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Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinerea a unui dispozitiv miniaturizat
cu aplicabilitate in domeniul biosenzoristicii, realizat prin integrarea in interiorul unui canal
microfluidic din polidimetilsiloxan (PDMS) a unui film nanoparticulat format din nanoparticule
de forma bipiramidala din aur (AuBPs). Procedeul de obfinere si natura nanomaterialelor
plasmonice utilizate in realizarea dispozitivului asigura pe de o parte circulatia continua in
flux laminal a unui fluid biologic si pe de alta parte posibilitatea de a inregistra semnale
optice specifice (spectre) care traduc prezenta si identitatea moleculelor de interes (bioanaliti
si biomarkeri) din fluidul biologic.

Este cunoscut din documentul WO 2017/031393 A1 un procedeu de fabricare a unui
dispozitiv microfluidic sau de tip “spot-plate” de biodetectie prin Rezonanta Plasmonica de
Suprafata Localizata (LSPR) care combina intr-un mod unic tehnicile de fotolitografie si
litografie coloidala de tip masca cu gauri pentru a produce dispozitive extrem de sensibile
si eficiente din punct de vedere al costurilor, adecvate pentru miniaturizare si portabilitate.
Modelul dispozitivului dorit este transferat cu ajutorul unui material fotorezistent pe un
substrat folosind fotolitografia; cel putin doua straturi de polimer au fost depuse prin tehnica
de rotire pe substrat (eng. “spin-coating) pentru a forma un film de polimer, o multitudine de
particule de polistiren avand forma si dimensiunea dorite, au fost depuse pe stratul de
polimer prin picurare, apoi un film nanomeric de aur a fost depus peste acesta din urma,
particulele de polistiren au fost indepartate, masca de gauri a fost gravata, un metal
plasmonic este depus In gauri, iar stratul de polimer si rasina fotosensibila au fost apoi
indepartate inainte de sigilarea optionala cu un invelis.

Documentul WO 2013/096528 A1 se refera la un substrat, care este util pentru
efectuarea de teste biologice, chimice si de diagnostic, si metoda de preparare a
substratului. Substratul are o suprafata superioara cu un strat dispus pe acesta. Acoperirea
cuprinde un polimerincarcat, un polieter neionic si un compus silicat. Substratul poate creste
legarea fazei de captare si reduce legarea nespecifica a biomoleculelor pentru un microtest
biologic.

Problema pe care o rezolva inventia este un procedeu de obiinere a unui dispozitiv
microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur cu aplicabilitate in
domeniul biosenzoristicii.

Procedeul de obtinere a unui dispozitiv microfluidic plasmonic conform inventiei,
inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca consta din urmatoarele etape:

- Sinteza de AuBPs care consta din doua faze:

I. Prepararea germenilor in care 1M de clorura aurica a fost adaugata in 25% in
greutate solutie de clorura de cetiltrimetilamoniu, 0,25M acid nitric, 50 mM borohidrura de
sodiu si 1M acid citric la temperatura camerei prin agitare puternica pentru reducerea ionilor
de aur si stabilizarea germenilor. Apoi solutia finala s-a pastrat la 80°C timp de 90 min;

Il. Prepararea solutiei de crestere care se obtine din bromura de cetiltrimetilamoniu
45 mM, 25 mM clorura aurica, 5 mM ioni de argint si 0,4 M hidroxichinolina, 45 pul din
germenii rezultati au fost adaugati la solutia de crestere si amestecul a fost mentinut 50 de
minute la 40°C, obtinandu-se AuBPs in solutie apoasa cu dimensiuni de 85 £ 2,3 nm lungime
si 26 £ 4,1 nm si cu raspuns plasmonic caracteristic nanostructurilor anizotrope ce prezinta
banda plasmonica transversala la 515 nm datorata oscilatiilor transversale a electronilor de
suprafata si o banda la 776 nm datorita oscilatiilor longitudinale ale electronilor de suprafata.

- Autoasamblarea controlata a AuBPs pe substrate solide de sticla, astfel AuBPs au
fost supuse unei centrifugari la 8000 RPM timp de 15 min apoi redispersate in apa ultra-pura
pentru a indeparta excesul de reactanti ramasi in urma procesului de sinteza. Substratele
de sticla au fost spalate cu detergent alcalin, apa ultra-pura, acetona si metanol si au fost
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supuse unui tratament cu ozon, apoi au fost imersate pentru 24 h la temperatura camerei in
solutie etanoica de (3-aminopropil)-trietoxisilan 10%, excesul de (3-aminopropil)-trietoxisilan
a fost indepartat cu etanol, iar substratele au fost Iasate la uscat la temperatura camerei,
urmand ca 300 ul sa fie picurati pe suprafata de sticla obtinAndu-se componenta senzoristica
formata din AuBPs imobilizate pe susbtratul de sticla.

- Obtinerea sistemului de microcanale in care polidimetilsiloxanul obtinut in urma
amestecarii unei baze polimerice cu un agent de intarire in raport de 10:1 este turnat peste
o matrita obtindndu-se un microcanal care este tratat la 65°C timp de 1 h. Apoi microcanalul
tratat a fost indepartat de pe matrita iar polidimetilsiloxanul cu microcanalul integrat si
componenta plasmonica au fost tratate in plasma cu ajutorul sistemului Tetra 30 PC/PPCE
la o presiune constanta de 0,2 bari si o putere de 60 W din totalul de 300 W al generatorului
RF de 13,56 MHz timp de 40 sec, imediat cele doua componenete au fost aduse in contact
pentru a crea o legatura permanenta, obtinandu-se astfel dispozitivul microfluidic plasmonic
pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- timp de analiza scazut in interiorul canalului microfluidic;

- volum de proba redus folosit pentru detectie in canal microfluidic;

- abilitatea dispozitivului de a investiga in timp real;

- portabilitatea dispozitivului;

- miniaturizarea dispozitivului;

- automatizarea necesara manipularii fluxului de lichid biologic investigat, evitand
contaminarea probei;

- posibilitatea de a detecta simultan multiple molecule de interes in canal microfluidic;

- nanoparticulele bipiramidice de aur prezinta de asemenea un grad ridicat de
stabilitate structurala si chimica in diferite fluide biologice, ca urmare pot fi implementate
direct in aplicatii specifice de biosenzoristica;

- nanoparticulele de forma bipiramidica genereaza la extremitati campuri electro-
magnetice intense (hot-spot) pentru implementarea detectiei prin spectroscopie Raman
amplificata de suprafata (engl. Surface-Enhanced Raman Spectroscopy SERS);

- introducerea unor proceduri neinvazive sau putin invazive pentru detectia specifica
de analiti de interes;

- efectuarea de analize rapide si ultrasensibile;

- investigarea in timp real in fluide biologice.

Noutatea inventiei consta in utilizarea pentru prima data in canale microfluidice de
elemente trasductoare plasmonice de tipul nanoparticulelor de aur de forma bipiramidala,
care prin forma lor particulara permit implementarea simultana in timp real a doua metode
de sensing, una pentru detectia de material biologic molecular sau macromolecular atasat
la suprafata nanoparticulelor prin Rezonanta Plasmonica de Suprafata Localizata (engl.
Localized Surface Plasmon Resonance - LSPR) si cealaltda metoda pentru identificare
moleculara prin amprenta spectrala a fiecarei molecule data de SERS).

Miniaturizarea, portabilitatea, identificarea rapida si precisa a agentilor patogeni
califica inventia propusa pentru implementare in aplicafii biomedicale de detectie,
identificarea si inactivarea agentilor patogeni Tn mediul spitalicesc sau in alte aplicatii de
biosenzoristica de interes.

In continuare se prezinta un exemplu de realizare a inventjei in legatura cu fig. 1...7
care reprezinta:

- fig. 1, spectrul de extinctie UV-Vis-NIR al nanobipiramidelor de aur sintetizate in
solutie coloidala (A), impreuna cu o imagine reprezentativa de microscopie electronica in
transmisie (TEM) (B) si analiza de imprastiere dinamica a luminii (DLS) corespunzatoare
nanobipiramidelor de aur sintetizate (C);
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- fig. 2, schema ilustrativa a procesului de autoasamblare controlata de nanobipi-
ramide de aur sintetizate in solutie coloidala pe un substrat de sticla prefunctionalizat cu (3-
aminopropil)-trietoxisilan (APTES);

- fig. 3, demonstrarea reproductibilitatii nanoplatformei plasmonice prin colectarea
spectrelor de extinctie in diferite pozitii (A) Tmpreuna cu imagini reprezentative de
microscopie electronica in baleaj (SEM) (B) si microscopie de forta atomica (AFM) (C);

- fig. 4, schema ilustrativa a dispozitivului microfluidic plasmonic obfinut prin inte-
grarea in interiorul canalului microfluidic de polidimetilsiloxan (PDMS) (3) a unui film nano-
particulat format pe un substrat de sticla aminosilanizata (1) printr-un procedeu de auto-
asamblare de nanoparticulelor bipiramidice de aur (2) disponibile in solutie apoasa;

- fig. 5, imagine optica a dispozitivului microfluidic plasmonic final fabricat;

- fig. 6, curba de regresie lineara care determina indicele de sensibilitate bulk luédnd
in considerare banda longitudinala LSPR a bipiramidelor asamblate pe substrat;

- fig. 7, testarea dispozitivului microfluidic plasmonic fabricat prin detectarea duala
LSPR (A) si SERS (B) a moleculei de analit p-ATP in flux laminar.

Exemplul 1

Primul pas pentru fabricarea dispozitivului microfluidic plasmonic a fost acela de a
sinteza AuBPs in solutie apoasa prin procesul chimic de crestere asistata de germeni (eng.
seed-mediated growth approach) bazat pe reactia de reducere a ionilor de aur in prezenta
unui agent reducator, putdndu-se astfel ob{ine AuBPs cu raspunsul optic controlat intre
domeniul vizibil si cel infrarosu apropiat, prin manipularea raportului de aspect al AuBPs.
Sinteza consta in doi pasi: i) prepararea germenilor si ii) prepararea solutiei de crestere
(Nanotechnology 2012, vol. 23, 145707). Pe scurt, 1 M de clorura aurica a fost adaugat in
25% wt solutie de clorura de cetiltrimetilamoniu (CTAC), 0,25 M acid nitric, 50 mM boro-
hidrura de sodiu si 1 M de acid citric, utilizate pentru reducerea ionilor de aur si stabilizarea
germenilor. Reactiile s-au realizat la temperatura camerei prin agitare puternica. Solutia
finala s-a pastrat la 80°C, timp de 90 min 45 ul din germenii rezultati au fost adaugati solutiei
de crestere formata din agentul stabilizator bromura de cetiltrimetilamoniu (CTAB) 45 mM,
25 mM clorura aurica, 5 mM ioni de argint si 0,4 M hidroxichinolina (HQL). Mixtura a fost
mentinuta 50 min la 40°C. Astfel, am obtinut AuBPs in solutie apoasa cu raspuns plasmonic
caracteristic nanostructurilor anizotrope ce prezintd o banda plasmonica transversala la
515 nm datorata oscilatiilor transversale ale electronilor de suprafata si o banda la 776 nm
datorata oscilatiilor longitudinale ale electronilor de suprafata. Fig. 1A prezinta spectrul de
extinctie al AuBPs inregistrat cu ajutorul unui spectrofotometru Jasco V 670 UV-VIS NIR cu
rezolutie spectrala de 1 nm. Morfologia AuBPs afostinvestigata prin microscopie electronica
in transmisie (TEM, fig. 1B) cu ajutorul caruia am stabilit dimensiunea nanostructurilor ca
fiind 85 £ 2,3 nm lungime si 26 + 4,1 nm la{ime. Pentru determinarea monodispersitatii
solutiei, precum si distributiei dimensionale si morfologice a AuBPs s-a folosit microscopul
de nalta rezolutie FEI Tecnai F20, ce functioneaza cu un voltaj de 200 kV si este echipat cu
o camera CCD Eagle 4k. Dimensiunea obtinuta prin analiza imaginilor TEM a fost confirmata
si prin masurarea diametrului hidrodinamic al nanoparticulelor prin tehnica de imprastiere
dinamica a luminii (DLS, Dynamic Light Scattering) cu ajutorul instrumentului Malvern
Zetasizer Nano-ZS 90 la temperatura camerei de 25°C (fig. 1C). In vederea autoasamblarii
controlate a AuBPs pe substrate solide de sticla, acestea au fost suspuse unei centrifugari
la 8000 RPM timp de 15 min fiind redispersate in apa ultra-pura pentru a indeparta excesul
de reactanti ramasi in urma procesului de sinteza.
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Asadar, mai departe am fost interesati in realizarea autoasamblarii a AuBPs sin-
tetizate Tn solutie coloidala pe un substrat de sticla intr-o maniera controlata si reproductibila,
prin dezvoltarea unui protocol de depunere a acestora pe substrate de sticla, in mod specific,
substratele de sticla au fost spalate folosind detergent alcalin, apa ultra-pura, acetona si
metanol si au fost supuse unui tratament in ozon. Apoi, asa cum este ilustrat schematic in
fig. 2, substratele au fost imersate pentru 24 h la temperatura camerei in solutie etanoica de
(3-aminopropil)-trietoxisilan (APTES) 10%. Excesul de APTES a fost indepartat folosind
etanol, iar substratele au fost lasate la uscat la temperatura camerei, urmand ca 300 ul de
coloid sa fie picurati pe substratul de sticla.

In urma imobilizarii pe substrat, rdspunsul optic al AuBPs isi pastreaza forma benzii
plasmonice longitudinale din solutie, acesta fiind prezentat in fig. 3A. in plus, o noua banda
plasmonica apare in spectru, la lungimi de unda mai mari in jur de 825 nm, banda ce este
atribuita asamblarii controlate a AuBPs sub forma de lanfuri. Demonstrarea reproductibilitatii
nanoplatformei platformice a fost confirmata prin colectarea spectrelor de extinctie in diferite
pozitii pe acelasi substrat plasmonic, spectre ce prezinta un raspuns plasmonic similar.
Imobilizarea AuBPs atat individuale cat si sub forma de lanfuri este confirmata si de imaginea
electronica de baleaj (SEM) prezentata in fig. 3B, utilizdnd un microscop electronic de balea;j
FEI Quanta 3D FEG precum si prin microscopie de forta atomica (AFM), prezentata in fig. 3C
cu ajutorul unui sistem Witec alpha 300 Asystem.

Ulterior am fabricat sistemul de microcanale in care se va realiza interfata intre fluidul
ce contine analitul de interes investigat si componenta senzoristica formata de AuBPs
imobilizate si prezentate anterior. Ca urmare, am demarat fabricarea de canale microfluidice
si integrarea biosenzorilor plasmonici in aceste dispozitive. In mod specific, dispozitivele
microfluidice au fost fabricate prin legarea polidimetilsiloxan (PDMS) - transparent din punct
de vedere optic - de componenta plasmonica printr-o procedura ce consta in replicare prin
folosirea unei masti comerciale achizitionate de la BlackHole Lab. Masca folosita contine un
canal cu o latime de 50 ym si o adancime de 50 um. PDMS-ul obfinut Tn urma amestecarii
unei baze polimerice cu un agent de intarire in raport de 10:1 este turnat peste matrita si
tratat la 65°C timp de 1 h. Dupa tratament, microcanalul a fost indepartat de pe matrita iar
PDMS-ul si componenta plasmonica au fost tratate in plasma cu ajutorul sistemului Tetra
30 PC/PPCE la o presiune constanta de 0,2m bari si o putere de 60 W din totalul de 300 de
W al generatorului de RF de 13,56 MHz timp de 40 sec. Imediat dupa aceasta procedura
cele doua componente au fost aduse in contact pentru a crea o legatura permanenta (Lab.
Chip, 2005, 5, 1173-1177). Schema ilustrativa a dispozitivului microfluidic plasmonic astfel
obtinut este prezentat in fig. 4 si prezinta integrarea in interiorul canalului microfluidic de
polidimetilsiloxan (PDMS) (3) a unui film nanoparticulat format pe un substrat de sticla
aminosilanizata (1). De asemenea, imaginea optica a dispozitivului microfluidic plasmonic
final fabricat este ilustrata in fig. 5.

In vederea utilizarii ulterioare a dispozitivului microfluidic plasmonic ca si nanosensor
plasmonic integrat, mai departe am investigat sensibilitatea bulk (S) la modificarea indicelui
de refractie al mediului de dispersie (RI). In general, sensibilitatea S a unei nanostructuri
plasmonice este dependenta de forma, dimensiunea, precum si de compozitia materialului
si se defineste prin deplasarea valorii lungimii de unda a peak-ului LSPR in functie de indi-
cele de refractie a mediului inconjurator (J. Chem. Sci, 2003, 115, 147-154). Cu acest scop
am preparat diferite concentratii de glicerol (0%, 20%, 40%, 60% si 80%) cu diferiti indici de
refractie pe care ulterior le-am injectat in interiorul canalului microfluidic cu ajutorul unei
siringi NE-4000 NEW Era prin tubul PTFE (Elveflow). In urma inregistrérii spectrelor UV-Vis-
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NIR inregistrate sub microscopul inversat Zeiss Axio Observer Z1 utilizand un spectro-
fotometru portabil Ocean Optics 4000, s-a observat ca banda plasmonica longitudinala a
AuBPs se deplaseaza spre valori mai mari odata cu cresterea indicelui de refractie. Prin
plotarea valorii benzii plasmonice longitudinale in functie de indicele de refractie utilizat am
putut determina prin analiza lineara de regresie indicele de sensibilitate bulk de
243 nm/unitate de indice de refractie (S = 243 nm/RIU) cu un coeficient de determinare (R?)
de 0,997 (fig. 6). In acest context, dispozitivul dezvoltat prezintd un potential crescut pentru
a fi utilizat ca senzor LSPR integrat.

In final, dispozitivul microfluidic plasmonic a fost testat pentru detectia duald LSPR-
SERS in timp real a analitului de interes, molecula para-aminotiofenol (p-ATP) un bine
cunoscut si studiat reporter Raman al carui spectru vibrational nu interfereaza cu spectrul
caracteristic al PDMS-ului, astfel identificarea acestuia din spectrul compus nu reprezinta un
risc (fig. 7). Cele doua tehnici de detectie ultrasensibila ofera informatii complementare, pe
de o parte privind atasarea moleculelor pe suprafata AuBPs (prin modificarea indicelui de
refractie al mediului din jurul nanoparticulelor, ceea ce determina deplasarea LSPR spre
lungimi de unda mai mari) si pe de alta parte privind identificarea moleculei si orientarea
acesteia fata de suprafata AuBPs, prin analiza spectrului SERS. Astfel, o solutie stock
concentratd de p-ATP de 10° M a fost utilizatd pentru a pune in evidenta capacitatea de
detectie a dispozitivului. In acest context s-a dezvoltat un sistem experimental ce permite
detectia in flux continuu format din doua siringi automatizate, una pentru injectarea analitului
in interiorul canalului microfluidic cu o rata de infuzie de 1 uyl/min si una pentru colectarea
controlata a probei.

Mentionam faptul ca AuBPs prezintd capacitati senzoristice remarcabile datorita
benzilor de extinctie mai inguste ce permit distingerea unei deplasari spre lungimi de unda
mai mari indusa de o mica modificare a indicelui de refractie a mediului in imediata apropiere
a nanostructurii, asigurandu-le astfel sensibilitate LSPR crescuta. Mai mult decat atat,
datorita formei, acestea prezinta un camp electromagnetic localizat concentrat la varfurile
ascuiite ale celor doua capete, astfel incat se observa o amplificare a acestuia, AuBPs
dovedindu-se a fi substrate SERS eficiente si ultrasensibile.

Astfel, solutia de p-ATP a fost injectata in dispozitivul microfluidic plasmonic fabricat,
care datoritd gruparii active thiol (-SH) se leaga covalent de suprafetele de aur ramase
expuse. Spectrele de extinctie inregistrate dupa grefarea cu p-ATP (fig. 7A) arata o depla-
sare spre lungimi de unda mai mari ca urmare a modificarii indicelui de refractie al mediului
invecinat nanostructurilor, indicand detectarea cu succes a moleculei de p-ATP.

Informatii suplimentare, privind identitatea moleculei de p-ATP atasate de suprafata
nanoparticulelor bipiramidice de aur sunt furnizate de spectrele SERS achizifionate (fig. 7B)
cu spectrometrul Raman portabil Raman Systems R3000CN echipat cu o dioda laser la 785
nm ca sursa de excitatie. Identificarea spectroscopica si atribuirea benzilor p-ATP s-a facut
in acord cu datele din literatura (S. Chem. Phys. Lett. 2006, 422, (1-3), 127-132), asigurand
identificarea moleculei prin evidentierea benzilor acesteia vibrationale caracteristice, situate
la 1079 si 1585 cm™ datorita vibratijilor de intindere C-S, respectiv, C-C, demonstrand
detectia cu succes a moleculelor de p-ATP in flux laminar datorita amplificarii semnalului de
catre campul electromagnetic generat de AuBPs.
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Revendicari

1. Procedeu de obiinere a unui dispozitiv microfluidic plasmonic pe baza de
nanoparticule bipiramidice de aur, caracterizat prin aceea ca, consta din urmatoarele etape:

- sinteza de AuBPs care consta din doua faze:

I. Prepararea germenilor in care 1M de clorura aurica a fost adaugata in 25%
in greutate solutie de clorura de cetiltrimetilamoniu, 0,25M acid nitric, 50 mM borohidrura de
sodiu si 1M acid citric la temperatura camerei prin agitare puternica pentru reducerea ionilor
de aur si stabilizarea germenilor. Apoi solutia finala s-a pastrat la 80°C timp de 90 min;

Il. Prepararea solutiei de crestere care se obtine din bromura de cetiltrimetil-
amoniu 45 mM, 25 mM clorura aurica, 5 mM ioni de argint si 0,4 M hidroxichinolina. 45 ul din
germenii rezultati au fost adaugati la solutia de crestere si amestecul a fost mentinut 50 de
min la 40°C, obtinandu-se AuBPs in solutie apoasa cu dimensiuni de 85 + 2,3 nm lungime
si 26 £ 4,1 nm si cu raspuns plasmonic caracteristic nanostructurilor anizotrope ce prezinta
banda plasmonica transversala la 515 nm datorata oscilatiilor transversale electronilor de
suprafata si o banda la 776 nm datorita oscilatjilor longitudinale ale electronilor de suprafata.

- autoasamblarea controlata a AuBPs pe substrate solide de sticla astfel AuBPs au
fost supuse unei centrifugari la 8000 RPM timp de 15 min apoi redispersate in apa ultra-pura
pentru a indeparta excesul de reactanti ramasi in urma procesului de sinteza. Substratele
de sticla au fost spalate cu detergent alcalin, apa ultra-pura, acetona si metanol si au fost
supuse unui tratament cu ozon, apoi au fost imersate pentru 24 h la temperatura camerei in
solutie etanoica de (3-aminopropil)-trietoxisilan 10%, excesul de (3-aminopropil)-trietoxisilan
a fost indepartat cu etanol, iar substratele au fost Iasate la uscat la temperatura camerei,
urmand ca 300 pul sa fie picurati pe suprafata de sticla obtinAndu-se componenta senzoristica
formata din AuBPs imobilizat pe substratul de sticl3;

- obtinerea sistemului de microcanale in care polidimetilsiloxanul obtinut in urma
amestecarii unei baze polimerice cu un agent de intarire in raport de 10:1 este turnat peste
o matritd obtindndu-se un microcanal care este tratat la 65°C timp de 1 h. Apoi microcanalul
tratat a fost indepartat de pe matrita iar microcanalul si componenta plasmonica au fost tra-
tate in plasma cu ajutorul sistemului Tetra 30 PC/PPCE la o presiune constanta de 0,2 bari
si o putere de 60 W din totalul de 300 W al generatorului RF de 13,56 MHz timp de 40 sec,
imediat cele doua componenete au fost aduse in contact pentru a crea o legatura perma-
nenta, obtindndu-se astfel dispozitivul microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule
bipiramidice de aur.

2. Dispozitiv microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur,
caracterizat prin aceea ca, este ob{inut prin prodeceul definit in revendicarea 1.
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