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Inventia se refera la procedeu de realizare a unui senzor de temperatura, a unui
senzor de pH si a unui senzor de oxigen miniaturizati, pentru monitorizarea mediilor
biologice.

RO 123508 B1 se refera la un microbiosenzor pentru detectia diuronului in mediu
apos, bazat pe inhibitia procesului de fotosinteza la cianobacterii, si la procedeul de realizare
a acestuia. Microbiosenzorul conform inventiei este constituit dintr-un microtraductor
amperometric realizat pe un cip de Si, cu trei microelectrozi, electrodul de lucru,
contraelectrodul si electrodul de referinta, electrodul de lucru si contraelectrodul fiind realizati
din doua straturi metalice, de Ti (e) si Pt (f), iar electrodul de referinta fiind realizat dintr-un
strat de Ti (e) si unul de Ag/AgCI (g), dintr-un material de interfatare intre microelectrodul de
lucru si materialul biologic realizat din polipirol (h), si dintr-un material biologic sensibil la
prezenta diuronului (i), realizat cu cianobacteria Synechocystis PCC 6803, mutant MscL,
depus pe stratul de polipirol. Procedeul de realizare conform inventiei consta in realizarea
microtraductorului amperometric prin depunerea succesiva, pe substratul de Si, a trei straturi
dielectrice, dupa care urmeaza confectionarea celor trei microelectrozi, prin depunerea
straturilor de metalizare prin evaporare in vid si tehnici de fotolitografie, depunerea pe
microelectrodul de lucru a materialului de interfatare realizat din polipirol, si depunerea pe
stratul de polipirol a materialului biologic sensibil la prezenta diuronului.

RO 125 127 B1 se refera la un senzor electrochimic planar, imprimat prin tehnica
serigrafica, cu aplicatii in analiza farmaceutica, biomedicala si de mediu. Senzorul
electrochimic planar, conform inventiei, consta dintr-un sistem multiplu de electrozi, si
anume: 20 de electrozi de lucru, realizati din grafit si avand o forma patrata, si un
contraelectrod liniar, realizat din grafit, intre care este plasat un electrod de referinta, realizat
din argint si avand o forma de pieptene, electrozii fiind legati la contacte electrice, prin
intermediul unor circuite imprimate pe o folie de poliester.

Problema tehnica obiectiva pe care urmareste sa o rezolve inventia consta in
monitorizarea si caracterizarea mediilor biologice cu ajutorul unor dispozitive miniaturizate,
care pot fi inglobate in diverse aparate si sisteme.

Procedeul de realizare a unui senzor de temperatura, a unui senzor de pH si a unui
senzor de oxigen dizolvat, miniaturizati, integrati pe acelasi cip pe substrat de sticla, conform
inventiei, consta in aceea ca pe un substrat de sticla de 10 cm x 10 cm (1A) se depune si
se configureaza un strat de fotorezist negativ de 2 um grosime (1B), care este expus la UV
(450 nm lungime de unda) si developat in developant neionic (1C), apoi tratat in plasma de
O, si freon, pentru curatarea si uscarea suprafetei de sticla, urmand depunerea unui strat
metalic de Ti/Pt de grosime 15 nm/200 nm (1D), prin imprastiere in vid cu fascicul de
electroni, apoi se indeparteaza fotorezistul de pe substrat (1E), se separa 6 cipuri prin
taierea substratului de sticla pe coordonate, se depune electrochimic polianilina din solutie
de anilina, C;H;NH, 1M si acid percloric HCIO, 1M pe electrozii de lucru de pH (pH1 si pH2),
si se depune pasta de argint prin metoda Ink Jet Printing, pe un electrod de referinta. Un
electrod de referinta miniaturizat se realizeaza dintr-un tub polimeric cu diametrul de 0,8 mm
si lungime de 5 mm, in care se introduce un fir de argint de 0,2 mm grosime si o solutie de
KCI 3M pana la umplerea acestuia, se lipeste tubul in partea superioara, lasand afara doar
firul de Ag, care este conectat la aparatele de masura, si are fixata in partea inferioara un
capac din PVC, urmand ca, atunci cand este introdus intr-un canal (micro)fluidic, tubul din
PVC sa se indeparteze, si electrodul se fixeaza in canal prin intermediul unor conectoare
fluidice.
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Avantajele procedeului propus sunt urmatoarele:

- utilizeaza depuneri metalice prin evaporare in vid, care sunt perfect controlate si
reproductibile, straturile depuse fiind de grosime in domeniul a 10...200 nm;

- utilizeaza depuneri electrochimice de polimeri, perfect controlate ca grosime si
calitate, sub forma de nanofibre, ulizand voltametria ciclica;

- utilizeaza tehnici de litografie care sunt precise si ofera o rezolutie in tehnologia
propusa de £100 nm, pentru configurare la nivel micrometric a senzorilor propusi;

- din punct de vedere al aplicatiilor, prezinta avantajul miniaturizarii senzorilor care
pot fi inserati in canale microfluidice, care alimenteaza medii biologice de volum mic, ce pot
fi monitorizate utilizdnd senzorii fabricatj.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei in legatura cu fig. 1...5, ce
reprezinta:

- fig. 1, descriere a procedeului prin sectiune transversala in etapele principale de
procesare: 1A) sectiune transversala substrat sticla; 1B) sectiune transversala substrat sticla,
depus cu fotorezist negativ, 4 um; 1C) configurare fotorezist negativ prin expunere si
developare; 1D) depunere Ti/Pt pe toata suprafata; 1E) indepartare fotorezist (lift-off);

- fig. 2, schema senzorilor integrati pe un singur cip;

- fig. 3, A) fotografie a cipului cu senzori pe sticla: (1) senzor de temperatura; (2)
electrozi de pH si de oxigen (3); B) fotografie a placii de sticla de 10 x 10 cm continand cele
6 cipuri cu senzori;

- fig. 4, schema electrodului de referinta inserat intr-un canal microfluidic;

- fig. 5, electrodul de referinta.

Substratul pe care se realizeaza senzorii este sticla, de dimensiune 4" x 4" (10 cm
x 10 cm) si grosime 1,6 mm. Substratul folosit este o sticla Corning speciala, borosilicata. Pe
fiecare substrat se pot realiza 6 cipuri identice, fiecare dintre ele confinand un senzor rezistiv
de temperatura si 2 electrozi pentru detectia pH-ului. Pentru fabricarea senzorilor pe sticla
se foloseste o masca de lucru care este o sticla acoperita cu crom si fotorezist. Pe acest
suport se imprima schema 2D a senzorilor de temperatura, pH si oxigen, prin expunerea
fotorezistului si corodarea statului de crom. Masca in cazul nostru este o sticla cu zone
transparente si zone opace (crom), utilizata pentru configurarea senzorilor.

Pe substratul de sticla Corning pe care se realizeaza senzorii se depune fotorezist
negativ, care se configureaza cu masca din fig. 1. Apoi se depune Platina, prin evaporare
in vid de grosime, 0,2 pm. Apoi urmeaza procesul de indepartare rezist, care se face in
acetona timp de 1 h. Rezistul este atacat de acetona si dizolvat, indepartarea lui de pe sticla
antrenand si indepartarea stratului de platina situat deasupra lui. In final raman pe sticla doar
structurile de rezistoare pentru senzorii de temperatura 1, electrozii de pH (pH1 si pH2) si
electrozii pentru senzorul de oxigen 3, ca in fig. 2.

Senzorii de pH se realizeaza prin depunerea de polimer conductor pe electrozii de
lucru (fig. 2) corespunzatori, prin depunere electrochimica din solutie anilina C;H;NH, 1M si
acid percloric HCIO, 1M, ce are si rol de dopant.

Detectia pH se face prin citirea in tensiune intre electrodul de lucru (pH1 sau pH2 sau
ambii, pentru comparatie) plasat pe cipul de sticla, si un electrod de referinta miniaturizat,
plasat in solutia de lucru (fig. 4).

Detectia oxigenului dizolvat se face prin intermediul a doi electrozi planari metalici,
dintre care unul de forma semicirculara in jurul celui de-al doilea electrod. Senzorul masoara
curentul intre cei doi electrozi la aplicarea unei tensiuni de -900 mV, aplicata pe electrodul
de lucru, fata de electrodul de referinta.
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Senzorul de temperatura este un rezistor de platina care a fost proiectat sa aiba 70
Q la temperatura camerei, si o sensibilitate de 0,2 Q/°C.

Procesul tehnologic de obtinere a microsenzorilor de pH si temperatura este descris
in fig. 1 (A-E).

Pe cipul de sticla care contine senzorii exista un electrod redox care a fost numit
referinta electrica. Acesta este un electrod de platina (Pad 7, fig. 2). El masoara o tensiune
intre el si electrodul de referinta (potentialul redox). Celulele moarte pot crea un potential de
reducere care poate modifica potentialul masurat de electrozii de pH. El este introdus in
aceeasi arie ca si culturile de celule investigate.

Electrodul de referinta din Argint (Pad 5, fig. 2) este un pseudoelectrod deoarece fi
lipseste componenta AgCI. Este un electrod planar, care poate functiona bine in solutii
clorurate, dar nu a demonstrat o functionare buna in alte solutii. De aceea, pentru a asigura
functionarea precisa a senzorilor electrochimici de pH si oxigen, am dezvoltat un electrod de
referinta miniaturizat, care sa poata fi introdus in acelasi canal microfluidic, respectiv, volum
de solutie in care functioneaza si senzorii de pH si oxigen. Functionarea acestuia a fost buna
si s-au realizat masuratori precise si pentru determinari de pH si oxigen; acest electrod
creeaza flexibilitate pentru aplicatji foarte diverse, si pot fi realizate masuratori in orice tip de
solutie chimica si/sau biologica.

Un substrat de sticla (sectiune, fig. 4 A) este folosit pentru realizarea senzorilor
miniaturizati pentru detectie de temperatura si pH. Pe acest substrat s-a depus prin
centrifugare fotorezist negativ de grosime 4 um (fig. 4B), care s-a tratat si expus la radiatia
UV prin masca de crom obtinuta anterior (M1), dupa developarea fotorezistului rezultand
structura senzorilor (fig. 4C).

Se depune apoi un strat metalic de tip sandvis, format din 15 nm Ti/200 nm P,
realizat prin evaporare in vid Tnalt. Acest sandvis metalic se depune pe intreaga suprafata
a substratului de sticla. El acopera atat stratul de fotorezist, cat si suprafetele de sticla
ramase descoperite dupa configurarea stratului de rezist negativ (fig. 4D). Prin introducerea
sticlei acoperita de fotorezist si strat metalic intr-un dizolvant al fotorezistului (Remover plus
acetona) o perioada de 2 h, fotorezistul de sub stratul metalic se inmoaie si se dizolva,
antrenand cu el si stratul metalic de deasupra. La final, pe sticla raman doar electrozii
metalici pentru pH si rezistorul pentru temperatura (fig. 4E). Acest procedeu se numeste lift-
off si asigura o configurare precisa pentru dimensiuni de ordinul micronilor a acelor materiale
care, precum platina, nu se pot ataca pentru configurare in solutii chimice.

Dupa configurarea senzorilor, o etapa importanta consta in depunerea de polianilina,
polimer conductor cu rol de strat senzitiv la ionii de hidrogen. Electrozii de lucru configurati
pe sticla sunt acoperiti cu polianilina si intra in componenta senzorului de pH.

Fluxul tehnologic si procesele de curatare sunt descrise mai jos:

. Formare lot, sticle Corning, de 10 cm x 10 cm.
. Curatare initiala (A).

. Depunere rezist negativ ma-N-1420 (B).

. Expunere UV (cu masca 1) (C).

. Developare rezist (D).

. Curatare depunere Ti/Pt (E).

. Depunere Ti/Pt (F).

. Lift.off prin indepartare fotorezist (G).

9. Control dimensional si de conformitate la microscopul optic.
10. Curatare chimica.

11. Depunere polianilina (H).

0O N O~ WN -
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(A) Programul curatare initial sticle inainte de programul curatare in plasma:

Solutia: H,SO,:H,0, 3:1 10 min

Clatire: H,ODI prima cascada 10 min PH,ODI = 17-18 MQcm
Clatire: H,ODI a doua cascada 10 min PH,ODI = 17-18 MQcm
Rinser: clatire 10 min PH,0DI = 17-18 MQcm
Uscare 10 min in atmosfera de azot

H,ODI = apa deionizata.

Tnainte de etalare cu rezist ma-N-1420 sticlele se curatd in plasmé, in vederea
deshidratarii si functionalizarii suprafetei.

Programul curatare sticle in plasma se face intotdeauna inainte de etalare rezist ma-
N-1420:

Putere P=150W
Presiune p =20 Pa
Gaz 0,: 99 sccm
Timp t=7 min.

Tn cazul in care trece mai mult de 1 h de la curétare, se repeta operatia de curatare,
dar se poate micsora timpul de curatare la 5 min.

Daca depunerea de rezist se face a doua zi, se repeta etapa de curatare in plasma.

(B) Depunerea rezist ma-N-1420 prin centrifugare se realizeaza cu urmatorul

program:
1. 100 rpm 10s
2. 3000 rpm 40s
3. 100 rpm 10 s.

Grosimea rezistului: ~5+6 ym:

- la etalarea cu rezist ma-N-1420 la 3 000 rot/min, se obtine o grosime ~2,2 um;
pentru a obtine o grosime a rezistului ~5+6 ym, s-a etalat de 3 ori fiecare sticla in parte;

- intre etalari, se face tratament termic pe plitd la 100°C, timp de 2 min;

- este important sa nu fie amestec de vapori de acetona sau rezist pozitivin camera,
temperatura si umiditatea prea mare pot crea probleme la etalare;

- tratamentul termic dupa etalare trebuie realizat pe plita in camera de fotolitografie,
camera alba.

(C) Expunere UV (Radiatie Ultraviolet)

Dupa etalare si tratament termic, sticlele se expun in UV pe masina de aliniere
expunere dubla fata MAG/BAG6 de la Suss Microtec. Timp de expunere: 15 min.

(D) Developare

Developarea se face in developant neionic timp de 2 min si 15 s.

(E) Curdatare inainte de depunere metal

Dupa developarea fotorezistului are loc curatarea inainte de depunerea metalului
titan-platina, ce are loc in plasma de oxigen Tn amestec cu freon, pe o instalatie dedicata,
numitd RIE (Corodare cu ioni reactivi). Programul de curatare este urmatorul:

Putere: 200 W;

Presiune: 20 Pa;

Gaz O,: 40 sccm;

Gaz CF,: 1 sccm;

Timp: 15 s.

Programul nu afecteaza suprafata rezistului.

Programul este suficient ca urmele de umiditate sa fie eliminate, iar suprafata sticlei
sa fie perfect curata si uscata, in vederea depunerii de metal.
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(F) Depunere metal: titan-platina: 15 nm/200 nm

Dupa curatarea in plasma are loc imediat etapa de depunere metal intr-o instalatie
specializata, care lucreaza sub vid. Depunerea se face “prin imprastiere" cu fascicul de
electroni din tintd metalica.

Pentru o aderenta buna a metalului pe substratul de sticla este necesar ca timpul
dintre configurare masca si depunere sa nu fie mai mare de o zi.

(G) Lift-off Ti/Pt

Se realizeaza prin imersia sticlei substrat intr-un vas cu acetona industriala, un timp
variabil, intre 20 min pana la 1 h, urmata de spalare sub jet de apa deionizata. Controlul
procesului de lift-off se face atat vizual, cat si la microscop. Daca dupa 20 min de acetona
rezistul nu este indepartat, se continua imersarea panala 1 h.

(H) Depunere polianilind cu ajutorul unui echipament de depunere electrochimica
(VoltaLAB) ce utilizeaza o celula electrochimica cu 3 electrozi: un electrod de lucru care este,
in cazul nostru, electrodul de Ti/Pt pentru pH de pe cipul de sticla, un electrod auxiliar si un
electrod de referinta exteriori cipului, in solutie.

Se foloseste o solutie de anilina C;H;NH, 1M, care se introduce intr-un balon cotat
de 50 ml in cantitate de 9,2 ml, iar restul apa deionizata, plus o solutie de acid percloric,
HCIO, 1M, care se introduce in cantitate de 10,02 ml Tntr-un balon cotat de 50 ml, restul
completandu-se cu apa deionizata.

Cele doua solutii preparate de anilina si acid percloric se amesteca, obtinadndu-se
100 ml solutie 1M perclorat de anilina pH1; pentru a se evita precipitarea anilinei, se
aciduleaza solutia de anilina cu un exces de 2% acid percloric.

Depunerea electrochimica a avut loc in 10 cicluri. Intervalul de baleiere al vitezei de
depunere electrochimica a polianilinei a fost de -100 mV/s+100 mV/s.

Viteza de baleiere a fost de 100 mV/s.

Potentialul de polimerizare al anilinei si de depunere pe electrodul de lucru de platina
a fost de 1000 mV/s; intervalul de baleiere pentru intensitate a fost de: -10 mA/s+10 mA/s.
Timpul fiecarui ciclu de baleiere a fost de 60 s, deci timpul total de depunere a fost de
10 min.

Procedeul de realizare a unui electrod de referinta miniaturizat

1. Electrodul de referinta este de tip Ag/AgCl, KCI;M (solutia de umplere este
KCI 3M).

2. Corpul electrodului este un tub polimeric in care se introduce un fir de argint.

3. Tubul se umple cu solutie KCI 3M prin presare si eliberare a aerului, si aerul
evacuat lasa locul solutiei KCI care intra in tub.

4. Tubul este lipit in partea superioara, lasand afara doar firul de Ag care este
conectat la aparatele de masura, si are fixat in partea inferioara un capac din PVC. Atunci
cand este introdus intr-un flux microfluidic (de exemplu: canal microfluidic), tubul din PVC
se Indeparteaza si electrodul se fixeaza in canal asa cum se vede in fig. 5, prin intermediul
unor conectoare fluidice.

5. Prepararea electrodului de referinta se repeta dupa cateva saptamani, deoarece
electrolitul poate parasi tubul prin difuzie sau datorita diferentei de presiune. Tubul se
reumple cu electrolit prin repetarea pasilor 3-4.

Principalii beneficiari sunt:

- laboratoare biomedicale care lucreaza cu culturi de celule Tn scopuri de cercetare
(pentru observarea, prevenirea, tratarea unor boli cronice, infectioase, acute sau
neurodegenerative);
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- laboratoare care executa analize toxicologice ale produselor nanotehnologiilor (cum
ar fi, spre exemplu: nanopulberi, nanotuburi de carbon, alte nanomateriale);

- laboratoare din industria farmaceutica ce cerceteaza si/sau testeaza efectul unor
medicamente asupra cresterii culturilor de celule;

- laboratoare din domeniul industriei cosmetice, care studiaza si testeaza efectul
produselor cosmetice asupra celulelor vii;

- laboratoare de analiza pentru industria alimentara si agricultura (analiza fructelor,
legumelor, solului, apei);

- laboratoare medicale ce realizeaza analiza unor bacterii sau virusi.

Ceea ce se propune in prezenta inventie este procedeul tehnologic de realizare a
unor senzori miniaturizati de temperatura, pH si oxigen, 2D, care, traditional, au dimensiuni
de ordinul 10 cm lungime, 2...5 mm grosime (de exemplu: electrodul de pH), dar in procedeul
conform inventiei au cafiva milimetri, si care raspund cerintelor moderne ale aplicatjilor
biomedicale de utilizare a unor incinte miniaturizare pentru analize, cu consum mic de
reactanti, solutii tampon, solutii de nutrienti etc. Setul de senzori descris este necesar in
toate aplicatiile ce implica experimente pe culturi de celule, biosenzori enzimatici, biosenzori
cu DNA, imunosenzori etc.

Senzorii dezvoltati pot fi utilizati Tn realizarea de aparate si sisteme pentru
caracterizarea si monitorizarea mediilor biologice, cu componente miniaturizate si cu functii
complexe, avand numeroase aplicatii majore, printre care: farmaceutica (in dezvoltarea de
medicamente), toxicologie (ajutand la determinari precise ale efectelor toxice la diverse
alimente, cosmetice, si in studiul materialelor nano aplicate in industrie), detectia unor reactii
biochimice specifice (detectie de bacterii, diversi markeri biologici).

Desi exista o preocupare pe plan mondial pentru realizarea de senzori miniaturizati
si utilizarea nanotehnologiilor in aplicatii biomedicale si de mediu, consideram ca realizarea
a trei tipuri de senzori, cu multipli electrozi de pH, pseodo-electrod de referinta de argint si
electrod redox pe acelasi cip de sticla, intr-un spatiu de 37,9 mm x 30 mm, cu aria activa
(aria in contact cu solutia de monitorizat si masurat) ce este utila in monitorizarea electrica
a culturilor de celule, a bacteriilor, anticorpilor, cat si a altor medii biochimice.
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Revendicari

1. Procedeu de realizare a unui senzor de temperatura, a unui senzor de pH si a unui
senzor de oxigen dizolvat, miniaturizati, integrati pe acelasi cip, pe substrat de sticla,
caracterizat prin aceea ca pe un substrat de sticla de 10 cm x 10 cm (1A) se depune si se
configureaza un strat de fotorezist negativ de 2 um grosime (1B), care este expus la UV
(450 nm lungime de unda) si developat in developant neionic (1C), apoi tratat in plasma de
O, si freon, pentru curatarea si uscarea suprafetei de sticla, urmand depunerea unui strat
metalic de Ti/Pt de grosime 15 nm/200 nm (1D), prin imprastiere in vid cu fascicul de
electroni, apoi se indeparteaza fotorezistul de pe substrat (1E), se separa 6 cipuri prin
taierea substratului de sticla pe coordonate, se depune electrochimic polianilina din solutie
de anilina C;H;NH, 1M si acid percloric HCIO, 1M pe electrozii de lucru de pH (pH1 si pH2),
si se depune pasta de argint prin metoda Ink Jet Printing pe un pseudoelectrod de referinta.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca se realizeaza un
electrod de referinta miniaturizat, dintr-un tub polimeric cu diametrul de 0,8 mm si lungime
de 5 mm, in care se introduce un fir de argint de 0,2 mm grosime, si o solutie de KCI 3M
pana la umplerea acestuia, se lipeste tubul in partea superioara, lasand afara doar firul de
Ag, care este conectat la aparatele de masura, si are fixat in partea inferioara un capac din
PVC, urmand ca atunci cand este introdus intr-un canal (micro)fluidic, tubul din PVC sa se
indeparteze, si electrodul se fixeaza in canal prin intermediul unor conectoare fluidice.
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Fig. 1

Legenda: Sticla - suport pentru senzori;
ma-N-1420 - o rasina fotosensibild pe care o numim fotorezist negativ;
Zonele expuse la lumina polimerizeaza si raman pe substrat dupa developare, in
zonele neexpuse la lumina, fotorezistul este dizolvat si dispare de pe substrat la
developare.
Ti/Pt - strat de Titan-Platina cu rol de strat metalic pentru senzori.
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Legenda:
Padul nr.:

1, 2, 3, 4 - conexiunile senzorului de temperatura;

5 - conexiunea la electrodul pH 1;

6 - electrod de referinta (referinta chimica - electrod de Ag);
10 (sau 9), 11 - conexiunile pentru senzorul de oxigen;

7 - fir de Pt - referinta electrica;

8 - conexiunea la electrodul pH 2.
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