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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un microbiosenzor pentru detectia
diuronului in mediu apos, bazat pe inhibitia procesului
de fotosinteza la cianobacterii, si la procedeul de reali-
zare a acestuia. Microbiosenzorul conform inventiei
este constituit dintr-un microtraductor amperometric
realizat pe un cip de Si, cu trei microelectrozi, electrodul
de lucru (1), contraelectrodul (2) si electrodul de refe-
rinta (3), electrodul de lucru si contraelectrodul fiind
realizati din doua straturi metalice, de Ti (e) si Pt (f), iar
electrodul de referinta (3) fiind realizat dintr-un strat de
Ti (e) si unul de Ag/AgCI (g), dintr-un material de inter-
fatare intre microelectrodul de lucru si materialul bio-
logic realizat din polipirol (h), si dintr-un material bio-
logic sensibil la prezenta diuronului (i), realizat cu ciano-
bacteria Synechocystis PCC 6803, mutant MscL, depus
pe stratul de polipirol. Procedeul de realizare conform
inventiei consta in realizarea microtraductorului ampe-
rometric prin depunerea succesiva, pe substratul de Si,
a trei straturi dielectrice, dupa care urmeaza confec-
tionarea celor trei microelectrozi, prin depunerea stra-
turilor de metalizare prin evaporare in vid si tehnici de
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fotolitografie, depunerea pe microelectrodul de lucru a
materialului de interfatare realizat din polipirol, si depu-
nerea pe stratul de polipirol a materilaului biologic
sensibil la prezenta diuronului.
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Prezenta inventie se refera la un microbiosenzor pentru detectia diuronului in probe
de mediu apos, bazat pe inhibitia procesului de fotosinteza la cianobacterii, sila un procedeu
de realizare a microbiosenzorului.

Dezvoltarea legislatiei mediului solicité eliminarea si monitorizarea tot mai exacta a
concentratiilor substantelor poluante in apa, aer si sol. Directiva Comisiei Europene EEC
98/83/CE stabileste limita admisa, in apa de baut, la 0.1 pg/L, pentru fiecare substanta din
clasa pesticidelor, si de 0.5 pg/L, pentru total pesticide. Metodele chimice traditionale,
precise si selective, nu pot asigura un control operativ i cu atat mai putin sisteme de monito-
rizare on-line a calitatii mediului, deoarece necesita o instrumentatie scumpa si o meto-
dologie laborioasa. Solutia o reprezinta utilizarea biosenzorilor, care au capacitatea de a
detecta intr-un mod rapid substantele poluante, avand posibilitatea de a genera o informatie
continua. O directie de dezvoltare o reprezinta realizarea microbiosenzorilor, care au perfor-
mante superioare privind timpul de raspuns, selectivitatea, reproductibilitatea si fiabilitatea,
datorita gradului inalt de integrare si tehnologiilor utilizate. Realizarea unor microbiosenzori
performanti ridica probleme noi, generate de nivelul dimensiunilor foarte mici ale micro-
electrozilor si care se refera la dificultatile de obtinere a unui material biologic suficient de
sensibil, cu o fixare robustd, cu o interfata care sa asigure compatibilitatea intre micro-
electrodul metalic si materialul biologic, precum si o preluare eficientd a sarcinilor electrice,
generate in procesul de biodetectie.

Problema pe care o rezolva inventia consta intr-o detectie eficientd si rapida a
diuronului in probe de mediu apos, astfel incat sa poata fi monitorizaté concentratia acestuia
la nivelurile date de legislatia internationala din domeniul mediului.

Microbiosenzorul conform inventiei rezolva dificultatile de obtinere a unei biodetectii
eficiente si rapide a diuronului, in conditiile dimensiunilor mici si a gradului de integrare ale
unui microdispozitiv, prin aceea ca este constituit dintr-un microtraductor amperometric,
realizat pe un cip din/si avand pe substratul din Si, 3 straturi dielectrice, din SiO,, Si;N, si
ALQO;, si pe acestea, sunt realizati 3 microelectrozi, electrodul de lucru, sub forma unei
perechi de electrozi avand forma de pieptene, contraelectrodul si electrodul de referinta,
electrodul de lucru si contraelectrodul fiind realizati din 2 straturi metalice, din Ti si Pt, iar
electrodul de referintd avand o pozitie centrald, intre electrodul de lucru si contraelectrod,
fiind realizat dintr-un strat din Ti si unul din Ag/AgCl,

- un material de interfatare intre microelectrodul de lucru si materialul biologic, realizat
din polipirol;

- un material biologic, sensibil la prezenta diuronului, realizat cu cianobacteria
Synechocystis PCC 6803, mutant MscL, depus peste stratul de polipirol, pe perechea de
metalizari care reprezintd microelectrodul de lucru.

Procedeul de realizare a microbiosenzorului pentru detectia si monitorizarea
diuronului in probe de mediu apos, bazat pe inhibitia procesului de fotosinteza la
cianobacterii, conform inventiei, este caracterizat prin aceea ca:

- microtraductorul amperometric se realizeaza prin depuneri succesive, pe substratul
din Si, a celor 3 straturi dielectrice, din SiO,, Si;N, si Al,O,, stratul din SiO, fiind realizat prin
oxidare termica, stratul din Si;N, prin tehnici CVD, iar stratul din Al,O, fiind realizat in 2
etape, depunerea unui strat din Al prin evaporare in vid si oxidarea anodica a acestuia, dupa
care urmeaza confectionarea celor 3 microelectrozi, electrodul de lucru, contraelectrodul si
electrodul de referinta, care se realizeaza prin depunerea straturilor de metalizare prin
evaporare in vid si tehnici de fotolitografie, electrodul de lucru si contraelectrodul fiind
realizati din 2 straturi metalice, din Ti i Pt, iar electrodul de referinta fiind realizat dintr-un
strat din Ti si unul din Ag, acesta din urma fiind supus unui proces de clorurare cu FeCl,,
pentru obtinerea stratului de Ag/AgCl;



RO 123508 B1

- depunerea, pe microelectrodul de lucru, a materialului de interfatare, realizat din
polipirol, se face prin polimerizarea electrochimica a pirolului, pentru aceasta fiind folosita,
drept celula electrochimica, insasi cavitatea de lucru a microbiosenzorului si sistemul de
microelectrozi al acestuia;

- depunerea pe stratul de polipirol, a materialului biologic sensibil la prezenta
diuronului, realizat cu cianobacteria Synechocystis PCC 6803, mutant MscL, se face din
solutie apoasa, cuantificata prin tehnici de dozare, o cantitate de cianobacterii fiind fixata in
structura poroasa a polipirolului, prin procedee de uscare, materialul biologic nefixatin acest
mod fiind indepartat prin spalare.

Procedeul de realizare a microbiosenzorului poate fi utilizat la exploatarea industriala
a acestuia.

Microbiosenzorul conform inventiei prezintd avantajul unor performante superioare,
pentrurealizarea biodetectiei, sianume, selectivitate, timp de raspuns rapid si costuri reduse,
care permit utilizarea acestuia la monitorizarea on-line a concentratiilor de diuron intr-un
mediu apos supravegheat.

De asemenea, utilizarea, pentru procedeul de realizare a microbiosenzorului, a
tehnologiilor de fabricatie ale microsistemelor, permite obtinerea unor niveluri de reproduc-
tibilitate si de fiabilitate superioare fata de realizarea biosenzorilor cu macroelectrozi.

Se d3, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei, in legatura cu fig. 1 si 2,
care reprezinta:

- fig. 1, cipul din/si cu microelectrozi - imagine la microscopul metalografic;

- fig. 2, cipul din/gi cu microelectrozi - sectiune transversala.

Microbiosenzorul pentru detectia diuronului in mediu apos, bazat pe masurarea
inhibitiei procesului de fotosinteza la cianobacterii, conform inventiei, este compus din
urmatoarele elemente principale:

- microtraductorul amperometric;

- materialul biologic sensibil la prezenta diuronului;

- materialul de interfatare intre microelectrodul metalic $i materialul biologic, care
asigura fixarea robusta pe microelectrozi a materialului biologic si preluarea eficienta a
sarcinilor electrice generate de acesta.

Microtraductorul amperometric

Se utilizeaza un traductor amperometric, avand electrozi de dimensiuni "micro”,
realizati pe un cip din Si, prin tehnologiile de realizare a microsistemelor. infig. 1si 2, este
prezentat cipul din/si cu microelectrozi. Fig. 1 este o imagine la microscopul metalografic,
care prezinta configurarea cipului, iar fig. 2 prezinta o sectiune transversala a acestuia. Pe
substratul din/si a., sunt realizate, prin depuneri succesive, 3 straturi dielectrice, din SiO, b,
Si;N, ¢ si AlL,O, d, care au rol de izolare electrica a microelectrozilor, de pasivare/protectie
a suprafetelor, precum si un rol catalitic. Stratul din SiO, b este realizat prin oxidare termica,
stratul din Si;N, ¢ este depus prin tehnici CVD, iar stratul din Al,O, d este realizatin 2 etape,
depunerea unui strat din Al, prin evaporare in vid, fiind urmatad de oxidarea anodica a
acestuia. Microtraductorul cuprinde 3 microelectrozi: electrodul de lucru 1, electrodul de
referintd 2 si contraelectrodul 3. Electrodul de lucru 1 este electrodul la care au loc procesele
pe care se bazeaza functionarea microbiosenzorului. Pe acest electrod, se depune materialul
biologic sensibil la prezenta diuronului. Electrodul de lucru 1 este realizat sub forma unei
perechi de electrozi avand forma de pieptene, ceea ce asigura o eficienta crescuta a
biodetectiei. Contraelectrodul 3 este electrodul care permite inchiderea in exterior a
circuitului electric pentru procesul electrochimic. Electrodul de lucru 1 si contraelectrodul 3
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sunt realizati, prin depuneri succesive, de straturi de metalizare din Ti e si Pt f. Stratul din Ti
asigura o bund aderenta la substrat, iar stratul din Pt asigurd o bund compatibilitate cu
materialul biologic. Electrodul de referinta 2 este un electrod al carui potential raméane relativ
constant, pe parcursul evolutiei procesului electrochimic, astfel incat potentialul sdu sa poata
fi considerat potential de referinta fata de care se masoara potentialul celorlalti electrozi.
Electrodul de referinta 2 are o pozitie centrala, intre electrodul de lucru 1 si contraelectrodul
3, si este realizat din doua straturi, un prim strat din Ti e si un al doilea strat din Ag/AgGl g.
Straturile de metalizare sunt realizate prin evaporare in vid si tehnici de fotolitografie. Stratul
din Ag/AgCI g este obtinut prin clorurarea unui strat din Ag, depus, de asemenea, prin
evaporare, in vid si fotolitografie.

Materialul de interfatare intre microelectrodul de lucru $i materialul biologic

Pentru obtinerea unor performante competitive ale microbiosenzorului, este necesara
o optimizare a interfatarii materialului biologic cu metalul microelectrodului de lucru. Este
necesar sa se obtind o buna fixare pe microelectrod a materialului biologic $i un transfer
eficient al sarcinilor electrice generate in proces. in exemplul de realizare practic a inventiei,
s-a utilizat, drept material de interfatare, un polimer conductor, si anume, polipirolul. Polimerii
conductori asigurd compatibilitatea biologica, conductivitatea electrica, transferul de
electroni, o suprafatd mare de contact, o buna aderenta la microelectrozii metalici, o buna
fixare a materialului biologic si o buna uniformitate a stratului depus, chiar si pentru
dimensiuni micronice ale acestuia. La dimensiunile foarte mici ale microelectrodului de lucru,
depunerea stratului de polipirol s-a efectuat prin polimerizarea electrochimica a pirolului.
Pentru aceasta, s-a folosit, drept celuld electrochimica, insasi cavitatea de lucru a
microbiosenzorului.

Infig. 2, se poate observa stratul de polipirol h, depus pe perechea de metalizari care
reprezintad microelectrodul de lucru 1.

Materialul biologic, sensibil la prezenta diuronului

Intrucat performantele biosenzorului sunt dependente de selectivitatea si sensi-
bilitatea la xenobiotice a materialului biologic, a fost testata inhibitia procesului de fotosintez&
in prezenta diuronului, la diferite tipuri de cianobacterii. Cele mai bune rezultate s-au obtinut
pentru cianobacteria Synechocystis PCC 6803, mutant MscL, care a prezentat o scadere de
50% a productiei de oxigen, pentru o concentratie de diuron de 30 nM (Clg, = 30nM).

in fig. 2, se poate observa stratul de cianobacterii i, depus peste stratul de polipirol
h, pe perechea de metalizari care reprezintd microelectrodul de lucru. Depunerea se face
din solutie apoasa, care este cuantificata prin tehnici de dozare. Fixarea pe microelectrod
a cianobacteriilor se obtine prin procedee de uscare, o cantitate de cianobacterii fiind prinsa
in structura poroasa a polipirolului. Materialul biologic nefixat in structura polipirolului este
indepartat prin spalare.
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Revendicari

1. Microbiosenzor pentru detectia si monitorizarea diuronului in probe de mediu apos,
bazat pe inhibitia procesului de fotosinteza la cianobacterii, caracterizat prin aceea ca este
constituit din:

- un microtraductor amperometric, realizat pe un cip din Si, avand pe substratul din
Si (a), 3 straturi dielectrice, din SiO, (b), Si;N, (¢) si Al,O; (d), si pe acestea, realizati 3
microelectrozi, un electrod de lucru (1), sub forma unei perechi de electrozi avand forma de
pieptene, un electrod de referinta (2) si un contraelectrod (3), electrodul de lucru (1) si
contraelectrodul (3) fiind realizati din 2 straturi metalice, din Ti (e) si Pt (f), iar electrodul de
referintd (3), avand o pozitie centrala intre electrodul de lucru (1) si contraelectrod (3), fiind
realizat dintr-un strat din Ti (e) si unul din Ag/AgCI(g);

- un material de interfatare intre microelectrodul de lucru si materialul biologic realizat
din polipirol (h);

- un material biologic, sensibil la prezenta diuronului (i), realizat cu cianobacteria
Synechocystis PCC 6803, mutant MscL, depus peste stratul de polipirol, pe perechea de
metalizari care reprezintd microelectrodul de lucru.

2. Procedeu de realizare a microbiosenzorului pentru detectia si monitorizarea
diuronului in probe de mediu apos, bazat pe inhibitia procesului de fotosinteza la
cianobacterii, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca

- serealizeaza microtraductorul amperometric prin depuneri succesive, pe substratul
din Si (a), a celor 3 straturi dielectrice, din SiO, (b), Si;N, (¢) si ALO, (d), stratul de SiO, (b)
fiind realizat prin oxidare termica, stratul din Si;N, (¢) prin tehnici CVD, iar stratul din Al,O,
(d) fiind realizat in 2 etape, depunerea unui strat din Al prin evaporare in vid si oxidarea
anodicd a acestuia, dupa care urmeaza confectionarea celor 3 microelectrozi, electrodul de
lucru (1), electrodul de referinta (2) si contraelectrodul (3), care se realizeaza prin depunerea
straturilor de metalizare prin evaporare in vid si tehnici de fotolitografie, electrodul de lucru
(1) si contraelectrodul (3) fiind realizati din 2 straturi metalice, din Ti (e) si Pt (f), iar electrodul
de referintd (2) fiind realizat dintr-un strat din Ti (e) si unul din Ag, acesta din urma fiind
supus unui proces de clorurare cu FeCl;, pentru obtinerea stratului de Ag/AgClI (g);

- depunerea pe microelectrodul de lucru (1) a materialului de interfatare, realizat din
polipirol (h), se face prin polimerizarea electrochimica a pirolului, pentru aceasta fiind
folosita, drept celuld electrochimica, insasi cavitatea de lucru a microbiosenzorului $i
sistemul de microelectrozi al acestuia;

- depunerea pe stratul de polipirol a materialului biologic sensibil la prezenta
diuronului, realizat cu cianobacteria Synechocystis PCC 6803, mutant MscL (i), se face din
solutie apoasa, cuantificata prin tehnici de dozare, o cantitate de cianobacterii fiind fixata in
structura poroasa a polipirolului prin procedee de uscare, materialul biologic nefixat in acest
mod fiind indepartat prin spalare.
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