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Inventia se referala un procedeu de realizare a unui dispozitiv dielectroforetic de tipul
.lab-on-a-chip", compus dintr-o platforma microfluidica si un senzor de impedanta electro-
chimica.

Lipozomii, sau vehicule lipidice, sunt sfere apoase inchise printr-o membrana lipidica
dubla, formata prin sonicarea unui lipid Tntr-un mediu apos. Lipozomii sunt utilizati pentru
studierea lipidelor si a proprietatilor membranelor, deoarece compozitia lor poate fi controlata
foarte bine prin contrast cu celulele ale caror membrane sunt foarte heterogene cu continut
variat de lipide si proteine. In majoritatea lucrarilor de specialitate studiile sunt efectuate pe
celule de drojdie si bacterii. in plus fatd de stratul lipidic, aceste celule posedd si pereti
celulari care le confera structura si forma bine definite. Cele mai importante tipuri de bacterii
sunt clasficate ca fiind Gram pozitive, cu peretele celular gros de 25 nm si bogat in
peptidoglican, sau Gram negative, cu peretele celular de peptoglican gros de 3 nm dublat
de un perete de proteine, lipide si lipopolizaharide gros de 8 nm. Lipozomii sunt compusi
dintr-un numar de faze diferite incluzand regiuni apoase silipide cu proprietati electrice foarte
diferite.

Rezultatul interactiei lipozomilor cu campul electric local, prininducerea unei separari
a sarcinilor cu formarea unor noi dipoli, apare polarizarea indusa. In sistemele biologice
exista doua exemple importante de polarizare indusa: migrarea ionilor pe suprafata macro-
moleculelor, cu alte cuvinte migrarea indusa de campul electric si polarizarea interfaciala
Maxwell-Wagner a suprafetelor neconductive. Biomaterialele sunt compuse din molecule
care prezinta diferente mari de permitivitate si conductivitate. Cand se aplica un camp elec-
tric unui astfel de material, mobilitatea purtatorilor de sarcina, cum ar fiionii, este considerabil
mai mare in unele regiuni (de exemplu fazele apoase) in comparatie cu alte regiuni (cum ar
fi fazele lipide). Aceasta duce la aparitia unei distributii de sarcina neuniforma pe suprafetele
neconductive. Astfel de sisteme heterogene prezinta proprietati puternic dependente de
frecventa, care sunt diferite de proprietatile constituentilor fazei. In concluzie, acumularea
sarcinilor electrice la membrana lipidica poate produce un proces de relaxare interfacial de
tip Maxwell-Wagner. Acest fapt este observat experimental, cu ajutorul dispozitivului dezvol-
tat conform inventiei, prin centrarea dispersiei, din curba permitivitatii imaginare, in zona
frecventelor scazute (fig. 4). In trecut, modelul principal pentru simularea relaxarii interfaciale
mediul de suspensie. Acest model a fost folosit cu succes pentru a prezice comportamentul
dielectric al lipozomilor (Stephen Bone si Bogumil Zaba, ,,Bioelectronics”, Ed. John
Wiley & Sons, ISBN 0471932965, pag. 77-84).

Pentru veziculele in care membrana lipidica contine fosfolipide incarcate electric,
devine importanta si dispersia dielectrica la frecvente mari, dar sub 1 MHz. Prezenta
fosfolipidelor incarcate atrage populatiile de ioni, incarcati cu semn opus, din vecinatatea
grupelor lipidice. Aceasta dispersie este asociata atat cu miscarea ionilor tangential la
suprafata veziculei cat si cu polarizarea radiala a straturilor ionice din jurul acesteia. Teoria
prezice ca timpul de relaxare este proportional cu raza veziculei si cu mobilitatea ionilor din
apropiere, in timp ce incrementul dielectric este proportional cu raza si cu concentratia
veziculelor (,Probing the membrane potential of living cells by dielectric spectroscopy”
Corina Bot, C. Prodan, Eur Biophys J (2009) 38:1049-1059, DOI 10.1007/s00249-009-
0507-0; Prodan E, Prodan C, Miller JH (2008) ,, The dielectric response of spherical live
cells in suspension: an analytic solution" Biophys J 95:4174-4182; Prodan E, Prodan
C, Miller JH (2008) ,,The dielectric response of spherical live cells in suspension: an
analytic solution”, Biophys J 95:4174-4182). Tot in literatura de specialitate este prezen
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tata realizarea unui dispozitiv microfluidic Tn care este folosit SU-8. Dispozitivul este compus
din microstructuri SU-8 care au fost fabricate prin intermediul fotolitografiei,folosind sticla si
siliciu ca materiale de substrat. Pe langa fabricarea microcanalelor prin intermediul SU-8, s-a
folosit si SU-8 ca strat adeziv (Claudia Garcia et all, Fabrication of Microfluidic Devices
using SU-8 for Detection and Analysis of Viruses, SENSOR+TEST Conference 2009 -
SENSOR 2009 Proceedings I).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este realizarea unui dispozitiv portabil
si reutilizabil pentru diagnostic molecular.

Procedeul de realizare a dispozitivului dielectroforetic de tipul “lab-on-a-chip” reutiliza-
bil conform inventiei, se realizeaza un senzorimpedimetric care este compus dintr-o pereche
de electrozi de lucru interdigitati Cr /Au, 40 perechi digiti cu Iatimea de 5 um si spatiere 5 um,
un electrod auxiliar Cr/Au si un electrod de referinta Ag/AgCl care se realizeaza prin
fotolitografie UV si depunere prin pulverizare catodica, electrozii astfel obtinuti sunt integrat;
intr-o camera de reactie cu un sistem de canale microfluidice, canalele microfluidice fiind
realizate din plachete de sticla care au fost tratate termic Tnainte de corodare la o
temperatura de 560°C, timp de 6h, in atmosfera de N,, stratul de mascare, siliciu amorf, se
depune chimic din fazé de vapori asistata de plasma la o temperatura de 300°C, cu o putere
de 60W, cu un debit de SiH, de 60 sccm, corodarea umeda a sticlei fiind facuta in HF cu o
concentratie de 49%, timp de 10 min, iar peretii canalelor microfluidice fiind realizati din SU8.

In procedeul de realizare a dispozitivului dielectroforetic, pentru a obtine straturi de
siliciu amorf cu tensiuni interne cat mai mici, se fac depuneri multiple la frecvente inalte de
13,56 MHz si joase de 350 kHz, ale generatorului RF, cu urmatorii pasi de proces: tempe-
raturd 300°C, putere 60 W, precursor SiH, cu debitul 60 sccm, presiune 580 mTorr si fara
tratament termic al stratului de mascare.

Procedeul, conform inventiei inventiei, prezinta urmatoarele avantaje: permite
realizarea unui dispozitiv de tipul ,lab-on-a-chip” portabil si reutilizabil pentru diagnostic
molecular al tipului si integritatii celulelor in functie de variatia permitivitatii dielectrice a celu-
lelor cu frecventa. In prezent pentru diagnosticul celular se folosesc echipamente scumpe,
cum ar fi flowcitometrul, care nu sunt portabile si trebuie gestionate de persoane calificate.
Dispozitivul realizat potrivit inventiei este portabil, cu dimensiuni mici (25 mm - 15 mm -
5mm), pin-out potrivit cu USB SATA I, graficele se pot citi pe o tableta, iar persoanele care
interpreteaza rezultatele obfinute nu trebuie sa fie calificate.

In continuare se prezinta pe larg inventia si in leg&tura cu fig. 1...4 care reprezinta:

- fig. 1, proiectul de layout al dispozitivului;

- fig. 2, etapele principale de realizare a dispozitivului;

- fig. 3, diagrama Nyquist a permitivitatii determinate din masuratori de impedanta;

- fig. 4, modelarea experimentala a comportamentului dielectric al lipozomilor.

Senzorulimpedimetric, conform inventiei, consta dintr-o pereche de electrozi de lucru
interdigitati, un electrod de referinta si un electrod auxiliar. Dispozitivul integrat are lungimea
de 2 cm si latimea de 1 cm. Camera de reactie are lungimea de 2 mm, latimea de 1 mm, iar
ea contine 40 perechi microelectrozi interdigitati (5 pm Iatime cu 5 pm spatiere), electrodul
auxiliar (100 pm) si electrodul de referinta (300 pm). Microcanalele fluidice, conform inventiei,
au fost proiectate astfel incat interactiile dintre reactivii biochimici sa fie minime, iar selec-
tivitatea de detectie si analiza sa fie maxima. Sapte microcanale independente sunt atribuite
pentru fiecare solutie de testare in functie de succesiunea lor de injectie. Microcanalul atribuit
fluidului de care este nevoie in ultimul pas al analizei este pozitionat la distanta cea mai
scurta fata de camera de reactie, in opozitie fata de microcanalele pe care se vor transporta
solutiile tampon, de care este nevoie in primul pas si care se pozifioneaza pe distanta cea
mai mare. Fiecare microcanal are latimea de 150 ym si adancimea de 100 um.
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Fabricatia microelectrozilor, conform inventiei

Perechea de electrozi de lucru interdigitati: Cr (30 nm)/Au (300 nm), 40 perechi digifi
cu latimea de 5 pm si spatiere 5 pm), electrodul auxiliar (Cr/Au; 100 pm latime) si electrodul
de referinta (Ag/AgCl; 300 pm latime) se realizeaza prin litografie UV si depunere prin
pulverizare catodica. Pe o placheta de siliciu monocristalin se creste un strat de oxid de
siliciu de 2 ym; se depune un strat de Cr/Au (30nm/300nm) prin pulverizare catodica pe
suprafata bioxidului de siliciu (SiO,), apoi un strat de fotorezist pozitiv pentru imprimarea
magstii fotolitografice, si modelarea stratului de Cr/Au prin masca de fotorezist.

Fabricatia canalelor microfluidice si a rezervoarelor, conform inventiei

Peretii canalului microfluidic sunt realizati din SU8 si au Tnaltimea de 20 um. Orificiile
rezervoarelor de intrare-iesire a fluidelor si capacul dispozitivului se graveaza in sticla
Corning 7740.

S-au folosit plachete de sticla care au suferit tratament termic inainte de corodare la
560°C timp de 6 h in atmosfera de N,. Stratul de mascare, siliciu amorf, a fost depus in sis-
temul PECVD de la SPTS. Depunerea PECVD a fost realizata la 300°C, 60 W, SiH, debit:
60 sccm, presiune = 580 mTorr, stratul de mascare nu a suferit tratament termic. Corodarea
umeda a sticlei a fost realizata in HF 49% timp de 10 min cu agitare magnetica.

Stratul de mascare de siliciu amorf prezinta o tensiune interna de compresie cu valori
intre 500...600 MPa. Un strat de mascare care prezinta stres de comprimare (caracteristica
generala pentru siliciu amorf si polisiliciu) este de preferat o masca ce prezinta stres de
intindere, astfel incat stresul total sa fie in jurul valorii "zero", utilizdnd si 0 modelare a para-
metrilor de depunere PECVD. Siliciul amorf ca strat de mascare prezinta trei avantaje
principale: este inert in solutiile pe baza de HF; este hidrofob, astfel incat solutiile de
corodare penetreaza greu prin eventualele goluri aparute la depunere; se pot controla foarte
bine tensiunile interne ale stratului de siliciu amorf printr-o arhitectura adecvata a conditiilor
de depunere asistata de plasma (temperatura joasa, presiune si putere mica), dar si printr-un
tratament termic dupa depunere. Pentru a obtine straturi de siliciu amorf cu tensiuni interne
cat mai mici posibil se face depunerea in doi pasi: la frecventa mica si apoi la frecventa
mare. Tratamentul termic poate reduce tensiunile interne in stratul depus, dar poate
imbunatati foarte mult si anizotropia corodarii. Straturi de siliciu amorf PECVD cu tensiuni
interne foarte mici se pot realiza prin optimizarea parametrilor de depunere in sistemului
PECVD. Depunerea stratului de siliciu amorf cu stres scazut se poate obiine folosind
generatorul de inalta frecventa (13,56 MHz), la nivel relativ scazut de temperatura (200°C)
si, de asemenea, o densitate de putere relativ scazuta (in jur de 0,3 W cm?). Pentru a obtine
tensiuni reziduale aproape de valoarea "zero", se folosesc depuneri multiple la frecvente
inalte si joase ale generatorului RF, in scopul de a acoperi eventualele defecte de depunere
si transformarea intr-o suprafata un hidrofoba. Folosind si masca de fotorezist peste siliciu
amorf, calitatea gravurii Tn termeni de profunzime poate fi semnificativ imbunatatita pana la
500 um, iar generarea defectelor se poate evita.

Prepararea lipozomilor folositi pentru testarea functionarii dispozitivului:

Au fost elaborate 3 metode de preparare a lipozomilor:

a. lipozomi incarcati cu nanoparticule de y-Fe,Os;

b. lipozomi tricomponent marcati cu rodamina B;

c. lipozomi bicomponent marcati cu rodamina B.

Tn cele ce urmeaza sunt descrise cele trei tehnici folosite pentru obtinerea lipozomilor
caracterizati cu ajutorul dispozitivului, si anume:

a. lipozomi incarcati cu nanoparticule de y-Fe,O,

intr-un volum de 100 mL de CHCI,:CH,OH = 2:1 (v/v) au fost dizolvate 0,2 g de
fosfatidil colina (PC), colesterol (Chol) si 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE)
aflate in raport molar 7:7:1. Ulterior solubilizarii, amestecul a fost supus evaporarii la

4



RO 130562 B1

presiune scazuta (100 mbar), pe baie de ap3, la 40°C, timp de 6 h. O cantitate, in exces, de
nanoparticule de v-Fe,O, (0,2 g) a fost resuspendata in 100 solutie tampon fosfat salin
(10 mM, pH 7,40). Aceasta dispersie a fost adusa la 37°C si apoi folositd drept mediu de
hidratare pentru filmul lipidic, timp de 1 h, la presiune atmosferica. Excesul de nanoparticule
a fost Tnlaturat prin decantare, in faza de supematant ramanand doar lipozomii cu nano-
particulele Tncapsulate.

b. lipozomi tricomponent marcati cu rodamina B

intr-un volum de 10 mL de CHCI,:CH,OH = 1:1 (v/v) au fost dizolvate 18 mg de 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DPPC) si colesterol (Chol) aflate in raport molar 12:6:12. Ulterior solubilizarii, amestecul a
fost supus evaporarii la presiune scazuta (70 mbar), pe baie de ap3a, la 40°C, timp de 6 h.
Dupa evaporarea amestecului de solventi au fost adaugati 3 ml de eter etilic, si s-a asteptat
pana cand filmul lipidic s-a solubilizat complet. O cantitate, in exces, de rodamina B (0,5 mg)
solubilizata intr-un 1 ml solutie tampon fosfat salin (10 mM, pH 7,40) a fost adaugata peste
solutia lipidica. Aceasta solutie a fost omogenizata timp de 30 min (prin agitare mecanica),
eterul fiind inlaturat (la 50°C si 200 mbar). A fost astfel obtinutd o emulsie de tip apa-in-ulei,
lipozomii astfel obf{inuti avand incorporat marker-ul de fluorescenta.

¢) lipozomi bicomponent marcati cu rodamina B

Intr-un volum de 6 mL de CHCI3:CH30H=6:1 (v/v) au fost dizolvate 46.4 mg de
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) si colesterol (Chol) aflate in raport molar 4:2.
Ulterior solubilizarii, amestecul a fost supus evaporarii la presiune scazuta (50 mbar), pe baie
de ap3, la 55°C, timp de 6 h. Dupa evaporarea amestecului de solventi au fost adaugati
10 ml de solutie tampon fosfat salin (10 mM, pH 7,40), contindnd 5,5 mM rodamina B. Proce-
sul de rehidratare si formare a lipozomilor a decurs pentru inca 1 h, la 55°C, la presiune
atmosferica.

Caracterizarea lipozomilor cu ajutorul dispozitivului dezvoltat conform inventiei a fost
realizata prin spectroscopie de impedanta electrochimica. La aplicarea unei tensiuni electrice
intre electrozii de lucru ai senzorului de +350 mV si respectiv -350 mV, pe digitii unuia dintre
electrozi, anodul, se produce o reactie de oxidare cu eliberare de electroni, iar pe digitii
celuilalt are loc o reactie de reducere cu captare de electroni, iar interfata solid- lichid se
comporta ca un condensator. Cu cat interfata este mai mare, cu atat capacitatea creste,
ceea ce determina o aplatizare a picaturii initiale, respectiv o scadere a unghiului de contact.
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Revendicari

1. Procedeu de realizare a dispozitivului dielectroforetic de tipul “lab-on-a-chip”
reutilizabil, caracterizat prin aceea ca se realizeaza un senzor impedimetric care este
compus dintr-o pereche de electrozi de lucru interdigitati Cr/Au, 40 perechi digiti cu latimea
de 5 uym si spatiere 5 um, un electrod auxiliar Cr/Au si un electrod de referinta Ag/AgCl care
se realizeaza prin fotolitografie UV si depunere prin pulverizare catodica, electrozii astfel
obtinuti sunt integrati intr-o camera de reactie cu un sistem de canale microfluidice, canalele
microfluidice fiind realizate din plachete de sticla care au fost tratate termic inainte de
corodare la o temperatura de 560°C, timp de 6 h, in atmosfera de N,, stratul de mascare,
siliciu amorf, se depune chimic din faza de vapori asistata de plasma la o temperatura de
300°C, cu o putere de 60 W, cu un debit de SiH, de 60 sccm, corodarea umeda a sticlei fiind
facuta in HF cu o concentratie de 49%, timp de 10 min, iar peretii canalelor microfluidice fiind
realizafi din SUS8.

2. Procedeu de realizare a dispozitivului dielectroforetic definit in revendicarea 1,
caracterizat prin aceea ca pentru a obtine straturi de siliciu amorf cu tensiuni interne cat
mai mici, se fac depuneri multiple la frecvente Tnalte de 13,56 MHz si joase de 350 kHz, ale
generatorului RF, cu urméatorii pasi de proces: temperaturd 300°C, putere 60 W, precursor
SiH, cu debitul 60 sccm, presiune 580 mTorr si fara tratament termic al stratului de mascare.
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