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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui
dispozitiv microfluidic plasmonic utilizat in domeniul
biosenzoristicii. Procedeul, conform inventiei, consta in
integrarea Tn interiorul unui canal microfluidic de poli-
dimetilsiloxan a unui film nanoparticulat format pe un
substrat de sticla aminosilanizaté printr-un proces de
autoasamblare de nanoparticule de forma piramidala

din Au, disponibile in solutie apoasa cu proprietati
optice si capacitati senzoriale controlabile, dispozitivul
rezultat fiind corespunzéator pentru detectia si identi-
ficarea simultana in timp real a moleculelor de interes.
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DESCRIEREA INVENTIEI i Nr. 0*,201285-0619?‘3’2
Data depozit L3010,

Prezenta inventie cu titlul Dispozitiv microfluidic plasmonic pe bazd de
nanoparticule bipiramidice de aur se refera la o metoda originald de fabricare a unui
dispozitiv miniaturizat cu aplicabilitate in domeniul biosenzoristicii, realizat prin integrarea
in interiorul unui canalul microfluidic din polidimetilsiioxan (PDMS) a unui film
nanoparticulat format din nanoparticule de forma bipiramidald din aur (AuBPs). Metoda de
fabricare si natura nanomaterialelor plasmonice utilizate in realizarea dispozitivului asigura
pe de o parte circulatia continud in flux laminal a unui fluid biologic si pe de altd parte
posibilitatea de a inregistra semnale optice specifice (spectre) care traduc prezenta si
identitatea moleculelor de interes (bioanaliti si biomarkeri) din fluidul biologic.

Noutatea inventiei consta in utilizarea pentru prima data in canale microfluidice de
elemente trasductoare plasmonice de tipul nanoparticulelor de aur de forma bipiramidal3,
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 cealaltd metoda pentru identificare
moleculard prin amprenta spectrald a fiecarei molecule data de Spectroscopia Raman
Amplificata de Suprafata (engl. Surface-Enhanced Raman Spectroscopoy -SERS).

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

in acest context, dezvoltarea unui asemenea biosensor plasmonic integrat in
dispozitiv microfluidic prezinta un potential real prin:

- Timp de analiza scdzut in interiorul canalului microfluidic.

- Volum de proba redus folosit pentru detectie in canal microfluidic.

- Abilitatea dispozitivului de a investiga in timp real.

- Portabilitatea dispozitivului.




a 2018 00958 25/01/2019 WB/

- Automatizarea necesard 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 prezintd de asemenea un grad ridicat de
stabilitate structurald si chimica in diferite fluide biologice, ca urmare pot fi
implementate direct in aplicatii specifice de biosenzoristica.

- Nanoparticulele de formad bipiramidicd genereaza la extremitati campuri
electromagnetice intense (hot-spot) pentru implementarea detectiei prin

spectroscopie Raman ampilificata de suprafata (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.

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, putandu-se astfel obtine AuBPs cu raspunsul optic controlat intre
domeniul vizibil si cel infrarosu apropiat, prin manipularea raportului de aspect al AuBPs.
Sinteza consta n doi pasi: i) prepararea germenilor si ii) prepararea solutiei de crestere
(Nanotechnology 2012, volumul 23 145707). Pe scurt, 1 M de clorurd aurica a fost adaugat in
25 % wt solutie de clorurd de cetiltrimetilamoniu (CTAC), 0.25 M acid nitricc 50 mM
borohidrura 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 pistrat la 80 °C, timp de 90 minute. 45 pL din germenii rezultati au fost
addugati 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 m 50 minute la 40 °C. Astfel, am obtinut AuBPs in solutie apoasa cu
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transversald la 515 nm datoratd oscilatiilor transversale ale electronilor de suprafata si o
bandd la 776 nm datorata oscilatiilor longitudinale ale electronilor de suprafata. Figura 1A
prezintd spectrul de extinctie al AuBPs inregistrat cu ajutorul unui spectrofotometru Jasco V
670 UV-VIS NIR cu rezolutie spectrald de 1 nm. Morfologia AuBPs a fost investigatd prin
microscopie electronica in transmisie (TEM, Figura 1B) cu ajutorul caruia am stabilit
dimensiunea nanostructurilor ca fiind 85 + 2.3 nm lungime si 26 + 4.1 nm {3time. Pentru
determinarea monodispersitatii solutiei, precum si distributiei dimensionale si morfologice a
AuBPs s-a folosit microscopul de inalta 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 confirmatd si prin mdsurarea diametrului hidrodinamic al
nanoparticulelor prin tehnica de imprastiere dinamicd a luminii (DLS, Dynamic Light
Scattering) cu ajutorul instrumentului Malvern Zetasizer Nano-ZS 90 la temperatura
camerei de 25 °C (Figura 1C). In vederea autoasamblarii controlate a AuBPs pe substrate
solide de sticld, 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.

Asadar, mai departe am fost interesati in realizarea autoasamblarii a AuBPs
sintetizate in solutie coloidald pe un substrat de sticld intr-o manierd controlata si
reproductibild, prin dezvoltarea unui protocol de depunere a acestora pe substrate de sticla.
Tn mod specific, substratele de sticld au fost spélate folosind detergent alcalin, ap# ultra-
purd, acetona si metanol si au fost supuse unui tratament in ozon. Apoi, asa cum este
ilustrat schematic in Figura 2, substratele au fost imersate pentru 24 h la temperatura
camerei in solutie etanoica de (3-aminopropil)-trietoxysilan (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 imobilizérii pe substrat, rdspunsul optic al AuBPs isi pastreazd forma benzii
plasmonice longitudinale din solutie, acesta fiind prezentat in Figura 3A. Tn plus, o nou3
banda plasmonica apare in spectru, la lungimi de unda mai mari in jur de 825 nm, banda ce
este atribuitd asamblarii controlate a AuBP sub forma de lanturi. Demonstrarea
reproductibilitatii nanoplatformei platformice a fost confirmatd prin colectarea spectrelor

de extinctie in

i{ii pe acelasi substrat plasmonic, spectre ce prezinta un raspuns
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plasmonic similar. Imobilizarea AuBP atat individuale cat si sub formad de lanturi este
confirmata si de imaginea electronica de baleaj (SEM) prezentata in Figura 3B, utilizdnd un
microscop electronic de baleaj FEI Quanta 3D FEG precum si prin microscopie de forta
atomica (AFM), prezentata in Figura 3C cu ajutorul unui sistem Witec alpha 300Asystem.

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 polydimethylsiloxane (PDMS) -
transparent din punct de vedere optic- de componenta plasmonica printr-o procedura ce
constd in replicare prin folosirea unei masti comerciale achizitionate de la BlackHole Lab.
Masca folositd contine un canal cu o latime de 50 um si o adancime de 50 pm. PDMS-ul
obtinut in 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 ora. Dupa tratament, microcanalul a fost
indepdrtat 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 secunde. Imediat
dupad aceastd procedura cele doud componente au fost aduse in contact pentru a crea o
legaturd permanenta (Lab. Chip 2005 5 1173-1177). Schema ilustrativa a dispozitivului
microfluidic plasmonic astfel obtinut este prezentat in Figura 4 si prezintd 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 Figura 5.

n 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 indicele
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 ca
&
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siringi NE-4000 NEW Era prin tubul PTFE (Elveflow). in urma inregistrarii spectrelor UV-Vis-
NIR inregistrate sub microscopul inversat Zeiss Axio Observer Z1 utilizdnd un
spectrofotometru portabil Ocean Optics 4000, s-a observat ca banda plasmonica
longitudinald 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. Tn acest context, dispozitivul dezvoltat prezinti 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 (Figura 7). Cele doua tehnici de detectie ultrasensibild 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 altd parte privind identificarea moleculei si orientarea
acesteia fatd de suprafata AuBPs, prin analiza spectrului SERS. Astfel, o solutie stock
concentrati de p-ATP de 10™ M a fost utilizatd pentru a pune in evidenta capacitatea de
detectie a dispozitivului. Tn 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 uL / min si una pentru
colectarea controlata a probei.

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

AuBPs dovedindu-se a fi substrate SERS eficiente si ultrasensibile.
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Astfel, solutia de p-ATP a fost injectata in dispozitivul microfluidic plasmonic fabricat,
care datorita gruparii active thiol (-SH) se leaga covalent de suprafetele de aur ramase
expuse. Spectrele de extinctie inregistrate dupa grefarea cu p-ATP (Figura 7A) aratd o
deplasare 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 achizitionate (Figura
7B) cu spectrometrul Raman portabil Raman Systems R3000CN echipat cu o dioda laser la
785 nm ca sursd 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™ datorit3 vibratiilor 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.

W



a 2018 00958 25/01/2019

DESENE

Figura 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 dinamicd a luminii (DLS) corespunzatoare

nanobipiramidelor de aur sintetizate (C).

Figura 2. Schema ilustrativa a procesului de autoasamblare controlata de nanobipiramide de
aur sintetizate in solutie coloidala pe un substrat de sticla prefunctionalizat cu (3-

Aminopropyl) triethoxysilane (APTES).

Figura 3. Demonstrarea reproductibilitatii nanoplatformei plasmonice prin colectarea
spectrelor de extinctie in diferite pozitii (A) impreuna cu imagini reprezentative de

microscopie electronica in baleaj (SEM) (B) si microscopie de forta atomica (AFM) (C).

Figura 4. Schema ilustrativa a dispozitivului microfluidic plasmonic obtinut prin integrarea in
interiorul canalului microfluidic de polidimetilsiloxan (PDMS) (3) a unui film nanoparticulat
format pe un substrat de sticla aminosilanizata (1) printr-un procedeu de autoasamblare de

nanoparticulelor bipiramidice de aur (2) disponibile in solutie apoasa.
Figura 5. Imagine optica a dispozitivului microfluidic plasmonic final fabricat.

Figura 6. Curba de regresie lineara care determina indicele de sensibilitate bulk ludnd in

considerare banda longitudinald LSPR a bipiramidelor asamblate pe substrat.

Figura 7. Testarea dispozitivului microfluidic plasmonic fabricat prin detectarea duald LSPR

(A) si SERS (B) a moleculei de analit p-ATP in flux laminar.
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REVENDICARI

Dispozitiv microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur alcatuit
dintr-un substrat de sticla aminosilanizata pe care se asambleaza controlat un film de
nanoparticule bipiramidice de aur pentru a fi integrat intr-un circuit microfluidic de
polidimetilsiloxan (PDMS) caracterizat prin aceea cé filmul de nanoparticule prezinta un
grad ridicat de stabilitate structurala si chimicd in diferite fluide biologice;

Dispozitiv microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur conform
cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea cd nanoparticule de forma bipiramidica

genereaza rezonante plasmonice (LSPR) individuale intense la lungimi de unda mari

(NIR) in zona de senzitivitate maxima;

Dispozitiv microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur conform
cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ¢ metoda de autoasamblare asigura o banda
transversald si longitudinald LSPR ingusta si reproductibila datoratda nanoparticulelor

bipiramidice de aur individuale si o banda LSPR datorata asamblarii liniare a acestora;

Dispozitiv microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur conform
cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea c¢id nanoparticule de forma bipiramidica
genereazda la extremitati campuri electromagnetice intense (hot-spot) pentru

implementarea detectiei prin spectroscopie Raman amplificata de suprafata (SERS);

Dispozitiv microfluidic plasmonic pe baza de nanoparticule bipiramidice de aur conform
cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca dispozitivul permite implementarea a doua

metode de detectie in circuit microfluidic, LSPR si SERS.
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Dispozitiv microfluidic plasmonic
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