςτθμα άμεςθσ εκτφπωςθσ κακοδθγοφμενθσ από λζιηερ, το λζιηερ 

και θ παραγόμενθ ομίχλθ μεταφζρονται μαηί μζςα από μία κοίλθ οπτικι ίνα που 

οδθγεί τα ςωματίδια προσ το υπόςτρωμα (Εικόνα 2.9 (a)). Ο ρυκμόσ εναπόκεςθσ 

κυμαίνεται από 1 ςε 10000 ςωματίδια ανά δευτερόλεπτο. Πμωσ, για το ςφςτθμα 

άμεςθσ εκτφπωςθσ κακοδθγοφμενθσ από ροι, ο ρυκμόσ εναπόκεςθσ μπορεί να 

είναι μεγαλφτεροσ από 10000 ςωματίδια ανά δευτερόλεπτο, και θ ταχφτθτα αυτϊν 

μπορεί να αυξθκεί από 1 m/s ςε 10 m/s. Θ ακρίβεια για τθν άμεςθ εκτφπωςθ 

κακοδθγοφμενθ από λζιηερ και τθν κακοδθγοφμενθ από ροι είναι 2 μm και 25 μm 

αντίςτοιχα *4+. Στθν άμεςθ εκτφπωςθ κακοδθγοφμενθ από ροι, ζνασ κλειςτόσ 

κάλαμοσ τροφοδοτείται από το παραγόμενο αεροηόλ μζςω μίασ ροισ αερίου και τα 

ςωματίδιά του εξζρχονται από ζνα ςτόμιο διαμζτρου 1 mm. Φςτερα, τα ςωματίδια 



26 
 

ενϊνονται με μία δεφτερθ ροι αερίου θ οποία δθμιουργεί ζνα κυλινδρικό μανδφα 

για να κρατιςει ανζπαφθ τθν ομίχλθ. Αυτζσ οι ςυνδυαςμζνεσ ροζσ εν ςυνεχεία 

περνοφν μζςα από μία μικρι οπι για να εςτιαςτοφν ξανά περαιτζρω και να 

εναποτεκοφν πάνω ςτο υπόςτρωμα με τθ βοικεια μίασ δζςμθσ λζιηερ (Εικόνα 2.9 

(b)). 

 

 
Εικόνα 2.9: Αναπαράςταςθ των ςυςτθμάτων (a) LGDW και (b) FGDW [4]. 

 

2.6.2 Σεχνικό Απευθεύασ Μικροεναπόθεςησ με Λϋιζερ 

 

Θ τεχνικι τθσ απευκείασ μικροεναπόκεςθσ με λζιηερ (laser induced forward 

transfer – LIFT) είναι άλλθ μία τεχνικι άμεςθσ εναπόκεςθσ με τεχνολογία λζιηερ. Θ 

βαςικι αρχι τθσ απεικονίηεται ςτθν Εικόνα 2.10. Το προσ εκτφπωςθ υλικό αρχικά 

εναποτίκεται ςε μορφι λεπτοφ υμενίου ςε ζνα υπόςτρωμα δότθ το οποίο επιτρζπει 

τθ διζλευςθ τθσ δζςμθσ του λζιηερ. Το υπόςτρωμα του δότθ με το λεπτό υμζνιο 

πλθςιάηουν κοντά ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ. Θ δζςμθ του λζιηερ εςτιάηεται ςτθ 

διεπιφάνεια του διαφανοφσ υποςτρϊματοσ του δότθ και του ςτρϊματοσ του λεπτοφ 

υμενίου και προκαλεί τθ μερικι εξάτμιςθ του υλικοφ/ςτόχου και ωκεί το 

εναπομζνον πάχοσ του υλικοφ προσ το υπόςτρωμα του αποδζκτθ. 
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Εικόνα 2.10: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ τεχνικισ LIFT [20]. 

 

2.7 ΢υμπερϊςματα 
 

Σε αυτι τθν εργαςία, ςυηθτικθκαν οι κφριοι τφποι για τθν τεχνικι άμεςθσ 

εκτφπωςθσ και παρουςιάςτθκαν παραδείγματα για τον κακζνα. Δόκθκε ιδιαίτερθ 

ςθμαςία ςτισ βαςικζσ αρχζσ τθσ κάκε μεκόδου, μαηί με οριςμζνα παραδείγματα για 

τισ εφαρμογζσ. Ο Ρίνακασ 2.1 [4, 7, 9, 13–15+ ςυγκρίνει τα βαςικά χαρακτθριςτικά 

αυτϊν των μεκόδων που ζχουν ιδθ ςυηθτθκεί. Για οριςμζνεσ από αυτζσ τισ 

διαδικαςίεσ ο αναφερόμενοσ ρυκμόσ εναπόκεςθσ είναι ογκομετρικόσ, ενϊ για τισ 

υπόλοιπεσ είναι γραμμικόσ. 

Ραρόλο που οι διαδικαςίεσ άμεςθσ εκτφπωςθσ τϊρα αρχίηουν να 

επιδεικνφουν το δυνθτικό αντίκτυπο ςτθ μελλοντικι καταςκευι μικροθλεκτρονικϊν, 

εξακολουκοφν να υπάρχουν οριςμζνα εμπόδια τεχνικισ φφςεωσ και πρζπει να 

ξεπεραςτοφν αρκετζσ προκλιςεισ πριν επιτευχκεί οποιαδιποτε περαιτζρω πρόοδοσ 

όςον αφορά τισ ευρφτερεσ βιομθχανικζσ εφαρμογζσ. Για παράδειγμα, ςτισ τεχνικζσ 

ψεκαςμοφ μελάνθσ, όχι μόνο θ ςφνκεςθ τθσ μελάνθσ αποτελεί μεγάλθ πρόκλθςθ 

από άποψθ ρεολογικϊν ιδιοτιτων, αιωροφμενων ςωματιδίων, διαβρεξιμότθτασ, 

πρόςφυςθσ κ.ά. [21–22+, αλλά και οι αλλθλεπιδράςεισ τθσ μελάνθσ με τα 

υποςτρϊματα είναι κρίςιμεσ για τον κακοριςμό τθσ ςτακερότθτασ, τθσ πλθρότθτασ 

και διακριτικισ ικανότθτασ των μικροδομϊν που πραγματοποιοφνται με τθ τεχνικι 

ψεκαςμοφ μελάνθσ. Δεδομζνου ότι θ διαδικαςία τθσ εναπόκεςθσ πρζπει να είναι 

προςαρμοςμζνθ με τθ λειτουργικότθτα των υλικϊν τα οποία διαμορφϊνονται ςε 
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μελάνθ, είναι εξαιρετικά ςθμαντικό να λθφκεί υπόψθ θ εξζλιξθ των υλικϊν κατά τθ 

διάρκεια τθσ επεξεργαςίασ. Επιπλζον, θ πλιρθ ενςωμάτωςθ μζςω τθσ δθμιουργίασ 

πολυςτρωματικϊν δομϊν ι ολοκλθρωμζνων τριςδιάςτατων δομϊν απαιτεί ακριβι 

τοποκζτθςθ και ακρίβεια ςτθν ευκυγράμμιςθ, και επίςθσ θ επιτεφξιμθ διακριτικι 

ικανότθτα τθσ εναπόκεςθσ ςυνεπάγεται περαιτζρω εξζλιξθ ςτθν ουςιαςτικι 

κατανόθςθ των διαδικαςιϊν αυτϊν. 

 

 
Πίνακασ 2.1: Σφγκριςθ χαρακτθριςτικϊν των μεκόδων άμεςθσ εκτφπωςθσ [1]. 

 

2.8 Η τεχνικό LIFT ςτην ανϊπτυξη Μικροαιςθητόρων 
 

Θ ανάπτυξθ των Μικρομθχανικϊν ςυςτθμάτων αίςκθςθσ, όπωσ αυτά 

περιγράφτθκαν ςτο Κεφάλαιο 1, δθμιοφργθςε νζεσ προκλιςεισ και ζκεςε ιδιαίτερεσ 

απαιτιςεισ ςτθν επιλεκτικι εναπόκεςθ των βιομορίων που κα αποτελζςουν το 

ςτοιχείο βιοαναγνϊριςθσ ςτο βιοαιςκθτιρα. Οι βαςικζσ προχποκζςεισ που πρζπει 

να πλθροφν οι τεχνικζσ εναπόκεςθσ που κα αξιοποιθκοφν είναι θ υψθλι διακριτικι 

ικανότθτα ςτθν εκτφπωςθ και θ προςταςία των ευαίςκθτων υποςτρωμάτων των 

μικροαιςκθτιρων από τθν επαφι με το φορζα του υλικοφ. 

Θ επαφι του φορζα του υλικοφ με το υπόςτρωμα του μικροαιςκθτιρα κα 

ιταν καταςτροφικι για λεπτεπίλεπτεσ δομζσ μικρισ μθχανικισ αντοχισ (π.χ. θ 

υπζρλεπτθ μεμβράνθ ενόσ αιςκθτιρα χωρθτικότθτασ). Σαν αποτζλεςμα, 

αποκλείονται αρκετζσ από τισ ςυμβατικζσ τεχνικζσ εναπόκεςθσ, όπωσ θ εκτφπωςθ 

μικροεπαφισ (micro contact printing), θ εκτφπωςθ μεταξοτυπίασ (screen printing) 

και άλλεσ παραλλαγζσ μεκόδων εκτφπωςθσ που βαςίηονται ςτθν επαφι και τθ 

χριςθ ςτάμπασ (όπωσ θ τεχνικι roll to roll). 

Θ τεχνικι LIFT είναι μία τεχνικι εναπόκεςθσ ςτθν οποία δεν απαιτείται 

επαφι (non – contact printing) και μπορεί να πραγματοποιθκεί ςε ατμοςφαιρικζσ 

ςυνκικεσ πίεςθσ, και ωσ εκ τοφτου εξαςφαλίηει τθν προςταςία των ευαίςκθτων 

υποςτρωμάτων των μικροαιςκθτιρων. Επιπλζον, αυτι θ μζκοδοσ ταχείασ 
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προτυποποίθςθσ δεν αξιοποιεί κακόλου τισ μάςκεσ, οι οποίεσ είναι απαραίτθτεσ ςτθ 

φωτολικογραφία. Κατά ςυνζπεια, θ τεχνικι απευκείασ μικροεναπόκεςθσ με λζιηερ 

μπορεί να προςαρμοςτεί εφκολα και με χαμθλό κόςτοσ ϊςτε να καλφψει τισ 

απαιτιςεισ για εναπόκεςθ πλικουσ διαφορετικϊν υλικϊν ςε υποςτρϊματα 

μικροαιςκθτιρων διαφορετικισ μορφολογίασ. Επίςθσ, το ιξϊδεσ των προσ 

εναπόκεςθ υλικϊν είναι αρκετά διευρυμζνο και μπορεί να πραγματοποιθκεί 

εκτφπωςθ τόςο υλικϊν ςτερεισ φάςθσ όςο και υγρισ. 

Θ ελάχιςτθ διακριτικι ικανότθτα είναι τθσ τάξθσ των μερικϊν μικρομζτρων 

και ανταποκρίνεται ςτισ ανάγκεσ που κζτουν οι περιςςότεροι μικροαιςκθτιρεσ. Μία 

τυπικι διάταξθ απευκείασ μικροεναπόκεςθσ με λζιηερ ζχει ενςωματωμζνο ζνα 

οπτικό μικροςκόπιο το οποίο κακιςτά το ςφςτθμα εκτφπωςθσ κατάλλθλο για τθν επί 

τόπου ευκυγράμμιςθ και επιλεκτικι μεταφορά υλικοφ ςε μεγάλθ ποικιλία 

διαφορετικϊν υποςτρωμάτων μικροαιςκθτιρων, ενϊ εξυπθρετεί και τον επί τόπου 

ζλεγχο του αποτελζςματοσ τθσ εναπόκεςθσ. 

 

 
Εικόνα 2.11: Η διαδικαςία τθσ εκτφπωςθσ με τθ χριςθ τθσ τεχνικισ LIFT [23]. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3: ΣΕΦΝΙΚΗ ΑΠΕΤΘΕΙΑ΢ ΜΙΚΡΟΕΝΑΠΟΘΕ΢Η΢ ΜΕ 

ΛΕΙΖΕΡ 
 

3.1 Αρχό λειτουργύασ τησ τεχνικόσ LIFT 
 

Για να γίνει κατανοθτόσ ο μθχανιςμόσ εναπόκεςθσ με τθ τεχνικι LIFT, κα 

πρζπει αρχικά να γίνει αναφορά ςτο υπόςτρωμα δότθ που χρθςιμοποιείται για τθν 

μετζπειτα εναπόκεςθ του υλικοφ ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ. Το υπόςτρωμα του 

δότθ είναι πολυςτρωματικό [1]: αποτελείται από ζνα πλακίδιο χαλαηία (quartz), το 

οποίο ζχει επιςτρωκεί με τθ τεχνικι spin coating από ζνα ενδιάμεςο απορροφθτικό 

ςτρϊμα (dynamic release layer – DRL) πάχουσ 40 nm, όπου ςε αυτι τθν περίπτωςθ 

είναι ςτρϊμα τιτανίου (Ti), και ζνα ομοιόμορφο ςτρϊμα πάχουσ 20 μm του υγροφ 

υλικοφ προσ εναπόκεςθ που ζχει τοποκετθκεί με πιπζτα. Πλο το υπόςτρωμα του 

δότθ ζχει πάχοσ 1 mm και διάμετρο 2.5 cm (Εικόνα 3.1). 

 

 
Εικόνα 3.1: Το υπόςτρωμα του δότθ. 

 

Το quartz είναι διαφανζσ ςτθν περιοχι του υπερφκρου, του υπεριϊδουσ και 

του ορατοφ φάςματοσ τθσ ακτινοβολίασ, κάτι το οποίο ςυνεπάγεται ότι επιτρζπει 

ςτθ δζςμθ του λζιηερ να διζρχεται μζςα από αυτό χωρίσ να τθν απορροφά. Το 

τιτάνιο που χρθςιμοποιείται εδϊ είναι βιοςυμβατό, δθλαδι ενδείκνυται για χριςθ 

ςε εφαρμογζσ εναπόκεςθσ βιολογικϊν υλικϊν, και επιπλζον ζχει πολφ καλι 

πρόςφυςθ με το quartz, με αποτζλεςμα το υπόςτρωμα του δότθ να 

επαναχρθςιμοποιείται χωρίσ να αφαιρείται ποςότθτα του τιτανίου από τισ πλφςεισ 

με ddH2O. 

Μόλισ απελευκερωκεί θ δζςμθ του λζιηερ από τθν κοιλότθτά του (βλ. 

Ενότθτα 3.2.1), ςυναντά πρϊτα το quartz, το οποίο επειδι είναι διαφανζσ ςτο μικοσ 

κφματοσ του λζιηερ, δεν επθρεάηει τθ δζςμθ, δθλαδι δεν τθν απορροφά, και άρα 

αυτι περνάει μζςα από αυτό χωρίσ καμία απϊλεια. Ωςτόςο, το τιτάνιο, το επόμενο 

ςτρϊμα που ςυναντά, απορροφά τθ δζςμθ με αποτζλεςμα αυτό να κερμαίνεται 

θ/και αποδομείται τοπικά (Εικόνα 3.2 (α)). Αυτό ζχει ςα ςυνζπεια τθ δθμιουργία 

ενόσ κφλακα υψθλισ πίεςθσ αζρα ςτθ διεπιφάνεια του τιτανίου και του 

διαλφματοσ, ο οποίοσ ζχει μεγαλφτερθ πίεςθ από τθν ατμοςφαιρικι. Επειδι πρζπει 

να επανζλκει θ ιςορροπία των πιζςεων, ο κφλακασ, λόγω μικροφ μεγζκουσ και 
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μεγάλθσ πίεςθσ, εκτονϊνεται μζχρι το ςθμείο όπου θ εςωτερικι του πίεςθ κα είναι 

ίςθ με τθν ατμοςφαιρικι. 

 

 
Εικόνα 3.2: Αναπαράςταςθ τθσ τεχνικισ LIFΤ με χριςθ ενδιαμζςου απορροφθτικοφ 

ςτρϊματοσ (DRL) (α) Η ακτινοβόλθςθ του DRL προκαλεί τθν κζρμανςι του ι και τθν 

αποδόμθςι του ανάλογα με τθν πυκνότθτα ενζργειασ του λζιηερ. (β) Η εκτόνωςθ 

του κφλακα αερίων που δθμιουργείται ωκεί προσ τα εμπρόσ το υπερκείμενο 

κομμάτι του λεπτοφ φιλμ. (γ) Ο ςχθματιςμόσ τθσ δομισ λαμβάνει χϊρα με τθν 

εναπόκεςθ του λεπτοφ φιλμ ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ [2]. 

 

Σε αυτό το ςθμείο ο κφλακασ κα ςπάςει και άρα το ςυγκεκριμζνο τμιμα του 

διαλφματοσ κα ελευκερωκεί (Εικόνα 3.2 (β)) με τθ μορφι ενόσ κατευκυντικοφ jet 

και κα προςγειωκεί πάνω ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ (Εικόνα 3.2 (γ)). 

 

 
Εικόνα 3.3: Απεικόνιςθ τθσ διαδικαςίασ LIFT υγρισ φάςθσ με τθ μζκοδο 

χρονοεξαρτϊμενθσ απεικόνιςθσ *3]. 
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Το ςταγονίδιο (droplet) που προκφπτει πρζπει να ζχει ςυγκεκριμζνο 

μζγεκοσ: δεν πρζπει να είναι οφτε πολφ μικρό, πράγμα το οποίο ςθμαίνει ελάχιςτο 

υλικό ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ και άρα μικρι απόδοςι του, αλλά οφτε και 

πολφ μεγάλο, όπου κα δθμιουργοφνται ςυςςωματϊματα μεταξφ των 

εναποτικζμενων ςταγονιδίων και δεν κα υπάρχει ομοιομορφία που και πάλι 

ςυνεπάγεται όχι καλι απόδοςθ για το μικροςφςτθμα. Ρραγματοποιοφνται δοκιμζσ 

με διάφορεσ πυκνότθτεσ ενζργειασ (energy fluence) οφτωσ ϊςτε να γίνει ςαφζσ ποια 

είναι θ βζλτιςτθ ενζργεια. Στθν Εικόνα 3.4, είναι φανερό ότι θ πυκνότθτα ενζργειασ 

250 mJ/cm2 δίνει το καλφτερο μζγεκοσ και ςχιμα ςτα ςταγονίδια. 

 

 
Εικόνα 3.4: Εναπόκεςθ με τθν τεχνικι LIFT ολιγονουκλεοτιδίων ςυγκζντρωςθσ 10 

μM διαλυμζνα ςε 1 Μ phosphate buffer pH 8 και 2% sodium dodecyl sulphate (SDS) 

ςε επίπεδεσ επιφάνειεσ GOPTS/LTO/Si για διαφορετικζσ πυκνότθτεσ ενζργειασ τθσ 

δζςμθσ του λζιηερ [4]. 

 

Αξίηει να ςθμειωκεί ότι μπορεί το τιτάνιο να κερμαίνεται ι/και να 

αποδομείται τοπικά, ωςτόςο το βιολογικό δείγμα δεν καταςτρζφεται οφτε 

επθρεάηεται θ λειτουργικότθτά του, με αποτζλεςμα να παραμζνει ανεπθρζαςτο 

κατά τθ διάρκεια τθσ εναπόκεςθσ *5]. Ζχουν πραγματοποιθκεί πολλζσ εργαςίεσ 

μελζτθσ του μθχανιςμοφ εναπόκεςθσ, τόςο ςε πειραματικό [3, 6–10]όςο και ςε 

κεωρθτικό επίπεδο [11–15], οφτωσ ϊςτε να κατανοθκεί όςο το δυνατόν καλφτερα ο 

ςχθματιςμόσ των κυλάκων υψθλισ πίεςθσ και θ εξάρτθςθ του μεγζκουσ και του 

ςχιματοσ του ςταγονιδίου από τθν πυκνότθτα ενζργειασ τθσ δζςμθσ του λζιηερ, με 

απϊτερο ςκοπό τθ βελτίωςθ τθσ τεχνικισ LIFT. 

 

3.2 Πειραματικό Διϊταξη 
 

Τα πειράματα που ακολουκοφν πραγματοποιικθκαν πάνω ςε ζναν 

αυτοματοποιθμζνο ςτακμό μικρομθχανικισ κατάλλθλο για τθν απευκείασ 

μικροεναπόκεςθ υλικϊν υγρισ φάςθσ με λζιηερ. Το εργαςτιριο ςτο οποίο βρίςκεται 
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θ διάταξθ αυτι υπάγεται ςτον Τομζα Φυςικισ τθσ Σχολισ Ε.Μ.Φ.Ε. του Ε.Μ.Ρ. και θ 

Εικόνα 3.5 παρουςιάηει αυτι τθ διάταξθ. 

 

 
Εικόνα 3.5: Φωτογραφία τθσ πειραματικισ διάταξθσ για εναπόκεςθ υλικϊν υγρισ 

φάςθσ με λζιηερ. 

 

Ο ςτακμόσ εναπόκεςθσ αποτελείται από μία πθγι Λζιηερ, μια βάςθ ςτιριξθσ 

του υποςτρϊματοσ δότθ (ΒΣΥΔ), μια βάςθ ςτιριξθσ του υποςτρϊματοσ αποδζκτθ 

(ΒΣΥΑ) ελεγχόμενθ από βθματικοφσ κινθτιρεσ, ζναν θλεκτρονικό υπολογιςτι και 

οριςμζνα οπτικά ςτοιχεία (Εικόνα 3.6). 

 

 
Εικόνα 3.6: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ πειραματικισ διάταξθσ για εναπόκεςθ 

υλικϊν υγρισ φάςθσ με λζιηερ. 

 

Στόχοσ τθσ πειραματικισ αυτισ διάταξθσ είναι θ ελεγχόμενθ απεικόνιςθ τθσ μάςκασ, 

ςε μικρομετρικζσ διαςτάςεισ,  ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ μζςω ενόσ 

αντικειμενικοφ φακοφ. Ραράλλθλα, υπιρχε ανάγκθ για ανάπτυξθ ενόσ 

ανεςτραμμζνου μικροςκοπίου για απεικόνιςθ των διεργαςιϊν ςε πραγματικό 
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χρόνο. Τα ςτοιχεία του ςτακμοφ εναπόκεςθσ και οι λειτουργίεσ τουσ 

παρουςιάηονται αναλυτικά ςτισ παρακάτω παραγράφουσ. 

 

3.2.1 Πηγό Λϋιζερ 

 

Θ πθγι ακτινοβολίασ που χρθςιμοποιικθκε είναι ζνα Nd:YAG (Neodymium-

doped Yttrium Aluminium Garnet) λζιηερ. Το μοντζλο που χρθςιμοποιικθκε ζχει 

μζγιςτθ ονομαςτικι ιςχφ εξόδου 300 mJ για το μικοσ κφματοσ 1064 nm τθσ βαςικισ 

αρμονικισ. Το ςφςτθμα λζιηερ παρείχε τθν δυνατότθτα εκπομπισ και των τριϊν 

βαςικϊν αρμονικϊν (2θ – 532 nm, 3θ – 355 nm, 4θ – 266 nm) με χριςθ κατάλλθλων 

κρυςτάλλων διπλαςιαςμοφ ςυχνότθτασ και κατόπτρων ςτο εςωτερικό τθσ 

κοιλότθτάσ του. Πλα τα πειράματα εναπόκεςθσ πραγματοποιικθκαν με τθν 4θ 

αρμονικι για τθν οποία το εφροσ του παλμοφ μετρικθκε, με τθ βοικεια ενόσ 

παλμογράφου και ενόσ ενεργόμετρου, ςε 10 nsec. 

 

3.2.2 Εξαςθενητόσ Δϋςμησ 

 

Ο εξαςκενθτισ είναι ζνα πλακίδιο που παρεμβάλλεται αμζςωσ μετά τθν 

κοιλότθτα του λζιηερ με τθν ιδιότθτα να εξαςκενεί τθσ ζξοδο τθσ δζςμθσ του. Με 

τθν περιςτροφι του εξαςκενθτι, ανακλάται μζροσ τθσ δζςμθσ με αποτζλεςμα θ 

δζςμθ που απομζνει να χαρακτθρίηεται από μικρότερθ πυκνότθτα ενζργειασ. 

Δθλαδι, για μεγαλφτερεσ γωνίεσ ωσ προσ τθ βάςθ περιςτροφισ του, ο εξαςκενθτισ 

επζτρεπε λιγότερθ πυκνότθτα ενζργειασ ςτθ δζςμθ του λζιηερ. Οι γωνίεσ 

περιςτροφισ του εξαςκενθτι επιλζγονται με το πρόγραμμα LabVIEW του Θ/Υ. 

Με τθ βοικεια ενόσ παλμογράφου και ενόσ ενεργόμετρου, προκφπτει θ 

τάςθ εξόδου ΔV για τισ διαδοχικζσ γωνίεσ. ΢υκμίηοντασ τθ μάςκα (βλ. Ενότθτα 3.2.5) 

ϊςτε να δίνει αποτφπωμα (spot size) διαμζτρου 50 μm πάνω ςτο υπόςτρωμα δότθ, 

θ ενζργεια υπολογίηεται από τθ ςχζςθ: 

 

 
Εικόνα 3.7: Διάγραμμα βακμονόμθςθσ τθσ πυκνότθτασ ενζργειασ τθσ δζςμθσ του 

λζιηερ ςυναρτιςει τθσ γωνίασ του εξαςκενθτι. 

   
      

    
 (
  

   
) 
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3.2.3 ΢ύςτημα Σηλεςκοπικών Υακών 

 

Το ςφςτθμα τθλεςκοπικϊν φακϊν αποτελείται από ζναν αποκλίνοντα φακό 

(f1 = – 150 mm) και ζναν ςυγκλίνοντα φακό (f2 = 300 mm) τοποκετθμζνων ςε 

απόςταςθ 150 mm ϊςτε να αποτελοφν ζνα τθλεςκόπιο. Το τθλεςκόπιο μεγεκφνει 

κατά ζνα παράγοντα 2 τθν διάμετρο τθσ δζςμθσ  (Μ = f2/f1 = 2) ζτςι ϊςτε να γίνει 

αποτελεςματικότερθ θ επιλογι ενόσ ομογενοφσ κομματιοφ τθσ από τθν μάςκα (βλ. 

Ενότθτα 3.2.5). 

 

3.2.4 Επύπεδα Κϊτοπτρα 

 

Στθ ςυνζχεια, παρεμβάλλονται δφο επίπεδα κάτοπτρα τα οποία 

αντανακλοφν πλιρωσ τθ δζςμθ του λζιηερ ςτο μικοσ κφματοσ που ζχει επιλεχκεί 

(266 nm). Θ χρθςιμότθτά τουσ ζγκειται ςτο να κατευκφνουν τθ δζςμθ ςτθν 

επικυμθτι πορεία. 

 

3.2.5 Μϊςκα Δϋςμησ 

 

Θ μεταβλθτι μάςκα ρυκμίηει το αποτφπωμα (spot size) τθσ δζςμθσ του 

λζιηερ. Θ οπι τθσ ζχει εξαγωνικό ςχιμα, όπου ςτα υγρά υλικά, λόγω ιξϊδουσ, 

ςυνεπάγεται ςφαιρικό ςχιμα, δθλαδι ζνα ςταγονίδιο. Λόγω του ότι το ςφςτθμα 

τθλεςκοπικϊν φακϊν διεφρυνε και εςτίαςε τθ δζςμθ, με τθ χριςθ τθσ μάςκασ 

επιτυγχάνεται μία ομοιόμορφθ δζςμθ, όπου θ πυκνότθτα ενζργειασ που τθ 

χαρακτθρίηει είναι όςο το δυνατόν πιο ιςοκατανεμθμζνθ ςε όλα τα ςθμεία τθσ. 

 

3.2.6 Αντικειμενικόσ Υακόσ 

 

Ο αντικειμενικόσ φακόσ LMU-15X-266 ζχει αρικμθτικό άνοιγμα 0.32 και 

παρόλο που χρθςιμοποιείται για τθν εςτίαςθ τθσ δζςμθσ πάνω ςτο υπόςτρωμα του 

δότθ, ςε ςυνδυαςμό με τθ χριςθ τθσ μάςκασ δθμιουργεί φαινόμενα περίκλαςθσ. Θ 

εμφάνιςθ αυτϊν των φαινομζνων είναι αναμενόμενθ κακϊσ θ δζςμθ μίασ 

οριςμζνθσ διαμζτρου περνά από ζνα εμπόδιο (τθ μάςκα) που ζχει μικρότερθ 

διάμετρο. Για να μειωκοφν ςθμαντικά αυτά τα φαινόμενα, πρζπει να βρεκεί θ 

βζλτιςτθ απόςταςθ τθσ μάςκασ από τον αντικειμενικό φακό. 

 

3.2.7 Βϊςεισ ΢τόριξησ Τποςτρώματοσ Δότη και Αποδϋκτη 

 

Οι βάςεισ ςτιριξθσ του υποςτρϊματοσ του δότθ και του αποδζκτθ 

αποτελοφνται από δφο παράλλθλεσ πλάκεσ αλουμινίου κατάλλθλα 

προςαρμοςμζνεσ ςε δφο μικρομετρικά ςυςτιματα κίνθςθσ. Τα μικρομετρικά 
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ςυςτιματα κίνθςθσ παρείχαν δυνατότθτα ελζγχου τθσ απόςταςθσ μεταξφ των 

πλακϊν με ακρίβεια 20 μm. Επίςθσ, τα μικρομετρικά ςυςτιματα κίνθςθσ 

επιτρζπουν τθν ταυτόχρονθ κίνθςθ των βάςεων πάνω – κάτω και αριςτερά – δεξιά, 

αλλά μόνο προσ μία κατεφκυνςθ ανά κίνθςθ. H ςτιριξθ του υποςτρϊματοσ του 

δότθ γίνεται με τθν τοποκζτθςι του ςτθν ειδικά διαμορφωμζνθ κοιλότθτα τθσ 

αντίςτοιχθσ βάςθσ ςτιριξθσ. Για το υπόςτρωμα του αποδζκτθ, θ ςτιριξθ γινόταν με 

χριςθ ρθτίνθσ ςτθν αντίςτοιχθ βάςθ  ενϊ το ςφςτθμα παρζχει και τθν δυνατότθτα 

ςτιριξθσ μζςω κενοφ. 

 

 
Εικόνα 3.8: Φωτογραφίεσ των βάςεων ςτιριξθσ των υποςτρωμάτων του δότθ και 

του αποδζκτθ [2]. 

 

3.2.8 Οπτικό Μικροςκόπιο 

 

Το ανεςτραμμζνο οπτικό μικροςκόπιο, το οποίο είναι ομοαξονικό ςε ςχζςθ 

με τον αντικειμενικό φακό, είναι ςυνδεδεμζνο με μία CCD κάμερα θ οποία 

φωτίηεται με τθ βοικεια ενόσ διαχωριςτι δζςμθσ, ο οποίοσ λαμβάνει φωσ από μία 

απλι κερμιονικι λάμπα και αφενόσ φωτίηει το υπόςτρωμα του δότθ και αφετζρου 

τθ CCD κάμερα. Με αυτό το ςφςτθμα, είναι δυνατι θ ακριβισ ευκυγράμμιςθ των 

υποςτρωμάτων του δότθ και του αποδζκτθ, ο ζλεγχοσ του προφίλ τθσ δζςμθσ και ο 

επιτόπου ζλεγχοσ των αποτελεςμάτων τθσ εναπόκεςθσ. 

 

3.2.9 Βηματικού Κινητόρεσ και Η/Τ 

 

Για τθν αυτοματοποίθςθ τθσ πειραματικισ διάταξθσ χρθςιμοποιικθκαν τρείσ 

βθματικοί κινθτιρεσ. Οι δφο πρϊτοι βθματικοί κινθτιρεσ παρείχαν ςχετικι κίνθςθ 

ΒΣΥΑ

ΒΣΥΓ

ΥΓ

ΒΣΥΓ

ΒΣΥΑ

ΜΣΚ

ΜΣΚ

ΒΣΥΑ: Βάζη ζηήπιξηρ ςποζηπώμαηορ αποδέκηη
ΒΣΥΓ: Βάζη ζηήπιξηρ ςποζηπώμαηορ δόηη
ΜΣΚ: Μικπομεηπικό ζύζηημα κίνηζηρ
ΥΓ: Υπόζηπωμα δόηηρ
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του υποςτρϊματοσ δότθ και του υποςτρϊματοσ αποδζκτθ ςτουσ άξονεσ x και y, 

δίνοντασ τθν δυνατότθτα εκτφπωςθσ δυςδιάςτατων δομϊν. Ο τρίτοσ βθματικόσ 

κινθτιρασ παρείχε ελεγχόμενθ περιςτροφικι κίνθςθ του εξαςκενθτι τθσ δζςμθσ 

λζιηερ, όπωσ αναφζρκθκε και ςτθν Ενότθτα 3.2.2. Θ υλοποίθςθ του αυτοματιςμοφ 

ζγινε με χριςθ του LabVIEW και τθν ανάπτυξθ ενόσ ςχετικοφ προγράμματοσ που 

παρζχει τισ δυνατότθτεσ για εξωτερικό ζλεγχο τθσ πυροδότθςθσ του λζιηερ (επιλογι 

ςυχνότθτασ ι/και πλικουσ παλμϊν), ςυγχρονιςμό των βθματικϊν κινθτιρων και 

του λζιηερ για τθν εναπόκεςθ απλϊν ι ςφνκετων δυςδιάςτατων δομϊν, και για 

αυτοματοποιθμζνθ επιλογι τθσ πυκνότθτασ ενζργειασ τθσ δζςμθσ λζιηερ μζςω 

ελζγχου του βθματικοφ κινθτιρα που ελζγχει τθν περιςτροφι του εξαςκενθτι. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4: ΒΙΟΑΙ΢ΘΗΣΗΡΕ΢ ΓΙΑ ΑΝΙΦΝΕΤ΢Η 

ΤΒΡΙΔΟΠΟΙΗ΢Η΢ DNA 
 

4.1 Ειςαγωγό 
 

Στθ Μοριακι Βιολογία, θ διαδικαςία ανίχνευςθσ τθσ υβριδοποίθςθσ DNA 

αφορά μία ακινθτοποιθμζνθ μονόκλωνθ αλυςίδα DNA (single-stranded DNA – 

ssDNA), τθν probe, ςυνικωσ μικουσ 100 με 1000 βάςεισ, θ οποία αξιοποιείται για 

τθν ανίχνευςθ τθσ παρουςίασ ολιγονουκλεοτιδικϊν αλλθλουχιϊν/ςτόχων, τισ target, 

των οποίων οι βάςεισ είναι πλιρωσ ςυμπλθρωματικζσ με τισ αντίςτοιχεσ βάςεισ τθσ 

ssDNA. Λόγω αυτισ τθσ ςυμπλθρωματικότθτασ, δθμιουργοφνται δεςμοί υδρογόνου 

μεταξφ των ηευγαρωτϊν βάςεων και ςχθματίηεται μία δίκλωνθ αλυςίδα DNA 

(double-stranded DNA – dsDNA). 

Οι δοκιμζσ υβριδοποίθςθσ για τθν ανίχνευςθ ςυγκεκριμζνων αλλθλουχιϊν 

νουκλεϊκϊν οξζων αξιοποιοφνται ευρζωσ ςε διάφορουσ τομείσ τθσ ζρευνασ κακϊσ 

και ςε κλινικζσ και ιατροδικαςτικζσ εξετάςεισ ρουτίνασ. Ζχουν μελετθκεί εκτενϊσ τα 

τελευταία χρόνια οι εφαρμογζσ των βιοαιςκθτιρων ςε αυτό τον τομζα λόγω τθσ 

πολλά υποςχόμενθσ, γριγορθσ και χαμθλοφ κόςτουσ λφςθσ που προςφζρουν ςτισ 

εξετάςεισ DNA. Αυτι θ τεχνολογία βαςίηεται ςτθν ακινθτοποίθςθ μίασ μονόκλωνθσ 

αλυςίδασ DNA (ssDNA) πάνω ςε διάφορουσ θλεκτροχθμικοφσ μετατροπείσ οι οποίοι 

μεταφράηουν το ςυμβάν τθσ υβριδοποίθςθσ ςε θλεκτρικό ςιμα. Ο Mikkelsen 

κατευκφνκθκε κυρίωσ προσ τθ βολταμετρικι παρακολοφκθςθ αυτισ τθσ διεργαςίασ. 

Θ ζρευνά του κινικθκε ωσ επί το πλείςτον προσ τθν εφαρμογι των θλεκτρικά 

ενεργϊν ligands που παρεμβάλλονται μεταξφ των βάςεων του DNA (DNA 

intercalators) και των ςυνδετικϊν ουςιϊν ςτο ζλαςςον αυλάκι (minor groove) του 

DNA ωσ δείκτεσ οξειδοαναγωγισ οι οποίοι υποβοικθςαν τθν υβριδοποίθςθ [1]. 

Άλλοι δείκτεσ οξειδοαναγωγισ που ζχουν αξιοποιθκεί είναι το μόριο τθσ 

δαουνομυκίνθσ [2+, κακϊσ και ςυμπλζγματα μετάλλων όπωσ κοβαλτίου – 

φαινανκρολίνθσ *3–4], κοβαλτίου – διπυριδίνθσ [5–6+ και ρουκθνίου – διπυριδίνθσ 

[7–8+, αντικαρκινικοί δείκτεσ όπωσ θ εχινομυκίνθ *9–10+ και θ επιρουμπικίνθ [11], 

και τζλοσ, οργανικζσ χρωςτικζσ όπωσ το κυανοφν του μεκυλενίου *12–17]. 

Συνθκίηεται επίςθσ θ επιςιμανςθ τθσ ακινθτοποιθμζνθσ μονόκλωνθσ αλυςίδασ DNA 

με ζνηυμα [18–30+ τα οποία λόγω τθσ θλεκτροχθμικισ αντίδραςθσ που καταλφουν, 

βοθκοφν περαιτζρω ςτθν ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ. 

Ρζραν από τουσ δείκτεσ, θ υβριδοποίθςθ ζγινε αντιλθπτι ςε αιςκθτιρεσ 

μικροδοκϊν από τουσ Hansen et al. [31] και τουσ McKendry et al. [32], κακϊσ και ςε 

θλεκτρόδια θμιαγϊγιμων οξειδίων από τουσ Zebda et al. [33]. Ωςτόςο, επειδι αυτι 

θ εργαςία εςτιάηει ςτθν τεχνικι LIFT για εκτφπωςθ βιολογικοφ υλικοφ, και 

ςυγκεκριμζνα ολιγονουκλεοτιδικϊν ακολουκιϊν, αξίηει να αναφερκεί ότι 

πραγματοποιικθκαν δοκιμζσ με τθ χριςθ αυτισ τθσ μεκόδου *34–35+, οι οποίεσ 
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ζδειξαν ότι θ διαδικαςία αυτι δεν αλλοιϊνει τθ μονόκλωνθ αλυςίδα κατά τθν 

εναπόκεςι τθσ, οπότε δεν επθρεάηεται και θ υβριδοποίθςθ του DNA. 

 

4.2 Προετοιμαςύα των Τποςτρωμϊτων των Αποδεκτών 
 

Ρριν τθν εναπόκεςθ με τθν τεχνικι LIFT, τα υποςτρϊματα των αποδεκτϊν 

που κα χρθςιμοποιθκοφν κα πρζπει αρχικά να υποςτοφν χθμικι τροποποίθςθ, 

κακϊσ θ μονόκλωνθ αλυςίδα DNA (ssDNA) δεν κα μπορεί να ακινθτοποιθκεί ςτθν 

επιφάνειά τουσ χωρίσ να προςδεκεί με ομάδεσ κειόλθσ. Τα πρωτόκολλα που 

ακολουκοφνται για τον κακαριςμό και τθν προετοιμαςία του υποςτρϊματοσ 

ςυνικωσ περιλαμβάνουν διαδικαςίεσ χθμικισ τροποποίθςθσ οι οποίεσ ωσ ςκοπό 

ζχουν αφενόσ να “κακαρίςουν” τθν επιφάνεια από ανεπικφμθτα ςωματίδια και 

παράγοντεσ μόλυνςθσ (π.χ. ςκόνθ)  και αφετζρου να ειςάγουν ςυςτοιχίεσ των 

λειτουργικϊν ομάδων μζςω τθσ διαβροχισ τθσ επιφάνειασ με κατάλλθλεσ χθμικζσ 

ενϊςεισ οι οποίεσ προςδζνονται ςτθν επιφάνεια του. Θ πρόςδεςθ αυτι μπορεί να 

είναι είτε φυςικι είτε χθμικι υπό τθν ζννοια τθσ φυςικισ προςρόφθςθσ ςτθν 

επιφάνεια και τθσ ανάπτυξθσ χθμικϊν δεςμϊν μεταξφ  των μορίων του εκάςτοτε 

χθμικοφ παράγοντα και τθσ επιφάνεια του υποςτρϊματοσ.  

Οι μζκοδοι ακινθτοποίθςθσ που χρθςιμοποιικθκαν, όπωσ βλζπουμε και 

ςτθν Εικόνα 4.1, ιταν: 

a) θ εναπόκεςθ ςτρϊματοσ χρυςοφ πριν τθν εκτφπωςθ του βιολογικοφ υλικοφ 

[36] και 

b) θ χριςθ ενόσ ςιλανίου, του 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane (GOPTS) [37]. 

 

 
Εικόνα 4.1 Απεικόνιςθ ακινθτοποίθςθσ τροποποιθμζνων με κειόλθ 

ολιγονουκλεοτιδίων ςε επιφάνειεσ χρυςοφ και ενεργοποιθμζνου με GOPTS οξειδίου 

του πυριτίου [38]. 

 

Για τθν περίπτωςθ τθσ ακινθτοποίθςθσ των ολιγονουκλεοτιδίων ςε 

επιφάνειεσ χρυςοφ, οι διαδικαςίεσ κακαριςμοφ περιλαμβάνουν τα εξισ: 1) 

διαμόρφωςθ τθσ επιφάνειασ, β) ακινθτοποίθςθ των νουκλεϊκϊν οξζων και γ) 

υβριδοποίθςθ ςυμπλθρωματικϊν νουκλεϊκϊν οξζων. Το πάχοσ τθσ διαμόρφωςθσ 

τθσ επιφάνειασ αφορά ςτθν επίςτρωςθ τιτανίου πάχουσ περίπου 2 nm πάνω ςτισ 
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επιφάνειεσ LTO/Si και τθν επακόλουκθ επίςτρωςθ με χρυςό πάχουσ 200 nm. Εν 

ςυνεχεία, τα δείγματα υπόκεινται ςε κακαριςμό μζςω πλφςεων με ddH2O. 

Αντίςτοιχα, για τθν περίπτωςθ τθσ ακινθτοποίθςθσ ολιγονουκλεοτιδίων ςε 

επιφάνειεσ GOPTS/LTO, αρχικά το δείγμα υπόκειται ςε πλφςεισ ςε αικανόλθ (95%) 

και ςτθ ςυνζχεια αναδεφεται ςε διάλυμα 2% 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane 

(GOPTS) ςε 95% αικανόλθ για 6 ϊρεσ ςτουσ 37°C. Τζλοσ το δείγμα ςτεγνϊνεται με 

αζρα και ψινεται ςτουσ 135°C για μία ϊρα. 

Θ ενεργοποίθςθ των επιφανειϊν των δειγμάτων αποτελεί ζνα ςθμαντικό 

ςτάδιο τθσ χθμικισ τροποποίθςθσ και ςκοπό ζχει να ακινθτοποιιςει τα βιομόρια ςε 

επίπεδεσ επιφάνειεσ LTO/Si και ςε πυκνι διάταξθ. Αυτό επιτυγχάνεται με τθ χριςθ 

κατάλλθλων χθμικϊν διαλυμάτων, μεγάλθσ ιοντικισ ιςχφοσ, ϊςτε να αποφευχκεί θ 

περίπτωςθ απϊκθςθσ λόγω ομϊνυμων φορτίων [39]. Για τθν πρϊτθ μζκοδο 

ακινθτοποίθςθσ που περιγράφκθκε, θ ειςαγωγι λειτουργικϊν ομάδων κειόλθσ (-

SH-) ςυντελεί ςτο ςχθματιςμό ομοιοπολικοφ δεςμοφ μεταξφ τθσ επιφάνειασ του 

χρυςοφ και τθσ κειόλθσ. Θ επίτευξθ του ομοιοπολικοφ δεςμοφ ευνοείται από τθ 

ςτιγμι που ο χρυςόσ λειτουργεί ωσ δότθσ ενϊ το πυρίτιο ωσ αποδζκτθσ των 

θλεκτρονίων [40].  

 
Εικόνα 4.2: Μζκοδοσ τροποποίθςθσ επιφανειϊν LTO με GOPTS [38]. 

 

Πςον αφορά ςτθ δεφτερθ μζκοδο που περιγράφκθκε, το ςιλάνιο λειτουργεί 

ωσ γζφυρα πρόςδεςθσ κακϊσ προςδζνεται ςτα ελεφκερα καρβοξφλια (-OH-) τα 

οποία κατανζμονται ομοιόμορφα πάνω ςτισ επιφάνειεσ του πυριτίου (Εικόνα 4.2). 

Σθμαντικόσ παράγοντασ για τθν ακινθτοποίθςθ των βιομορίων με ομάδεσ κειόλθσ 

είναι ότι το διάλυμα κα πρζπει να βρίςκεται ςε ελαφρά βαςικι κατάςταςθ (pH 8) 

κακϊσ οι ομάδεσ κειόλθσ είναι πιο δραςτικζσ χθμικά ςυγκριτικά με τισ άλλεσ 2 

ομάδεσ για τισ οποίεσ απαιτοφνται πιο όξινα διαλφματα. Θ επίτευξθ τθσ 
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ακινθτοποίθςθσ των βιομορίων, μζςω του ςιλανίου, ςε πυκνζσ διατάξεισ οφείλεται 

ςτο μικρό μικοσ άρα και μικρό μοριακό βάροσ του GOPTS [41]. 

 

4.3 Εναπόθεςη των Ολιγονουκλεοτιδύων με την τεχνικό LIFT 
 

Για τα πειράματα που ακολουκοφν, χρθςιμοποιικθκαν πλιρωσ 

ςυμπλθρωματικζσ (fully complementary – FC) ολιγονουκλεοτιδικζσ αλυςίδεσ, τόςο 

αυτζσ που κα ιταν ακινθτοποιθμζνεσ (probe) πάνω ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ, 

όςο και αυτζσ που κα αποτελοφςαν το ςτόχο (target). Θ αλλθλουχία των βάςεων 

επιλζχκθκε από τθ βιβλιοκικθ SELEX (systemic evolution of ligands by exponential 

enrichment) και ζχουν ωσ ακολοφκωσ: 

probe: 5’-HS-(CH2)6-TAG CCG ATA TGC GCA-3’-FAM 

target: 3’-ATC GGC TAT ACG CGT-5’-Texas Red 

όπου FAM και Texas Red οι δείκτεσ φκοριςμοφ με τουσ οποίουσ ζχουν επιςθμανκεί 

τα άκρα των αλυςίδων. 

Με τθν τεχνικι LIFT εναποτζκθκαν επιτυχϊσ μία ςυςτοιχία (array) FC probe 

αλυςίδων (10 μM ςε διάλυμα 1 M Potassium Phosphate Buffer pH 8) με τισ εξισ 

ςυνκικεσ: 

 10 μL διαλφματοσ ςτο υπόςτρωμα δότθ quartz/Ti 

 spot size: 60 μm 

 πυκνότθτα ενζργειασ: 250 mJ/cm2 

 απόςταςθ των υποςτρωμάτων δότθ – αποδζκτθ: 300 μm 

Τα υποςτρϊματα του αποδζκτθ ιταν είτε πλακίδια GOPTS/LTO/Si είτε SPEs (Screen 

Printed Electrodes) με χρυςό θλεκτρόδιο εργαςίασ, από τθ DropSens. Τα δφο ειδϊν 

υποςτρϊματα ςυνεπάγονται με δφο τρόπουσ ανίχνευςθσ τθσ υβριδοποίθςθσ του 

DNA, με φκοριςμό και θλεκτροχθμεία αντίςτοιχα. 

 

4.3.1 Ανύχνευςη Τβριδοπούηςησ DNA με Υθοριςμό 

 

Ζχει πραγματοποιθκεί ςε μία προθγοφμενθ εργαςία θ εναπόκεςθ των FC 

probe αλυςίδων πάνω ςτθν επιφάνεια ενόσ πλακιδίου GOPTS/LTO/Si (θ διαδικαςία 

τθσ ακινθτοποίθςισ τουσ περιγράφκθκε ςτθν Ενότθτα 4.2) με τθν τεχνικι LIFT και 

για τθ μελζτθ τθσ μορφολογίασ των ςταγονιδίων του χρθςιμοποιικθκε ζνα 

μικροςκόπιο φκοριςμοφ *42]. 

Τα ολιγονουκλεοτίδια αυτά ζχουν επιςθμανκεί με το δείκτθ φκοριςμοφ 

fluorescein, ο οποίοσ τουσ προςδίδει αυτό το πράςινο χρϊμα. Αμζςωσ μετά τθν 

υβριδοποίθςθ με τισ FC target αλυςίδεσ (θ διαδικαςία τθσ υβριδοποίθςθσ 

περιγράφκθκε επίςθσ ςτθν Ενότθτα 4.2), ο δείκτθσ φκοριςμοφ Texas Red δίνει το 

χαρακτθριςτικό κόκκινο χρϊμα (Εικόνα 4.3). 
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Εικόνα 4.3: Εικόνεσ μικροςκοπίου φκοριςμοφ των FC probe αλυςίδων (αριςτερά) και 

των υβριδοποιθμζνων με FC target αλυςίδων (δεξιά) [42]. 

 

Στισ παραπάνω εικόνεσ είναι φανερι θ μεγάλθ επιλεκτικότθτα ςτθν 

υβριδοποίθςθ των νουκλεϊκϊν αλυςίδων μεταξφ τουσ, κακϊσ ο δείκτθσ φκοριςμοφ 

Texas Red είναι ορατόσ μόνο ςτα ςθμεία που προχπιρχαν οι probe αλυςίδεσ. 

Βρζκθκε ότι θ φωτεινότθτα των περιοχϊν με το δείκτθ φκοριςμοφ είναι 6 φορζσ πιο 

φωτεινι από ότι ςτισ γφρω περιοχζσ. Τζλοσ, το ςιμα φκοριςμοφ είναι ομοιόμορφο 

ςε όλα τα ςταγονίδια, γεγονόσ το οποίο καταδεικνφει ότι θ κατανομι των 

ολιγονουκλεοτιδίων πάνω ςτθν επιφάνεια είναι επίςθσ ομοιόμορφθ χωρίσ τθν 

παρουςία ςυςςωματωμάτων. 

 

4.3.2 Ανύχνευςη Τβριδοπούηςησ DNA με Ηλεκτροχημεύα 

 

Για τθν ανάπτυξθ των θλεκτροχθμικϊν αιςκθτιρων, αξιοποιικθκαν τα SPEs 

τθσ εταιρείασ DropSens με κωδικό DRP-223BT (Εικόνα 4.4). Ρρόκειται για 

αιςκθτιρεσ 3 θλεκτροδίων, όπου ςτο ςυγκεκριμζνο SPE, το θλεκτρόδιο εργαςίασ 

(working electrode – WE) και το βοθκθτικό (counter electrode – CE) είναι από 

χρυςό, ενϊ το θλεκτρόδιο αναφοράσ (reference electrode – RE) και οι θλεκτρικζσ 

επαφζσ μεταξφ τουσ είναι από άργυρο. Θ δε διάμετροσ του θλεκτροδίου εργαςίασ 

είναι 1.6 mm. 

Θ εναπόκεςθ των FC probe αλυςίδων με τθν τεχνικι LIFT πραγματοποιικθκε 

ςε όλο το WE και καλφφκθκε περιοχι 1600x1600 μm2. Επειδι αυτό το θλεκτρόδιο 

είναι χρυςό, δεν απαιτείται καμία χθμικι τροποποίθςθ τθσ επιφάνειάσ του, κακϊσ 

διακζτει ιδθ ενεργζσ ομάδεσ κειόλθσ και άρα τα νουκλεϊκά οξζα μποροφν να 

προςδεκοφν ςτθν επιφάνειά του. Θ εφαρμογι οριςμζνου δυναμικοφ μεταξφ του 

WE και του RE προκαλεί τθν οξείδωςθ ι τθν αναγωγι θλεκτρενεργϊν ουςιϊν του 

βιολογικοφ δείγματοσ ςτο WE. Αποτζλεςμα είναι θ διεφλευςθ ρεφματοσ, θ ζνταςθ 
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του οποίου μπορεί να ςυςχετιςτεί με τθ ςυγκζντρωςθ τθσ θλεκτρενεργοφ 

προςδιοριηόμενθσ ουςίασ ςτο διάλυμα. 

 

 
Εικόνα 4.4: Τα επιμζρουσ θλεκτρόδια ενόσ DRP-223BT SPE τθσ DropSens. 

 

Θ άντλθςθ θλεκτρονίων δεν μπορεί να ςυνεχιςτεί χωρίσ τθ φόρτιςθ του 

αιςκθτιρα και άρα διακοπι τθσ αντίδραςθσ. Για να διατθρθκεί αυτόσ θλεκτρικά 

ουδζτεροσ, θ περίςςεια ι το ζλλειμμα των θλεκτρονίων κα πρζπει να αναπλθρωκεί 

με ζνα ίςο και αντίκετο ρεφμα ςτο CE. Οι αντιδράςεισ που λαμβάνουν χϊρα ςτο WE 

κακορίηονται από τθν τάςθ μεταξφ του μετάλλου αυτοφ και του διαλφματοσ του 

θλεκτρολφτθ. Για να μετρθκεί με ακρίβεια το δυναμικό του διαλφματοσ του 

θλεκτρολφτθ, χρειάηεται το RE, το οποίο δεν επιτρζπει τθ διζλευςθ ρεφματοσ, και 

αυτό ακριβϊσ το δυναμικό είναι που ελζγχει το ρεφμα που προκαλεί το CE. Αν το 

ρεφμα του CE είναι ίςο με το ρεφμα του WE, το δυναμικό ςτο RE παραμζνει 

ςτακερό. Αν, ωςτόςο, το δυναμικό μεταβλθκεί, κα αλλάξει και το ρεφμα για να 

αντιςτακμίςει τθν περίςςεια ι το ζλλειμμα που άφθςε θ μεταβολι δυναμικοφ. 

Για να μελετθκεί θ ςυμπεριφορά του ρεφματοσ ςυναρτιςει ενόσ 

μεταβαλλόμενου δυναμικοφ του εκτυπωμζνου με FC probe αλυςίδεσ χρυςοφ SPE, 

αξιοποιείται το όργανο 4140 Β pA meter / DC Voltage Source τθσ Hewlett – Packard 

ςτο εργαςτιριο θλεκτρικοφ χαρακτθριςμοφ του Τομζα Φυςικισ τθσ Σχολισ Ε.Μ.Φ.Ε. 

του Ε.Μ.Ρ. το οποίο δίνει διαγράμματα κυκλικισ βολταμετρίασ. 

Το όργανο αυτό χρθςιμοποιείται για τθ μζτρθςθ των ςτατικϊν 

χαρακτθριςτικϊν I-V. Επιλζγοντασ τθν λειτουργία “staircase mode”, αυξάνεται θ 

εφαρμοηόμενθ τάςθ ςτθ πφλθ με ςτακερό βιμα το οποίο επιλζγεται από το χριςτθ 

μετρϊντασ ςτθ ςυνζχεια τθν ζνταςθ του ρεφματοσ (I) ζπειτα από χρονικι 

κακυςτζρθςθ (κακορίηεται και αυτι από τον χριςτθ). Θ χρονικι αυτι κακυςτζρθςθ 

εξαςφαλίηει τθν εξαςκζνθςθ του μεταβατικοφ χαρακτιρα του ρεφματοσ που 

προκαλεί θ μεταβολι τθσ τάςθσ. 
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Για τθ λιψθ των μετριςεων, το δείγμα τοποκετείται ςε μία μεταλλικι βάςθ. 

Ρεριφερειακά τθσ βάςθσ υπάρχουν μετακινοφμενεσ ακίδεσ βολφραμίου με τρεισ 

βακμοφσ ελευκερίασ, ςτθν άλλθ άκρθ των οποίων ςυνδζονται τα όργανα μζτρθςθσ. 

Με αυτό τον τρόπο, κάκε μία ακίδα μπορεί να ακουμπιςει από μία θλεκτρικι 

επαφι του SPE, ϊςτε να λαμβάνεται θ επαφι. Θ μεταλλικι βάςθ ςυνδζεται και 

αυτι ςτα όργανα μζτρθςθσ ϊςτε να αποτελζςει τθν επαφι του υποςτρϊματοσ. Στθ 

διάταξθ είναι προςαρτθμζνο οπτικό μικροςκόπιο, το οποίο διευκολφνει τθν 

τοποκζτθςθ των ακίδων. Ολόκλθρθ θ διάταξθ (Εικόνα 4.5), θ οποία βρίςκεται ςτον, 

εδράηεται μζςα ςε μεταλλικό ςκοτεινό κάλαμο, ο οποίοσ βοθκά ςτθ κωράκιςθ από 

παραςιτικά ρεφματα θλεκτροςτατικισ φφςεωσ και ςτθν αποφυγι φωτιςμοφ του 

δείγματοσ κατά τθ διάρκεια μζτρθςθσ. 

 

 
Εικόνα 4.5: Ο κάλαμοσ μζτρθςθσ με το ςφςτθμα των τεςςάρων ακίδων [43]. 

 

Θ ςφνδεςθ των ακίδων και τθσ βάςθσ με τα όργανα μζτρθςθσ γίνεται με 

ομοαξονικά καλϊδια BΝC (Bayonet Neill Concelman), με το κεντρικό ςφρμα να 

ςυνδζεται με τθν ακίδα και το εξωτερικό να ςυνδζεται με το κάλαμο, ο οποίοσ 

γειϊνεται. Το δείγμα ςυγκρατείται ςτθ μεταλλικι βάςθ με τθ βοικεια κενοφ, που 

αναπτφςςεται μζςω άντλθςθσ από οπζσ που ζχουν ανοιχκεί εκεί. Τα όργανα είναι 

ςυνδεδεμζνα με θλεκτρονικό υπολογιςτι μζςα από κφρα GPIΒ (General Purpose 

Interface Bus) και ελζγχονται με ρουτίνεσ του προγράμματοσ LabVIEW. 

Ακολουκεί ζνα διάγραμμα ενόσ χρυςοφ SPE όπου ζχει γίνει εναπόκεςθ των 

FC probe αλυςίδων, μαηί με ζνα ςτοιχείο επιςιμανςθσ: πρόκειται για ζνα διάλυμα 

των C6FeK4N6 και K3Fe(CN)6 ςυγκζντρωςθσ 25 mM ςε αναλογία 1:1 διαλυμζνα ςε 

ζνα φωςφορικό ρυκμιςτικό διάλυμα (phosphate buffered solution – PBS) pH 7. Το 

παραπάνω διάλυμα για ςυντομία κα λζγεται redox pair (ηεφγοσ οξειδοαναγωγισ), 

το όνομα του οποίου μαρτυρά το ρόλο που κα παίξει ςτισ παραπάνω μετριςεισ και 

είναι απαραίτθτο για τθν ανίχνευςθ τθσ υβριδοποίθςθσ του DNA. Γίνεται φανερό 
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πωσ θ μζγιςτθ κορυφι του ρεφματοσ βρίςκεται ςτα 940 mV. Αυτι θ πλθροφορία κα 

αξιοποιθκεί ςτισ μετριςεισ όπου το δυναμικό είναι ςτακερό, ωςτόςο το ρεφμα κα 

μεταβάλλεται με το χρόνο. 
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Εικόνα 4.6: Διάγραμμα κυκλικισ βολταμετρίασ ενόσ χρυςοφ SPE όπου ζχουν 

εναποτεκεί οι FC probe αλυςίδεσ με το redox pair (25 mM, 1:1). 

 

Οι μετριςεισ κυκλικισ βολταμετρίασ ωςτόςο δεν τελείωςαν. Θα πρζπει να 

μελετθκεί θ ςυμπεριφορά του ρεφματοσ όταν ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου 

υπάρχουν και FC probe αλυςίδεσ, αλλά επιπλζον και κατόπιν τθσ υβριδοποίθςισ 

τουσ με τισ FC target αλυςίδεσ. Ρρζπει να εξαχκοφν και ςυμπεράςματα όςον αφορά 

ςτθν αγωγιμότθτα τόςο τθσ μονόκλωνθσ όςο και τθσ δίκλωνθσ αλυςίδασ DNA. 

Ρρϊτα όμωσ κα ακολουκιςουν μετριςεισ όπου το ρεφμα είναι 

χρονομεταβαλλόμενο, κάτω από το ςτακερό δυναμικό που βρζκθκε ςτο 

προθγοφμενο διάγραμμα. 

Για τθ διεξαγωγι των μετριςεων όπου το δυναμικό είναι ςτακερό και το 

ρεφμα μεταβάλλεται με το χρόνο, ο ποτενςιοςτάτθσ που χρθςιμοποιικθκε ιταν ο 

AMPBIO-SPE τθσ εταιρείασ Biosensor s.r.l. (Εικόνα 4.7) και ιταν δυνατι θ 

παρακολοφκθςθ και θ λιψθ των αποτελεςμάτων μζςω ενόσ κατάλλθλου 

λογιςμικοφ, ςχεδιαςμζνο για το ςυγκεκριμζνο ποτενςιοςτάτθ. Το μθχάνθμα αυτό 

αποτελείται από δφο κελιά ροισ με διαςτάςεισ εξωτερικισ διαμζτρου 30 mm και 

φψοσ 25 mm, όπου τοποκετοφνται τα θλεκτρόδια. Μζςα ςε κάκε κελί υπάρχει και 

μία δίοδοσ LED (τόςο τα κελιά όςο και θ δίοδοσ δεν αξιοποιοφνται ςτθν παροφςα 

εργαςία). Κακϊσ διζρχεται των κελιϊν το διάλυμα μζτρθςθσ με τθ βοικεια μίασ 

περιςταλτικισ αντλίασ, πραγματοποιοφνται οι αντιδράςεισ οξειδοαναγωγισ που 

προκαλοφν τθ δθμιουργία ρεφματοσ. Πλεσ οι μετριςεισ πραγματοποιικθκαν ςε 

κερμοκραςία δωματίου. 
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Εικόνα 4.7: Ο ποτενςιοςτάτθσ AMPBIO-SPE τθσ Biosensor s.r.l.. 

 

Στο πρόγραμμα του Θ/Υ επιλζχκθκαν οι εξισ παράμετροι: 

 scale: 1uA 

 pol: ++ 

 pot C1+C2: 940 

 flow: 200 

 clockwise 

 Int C1+C2: 0 

 relax: 0 

 light: 0 

 dark: 660 

 cycle: 12 

 

Με ζνα ειδικό καλϊδιο USB, το SPE – όπου ζχει γίνει θ εκτφπωςθ με FC 

probe αλυςίδεσ και ζχει ξεπλυκεί ςε 1 M Potassium Phosphate Buffer pH 8 – 

ςυνδζεται με τον ποτενςιοςτάτθ και θ μζτρθςθ ξεκινά. Κατόπιν, προςτίκεται το 

redox pair (25 mM, 1:1) και φςτερα τοποκετοφνται οι FC target αλυςίδεσ με πιπζτα, 

των οποίων οι ςυγκεντρϊςεισ διαφζρουν. Ακολουκοφν διαγράμματα που δείχνουν 

τθν απόκριςθ του ςιματοσ για 2 διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ των FC target 

αλυςίδων. 
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Εικόνα 4.8: Απόκριςθ του αιςκθτιρα, όπου οι FC probe αλυςίδεσ εναποτζκθκαν με 

τθν τεχνικι LIFT, για ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ DNA με ςυγκζντρωςθ των FC target 

αλυςίδων 100 nM. Το μετροφμενο ρεφμα ιταν 2.34 μA. 
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Εικόνα 4.9: Απόκριςθ του αιςκθτιρα, όπου οι FC probe αλυςίδεσ εναποτζκθκαν με 

τθν τεχνικι LIFT, για ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ DNA με ςυγκζντρωςθ των FC target 

αλυςίδων 200 nM. Το μετροφμενο ρεφμα ιταν 2.16 μA. 

 

Ακολουκοφν άλλα δφο διαγράμματα όπου θ εναπόκεςθ των FC probe 

αλυςίδων ζγινε με πιπζτα. Μπορεί εφκολα να παρατθρθκεί ότι διαφζρουν ελάχιςτα 

οι τιμζσ του ρεφματοσ μεταξφ τουσ για τισ ίδιεσ ςυγκεντρϊςεισ. Αυτό ενιςχφει τθ 

δυναμικι τθσ τεχνικισ του LIFT, κακϊσ ζνα από τα πλεονεκτιματά του είναι ότι το 

υμζνιο που δθμιουργεί από τθ ςυςτοιχία των ςταγονιδίων με τισ FC probe αλυςίδεσ 
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είναι πιο ομοιόμορφο από το αντίςτοιχο υμζνιο που δθμιουργείται κατόπιν τθσ 

εναπόκεςθσ με πιπζτα, πράγμα το οποίο εξαςφαλίηει ότι θ υβριδοποίθςθ με τισ FC 

target αλυςίδεσ λαμβάνει χϊρα εξίςου ομοιόμορφθ κακ’ όλθ τθν ζκταςθ του 

υμενίου. 
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Εικόνα 4.10: Απόκριςθ του αιςκθτιρα, όπου οι FC probe αλυςίδεσ εναποτζκθκαν με 

πιπζτα, για ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ DNA με ςυγκζντρωςθ των FC target αλυςίδων 

100 nM. Το μετροφμενο ρεφμα ιταν 1.4 μA. 
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Εικόνα 4.11: Απόκριςθ του αιςκθτιρα, όπου οι FC probe αλυςίδεσ εναποτζκθκαν με 

πιπζτα, για ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ DNA με ςυγκζντρωςθ των FC target αλυςίδων 

200 nM. Το μετροφμενο ρεφμα ιταν 2 μA. 
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Ακολουκοφν κάποια ακόμα διαγράμματα κυκλικισ βολταμετρίασ. Αρχικά 

γίνονται κάποιεσ δοκιμζσ ωσ προσ τθ ςυγκζντρωςθ που πρζπει να ζχει το redox pair 

(Εικόνα 4.12). Είναι φανερό ότι κα προτιμθκεί θ “ενδιάμεςθ κατάςταςθ”, αφοφ 

μπορεί να βοθκιςει ακριβϊσ όςο πρζπει τθν ανταλλαγι φορζων που κα 

ςυμμετζχουν ςτθν υβριδοποίθςθ. Στθ ςυνζχεια, ςτο χρυςό SPE με redox pair 

ςυγκζντρωςθσ 25 mM τοποκετοφνται με πιπζτα οι FC probe αλυςίδεσ, όπου και 

αυξάνεται θ κορυφι του ρεφματοσ, και φςτερα προςτίκενται και οι FC target 

αλυςίδεσ, ϊςτε να λάβει χϊρα θ υβριδοποίθςθ του DNA και το ρεφμα πζφτει 

δραματικά (Εικόνα 4.13). 
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Εικόνα 4.12: Γραφιματα κυκλικισ βολταμετρίασ ενόσ χρυςοφ SPE μόνο με redox pair 

διαφορετικϊν ςυγκεντρϊςεων. 
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Εικόνα 4.13: Ανίχνευςθ τθσ υβριδοποίθςθσ μζςω τθσ πτϊςθσ του ρεφματοσ. 



53 
 

 

Θ αγωγιμότθτα ςε πολικζσ ομοιοπολικζσ ενϊςεισ εμφανίηεται όταν αυτζσ 

διαλυκοφν και αναμειχκοφν με άλλεσ πολικζσ ομοιοπολικζσ ενϊςεισ, όπωσ το νερό. 

Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα οριςμζνα πολικά μόρια μίασ από τισ ενϊςεισ να ζλκουν 

και να προςαρτοφν τμιματα του άλλου μορίου, ϊςτε να παράγονται ιόντα και άρα 

εμφανίηεται αγωγιμότθτα. Στθν περίπτωςθ που μελετάται, οι αηωτοφχεσ βάςεισ των 

νουκλεϊκϊν οξζων είναι θλεκτρενεργζσ ουςίεσ. Το κάκε άτομο του αηϊτου που 

διακζτουν ζχει ζνα θλεκτρόνιο το οποίο με το υδρογόνο τθσ απζναντι βάςθσ τθσ 

ςυμπλθρωματικισ αλυςίδασ κα δθμιουργιςουν από κοινοφ ζνα ηεφγοσ 

θλεκτρονίων και άρα ζνα δεςμό υδρογόνου, που καταλιγει ςτθ δθμιουργία μίασ 

δίκλωνθσ αλυςίδασ. Άρα ςε αυτι τθ δίκλωνθ αλυςίδα δεν περιςςεφουν επιπλζον 

θλεκτρόνια και θ αγωγιμότθτά τθσ είναι όςο και θ αγωγιμότθτα των μορίων του 

redox pair που υπάρχουν ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα.  

Αυτό όμωσ δεν ιςχφει ςτθν περίπτωςθ τθσ μονόκλωνθσ. Τα περιςςευοφμενα 

θλεκτρόνια προςφζρονται ςτα μόρια του redox pair, με αποτζλεςμα αυτά να γίνουν 

ανιόντα, ενϊ θ μονόκλωνθ αλυςίδα κατιόν. Ππωσ αναφζρκθκε προθγουμζνωσ, 

όπου υπάρχουν ιόντα εμφανίηεται αγωγιμότθτα. Άρα, το διάλυμα το redox pair μαηί 

με τισ FC probe αλυςίδεσ είναι αγϊγιμο, δθλαδι ζχει μικρότερθ αντίςταςθ και, από 

το νόμο του Ohm, προκφπτει ότι κα χαρακτθρίηεται από μεγαλφτερο ρεφμα. 

Πταν ειςαχκεί και θ ςυμπλθρωματικι τθσ, για να υβριδοποιθκοφν, θ 

μονόκλωνθ λαμβάνει πίςω τα θλεκτρόνια που ζδωςε ςτα μόρια του redox pair και 

ςχθματίηει με τθ ςυμπλθρωματικι τθσ μία δίκλωνθ αλυςίδα, λόγω τθσ δθμιουργίασ 

των δεςμϊν υδρογόνου, θ οποία είναι μθ πολωμζνθ (ζχει μθδενικι θλεκτρικι 

διπολικι ροπι κακϊσ οι δφο κλϊνοι είναι προςανατολιςμζνοι ςε κατεφκυνςθ που 

αναιροφν ο ζνασ τθ διπολικι ροπι του άλλου). Αυτό όμωσ ζχει ωσ ςυνζπεια τθ 

μείωςθ των ιόντων, οπότε πζφτει θ αγωγιμότθτα του διαλφματοσ και το ςφςτθμα 

ςχεδόν επανζρχεται ςτθν αρχικι του κζςθ ιςορροπίασ. Στο διάγραμμα το γεγονόσ 

αυτό φαίνεται από τθ μείωςθ του ρεφματοσ, θ οποία μεταφράηεται ςε αφξθςθ τθσ 

αντίςταςθσ και άρα πτϊςθ τθσ αγωγιμότθτασ. 

Τζλοσ, ςτθν Εικόνα 4.14 γίνονται επαναλαμβανόμενεσ μετριςεισ κυκλικισ 

βολταμετρίασ μετά από οριςμζνο διάςτθμα όπου θ υβριδοποίθςθ είχε ιδθ ςυμβεί. 

Το γεγονόσ ότι το ρεφμα ςυνεχίηει να πζφτει δεν είναι επικυμθτό. Αυτό μπορεί να 

οφείλεται ςε εςωτερικζσ θλεκτροχθμικζσ αντιδράςεισ και ζτςι θ ανταλλαγι φορζων 

ςυνεχίηεται και φςτερα από αρκετοφσ κφκλουσ μετριςεων. Αυτι θ μζτρθςθ είναι 

πολφ ςθμαντικι όςον αφορά τισ μετριςεισ που περιγράφονται ςτο επόμενο 

κεφάλαιο για τθν ανίχνευςθ ιόντων Pb(II), κακϊσ χωρίσ να είχε προθγθκεί αυτι, κα 

είχαν λθφκεί λανκαςμζνα ςυμπεράςματα. 
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Εικόνα 4.14: Μετριςεισ κυκλικισ βολταμετρίασ φςτερα από οριςμζνο διάςτθμα που 

ζγινε θ υβριδοποίθςθ DNA. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 5: ΑΙ΢ΘΗΣΗΡΕ΢ ΑΠΣΙΝΩΝ ΓΙΑ ΑΝΙΦΝΕΤ΢Η ΙΟΝΣΩΝ 

Pb (II) 
 

5.1 Περιβαλλοντικό Μόλυνςη 
 

Θ περιβαλλοντικι μόλυνςθ είναι ζνα από τα ηθτιματα υψίςτθσ ςθμαςίασ 

του ςθμερινοφ κόςμου. Ωσ εκ τοφτου, υπάρχει μία αυξανόμενθ ανάγκθ για 

αποτελεςματικά εργαλεία ικανά να εκτιμιςουν τουσ κινδφνουσ που προζρχονται 

από το μεγάλο αρικμό των ρφπων που ελευκερϊνονται ςτο περιβάλλον. Ο κλάδοσ 

τθσ περιβαλλοντικισ τοξικολογίασ αναφζρεται ςτθν ποιοτικι και ποςοτικι μελζτθ 

των δυςμενϊν επιπτϊςεων από ανκρωπογενείσ και φυςικοφσ ςτρεςογόνουσ 

παράγοντεσ. Οι πρϊτεσ υδρόβιεσ οικοτοξικολογικζσ μελζτεσ βαςίςτθκαν ςε 

μετριςεισ οξείασ τοξικότθτασ ςπονδυλωτϊν. Ωςτόςο, αυτζσ οι μζκοδοι υφίςτανται 

κάποια προβλιματα τυποποίθςθσ, είναι δαπανθρζσ, χρονοβόρεσ και επιπλζον, 

ςυνδζονται με ηθτιματα θκικισ. Ζτςι, αναπτφχκθκαν νζεσ τεχνολογίεσ για υδρόβιεσ 

οικοτοξικολογικζσ μελζτεσ. 

Μεγάλο ενδιαφζρον και ανθςυχία προκαλεί ςτον παγκόςμιο χϊρο θ 

τοξικότθτα των βαρζων μετάλλων και θ ςυχνι και βλαβερι ζκκεςθ των ανκρϊπων 

ςε αυτά μζςω του περιβάλλοντοσ. Τα πιο επικίνδυνα είναι τα Cd2+, Pb2+, Hg2+, Ni2+, 

Ag+, Cr6+, Zn2+ και Cu2+. Θ δθλθτθρίαςθ από βαρζα μζταλλα είναι μία επικίνδυνθ 

περιβαλλοντικι αςκζνεια που μπορεί να ζχει δια βίου δυςμενείσ επιπτϊςεισ ςτθν 

υγεία ακόμθ και όταν βρίςκονται ςε πολφ χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ. Ευαίςκθτα 

κφματα αυτισ τθσ ζκκεςθσ είναι μικρά παιδιά ειδικά ςε μθ ανεπτυγμζνεσ χϊρεσ  [1]. 

Ακολουκεί πίνακασ όπου δίνονται τα όρια τοξικότθτασ των μετάλλων ςτθ κάλαςςα. 

 

 
Πίνακασ 5.1: Όρια τοξικότθτασ ςτθ κάλαςςα *2]. 

 

Οι πθγζσ ζκκεςθσ ςτα βαρζα μζταλλα, και ςυγκεκριμζνα ςτο μόλυβδο, 

διαφζρουν μεταξφ των χωρϊν αλλά και εντόσ αυτϊν ςφμφωνα με τισ προθγοφμενεσ 

και τωρινζσ χριςεισ τουσ. Θ κυριότερθ πθγι μετάλλων ςτο περιβάλλον είναι το 

ζδαφοσ τθσ γθσ όπου βρίςκονται όλα ςχεδόν τα μζταλλα και τα οποία με διάφορουσ 

γεωχθμικοφσ κφκλουσ και ανκρωπογενείσ επεμβάςεισ ανακατανζμονται ςτα 

διάφορα περιβαλλοντικά διαμερίςματα. Θ βιομθχανικι, τεχνολογικι και γεωργικι 

file:///C:/Users/Quest/Desktop/Οικοτοξικολογία%23_Α._Βαλαβανίδης,_


59 
 

δραςτθριότθτα αποτελοφν ςθμαντικοφσ παράγοντεσ ρφπανςθσ από μζταλλα, από 

τθν απόρριψθ βιομθχανικϊν αποβλιτων, μεταλλευτικζσ εκμεταλλεφςεισ, 

εμπλουτιςμό και παραγωγι μεταλλικϊν αντικειμζνων, χριςθ λιπαςμάτων, κλπ. Θ 

καφςθ ςτερεϊν καυςίμων είναι μία άλλθ πθγι εκπομπισ μετάλλων ςτθν 

ατμόςφαιρα που τελικά εναποτίκενται ςτο ζδαφοσ και τα νερά [2+. Οι πθγζσ 

μόλυνςθσ από μόλυβδο ποικίλουν, όπωσ από ιςτορικά κτίρια, από τθν ανακφκλωςθ 

προϊόντων μολφβδου ι/και από τθν καταςκευι νζων τζτοιων προϊόντων. Στισ χϊρεσ 

που ζχουν απαγορεφςει τθ μολυβδοφχο βενηίνθ, το επίπεδο ςυγκζντρωςθσ 

μολφβδου ςτο αίμα του μζςου πλθκυςμοφ μειϊκθκε ραγδαία. Ωςτόςο, ςε πολλζσ 

αναπτυςςόμενεσ χϊρεσ, παρόλο που θ μολυβδοφχοσ βενηίνθ δεν χρθςιμοποιείται 

πλζον, πολλά παιδιά και εργαηόμενοι εκτίκενται ςε διαφεφγουςεσ εκπομπζσ και 

απόβλθτα εξόρυξθσ. Τελευταία, μάλιςτα, προζκυψαν και απροςδόκθτεσ απειλζσ 

από τθν ανεξζλεγκτθ απόρριψθ θλεκτρονικϊν και παιδικϊν παιχνιδιϊν μολυςμζνα 

με μόλυβδο [1].  

Ο μόλυβδοσ δεν αφομοιϊνεται, λόγω αδυναμίασ των οργανιςμϊν να τον 

“αναγνωρίςουν”, οφτε όμωσ αποβάλλεται από το ςφςτθμα των οργανιςμϊν, κατά 

ςυνζπεια ςυςςωρεφεται και μάλιςτα εκλεκτικά ςε οριςμζνουσ ιςτοφσ (ςυκϊτι, 

νεφρά) εμφανίηοντασ ζτςι υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ. Οι κυριότερεσ δράςεισ του είναι 

και καρκινογόνεσ. Θ καρκινογόνοσ δράςθ του μολφβδου ζχει μελετθκεί με μεγάλο 

αρικμό τοξικολογικϊν ερευνϊν και ζχει βρεκεί ότι ο μθχανιςμόσ τθσ άμεςθσ 

προςκικθσ ςε κυτταρικό DNA (που προκαλεί μεταλλάξεισ) είναι δευτερεφουςασ 

ςθμαςίασ, ςε ςχζςθ με τθ δράςθ μζςω οξειδωτικϊν βλαβϊν ςτο DNA που 

προκαλοφνται από τθν παραγωγι ελευκζρων ριηϊν [3]. 

Οριςμζνα βιολογικά εργαλεία, όπωσ οι βιοαιςκθτιρεσ, παρζχουν ςτουσ 

ερευνθτζσ ςυςτιματα ανίχνευςθσ για τθ ςθματοδότθςθ πικανισ ηθμιάσ ςτο 

περιβάλλον. Θ ζγκαιρθ αναγνϊριςθ κα αποτρζψει τυχόν βλάβεσ ςτα 

περιβαλλοντικά πλζγματα. Στθν ιδανικι περίπτωςθ, τα ςιματα ζγκαιρθσ 

προειδοποίθςθσ ςτα οικοςυςτιματα με τθ χριςθ ςυςτθμάτων ανίχνευςθσ δεν κα 

δϊςουν μόνο πλθροφορίεσ για τα αρχικά επίπεδα τθσ ηθμιάσ αλλά και απαντιςεισ 

όςον αφορά τθν ανάπτυξθ ςτρατθγικϊν ελζγχου και προλθπτικϊν μζτρων. Οι 

βιοαιςκθτιρεσ ζχουν, ωσ επί των πλείςτων, ςχεδιαςτεί για αναλφςεισ ρουτίνασ, 

όπωσ ο ποιοτικόσ ζλεγχοσ. Θ ανάπτυξθ αυτϊν των βιοαιςκθτιρων αποτελεί μία 

διεπιςτθμονικι προςπάκεια και πικανότατα ο αντίκτυπόσ τουσ να είναι ευρείασ 

κλίμακασ. Οι βιοαιςκθτιρεσ βοθκοφν ςτθν ανίχνευςθ αναδυόμενων ρφπων, όπωσ 

τα βαρζα μζταλλα που προαναφζρκθκαν, διάφορα βιοκτόνα, ρυπογόνεσ ουςίεσ, 

βλαβεροί μικροοργανιςμοί και διάφορεσ πολυαρωματικζσ ενϊςεισ [4]. 

 

5.2 Απτύνεσ και Περιβαλλοντικϋσ Εφαρμογϋσ 
 

Οι απτίνεσ είναι τεχνθτά καταςκευαςμζνα ολιγονουκλεοτίδια (DNA/RNA) ι 

πεπτίδια, τα οποία ςυνδζονται με ζνα ςυγκεκριμζνο βιομόριο. Οι απτίνεσ είναι 
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δθλαδι αλλθλουχίεσ DNA ι RNA των οποίων θ επιλογι προκφπτει από 

ςυνδυαςτικζσ βιβλιοκικεσ μζςω τθσ “in vitro” μεκόδου SELEX. Αυτζσ προςδζνονται 

ςτα μόρια/ςτόχουσ με μεγάλθ ςυνάφεια και επιλεκτικότθτα και οι ςτόχοι αυτοί 

είναι ςυνικωσ μεταλλικά ιόντα, ναρκωτικζσ ουςίεσ, μικρζσ οργανικζσ ενϊςεισ, 

μεταβολίτεσ, πρωτεΐνεσ, ακόμα και κφτταρα. Οι απτίνεσ αποτελοφν μία εξαιρετικι 

εναλλακτικι αντί για αντιςϊματα, λόγω τθσ ευκολίασ τουσ για “in vitro” παραγωγι, 

αποκικευςθ και τροποποίθςθ, του μικροφ τουσ μεγζκουσ, τθσ χθμικισ τουσ 

απλότθτασ, τθσ μακροπρόκεςμθσ ςτακερότθτάσ τουσ, τθσ ποικιλίασ των ςτόχων 

τουσ και τθσ ανκεκτικότθτάσ τουσ ςε ενδεχόμενθ αποδόμθςθ [5+. Ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί ςε αρκετοφσ τφπουσ βιοαιςκθτιρων, εκ των οποίων ξεχωρίηουν οι 

θλεκτροχθμικοί, οι αιςκθτιρεσ φκοριςμοφ και ςε αιςκθτιρεσ μικροδοκϊν. 

Τα περιςςότερα από τα ερευνθτικά άρκρα τα οποία ζχουν δθμοςιευκεί 

αναφζρονται ςτθν πειραματικι αναγνϊριςθ απτινϊν, οι οποίεσ προςδζνονται ςτισ 

ςυγκεκριμζνεσ ουςίεσ και δεν προχωροφν ςτθν πρακτικι εφαρμογι των ευρεκζντων 

αλλθλουχιϊν. Ραρόλα αυτά υπάρχουν και εργαςίεσ οι οποίεσ παρουςιάηουν 

αποτελζςματα από τθν εφαρμογι ςτθν πράξθ διατάξεων αιςκθτιρων ςτισ οποίεσ το 

μόριο ανιχνευτισ είναι είτε μία DNA ι μία RNA απτίνθ. Για παράδειγμα θ ανίχνευςθ 

ςε ςυγκεντρϊςεισ ωσ και 0.1 nM τθσ εςτραδιόλθσ, μιασ φυλετικισ ορμόνθσ, 

επιτεφχκθκε μζςω ενόσ 76-mer DNA ακινθτοποιθμζνου ςτθν επιφάνεια χρυςϊν 

θλεκτροδίων με τθν χριςθ αβιδίνθσ – βιοτίνθσ και κυκλικισ βολταμετρίασ [6]. 

 

 
Εικόνα 5.1: Ανίχνευςθ μολφβδου με τθν χριςθ DNA ενηφμων. (a, b) Η αλλθλουχία 

17Ε λειτουργεί ωσ το ζνηυμο το οποίο διαςπά τθν αλλθλουχία υπόςτρωμα 17DS 

παρουςία του μετάλλου. (c) Για τθν μζτρθςθ χρθςιμοποιικθκαν νανοςωματίδια 

χρυςοφ τροποποιθμζνα με ζνα 12μερζσ ςυμπλθρωματικό των επιμθκφνςεων ςτο 3’ 

και 5ϋάκρο τθσ αλλθλουχίασ 17DS. Εν τθ απουςία του μολφβδου τα νανοςωματίδια 

δθμιουργοφν ςυμπλζγματα μπλε χρϊματοσ, εν αντικζςει με το κόκκινο χρϊμα που 

εμφανίηεται όταν ο μόλυβδοσ είναι παρϊν [7]. 
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Εξαιρετικό ενδιαφζρον επίςθσ παρουςιάηει και θ χριςθ DNA ι RNA ενηφμων 

(DNAzyme, RNAzyme) για τθν ανίχνευςθ μετάλλων, τα οποία παρουςιάηουν μια 

ρυκμιηόμενθ από ιόντα μετάλλου δραςτικότθτα *8+. Ζνα πολφ χαρακτθριςτικό 

παράδειγμα είναι θ ανίχνευςθ μολφβδου με τθν χριςθ DNA ενηφμων *7+. Το 

ςφςτθμα το οποίο χρθςιμοποιικθκε αποτελοφνταν από μια ενηυμικι αλλθλουχία 

και μια αλλθλουχία θ οποία είχε το ρόλο του υποςτρϊματοσ, παρουςία δε του 

ιόντοσ θ ενεργοποιθμζνθ αλλθλουχία είχε τθν δυνατότθτα να διαςπάςει 

υδρολυτικά τθν αλλθλουχία – υπόςτρωμα (Εικόνα 5.1). Συγκεκριμζνα για τα 

νουκλεϊκά οξζα που δρουν ωσ ζνηυμα, τα ριβο – και δεοξυ – ζνηυμα (ribo – and 

deoxy – zymes), δεν ανικουν ςτισ απτίνεσ κακϊσ οι τελευταίεσ δεν ζχουν 

καταλυτικζσ ιδιότθτεσ αλλά εξετάηονται ςε αυτι τθν αναφορά κακϊσ πρόκειται για 

νουκλεϊκά οξζα τα οποία ζχουν τθν δυνατότθτα να αναγνωρίςουν με μεγάλθ 

ακρίβεια ζνα μόριο πλθν των ςυμπλθρωματικϊν τουσ νουκλεοτιδίων, όπωσ ακριβϊσ 

και οι απτίνεσ. 

Ρζραν των φυςικϊν ριβο – και δεοξυ – ενηφμων πολλζσ νζεσ εφαρμογζσ των 

τελευταίων ζχουν προκφψει με τθν τροποποίθςθ των υφιςτάμενων ενηφμων κακϊσ 

και με τθν επιλογι νζων μζςω in vitro διαδικαςιϊν. Ζνα χαρακτθριςτικό 

παράδειγμα αυτϊν, αποτελεί θ χριςθ ενόσ δεοξυ – ενηφμου για τθν ανίχνευςθ και 

πάλι του μολφβδου *9+. Οι αλλθλουχίεσ του ζνηυμου και του υποςτρϊματοσ είναι 

παρόμοιεσ με εκείνεσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ανίχνευςθ του ςυγκεκριμζνου 

μετάλλου με τθν χριςθ ςυμπλεγμάτων νανοςωματιδίων, όπωσ περιγράφθκε 

προθγουμζνωσ. Εν αντικζςει, θ ενηυμικι αλλθλουχία ιταν ακινθτοποιθμζνθ ςε ζνα 

υπόςτρωμα χρυςοφ ενϊ θ αλλθλουχία υπόςτρωμα είχε τροποποιθκεί με ζνα 

φκορίηων μόριο. Τυχόν ανίχνευςθ μολφβδου κατζλθγε ςτθν διάςπαςθ του 

υποςτρϊματοσ και ςτθ μείωςθ του ςιματοσ φκοριςμοφ (Εικόνα 5.2). 

 

 
Εικόνα 5.2: Αναπαράςταςθ (b) τθσ ακινθτοποίθςθσ τροποποιθμζνων με κειόλθ 

ενηυμικϊν ακολουκιϊν, (c) τθσ αφαίρεςθσ μθ ςυγκεκριμζνων προςδζςεων με τθν 

χριςθ μερκαπτοαικανόλθσ, (d) τθσ υβριδοποίθςθσ με τθν αλλθλουχία/υπόςτρωμα 

και (e) τθσ κατάλυςθσ του τελευταίου παρουςία μολφβδου [9]. 
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Είναι φανερό ότι τα ριβο – και δεοξυ – ζνηυμα ζχουν μελετθκεί εκτενϊσ όςον 

αφορά τθν ανίχνευςθ μολφβδου, όμωσ υπάρχουν και ερευνθτικζσ εργαςίεσ οι 

οποίεσ επικεντρϊκθκαν ςτθν ανίχνευςθ μετάλλων με τθν χριςθ ανάλογων 

διατάξεων, όπωσ του κοβαλτίου που αναφζρκθκε προθγουμζνωσ αλλά και του  

ψευδάργυρου [10+ και του χαλκοφ [11]. Επιπλζον, οι διατάξεισ αιςκθτιρων απτινϊν 

ζχουν χρθςιμοποιθκεί και για τθν ανίχνευςθ παραγόντων 

βιολογικοφ/τρομοκρατικοφ πολζμου, όπωσ βακτθρίων, τοξινϊν, ιϊν κ.ά.. Για 

παράδειγμα, ζγινε χριςθ μαγνθτικϊν ςφαιριδίων τόςο για τθν επιλογι όςο και για 

τθν αναγνϊριςθ απτινϊν ενάντια ςε ςπόρουσ του βακίλου του άνκρακα [12+, τθσ 

τοξίνθσ τθσ χολζρασ και τθσ εντεροτοξίνθσ β  του ςταφυλόκοκκου, οι δε 

προαναφερκζντεσ αναλφτεσ ανιχνεφκθκαν ςε ςυγκεντρϊςεισ τθσ κλίμακασ των pM 

[13]. 

Στθν κατθγορία των φυτικϊν τοξίνων, ζχουν δθμοςιευκεί δφο ερευνθτικζσ  

εργαςίεσ, οι οποίεσ αφοροφν τθν ρικίνθ [14+ και τθν αβρίνθ *15+. Μετά από τθν 

ειςπνοι τουσ μπορεί να εμφανιςτεί τοπικόσ ερεκιςμόσ του αναπνευςτικοφ μζςα ςε 

μερικζσ ϊρεσ, ακολουκοφμενοσ από πιο ςοβαρζσ πνευμονικζσ βλάβεσ  με 

ανεπάρκεια, αιμόπτυςθ ζωσ και κάνατο. Για τθν μεν πρϊτθ επιλζχκθκε μια RNA 

απτίνθ ενϊ για τθν αβρίνθ χρθςιμοποιικθκε μια DNA απτίνθ. 

Τζλοσ, όςον αφορά τθν χριςθ των διατάξεων απτινϊν για τθν ανίχνευςθ  

πακογόνων μικροοργανιςμϊν και τοξίνων ςτα τρόφιμα καταςκευάςκθκαν 

αιςκθτιρεσ για τθν ανίχνευςθ δφο βακτθρίων τα οποία μεταδίδονται μζςω τθσ 

κατανάλωςθσ ωμοφ ι μθ καλά μαγειρεμζνου κρζατοσ, του Campylobacter jejuni 

[16+ και του Francisella tularensis [17+, όπωσ και για τθν πρωτεΐνθ πρίον PrP [18+. Για 

τθν παρεμπόδιςθ τθσ δράςθσ τουσ, επιλζχκθκε μια RNA απτίνθ θ οποία με τθν 

πρόςδεςθ ςε μια πρωτεΐνθ τθσ ςαλμονζλασ (Salmonella enterica serovar Typhi) τθν 

εμποδίηει να ειςζρκει ςτον ανκρϊπινο οργανιςμό. 

 

5.3 Βιοαιςθητόρεσ για Ανύχνευςη Ιόντων Βαρϋων Μετϊλλων 
 

Ρολλζσ μελζτεσ ζχουν πραγματοποιθκεί τα τελευταία χρόνια για να βρεκοφν 

τρόποι ανίχνευςθσ των ιόντων βαρζων μετάλλων με διάφορεσ τεχνικζσ. Ρολλζσ από 

αυτζσ ζχουν επικεντρωκεί ςτθ δυνατότθτα ανίχνευςθσ αυτϊν μζςω τθσ διάςπαςθσ 

τθσ δίκλωνθσ αλυςίδασ του DNA ςτουσ επιμζρουσ κλϊνουσ τθσ, αλλά και ςε 

παραλλαγζσ αυτισ. 

 

5.3.1 Ηλεκτροχημικού Αιςθητόρεσ 

 

Οι Yang et al. αναφζρουν μία ςτρατθγικι ανάπτυξθσ ανίχνευςθσ Pb2+ με τθ 

χριςθ ενόσ ειδικοφ DNAzyme ενεργοποιθμζνου από νανοςωματίδια χρυςοφ 

(AuNPs) [19]. Αυτόσ ο αιςκθτιρασ περιζχει πάνω ςτο θλεκτρόδιό του μία 
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ακινθτοποιθμζνθ μονόκλωνθ αλυςίδα DNA 12 βάςεων κακϊσ και μία ελεφκερθ 

δίκλωνθ αλυςίδα (dsDNA) εκ τθσ οποίασ ο ζνασ κλϊνοσ είναι το ςφμπλοκο DNAzyme 

– AuNPs. Θ ομάδα παρατιρθςε ότι μόνο με τθν παρουςία του Pb2+, το ςφμπλοκο 

dsDNA – AuNPs μπορεί να διαςπαςτεί και εν ςυνεχεία ο κλϊνοσ/ςφμπλοκο 

DNAzyme – AuNPs να υβριδοποιθκεί με τθν ακινθτοποιθμζνθ πάνω ςτθν επιφάνεια 

του θλεκτροδίου μονόκλωνθ αλυςίδα. Το DNAzyme ειδικό για ανίχνευςθ Pb2+ ωσ 

ςτοιχείο αναγνϊριςθσ επιδεικνφει υψθλι επιλεκτικότθτα, ενϊ το όριο ανίχνευςθσ 

είναι 0.028 nM, χαμθλότερο από οποιονδιποτε άλλον θλεκτροχθμικό αιςκθτιρα 

ςτθν αγορά. 

Οι Chen et al. παρουςίαςαν ζναν υψθλισ ευαιςκθςίασ και επιλεκτικότθτασ 

θλεκτροχθμικό βιοαιςκθτιρα με απτίνεσ για τθν ανίχνευςθ Cu2+ ο οποίοσ επίςθσ 

αξιοποιοφςε AuNPs *5]. Τα AuNPs ιταν προςδεμζνα ςτο θλεκτρόδιο του αιςκθτιρα 

και παρείχαν μία μεγάλθ ζκταςθ επιφάνειασ για τθν ακινθτοποίθςθ μεγάλου 

αρικμοφ απτινϊν. Σε αυτιν ακριβϊσ τθν επιφάνεια, θ ομάδα ακινθτοποίθςε το 3’ 

άκρο τθσ ενηυμικισ ακολουκίασ τθσ απτίνθσ τθσ οποίασ το 5’ άκρο επιςθμάνκθκε με 

ζναν οξειδοαναγωγικό δείκτθ, το φερροκζνιο (Fc),  ενϊ θ αλλθλουχία του άλλου 

κλϊνου ιταν μερικϊσ ςυμπλθρωματικι, με αποτζλεςμα να μθν υπάρχουν 

διςουλφιδικοί δεςμοί μεταξφ των δφο ολιγονουκλεοτιδίων ςε ςυγκεκριμζνθ 

περιοχι τθσ απτίνθσ (Εικόνα 5.3). Απουςία του Cu2+, το δίκλωνο ςφμπλοκο DNA ιταν 

ςχετικά άκαμπτο και κατά πάςα πικανότθτα εμπόδιηε το δείκτθ Fc να πλθςιάςει τθν 

επιφάνεια του θλεκτροδίου και ζτςι, χωρίσ τθν ανταλλαγι θλεκτρονίων μεταξφ 

δείκτθ και θλεκτροδίου, δεν παρατθρικθκε ρεφμα. Πμωσ, με τθν πρόςδεςθ του 

αναλφτθ, θ απτίνθ υπζςτθ αυτοδιάςπαςθ ςε δφο διαφορετικζσ περιοχζσ και άρα 

προζκυψαν τρία τμιματα από το κομματιαςμζνο πλζον ςφμπλοκο. Αυτό οδθγεί ςε 

πλθςίαςμα του δείκτθ προσ το θλεκτρόδιο και τθν εμφάνιςθ ρεφματοσ, το οποίο 

αυξικθκε ανάλογα με τθ ςυγκζντρωςθ του Cu2+ μζςα ςτο εφροσ από 0.1 nM ςτα 10 

μM, με όριο ανίχνευςθσ ςτα 0.1 pM. 

 
Εικόνα 5.3: Ο θλεκτροχθμικόσ αιςκθτιρασ για ανίχνευςθ Cu2+, όπου το ζνα άκρο τθσ 

ενηυμικισ αλλθλουχίασ του aptazyme του ζχει επιςθμανκεί με Fc [5]. 
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Τζλοσ, οι Li et al. ςχεδίαςαν ζναν θλεκτροχθμικό αιςκθτιρα για τον 

προςδιοριςμό Pb2+ με βάςθ μία απτίνθ θ οποία προςδζνεται με τθ κρομβίνθ (TBA) 

ωσ μοριακό ςτοιχείο αναγνϊριςθσ και ζνα ςφμπλοκο το οποίο αποτελείται από 

νανοςωματίδια CeO2, νανοςωλινεσ άνκρακα πολλαπλϊν τοιχωμάτων (MWNTs) και 

ζνα υδροφοβικό ιοντικό υγρό ςε κερμοκραςία δωματίου (RTIL), το 1-αικυλ-3-

μεκυλιμιδαηολικό τετραφκοροβόριο (EMIMBF4) [20]. Οι θλεκτροχθμικοί αιςκθτιρεσ 

καταςκευάςτθκαν με τθ βφκιςθ του τροποποιθμζνου από CeO2 – MWNTs – 

EMIMBF4 γυάλινου θλεκτροδίου άνκρακα (GCE) μζςα ςτο διάλυμα τθσ 

ακινθτοποιθμζνθσ αλυςίδασ TBA (Εικόνα 5.4). Ραρουςία Pb2+, θ αλυςίδα TBA 

μποροφςε να ςχθματίςει δομι G – quarter λόγω των ειδικϊν αλλθλεπιδράςεων 

πρόςδεςθσ μεταξφ Pb2+ και TBA. Το ακινθτοποιθμζνο ςτο θλεκτρόδιο Pb2+ ανάγεται, 

μζςω τθσ TBA, ςε Pb+ οδθγϊντασ ςε μείωςθ του ρεφματοσ φςτερα από μετριςεισ 

κυκλικισ βολταμετρίασ. Θ μείωςθ αυτι ςχετίηεται γραμμικά με τθ ςυγκζντρωςθ του 

Pb2+ για τιμζσ από 10-8 M ζωσ 10-5 M και όριο ανίχνευςθσ 5x10-9 M. 

 
Εικόνα 5.4: Σχθματικι αναπαράςταςθ του θλεκτροχθμικοφ αιςκθτιρα με τθ χριςθ 

νουκλεϊκϊν οξζων και ςυμπλόκου για ανίχνευςθ Pb2+ [20]. 

 

5.3.2 Αιςθητόρεσ Υθοριςμού 

 

Οι Li et al. ιταν οι πρϊτοι που χρθςιμοποίθςαν το “8 – 17” DNAzyme 

ευαίςκθτο ςε χθμικζσ διεγζρςεισ για τθν ανίχνευςθ Pb2+ [21]. Το ςφςτθμα το οποίο 

χρθςιμοποιικθκε αποτελοφνταν από μία ενηυμικι αλλθλουχία, τθ 17E, και μία 

αλλθλουχία που είχε το ρόλο του υποςτρϊματοσ, τθ 17DS (Εικόνα 5.5). Ραρουςία 

του αναλφτθ, θ ενεργοποιθμζνθ αλλθλουχία είχε τθ δυνατότθτα να διαςπάςει 

υδρολυτικά τθν αλλθλουχία – υπόςτρωμα. Ο αιςκθτιρασ φκοριςμοφ 

καταςκευάςτθκε επιςθμαίνοντασ το 5’ – άκρο του υποςτρϊματοσ με ζνα φκορίηον 

μόριο και το 3’ – άκρο τθσ αλλθλουχίασ του ενηφμου με ζναν αδρανοποιθτι 

(quencher) φκοριςμοφ. Απουςία ιόντων μολφβδου, το 17E επιδεικνφει μία πολφ 

αςκενι δράςθ προσ το φερόμενο φκοριςμοφ υπόςτρωμα. Ωςτόςο, παρουςία 

μολφβδου, το 17E διαςπά ραγδαία το υπόςτρωμα, κάτι το οποίο οδθγεί ςε υψθλό 

ςιμα φκοριςμοφ. 
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Εικόνα 5.5: (A) Αναπαράςταςθ του DNAzyme το οποίο αποτελείται από μία ενηυμικι 

αλλθλουχία και μία αλλθλουχία υποςτρϊματοσ. Με μαφροσ βζλοσ υποδεικνφεται θ 

περιοχι που γίνεται θ διάςπαςθ. (B) Παρουςία Pb2+, το υπόςτρωμα διαςπάται [21]. 

 

Οι Liu et al. παρατιρθςαν ότι οι χρωματομετρικοί βιοαιςκθτιρεσ με βάςθ τα 

aptazymes, που δθμιουργοφν ςφμπλοκα με AuNPs, παρουςίαηαν περιοριςμοφσ ωσ 

προσ τουσ αναλφτεσ οι οποίοι είναι άμεςα ςυνδεδεμζνοι με τθ διάςπαςθ των 

φωςφοδιεςτερικϊν δεςμϊν [22]. Για τθν αξιοποίθςθ μεγαλφτερθσ ποικιλίασ 

αναλυτϊν, θ ομάδα χρθςιμοποίθςε μία απτίνθ αδενοςίνθσ θ οποία ενεργοποιεί τθν 

ενηυμικι δράςθ του DNA μζςω αλλοςτερικϊν αντιδράςεων. Τα DNAzymes 

αποτελοφνται και εδϊ από δφο αλλθλουχίεσ, τθν ενηυμικι και το υπόςτρωμα, με τθ 

διαφορά ότι θ αναγνϊριςθ ενόσ μορίου επιτυγχάνεται με τθ χριςθ αυτισ τθσ 

απτίνθσ προςδεδεμζνθσ ςτθν ενηυμικι αλλθλουχία (Εικόνα 5.6). Θ ενεργοποίθςθ 

τθσ ενηυμικισ δράςθσ υποκινείται μζςω τθσ πρόςδεςθσ του αναλφτθ ςε ζνα 

διαφορετικό ςθμείο τθσ αλλθλουχίασ, όπου λαμβάνουν χϊρα οι αλλοςτερικζσ 

αντιδράςεισ. Πταν θ αδενοςίνθ ενεργοποιιςει το ζνηυμο, διαςπάται το υπόςτρωμα 

και εν ςυνεχεία διαταράςςονται τα ςυςςωματϊματα μεταξφ των AuNPs   αυτό, 

όπωσ ζχουμε δει ςε προθγοφμενθ παράγραφο, οδθγεί ςτθν αλλαγι από μπλε ςε 

κόκκινο χρϊμα. Οι ςυγκεντρϊςεισ τθσ αδενοςίνθσ πάνω του 1 mM μποροφν να 

μετρθκοφν θμιποςοτικά από το βακμό των αλλαγϊν του μπλε χρϊματοσ ςε κόκκινο 

ι ποςοτικά από το λόγο ςβζςθσ ςτα 520 και 700 nm. Κάτω από τισ ίδιεσ ςυνκικεσ, 5 

mM γουανοςίνθ, κυτιδίνθ ι ουριδίνθ οδιγθςαν μόνο ςτο μπλε χρϊμα, 

υποδθλϊνοντασ καλι επιλεκτικότθτα του αιςκθτιρα. Ωσ εκ τοφτου, οι 

χρωματομετρικοί βιοαιςκθτιρεσ περιςςότερων αναλυτϊν καταςκευάηονται 

αξιοποιϊντασ τθν παραπάνω μζκοδο, ανεξάρτθτα από το εάν οι αναλφτεσ 

ςυμμετζχουν άμεςα ςτθν αντίδραςθ διάςπαςθσ ι όχι. 
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Εικόνα 5.6: Δομι του aptazyme τθσ αδενοςίνθσ με τθ χριςθ τθσ φόρμασ του “8 – 17” 

DNAzyme [22]. 

 

Οι Yin et al. αξιοποίθςαν τα AuNPs με ςκοπό να πετφχουν ανίχνευςθ Cu2+ και 

Pb2+ χρθςιμοποιϊντασ ζνα DNAzyme, μζςω ανάλυςθσ βαςιςμζνθσ ςτθν 

ανιςοτροπία φκοριςμοφ (FA) [23]. Συγκεκριμζνα για τθν ανίχνευςθ Cu2+, θ ομάδα 

δθμιοφργθςε μία αλλθλουχία βάςεων που κα αποτελζςει το υπόςτρωμα (Cu – Sub), 

τθν επιςιμανε με φκορίηον μόριο και τθν ακινθτοποίθςε τροποποιϊντασ τθν με 

κειόλθ πάνω ςτθν επιφάνεια των AuNPs. Στθ ςυνζχεια, υβριδοποίθςαν τον κλϊνο 

αυτό με τθν ενηυμικι ακολουκία Cu – Enz ϊςτε να προκφψει το δίκλωνο 

φκοροφόρο (Εικόνα 5.7). Ραρουςία Cu2+, το υπόςτρωμα υπζςτθ διάςπαςθ που 

ςθμαίνει ότι μειϊκθκε το μοριακό βάροσ του φκοροφόρου, αυξικθκε ο ρυκμόσ 

περιςτροφισ και ζτςι εκπζμφκθκε μθ πολωμζνο φωσ με ςυνζπεια τθ μείωςθ του 

βακμοφ ανιςοτροπίασ του φκοροφόρου. Ρροζκυψε λοιπόν ότι ο βακμόσ 

ανιςοτροπίασ του φκοροφόρου μειϊνεται όςο αυξάνεται θ ςυγκζντρωςθ του Cu2+. 

Θ ίδια αυτι μζκοδοσ χρθςιμοποιικθκε επιτυχϊσ και για τθν ανίχνευςθ Pb2+, με τθν 

ευαιςκθςία ανίχνευςθσ να ζχει βελτιωκεί ςθμαντικά ςτο 1 nM. 

 
Εικόνα 5.7: Η μζκοδοσ ανιςοτροπίασ φκοριςμοφ για τθν ανίχνευςθ Cu2+και Pb2+, A) 

το Cu – Sub με AuNPs, B) προςκικθ του Cu – Enz, C) παρουςία Cu2+ το ςφμπλοκο 

ςπάει, D) και E) οι αλλθλουχίεσ των DNAzymes για ανίχνευςθ Cu2+ και Pb2+ 

αντίςτοιχα [23]. 



67 
 

 

Επίςθσ, ςτισ μεκόδουσ ανίχνευςθσ ιόντων βαρζων μετάλλων με αιςκθτιρεσ 

φκοριςμοφ υπάγονται και οριςμζνεσ από τισ ςτρατθγικζσ που περιγράφκθκαν ςτθν 

Ενότθτα 5.2 [7–10]. 

 

5.3.3 Αιςθητόρεσ Μικροδοκών 

 

Οι Cherian et al. χρθςιμοποίθςαν νζεσ πρωτεΐνεσ πρόςδεςθσ ςε μεταλλικά 

ιόντα ωσ βιοαιςκθτιρεσ ανίχνευςθσ βαρζων μετάλλων. Αυτζσ ζχουν ωσ κφριο 

εκπρόςωπο μία μικρι πρωτεΐνθ, πλοφςια ςε ιςτιδίνθ και γλυκίνθ, τθν AgNt84–6, 

ιδθ γνωςτι για τισ χριςεισ τθσ ωσ προςδζτθσ διάφορων ατόμων των Zn2+, Ni2+, Co2+, 

Cd2+, Hg2+ και Cu2+, φςτερα από ανάλυςθ φαςματοςκοπίασ μάηασ [24]. Θ ομάδα 

χρθςιμοποίθςε τισ μικροδοκοφσ, οι οποίεσ καταςκευάςτθκαν από νιτρίδιο του 

πυριτίου και ςτθ μία τουσ πλευρά είχαν επικάλυψθ χρυςοφ. Ράνω ςτθν επιφάνεια 

του χρυςοφ ακινθτοποιικθκε θ πρωτεΐνθ AgNt84–6 αφοφ πρϊτα τροποποιικθκε με 

κειόλθ (Εικόνα 5.8). Πταν ςτο περιβάλλον υπιρχαν ιόντα κάποιου από τα 

αναφερκζντα βαρζα μζταλλα, θ πρωτεΐνθ μποροφςε να τα δεςμεφςει με τθ 

βοικεια ςυνδετικϊν ομάδων, εκτρζποντασ τθ δοκό από τθ κζςθ ιςορροπίασ τθσ. 

Ωςτόςο, παρατθρικθκε ότι κάτι τζτοιο δε ςυνζβαινε όταν ο βιοαιςκθτιρασ εκτίκετο 

ςτα Ca2+, Mg2+ και Mn2+, πράγμα το οποίο ςθμαίνει ότι θ AgNt84–6 αδυνατεί να 

προςδζςει ςτθν επιφάνειά τθσ αυτά τα ιόντα. Οι μετριςεισ παρουςίαηαν τθν 

κανονικοποιθμζνθ κάκετθ εκτροπι τθσ δοκοφ (ςε μονάδεσ δυναμικοφ) ωσ 

ςυνάρτθςθ του χρόνου. Αυτό το ςφςτθμα δίνει τθ δυνατότθτα ςχεδιαςμοφ 

βιοαιςκθτιρα βαςιςμζνου ςτο φαινόμενο εκτροπισ τθσ δοκοφ για τθν ανίχνευςθ 

ςυγκεκριμζνων μετάλλων. 

 

 
Εικόνα 5.8: Σχθματικι αναπαράςταςθ τθσ διάταξθσ για μετριςεισ εκτροπισ τθσ 

δοκοφ. Το διάλυμα προσ ανίχνευςθ ειςζρχεται ςτθν κυψελίδα μζςω τθσ κφρασ 

ειςροισ (inflow port) [24]. 
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Οι Velanki et al. αξιοποίθςαν ζνα αντίςωμα, το 2A81G5, ςε διάταξθ 

βιοαιςκθτιρα μικροδοκοφ για τθν ανίχνευςθ ιόντων καδμίου [25]. Το αντίςωμα 

αυτό είναι μονόκλωνο, δθλαδι αποτελείται από μία μόνο ενηυμικι αλλθλουχία θ 

οποία ςυηευγνφεται με το ςφμπλοκο ιόντων καδμίου, αικυλενοδιαμινοτετραοξικοφ 

οξζοσ και αλβουμίνθσ βόειου οροφ (Cd2+ – EDTA – BSA). Θ δοκόσ είναι 

καταςκευαςμζνθ από πυρίτιο και θ μία τθσ πλευρά ζχει επικαλυφκεί με χρυςό 

ϊςτε, με τθ βοικεια ενόσ πολυμεροφσ, τθσ πολυαικυλενιμίνθσ (PEI), να 

ακινθτοποιιςει το 2A81G5 ςτθν επιφάνειά τθσ. Πλο το ςφςτθμα του βιοαιςκθτιρα 

τοποκετείται εντόσ γυάλινθσ κυψελίδασ ςυνεχοφσ ροισ του διαλφματοσ του 

αναλφτθ, όπου ο ρυκμόσ ροισ διατθρείται ςτακερόσ κακ’ όλθ τθ διάρκεια του 

πειράματοσ μζςω μίασ αντλίασ ςφριγγασ. Πταν ο βιοαιςκθτιρασ ερχόταν ςε επαφι 

με το διάλυμα, το αντίςωμα δζςμευε το ςφμπλοκο πάνω ςτθν επιφάνεια τθσ δοκοφ 

και αυτό προκαλοφςε τθν εκτροπι από τθν αρχικι κζςθ ιςορροπίασ τθσ. Θ ίδια 

μζκοδοσ μπορεί να εφαρμοςτεί και ςε διαλφματα διαφορετικϊν αναλυτϊν, εφόςον 

ζχει προςδεκεί ςτθ δοκό το κατάλλθλο αντίςωμα. Θ ζρευνα ζδωςε ζνα όριο 

ανίχνευςθσ για το Cd2+ τθσ τάξθσ του 10-9 M. 

 

5.4 Εναπόθεςη των Απτινών με την τεχνικό LIFT 
 

Στα πειράματα που ακολουκοφν χρθςιμοποιικθκαν οι αλλθλουχίεσ των 

απτινϊν oligo 1 και oligo 2. Θ πρϊτθ κα είναι ακινθτοποιθμζνθ πάνω ςτο 

υπόςτρωμα κατόπιν εκτφπωςισ τθσ με τθν τεχνικι LIFT και θ δεφτερθ είναι θ 

ςυμπλθρωματικι τθσ, απαραίτθτθ για τθν υβριδοποίθςθ προσ τθ δθμιουργία μίασ 

δίκλωνθσ αλυςίδασ. Θ αλλθλουχία των βάςεϊν τουσ ζχει ωσ ακολοφκωσ: 

oligo 1: 5’-FAM-TTT TTC ATC TCT TCT CCG AGC CGG TCG AAA TAG TGA GT-SH-3’ 

oligo 2: 5’- ACT CAC TAT rAGG AAG AGA TG - Dabcyl - 3’ 

Θ πρϊτθ αλλθλουχία είναι τροποποιθμζνθ ςτο 3’-άκρο με μια ομάδα 

κειόλθσ θ οποία και επιτρζπει τθν πρόςδεςθ τθσ ςτθν επιφάνεια των 

τροποποιθμζνων επιφανειϊν. Για τθν επαλικευςθ τθσ πρόςδεςθσ των oligo 1 ςτισ 

τροποποιθμζνεσ επιφάνειεσ όπωσ και για τον ζλεγχο τθσ υβριδοποίθςθσ των 

προαναφερκζντων με τα oligo 2, χρθςιμοποιικθκε ζνασ δείκτθσ φκοριςμοφ και ζνα 

μόριο αδρανοποιθτι του φκοριςμοφ που όταν ςυμπλζκεται με το δείκτθ, 

αποκρφπτει το φκοριςμό του.  

 
Εικόνα 5.9: Η ενηυμικι δράςθ ενόσ από των δφο αλυςίδων παρουςία Pb2+ [26]. 
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Συγκεκριμζνα, το oligo 1 τροποποιικθκε με FAM ςτο 5’-άκρο ενϊ το oligo 2 με 

Dabcyl. Ππωσ φαίνεται και ςτθν Εικόνα 5.9, μετά τθν υβριδοποίθςθ των δφο 

αλυςίδων το ςιμα φκοριςμοφ τθσ FAM αποκρφπτεται. Ραρουςία μολφβδου όμωσ 

το ςιμα επανζρχεται κακϊσ θ ενηυμικι δράςθ του oligo 2 ςπάει το δίκλωνο 

ςφμπλεγμα oligo 1 – oligo 2 και κατά ςυνζπεια θ Dabcyl απομακρφνεται. 

Με τθν τεχνικι LIFT εναποτζκθκαν επιτυχϊσ μία ςυςτοιχία (array) oligo 1 (10 

μM ςε διάλυμα 1 M Potassium Phosphate Buffer pH 6.9) με τισ εξισ ςυνκικεσ: 

 10 μL διαλφματοσ ςτο υπόςτρωμα δότθ quartz/Ti 

 spot size: 60 μm 

 πυκνότθτα ενζργειασ: 250 mJ/cm2 

 απόςταςθ των υποςτρωμάτων δότθ – αποδζκτθ: 300 μm 

Τα υποςτρϊματα του αποδζκτθ ιταν είτε πλακίδια GOPTS/LTO/Si είτε SPEs (Screen 

Printed Electrodes) με χρυςό θλεκτρόδιο εργαςίασ, από τθ DropSens. Τα δφο ειδϊν 

υποςτρϊματα ςυνεπάγονται με δφο τρόπουσ ανίχνευςθσ τθσ υβριδοποίθςθσ του 

DNA, με φκοριςμό και θλεκτροχθμεία αντίςτοιχα. 

 

5.5 Πρωτόκολλο Τβριδοπούηςησ και Ανύχνευςησ Ιόντων Pb(II) 
 

Θ διαδικαςία τθσ υβριδοποίθςθσ δεν είναι τόςο απλι για τισ απτίνεσ που 

χρθςιμοποιοφνται ςτθν ανίχνευςθ του Pb2+. Δεν αρκεί, δθλαδι, θ εναπόκεςθ με 

πιπζτα τθσ ςυμπλθρωματικισ αλυςίδασ, όπωσ ςτθν περίπτωςθ ανίχνευςθσ τθσ 

υβριδοποίθςθσ. Γι’ αυτό το λόγο, πρζπει να ακολουκθκεί το παρακάτω 

πρωτόκολλο, το οποίο περιλαμβάνει και τα βιματα για τθ διαδικαςία ανίχνευςθσ 

ιόντων Pb(II) [9]. 

a) Αφοφ ζγινε θ εκτφπωςθ του υποςτρϊματοσ με τα oligo 1, αφινεται ςε 

θρεμία για μία μζρα. 

b) Ξζπλυμα του υποςτρϊματοσ με ddH2O. 

c) Εφαρμόηεται 1 mM μερκαπτοεξανόλθσ (MCH) για μία ϊρα. 

d) Ξζπλυμα ςε 50 nM tris acetate buffer pH 7.2 και 1 M NaCl. 

e) Υβριδοποίθςθ με τα oligo 2 ςε 50 nM tris acetate buffer pH 7.2 και 1 M NaCl 

ςτουσ 70°C για μία ϊρα. 

f) Αφινεται το υπόςτρωμα ςε κερμοκραςία δωματίου για μία ϊρα. 

g) Ψφξθ ςτουσ 4°C για 30 λεπτά. 

h) Αφινεται το υπόςτρωμα να επιςτρζψει ςε κερμοκραςία δωματίου. 

i) Ρριν τθν ανίχνευςθ ιόντων Pb(II), ξζπλυμα ςε 50 nM tris acetate buffer pH 

7.2 και 50 M NaCl για 5 λεπτά. 

j) Μετριςεισ ςτο διάλυμα του μολφβδου: 10 μM Pb(NO3)2 + 50 nM tris acetate 

buffer pH 7.2 + 50 M NaCl. 

k) Ξζπλυμα ςε 50 nM tris acetate buffer pH 7.2 και 50 M NaCl. 

l) Για επανενεργοποίθςθ του υποςτρϊματοσ, αφινεται ςε ddH2O για μία μζρα. 



70 
 

m) Ξζπλυμα με ddH2O. 

n) Επανάλθψθ των βθμάτων 5 ζωσ 11. 

 

5.5.1 Ανύχνευςη Ιόντων Pb(II) με Υθοριςμό 

 

Ακολουκοφν εικόνεσ από μικροςκόπιο φκοριςμοφ ενόσ πλακιδίου 

GOPTS/LTO/Si, οι οποίεσ παρουςιάηουν διαδοχικά τα βιματα του πρωτοκόλλου 

ακινθτοποίθςθσ των βιομορίων, υβριδοποίθςθσ με τα ςυμπλθρωματικά τουσ και 

ανίχνευςθσ μολφβδου. 

 

 
Εικόνα 5.10: Το πλακίδιο GOPTS/LTO/Si μετά τθν εκτφπωςθ ςυςτοιχίασ των oligo 1 

με τθν τεχνικι LIFT. 

 

 
Εικόνα 5.11: Το πλακίδιο GOPTS/LTO/Si μετά τθν εφαρμογι 1 mM 

μερκαπτοεξανόλθσ. 
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Εικόνα 5.12: Το πλακίδιο GOPTS/LTO/Si μετά τθν υβριδοποίθςθ των oligo 1 με τα 

oligo 2. 

 

 
Εικόνα 5.13: Το πλακίδιο GOPTS/LTO/Si μετά τθν ειςαγωγι του ςτο διάλυμα του 

Pb(II), ο οποίοσ διαχϊριςε τισ αλυςίδεσ των oligo 1 και oligo 2. 

 

Οι παραπάνω εικόνεσ ςυνοψίηουν τθ διαδικαςία τθσ ανίχνευςθσ ιόντων 

Pb(II) με φκοριςμό. Αρχικά, λαμβάνεται ςιμα από τα oligo 1 (Εικόνα 5.10), το οποίο 

είναι πιο ζντονο με το που απομακρυνκοφν οι μθ ακινθτοποιθμζνεσ αλυςίδεσ με τθ 

χριςθ 1 mM μερκαπτοεξανόλθσ (Εικόνα 5.11). Κατόπιν, προςτίκενται τα oligo 2, 

γίνεται θ υβριδοποίθςθ με το oligo 1 και, επειδι είναι επιςθμαςμζνα με το μόριο 

αδρανοποίθςθσ του φκοριςμοφ, πζφτει δραματικά το ςιμα φκοριςμοφ (Εικόνα 

5.12). Τζλοσ, αν ςτο περιβάλλον βρεκοφν ιόντα μολφβδου, αυτά προκαλοφν 
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διάςπαςθ τθσ δίκλωνθσ αλυςίδασ και απομακρφνουν το μόριο αδρανοποίθςθσ από 

το δείκτθ φκοριςμοφ, με αποτζλεςμα να αυξάνεται πάλι το ςιμα (Εικόνα 5.13). 

Οι αλλθλουχίεσ των απτινϊν που αξιοποιικθκαν χαρακτθρίηονται από 

μεγάλθ επιλεκτικότθτα ωσ προσ τθν ανίχνευςθ του Pb2+, κακϊσ μετά τθν 

υβριδοποίθςθ ειςιχκθκαν ιόντα ενόσ άλλου βαρζου μετάλλου, το Mg2+, και είναι 

φανερό ότι το ςιμα φκοριςμοφ δεν άλλαξε, που ςθμαίνει ότι τα ιόντα μαγνθςίου 

δεν προκάλεςαν τθ διάςπαςθ τθσ δίκλωνθσ αλυςίδασ και κατά ςυνζπεια το μόριο 

του αδρανοποιθτι φκοριςμοφ ςυνεχίηει να καταςτζλλει τθ δράςθ του δείκτθ 

φκοριςμοφ με τον οποίο είναι επιςθμαςμζνα τα oligo 1 (Εικόνα 5.14). 

 

 
Εικόνα 5.14: Το ςιμα φκοριςμοφ μετά τθν προςκικθ μολφβδου και μαγνθςίου [26]. 

 

5.5.2 Ανύχνευςη Ιόντων Pb(II) με Ηλεκτροχημεύα 

 

Για τθν θλεκτροχθμικι προςζγγιςθ, χρθςιμοποιικθκαν τα χρυςά SPE που 

είχαν αξιοποιθκεί ςτθν Ενότθτα 4.3.2. Οι ςυνκικεσ εναπόκεςθσ με τθ τεχνικι LIFT 

παραμζνουν οι ίδιεσ, αλλάηει ωςτόςο προφανϊσ το προσ εναπόκεςθ βιολογικό 

υλικό, που είναι το oligo 1. Ρραγματοποιοφνται μετριςεισ αμπερομετρίασ με τον 

ποτενςιοςτάτθ AMPBIO-SPE τθσ Biosensor s.r.l. και μετριςεισ κυκλικισ 

βολταμετρίασ με το όργανο 4140 Β pA meter / DC Voltage Source τθσ Hewlett – 

Packard. 

Για τισ μετριςεισ αμπερομετρίασ, ζπρεπε αρχικά να βρεκεί το ςωςτό 

δυναμικό με μία διαδικαςία παρόμοια με αυτι για ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ του 

DNA, επίςθσ ςτθν Ενότθτα 4.3.2. Γι’ αυτό το ςκοπό, ζπρεπε να γίνουν δοκιμαςτζσ 

μετριςεισ κυκλικισ βολταμετρίασ όπου ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου εργαςίασ 

του SPE κα βρίςκονταν δίκλωνεσ αλυςίδεσ οι οποίεσ προζρχονταν από τθν 

υβριδοποίθςθ των oligo 1 και oligo 2, ςφμφωνα με το ςυγκεκριμζνο πρωτόκολλο 

που περιγράφκθκε προθγουμζνωσ, μαηί με το redox pair (25 mM, 1:1). Το ρεφμα 

εμφάνιηε κορυφι ςτα 70 mV και αυτό κα είναι και το δυναμικό που κα επιλεχκεί 

ςτον ποτενςιοςτάτθ (Εικόνα 5.15). 
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Εικόνα 5.15: Διάγραμμα κυκλικισ βολταμετρίασ ενόσ χρυςοφ SPE όπου ζχουν 

εναποτεκεί τα oligo 1 με τα oligo 2, μαηί με το redox pair (25 mM, 1:1). 

 

Για τισ μετριςεισ αμπερομετρίασ ςτον ποτενςιοςτάτθ, το SPE με τισ ιδθ 

υβριδοποιθμζνεσ αλυςίδεσ και το redox pair τοποκετείται ςτθν ειδικι κφρα και 

κατόπιν επιλζγεται δυναμικό 70 mV, διατθρϊντασ ίδιεσ τισ υπόλοιπεσ παραμζτρουσ, 

όπωσ ςτισ μετριςεισ ανίχνευςθσ υβριδοποίθςθσ DNA. Ραρόλο που ςτα 73 sec, με 

τθν ειςαγωγι του διαλφματοσ του Pb(II), παρατθρείται ςιμα περίπου 1 μA, ωςτόςο 

όταν ςτο θλεκτρόδιο προςτζκθκε μόνο το διάλυμα 50 nM tris acetate buffer pH 7.2 

και 50 M NaCl (το διάλυμα ςτο οποίο είναι διαλυμζνα τα ιόντα του μολφβδου) ςτα 

155 sec, παρατθρικθκε και πάλι ςιμα (Εικόνα 5.16). 
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Εικόνα 5.16: Απόκριςθ του αιςκθτιρα ςτο διάλυμα των ιόντων του Pb(II). 
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Αυτό δεν ζπρεπε να ςυμβεί, που ςθμαίνει ότι πιο πικανό ιταν το ςιμα να 

προιρκε από τα ιόντα που βρίςκονται μζςα ςτο ίδιο το διάλυμα, παρά από τθ 

διάςπαςθ των oligo 2 από τα oligo 1 λόγω ιόντων Pb(II). Οι μετριςεισ 

επαναλιφκθκαν ξανά, δοκιμάηοντασ και με ςυγκζντρωςθ του redox pair ςτα 10 

mM, παρόλα αυτά παρατθροφταν ςιμα και κατά τθν πρόςκεςθ του διαλφματοσ 

χωρίσ τα ιόντα του μολφβδου. Ακολουκοφν γραφιματα από τισ μετριςεισ κυκλικισ 

βολταμετρίασ που πραγματοποιικθκαν ςτθ ςυνζχεια. 
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Εικόνα 5.17: Γραφιματα κυκλικισ βολταμετρίασ με redox pair ςυγκζντρωςθσ 25 mM 

αναλογίασ 1:1, πριν και μετά τθν ειςαγωγι Pb2+. 
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Εικόνα 5.18: Γραφιματα κυκλικισ βολταμετρίασ με redox pair ςυγκζντρωςθσ 10 mM 

αναλογίασ 1:1, πριν και μετά τθν ειςαγωγι Pb2+. 
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Εικόνα 5.19: Γραφιματα κυκλικισ βολταμετρίασ με κυανοφν του μεκυλενίου 

ςυγκζντρωςθσ 25 mM, πριν και μετά τθν ειςαγωγι Pb2+. 

 

Στο πρϊτο (Εικόνα 5.17) χρθςιμοποιικθκε redox pair ςυγκζντρωςθσ 25 mM 

ςε αναλογία 1:1, ςτο δεφτερο (Εικόνα 5.18) χρθςιμοποιικθκε το ίδιο redox pair 

ςυγκζντρωςθσ 10 mM ςε αναλογία 1:1, ενϊ ςτο τελευταίο (Εικόνα 5.19) 

χρθςιμοποιικθκε το κυανοφν του μεκυλενίου ςυγκζντρωςθσ 25 mM. Το κάκε 

γράφθμα αποτελείται από δφο παραςτάςεισ: θ μία είναι πριν και θ άλλθ μετά τθν 

ειςαγωγι του διαλφματοσ του μολφβδου ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου. 

Ππωσ είχε δειχκεί ςτθν ανίχνευςθ υβριδοποίθςθσ του DNA με 

θλεκτροχθμικι προςζγγιςθ, όταν ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου υπάρχουν 

δίκλωνεσ αλυςίδεσ, το ρεφμα ςυνεχίηει να πζφτει λόγω εςωτερικϊν θλεκτροχθμικϊν 

αντιδράςεων. Αν τα ιόντα μολφβδου προκαλοφςαν διάςπαςθ των δίκλωνων 

αλυςίδων, τότε το ρεφμα κα αυξανόταν αφοφ το oligo 1 κα είχε αποςχιςκεί του 

oligo 2. Ωςτόςο, το ρεφμα μειϊκθκε οπότε ιςχφει θ περίπτωςθ που ζχουμε δίκλωνθ 

αλυςίδα ι ίςωσ κάποια άλλθ περίπτωςθ, όπου μόνο οι θλεκτρονιοδζκτεσ 

ςυμμετζχουν ςτθ ροι ρεφματοσ χωρίσ τθν παρουςία των απτινϊν. 

Από τα παραπάνω γίνεται φανερό ότι ο θλεκτροχθμικόσ αιςκθτιρασ 

ςυμπεριφζρεται ςα να μθν υπάρχουν oligo 1 ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου του. 

Αφοφ οι θλεκτροχθμικοί αιςκθτιρεσ παρατθρικθκαν ςε μικροςκόπιο φκοριςμοφ, 

λόγω του μθδενικοφ ςιματοσ φκοριςμοφ προκφπτει ότι δεν υπάρχουν oligo 1 ςτθν 

επιφάνειά τουσ. Αυτό ίςωσ να οφείλεται ςτο γεγονόσ ότι οι αλυςίδεσ είναι μικρζσ ςε 

μικοσ και ο χρυςόσ ςτθν επιφάνεια των SPEs δεν είναι ικανόσ να τισ δεςμεφςει. 

Ρρζπει να διερευνθκεί περαιτζρω αυτι θ μζκοδοσ, μία πρόταςθ τθσ οποίασ κα 

μποροφςε να αποτελζςει θ ανάπτυξθ ενόσ ςυμπλόκου από επιπλζον ουςίεσ οι 
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οποίεσ κα μποροφςαν να ενιςχφςουν τθν πρόςδεςθ του oligo 1 με τισ ομάδεσ 

κειόλθσ του χρυςοφ θλεκτροδίου εργαςίασ ςτο SPE. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 6: ΕΝΖΤΜΙΚΟΙ ΑΙ΢ΘΗΣΗΡΕ΢ ΓΙΑ ΑΝΙΦΝΕΤ΢Η 

ΚΑΣΕΦΟΛΗ΢ 
 

6.1 Υαινολικϋσ Ενώςεισ και Λακϊςη 
 

Οι φαινολικζσ ενϊςεισ, ι οι πολυφαινόλεσ, είναι φυτικζσ ουςίεσ που 

βρίςκονται ςτα φυτά και ςυμβάλλουν ςτθν άμυνά τουσ ςτισ μολφνςεισ από 

πακογόνουσ, ενϊ παράλλθλα τα προςτατεφουν και από τθν υπεριϊδθ ακτινοβολία. 

Είναι οι ζγχρωμεσ ουςίεσ που δίνουν το χαρακτθριςτικό χρϊμα ςε διάφορα 

λαχανικά και φροφτα. Στα ηϊα και τον άνκρωπο, οι πολυφαινόλεσ απορροφοφνται 

με τθ λιψθ τροφϊν πλοφςιων ςε αυτζσ και μεταφζρονται ςτουσ ιςτοφσ με τθν 

κυκλοφορία. Τροφζσ πλοφςιεσ ςε πολυφαινόλεσ είναι διάφορα φροφτα και 

λαχανικά, το (κόκκινο κυρίωσ) κραςί, το κακάο, το τςάι, τα εκχυλίςματα βοτάνων και 

το ελαιόλαδο. Αυτι θ κατθγορία των μορίων περιλαμβάνει αρκετζσ χιλιάδεσ 

ενϊςεισ, μεταξφ των οποίων οι φλαβονόλεσ, οι κατεχίνεσ, οι ανκοκυανιδίνεσ και οι 

ιςοφλαβόνεσ [1–2]. 

Μελζτεσ ζδειξαν ότι οι ουςίεσ αυτζσ λειτουργοφν προςτατευτικά, 

προάγοντασ τθν καλι κατάςταςθ τθσ υγείασ και παρατείνοντασ τον μζςο όρο ηωισ. 

Αναςτζλλουν ι περιορίηουν τθν οξείδωςθ των λιπιδίων του αίματοσ, αυξάνουν τα 

επίπεδα τθσ, προςτατευτικισ για τθν υγεία, HDL και μειϊνουν τα επίπεδα τθσ 

λιποπρωτεΐνθσ LDL, θ οποία ευκφνεται για τθν δθμιουργία ακθρωματικϊν πλακϊν. 

Ακόμθ, μειϊνουν τθν πικανότθτα δθμιουργίασ κρόμβων, εμφανίηουν γενικότερθ 

αντιφλεγμονϊδθ δράςθ και περιορίηουν ςε ςθμαντικό βακμό τισ οξειδωτικζσ 

βλάβεσ ςτουσ ιςτοφσ, με απϊτερο αποτζλεςμα τθν ελάττωςθ εμφάνιςθσ καρκίνου. 

Ρολλά από τα παραπάνω οφζλθ των πολυφαινόλων αποδίδονται ςτθν 

αντιοξειδωτικι τουσ δράςθ [3–6]. 

 

 
Εικόνα 6.1: Παραδείγματα προϊόντων που περιζχουν πολυφαινόλεσ. 
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Οι μζκοδοι που ζχουν χρθςιμοποιθκεί για τθν ανίχνευςθ των πολυφαινόλων 

είναι οι τεχνικζσ GC-MS και HPLC [7], ωςτόςο αυτζσ οι τεχνικζσ αφενόσ είναι 

πολυδάπανεσ, αφετζρου απαιτοφν μία περίπλοκθ διαδικαςία προετοιμαςίασ του 

δείγματοσ. Αρκετοί βιοαιςκθτιρεσ ζχουν αναπτυχκεί ωσ εναλλακτικζσ μζκοδοι 

αξιοποιϊντασ τθν καταλυτικι δράςθ ενηφμων όπωσ θ τυροςινάςθ και θ λακάςθ για 

τθν ανίχνευςθ των φαινολικϊν ενϊςεων *8–9]. 

Θ λακάςθ είναι ζνα μεταλλοζνηυμο του χαλκοφ και ανικει ςτθν κατθγορία 

των οξυδορεδουκταςϊν, δθλαδι πρόκειται για ζνα ζνηυμο ικανό να οξειδϊνει 

οριςμζνεσ φαινολικζσ και μθ ενϊςεισ, ςυμπεριλαμβανομζνου των πολυκυκλικϊν 

αρωματικϊν υδρογονανκράκων, των ηιηανιοκτόνων, οριςμζνων 

οργανοφωςφορικϊν ενϊςεων και πολλϊν άλλων. Το ζνηυμο αυτό απαντάται ςε 

ανϊτερα φυτά, μφκθτεσ και μικροοργανιςμοφσ *10+ και ζχει ιδθ χρθςιμοποιθκεί ωσ 

βιοχποδοχζασ ςε βιοαιςκθτιρεσ ανίχνευςθσ πολυφαινόλων *11–12+, ςυγκεκριμζνα 

για τθν ανίχνευςθ τθσ κατεχόλθσ. Οι μετριςεισ αμπερομετρίασ για τθν ανίχνευςθ 

αυτι ζγιναν εφικτζσ με θλεκτροχθμικό τρόπο, μελετϊντασ τισ διαφορζσ ςιματοσ 

του ρεφματοσ παρουςία τθσ λακάςθσ. Εφόςον το αποτζλεςμα τθσ οξείδωςθσ τθσ 

κατεχόλθσ είναι θ βενηοκινόνθ, θ τελευταία μπορεί να αναχκεί θλεκτροχθμικά και 

να ανιχνευκεί με τρόπο που εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ *13]. 

 

 
Εικόνα 6.2: Η οξείδωςθ τθσ κατεχόλθσ ςε βενηοκινόνθ. 

 

6.2 Ακινητοπούηςη του Ενζύμου 
 

Ζχουν αξιοποιθκεί αρκετζσ μζκοδοι για τθν ακινθτοποίθςθ διαφόρων 

ενηφμων για εφαρμογζσ βιοαιςκθτιρων. Κατά κφριο λόγο, θ επιλογι τθσ 

κατάλλθλθσ μεκόδου ακινθτοποίθςθσ κακορίηεται από τισ φυςικζσ και τισ χθμικζσ 

ιδιότθτεσ τόςο τθσ επιφάνειασ εναπόκεςθσ όςο και του βιοχποδοχζα. Οι πιο ςυχνά 

χρθςιμοποιοφμενεσ τεχνικζσ για ακινθτοποίθςθ ςτισ τεχνολογίεσ βιοαιςκθτιρων 

αφοροφν τόςο χθμικζσ όςο και φυςικζσ διαδικαςίεσ. Συγκεκριμζνα, οι χθμικζσ 

διαδικαςίεσ ακινθτοποίθςθσ βαςίηονται ςτθν ομοιοπολικι ςφνδεςθ, ενϊ οι φυςικζσ 

τεχνικζσ αφοροφν τουσ ακόλουκουσ μθχανιςμοφσ: προςρόφθςθ, παγίδευςθ και 

εγκάρςια ςφνδεςθ *14–15+. Αυτζσ οι μζκοδοι χαρακτθρίηονται από οριςμζνα 

μειονεκτιματα, όπωσ μείωςθ τθσ βιολογικισ δραςτθριότθτασ, απαραίτθτθ 

ενεργοποίθςθ τθσ επιφάνειασ, το ότι είναι αρκετά χρονοβόρεσ, χρθςιμοποιοφν 

επίπονεσ αντιδράςεισ και ςυνικωσ ςυμμετζχουν και τοξικζσ χθμικζσ ουςίεσ. 

Laccases:#_M._Alcalde,_
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Με τθ χριςθ τθσ τεχνικισ LIFT, μπορεί να επιτευχκεί θ ακινθτοποίθςθ και θ 

εκτφπωςθ του ενηφμου πάνω ςτο θλεκτρόδιο εργαςίασ ενόσ εμπορικοφ 

αμπερομετρικοφ αιςκθτιρα. Χρθςιμοποιικθκαν τα SPEs τθσ DropSens με κωδικό 

DRP-110, όπου επρόκειτο για ζνα θλεκτρόδιο εργαςίασ από γραφίτθ διαμζτρου 4 

mm, κακϊσ και το βοθκθτικό και το θλεκτρόδιο αναφοράσ από γραφίτθ και άργυρο 

αντίςτοιχα. Οι θλεκτρικζσ επαφζσ μεταξφ των θλεκτροδίων είναι επίςθσ από άργυρο 

(Εικόνα 6.3). 

 
Εικόνα 6.3: Το SPE με κωδικό DRP-110 τθσ DropSens [16]. 

 

6.3 Αρχό Λειτουργύασ του Ενζυμικού Αιςθητόρα 
 

Θ αρχι λειτουργίασ του ςυγκεκριμζνου αμπερομετρικοφ αιςκθτιρα από 

λακάςθ ζχει ςυνοπτικά ωσ ακολοφκωσ: αρχικά, εφαρμόηοντασ ζνα ςτακερό 

δυναμικό ςτθν θλεκτρικι επαφι μεταξφ θλεκτροδίου εργαςίασ και θλεκτροδίου 

αναφοράσ, το θλεκτρόδιο εργαςίασ δίνει θλεκτρόνια ςτθν κατεχόλθ, θ οποία 

ανάγεται. Αυτι με τθ ςειρά τθσ οξειδϊνεται και μεταφζρει τα θλεκτρόνια ςτθ 

λακάςθ, με αποτζλεςμα να αναχκεί. Τζλοσ, θ λακάςθ μεταφζρει το θλεκτρόνιο ςτο 

οξυγόνο, το οποίο ανάγεται ςε νερό (Εικόνα 6.4). Αυτι θ διαδικαςία που λαμβάνει 

χϊρα ςτο θλεκτρόδιο εργαςίασ του SPE χαρακτθρίηεται από ςυνεχείσ αλλαγζσ τθσ 

ροισ των θλεκτρονίων, που λόγω αυτϊν λαμβάνεται το αμπερομετρικό ςιμα που 

μετράται ςτθν θλεκτρικι επαφι μεταξφ βοθκθτικοφ και θλεκτροδίου εργαςίασ. 

 

 
Εικόνα 6.4: Η αρχι λειτουργίασ του ενηυμικοφ αιςκθτιρα και οι αντιδράςεισ 

οξειδοαναγωγισ που λαμβάνουν χϊρα ςτθν επιφάνεια του θλεκτροδίου εργαςίασ. 
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6.4 Πειραματικό Διαδικαςύα 
 

Αρχικά γίνεται θ εκτφπωςθ του ενηφμου τθσ λακάςθσ ςε μορφι ςυςτοιχίασ 

(array) ςτο θλεκτρόδιο εργαςίασ του SPE με τθν τεχνικι LIFT, θ οποία καλφπτει μία 

περιοχι 4000x4000 μm2, ζχοντασ τισ εξισ παραμζτρουσ: 

 5 μL διαλφματοσ ςτο υπόςτρωμα δότθ quartz/Ti 

 spot size: 80 μm 

 πυκνότθτα ενζργειασ: 450 mJ/cm2 

 απόςταςθ των υποςτρωμάτων δότθ – αποδζκτθ: 200 μm 

Το ζνηυμο βρίςκεται ςε υγρι φάςθ, κακϊσ ζχει αραιωκεί ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα 

PBS pH 4.5 (40 U / 200 μL). 

Στθ ςυνζχεια, το θλεκτρόδιο βυκίηεται 2 φορζσ ςτο διάλυμα PBS και 

τοποκετείται ςτθν ειδικι κφρα του ποτενςιοςτάτθ AMPBIO-SPE τθσ Biosensors s.r.l., 

όπου με τθ χριςθ μίασ πιπζτασ καλφπτονται και τα 3 θλεκτρόδια του SPE με 50 μL 

PBS. Φςτερα, επιλζχκθκε δυναμικό -30 mV και διατθρικθκε θ κερμοκραςία του 

δωματίου ςτουσ 20°C. Με το που προςτζκθκε ποςότθτα κατεχόλθσ ςτον όγκο του 

ιδθ υπάρχοντοσ διαλφματοσ, πραγματοποιικθκε θ αντίδραςθ οξειδοαναγωγισ και 

αυτι ζδωςε αμπερομετρικό ςιμα που καταγράφκθκε από το λογιςμικό του 

ποτενςιοςτάτθ. 

Τζλοσ, το ίδιο SPE ξεπλφκθκε 2 φορζσ εμβαπτίηοντάσ το εκ νζου ςτο ίδιο 

ρυκμιςτικό διάλυμα PBS, για να απομακρυνκεί θ κατεχόλθ (για τθν ακρίβεια, θ 

βενηοκινόνθ) και επαναχρθςιμοποιικθκε, παραμζνοντασ ςυνεπζσ όςον αφορά το 

ρόλο του ςτθν ανίχνευςθ τθσ κατεχόλθσ. 

 

6.5 Ανύχνευςη τησ Κατεχόλησ 
 

Κατ’ αρχιν, πρζπει να γίνει κατανοθτό γιατί θ τεχνικι απευκείασ 

μικροεναπόκεςθσ με λζιηερ ι, για ςυντομία, LIFT είναι απαραίτθτο εργαλείο για τθν 

εναπόκεςθ και ακινθτοποίθςθ του ενηφμου. Ραρατθρικθκε ότι φςτερα από αρκετζσ 

πλφςεισ του SPE και επαναλαμβάνοντασ τθ διαδικαςία τθσ ανίχνευςθσ, εκείνο 

ςυνζχιηε να δίνει ςιμα κάκε φορά που ειςαγόταν θ κατεχόλθ ςτον όγκο του PBS 

που κάλυπτε και τα 3 θλεκτρόδια. Θα περίμενε κανείσ ότι θ λακάςθ από τισ πολλζσ 

πλφςεισ κα είχε αφαιρεκεί βακμιαία από τθν επιφάνεια του θλεκτροδίου εργαςίασ, 

ωςτόςο οι μετριςεισ αμπερομετρίασ δείχνουν το ακριβϊσ αντίκετο. 

Ακολουκοφν διαγράμματα τζτοιων μετριςεων όπου ανιχνεφκθκαν επιτυχϊσ 

300 nM κατεχόλθσ. Στο πρϊτο διάγραμμα (Εικόνα 6.5) ζχουν προθγθκεί 2 πλφςεισ 

του SPE ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα PBS, ενϊ ςτο δεφτερο (Εικόνα 6.6) ακολοφκθςαν 

επιπλζον 2 πλφςεισ του ίδιου SPE, ςυνολικά 4 πλφςεισ. Και ςτισ δφο μετριςεισ, το 

μετροφμενο ρεφμα βρζκθκε περίπου ςτα 130 nA. 



82 
 

250 260 270 280 290 300

-300

-250

-200

-150

 

 

C
u

rr
e

n
t 
(n

A
)

Time (sec)

PBS buffer Catechol

 
Εικόνα 6.5: Απόκριςθ του αιςκθτιρα φςτερα από 2 πλφςεισ. 
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Εικόνα 6.6: Απόκριςθ του αιςκθτιρα φςτερα από 4 πλφςεισ. 

 

Ο ςυγκεκριμζνοσ ενηυμικόσ αιςκθτιρασ μπορεί να ανιχνεφςει κατεχόλθ ςε 

διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ, με όριο ανίχνευςθσ τα 150 nM όπου λαμβάνεται ςιμα 

περίπου 50 nA (Εικόνα 6.7). Αυτό είναι πολφ ςθμαντικό, κακϊσ δεν υπάρχει προσ το 

παρόν άλλοσ αιςκθτιρασ ςτο εμπόριο που να ανιχνεφει κατεχόλθ ςε τόςο μικρι 

ςυγκζντρωςθ. Επιπλζον, ο εν λόγω αιςκθτιρασ όςθ μεγαλφτερθ ςυγκζντρωςθ 

κατεχόλθσ ανιχνεφει, τόςο υψθλότερο είναι και το ςιμα που δίνει. Με άλλα λόγια, 

το ρεφμα είναι ανάλογο τθσ ποςότθτασ τθσ κατεχόλθσ και θ ςχζςθ μεταξφ τουσ είναι 

κατά προςζγγιςθ γραμμικι (Εικόνα 6.8). 
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Εικόνα 6.7: Απόκριςθ του ενηυμικοφ αιςκθτιρα κάτω από διάφορεσ ςυγκεντρϊςεισ 

τθσ κατεχόλθσ. 
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Εικόνα 6.8: Απόκριςθ διαφορετικϊν ενηυμικϊν αιςκθτιρων κάτω από κοινζσ 

ςυγκεντρϊςεισ τθσ κατεχόλθσ. 

 

Μία πολλι ςθμαντικι ιδιότθτα ενόσ βιοαιςκθτιρα είναι θ αντοχι και θ 

ςτακερότθτά του. Το γεγονόσ ότι μπορεί να επαναχρθςιμοποιθκεί είναι από μόνο 

του μεγάλο πλεονζκτθμα, κακϊσ οι περιςςότεροι αιςκθτιρεσ τθσ αγοράσ είναι μίασ 

χριςθσ. Ο ςυγκεκριμζνοσ αιςκθτιρασ επιπλζον, μπορεί να ςυνεχίηει να ανιχνεφει 

κατεχόλθ μζρεσ αφότου πραγματοποιθκεί θ εκτφπωςθ του ενηφμου ςτο θλεκτρόδιο 

εργαςίασ του SPE, αρκεί να διατθρθκεί ςτθν ψφξθ ςτουσ 4°C. Θ αξιοπιςτία του 

φαίνεται ςτθν Εικόνα 6.9, όπου, με ελάχιςτθ διαφοροποίθςθ του ςιματοσ, μπορεί 

να ανιχνεφει με ςυνζπεια τθν ίδια ποςότθτα κατεχόλθσ, ακόμα και 20 μζρεσ μετά 

τθν εκτφπωςθ τθσ λακάςθσ. 
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Εικόνα 6.9: Απόκριςθ του αιςκθτιρα, όπου ανίχνευςε 300 nM, κατεχόλθσ φςτερα 

από ςυγκεκριμζνο διάςτθμα που ακολοφκθςε τθν εκτφπωςθ του ενηφμου ςτθν 

επιφάνειά του. 

 

6.6 Αποτϋλεςμα Εκτύπωςησ ςτο Ηλεκτρόδιο Εργαςύασ 
 

Ραρακάτω ακολουκοφν φωτογραφίεσ μικροςκοπίου θλεκτρονικισ ςάρωςθσ 

(Scanning Electron Microscope) ενόσ θλεκτροδίου εργαςίασ από γραφίτθ όπου 

φαίνεται θ μορφολογία του, πρϊτα θ κάτοψθ (Εικόνα 6.10), ςτθ ςυνζχεια το ίδιο 

θλεκτρόδιο υπό γωνία (Εικόνα 6.11) και τζλοσ ξανά θ κάτοψθ όπου ζχει γίνει θ 

εκτφπωςθ του ενηφμου τθσ λακάςθσ (Εικόνα 6.12). Θ τραχφτθτα του θλεκτροδίου 

υπολογίςτθκε από το προφιλόμετρο 67.5 nm με ςφάλμα 8 nm και είναι 

ομολογουμζνωσ μεγάλθ. 

Ωςτόςο είναι γνωςτό από τισ διεργαςίεσ καταςκευισ μικροςυςτθμάτων ότι 

όςο επεμβαίνει κανείσ ςτθν τραχφτθτα μίασ επιφάνειασ, τόςο πιο υδρόφοβθ 

γίνεται. Άρα είναι απορίασ άξιο με ποιο τρόπο θ λακάςθ όχι μόνο ςτζκεται ςτθν 

επιφάνεια του θλεκτροδίου, αλλά είναι αδφνατο να αφαιρεκεί ακόμα και από 

αρκετζσ πλφςεισ αυτοφ. 
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Εικόνα 6.10: Κάτοψθ ενόσ θλεκτροδίου γραφίτθ. 

 

 
Εικόνα 6.11: Ζνα θλεκτρόδιο γραφίτθ υπό γωνία 80 . 

 

 
Εικόνα 6.12: Κάτοψθ ενόσ θλεκτροδίου γραφίτθ όπου ζχει γίνει θ εκτφπωςι του με 

το ζνηυμο τθσ λακάςθσ. 
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Υπάρχουν δφο καταςτάςεισ διαβρεξιμότθτασ των επιφανειϊν. Θ μία είναι θ 

Cassie wetting state όπου το ςταγονίδιο του υγροφ προσ εναπόκεςθ δεν μπορεί να 

ειςζλκει ανάμεςα ςτα κενά που διακρίνουν μία τραχιά επιφάνεια λόγω του 

παγιδευμζνου αζρα ςε αυτά, με αποτζλεςμα το ςταγονίδιο να είναι ανίκανο να 

απλωκεί και τελικά δθμιουργεί μία ςφαιρικι μορφι, κακιςτϊντασ τθν επιφάνεια 

υδρόφοβθ. Στθ Wenzel wetting state απεναντίασ, το υγρό ειςχωρεί μζςα ςτα κενά 

τθσ επιφάνειασ, με αποτζλεςμα θ τελευταία να κεωρείται υδρόφιλθ. 

Εάν θ εναπόκεςθ του ενηφμου τθσ λακάςθσ γινόταν με τθ χριςθ πιπζτασ, 

τότε κα ιταν ςε Cassie wetting state. Με τθν τεχνικι LIFT, θ οποία αναγκάηει τα 

ςταγονίδια του υγροφ να ταξιδεφουν με ταχφτθτεσ περίπου 70 m/s και κατά 

ςυνζπεια αυτά να αςκοφν ςτο υπόςτρωμα του αποδζκτθ πιζςεισ κοντά ςτα 3 MPa, 

το ζνηυμο τθσ λακάςθσ αναγκάηεται να ειςχωριςει ςτα κενά που αφινει θ τραχιά 

επιφάνεια του θλεκτροδίου από γραφίτθ με αποτζλεςμα να ακινθτοποιείται πάνω 

τθσ. Στθν Εικόνα 6.12 που προθγικθκε, μπορεί να παρατθρθκεί ότι θ λακάςθ 

ακολουκεί τθ μορφολογία τθσ επιφάνειασ του γραφίτθ, κάτι το οποίο ζρχεται ςε 

πλιρθ ςυμφωνία με τα προθγοφμενα. 

Ρραγματοποιικθκαν μετριςεισ γωνίασ διαβρεξιμότθτασ τόςο από τθν 

εναπόκεςθ με πιπζτα όςο και από τθν τεχνικι LIFT, τθσ οποίασ θ πυκνότθτα 

ενζργειασ ρυκμίςτθκε ςτα 450 mJ/cm2. 

 
Εικόνα 6.13: Αποτελζςματα μετριςεων για τθ γωνία διαβροχισ από εκτφπωςθ του 

υλικοφ με τθν τεχνικι LIFT και από εναπόκεςθ με πιπζτα αντίςτοιχα. 

 

Θ γωνία διαβροχισ από τθν τεχνικι LIFT βρζκθκε 24.4 , ενϊ θ αντίςτοιχθ γωνία με 

τθν εναπόκεςθ του υλικοφ από πιπζτα βρζκθκε 95.2 , αρκετά μεγάλθ ςε ςχζςθ με 

τθ γωνία τθσ άλλθσ μεκόδου. 
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6.7 Ενζυμικού Αιςθητόρεσ για Περιβαλλοντικό Έλεγχο 
 

Ρζρα από τα οφζλθ που μπορεί να προςφζρει ο βιοαιςκθτιρασ που ζχει ιδθ 

αναπτυχκεί ςτθν ανίχνευςθ πολυφαινόλων που κα μποροφςαν να ενταχκοφν ςτο 

διαιτολόγιο εκατομμυρίων ανκρϊπων, υπάρχει και μία τάςθ αξιοποίθςθσ αυτοφ 

του είδουσ βιοαιςκθτιρων ςτον περιβαλλοντικό ζλεγχο για ζμμεςθ ανίχνευςθ 

φυτοφαρμάκων, ηιηανιοκτόνων, ορμονϊν οιςτρογόνων, βαρζων μετάλλων, 

φαρμακευτικϊν προϊόντων κ.ά. *17+. Ζχουν ιδθ αναπτυχκεί ενηυμικοί αιςκθτιρεσ 

για ανίχνευςθ φυτοφαρμάκων *18–21+, ηιηανιοκτόνων *22–25+ και βαρζων 

μετάλλων *26–29]. 

Στο ςυγκεκριμζνο αιςκθτιρα, όπωσ ζχει ιδθ αναφερκεί, μόνο με τθν 

παρουςία τθσ λακάςθσ μπορεί θ κατεχόλθ να οξειδωκεί και αυτι θ αντίδραςθ να 

δϊςει ςιμα. Θα μποροφςαν οι παραπάνω προσ ανίχνευςθ επικίνδυνεσ ουςίεσ να 

αποτελζςουν το εμπόδιο τθσ αντίδραςθσ οξειδοαναγωγισ αφοφ μποροφν να 

καταςτείλουν τθ δράςθ του ενηφμου. Με άλλα λόγια, εάν θ λακάςθ δεν είναι ικανι 

να βοθκιςει ςτθν οξείδωςθ τθσ κατεχόλθσ, τότε ςθμαίνει ότι ςτο περιβάλλον 

υπάρχει μία ουςία που εμποδίηει τθ δράςθ τθσ. Ακολουκοφν μετριςεισ 

αμπερομετρίασ για ανίχνευςθ του φυτοφαρμάκου Diuron και των ιόντων 

μολφβδου. 

 

6.7.1 Ανύχνευςη Diuron με τον Ενζυμικό Αιςθητόρα 

 

Ακολουκοφν μετριςεισ αμπερομετρίασ για ανίχνευςθ του φυτοφαρμάκου 

Diuron ςτο βιοαιςκθτιρα τθσ λακάςθσ. 
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Εικόνα 6.14: Η ανίχνευςθ 750 nM κατεχόλθσ παρουςία 10 pM Diuron. 
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Εικόνα 6.15: Η ανίχνευςθ 750 nM κατεχόλθσ παρουςία 10 μM Diuron. 

 

Δοκιμάςτθκαν αρκετζσ ςυγκεντρϊςεισ, ωςτόςο ο αιςκθτιρασ φαινόταν ότι 

μποροφςε να ανιχνεφςει τθν κατεχόλθ και παρουςία αυτισ τθσ ουςίασ. 

Ραρακζτονται γραφιματα δφο διαφορετικϊν ςυγκεντρϊςεων του φυτοφαρμάκου. 

 

6.7.2 Ανύχνευςη Ιόντων Pb(II) με τον Ενζυμικό Αιςθητόρα 

 

Ο ίδιοσ αιςκθτιρασ δοκιμάςτθκε και για ζμμεςθ ανίχνευςθ ιόντων μολφβδου. Τα 

αποτελζςματα δεν διαφζρουν με τα προθγοφμενα και άρα ο ςυγκεκριμζνοσ 

αιςκθτιρασ δεν ενδείκνυται για αυτοφ του είδουσ τισ ανιχνεφςεισ προσ το παρόν. 
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Εικόνα 6.16: Η ανίχνευςθ 750 nM κατεχόλθσ παρουςία 1 μM Pb2+ ςε διάλυμα TAE + 

NaCl. 
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΢υμπερϊςματα 
 

Στθν παροφςα εργαςία αναπτφχκθκαν θλεκτροχθμικοί βιοαιςκθτιρεσ από 

τουσ εμπορικοφσ αμπερομετρικοφσ αιςκθτιρεσ τθσ DropSens με τθ τεχνικι 

απευκείασ μικροεναπόκεςθσ με λζιηερ (LIFT). Οι βιοαιςκθτιρεσ ιταν ικανοί να 

ανιχνεφςουν το θλεκτροχθμικό ςιμα που προκφπτει από τθν υβριδοποίθςθ των 

ακινθτοποιθμζνων (probe) αλυςίδων με τισ πλιρωσ ςυμπλθρωματικζσ τουσ 

αλυςίδεσ ςτόχουσ (target), χάρθ ςτθν αντίδραςθ οξειδοαναγωγισ που προκαλεί ζνα 

ηεφγοσ οξειδοαναγωγισ (redox pair). 

Ωςτόςο, όταν οι ακινθτοποιθμζνεσ αλυςίδεσ και οι ςυμπλθρωματικζσ τουσ 

αντιπροςϊπευαν τισ αλλθλουχίεσ που διακζτουν τθν πλθροφορία να προκαλζςουν 

καταλυτικι αντίδραςθ και άρα τθ διάςπαςθ τθσ ιδθ υβριδοποιθμζνθσ δίκλωνθσ 

αλυςίδασ (οι αλλθλουχίεσ με αυτι τθν ιδιότθτα λζγονται απτίνεσ) παρουςία ιόντων 

μολφβδου, ο αιςκθτιρασ δεν ζδωςε κανζνα θλεκτροχθμικό ςιμα, οφτε κατόπιν 

μετριςεων αμπερομετρίασ οφτε κυκλικισ βολταμετρίασ. Πταν παρατθρικθκε ςε 

μικροςκόπιο φκοριςμοφ μόνο με τθν ακινθτοποιθμζνθ αλυςίδα (oligo 1), 

διαπιςτϊκθκε ότι το θλεκτρόδιο εργαςίασ από χρυςό που αποτελεί τον 

αμπερομετρικό αιςκθτιρα δεν ιταν ικανό να προςδζςει τθν αλλθλουχία ςτθν 

επιφάνειά του και άρα πρακτικά ο αιςκθτιρασ δεν είχε βιοχποδοχζα. Θα πρζπει να 

γίνει ςτο μζλλον εκτενζςτερθ μελζτθ για κάποιο ενδεχόμενο πολφπλοκο ςφμπλοκο 

το οποίο κα είναι ικανό να προςδζςει τα oligo 1 ςτθν επιφάνεια του χρυςοφ 

θλεκτροδίου εργαςίασ, και για αυτό το ςκοπό υπάρχουν αναφορικά κάποιεσ 

εργαςίεσ που κινικθκαν προσ αυτι τθν κατεφκυνςθ. 

Τζλοσ, αναπτφχκθκε ζνασ θλεκτροχθμικόσ αιςκθτιρασ για τθν ανίχνευςθ 

μίασ φαινολικισ ζνωςθσ, τθσ κατεχόλθσ, όπου εδϊ ο βιοχποδοχζασ ιταν το ζνηυμο 

τθσ λακάςθσ. Ο εν λόγω βιοαιςκθτιρασ ζδωςε ςυνεπι αποτελζςματα ςτθν 

απόκριςθ ςιματοσ για τισ ίδιεσ ι/και διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ τισ κατεχόλθσ και 

παρατθρικθκε ότι είναι ικανόσ να μετριςει και αρκετζσ μζρεσ μετά τθν εκτφπωςθ 

του ενηφμου ςτο θλεκτρόδιο εργαςίασ από γραφίτθ. Στθ ςυγκεκριμζνθ επιφάνεια, 

αν και τραχιά, λόγω τθσ τεχνικισ LIFT, το ζνηυμο μποροφςε να ακινθτοποιθκεί 

επιτυχϊσ και ιταν αδφνατο να αφαιρεκεί και μετά από πλφςεισ, κακιςτϊντασ τον 

αιςκθτιρα επαναχρθςιμοποιιςιμο. Ρραγματοποιικθκαν επιπλζον κάποιεσ 

μετριςεισ για να παρατθρθκεί ζμμεςθ ανίχνευςθ ενόσ φυτοφαρμάκου, του Diuron, 

και των ιόντων Pb(II), αφοφ τα παραπάνω κα μποροφςαν να καταςτείλουν τθ δράςθ 

του ενηφμου και εν τζλει να μθν ανιχνεφςει ο αιςκθτιρασ τθν κατεχόλθ. Ραρόλα 

αυτά, και με τθν παρουςία αυτϊν, ο αιςκθτιρασ ιταν ςε κζςθ να ανιχνεφςει τθν 

κατεχόλθ. Δφο πικανζσ εξθγιςεισ κα μποροφςαν να είναι ότι είτε το ζνηυμο ιταν 

πολφ ανκεκτικό είτε οι ςυγκεντρϊςεισ των ζμμεςων αναλυτϊν ιταν πολφ μικρζσ για 

να επζμβουν ςτθ δράςθ του ενηφμου. Ωςτόςο, αφξθςθ του ορίου ανίχνευςθσ δεν 

ςυνεπάγεται αξιοποίθςθ του αιςκθτιρα. 
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