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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un dispozitiv microfluidic hibrid
folosit in aplicatii de senzoristicd pentru detectia unor
analiti de interes, prin trei metode de detectie n timp
real, in flux continuu de analit, si anume: spectroscopia
de rezonanta plasmonica localizata de suprafata, spec-
troscopia Raman amplificata de suprafata si spectros-
copia de fluorescenta. Dispozitivul microfluidic, conform
inventiei, este alcatuit din hartie caligrafiata in jonctiune
Y cu ajutorul unui stilou umplut cu cerneala coloidala pe
baz& de nanoparticule bipiramidale de aur, AuBPs, inte-
grata intre doua straturi de polidimetilsiloxan, ansamblul
astfel creat fiind conectat prin intermediul unor tuburi la
un set de seringi automatizate care lucreaza in tandem
si controleaza atéat injectarea cét si eliminarea si colec-
tarea controlaté a lichidului din interiorul dispozitivului.
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Dispozitiv microfluidic asambiat

Fig. 1
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Precizarea domeniului tehnic in care poate fi folositd inventia

Prezenta inventie cu titlul Dispozitiv microfluidic de detectie fabricat prin integrare
de hdrtie plasmonicd caligrafiatd in polidimetilsiloxan revendici un procedeu original de
fabricare a unui dispozitiv care sd functioneze ca senzor plasmonic versatil, flexibil si portabil
cu aplicabilitate in detectia spectroscopicd a diversilor analiti In conditii impuse la fata
locului (point-of-care, POC). Acest dispozitiv combind cu succes injectarea controlatd a
analitilor de interes in flux continuu cu expunerea acestora in imediata vecindtate a
nanoparticulelor plasmonice caligrafiate controlat intr-o matrice 3D de hartie de filtru
poroasd Whatman Nr. 1. Nanoparticulele plasmonice anizotrope joacd rolul unor
(nano)antene plasmonice eficiente care traduc prezenta analitilor.

In aceasta inventie am propus un procedeu de obtinere a unui dispozitiv microfluidic
portabil utilizat in domeniul senzoristicii ce consta in integrarea intre doud straturi de PDMS
a unei hartii de filtru, pe care am imobilizat controlat nanoparticule bipiramidale de aur
(AuBPs). Procedeul, conform inventiei, constd in trasarea pe hartie Whatman Nr.1, printr-o
proceduri inovativi de caligrafie plasmonica, a unor linii plasmonice in forma de Y utilizand
un stilou Herlitz comercial avand cartusul umplut cu AuBPs disponibile in solutie apoasi, cu
proprietati optice si capacitati senzoriale controlabile. Hartia plasmonica astfel caligrafiata se
integreaza ulterior intre doud straturi de PDMS, rezultdnd asadar dispozitivul plasmonic
hibrid final, corespunzitor pentru detectia si identificarea simultand, in timp real, in flux
laminal a unor analiti de interes. Hartia, datoritd capacititilor de absorbtie a lichidelor,
actioneazi ca un canal microfluidic natural combinidnd astfel avantajele acesteia precum
flexibilitate, biocompatibilitate, portabilitate, miniaturizare, suprafata de contact generoasa,
cu cele ale canalelor microfluidice ce permit un flux laminal §i un volum redus al probei

testate, dar si un timp redus de analiza.

Indicarea stadiului anterior al tehnicii §i indicarea documentelor care stau la baza
acestuia

Un efort deosebit continui si fie acordat in lumea stiintifica dezvoltarii de dispozitive
inovatoare ieftine, dar eficiente, de tip Point-of-Care (POC) pentru implementarea lor directa
si imediata in diferite aplicatii specifice (bio)medicale de interes, in vederea Tmbunatatirii

calitatii vietii (Sensors 2020, 20, 1951; Biosensors and Bioelectronics 2016, 77, 774-789). in
1
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prezent, dispozitivele existente prezintd propriile lor avantaje si limitdri. Problemele
importante pentru care incd se cautd o solutie viabild sunt legate de flexibilizarea acestora,
miniaturizarea, portabilitatea, diminuarea efectelor invazive, reducerea costurilor de
fabricare, stabilitatea pe termen lung, capacitatea de biodetectie in timp real, direct la fata
locului, etc. Momentan, pentru fabricarea de dispozitive microfluidice de tip POC se
foloseste PDMS, dar, din pécate, pentru a integra biosenzori intr-un astfel de dispozitiv, sunt
necesare strategii laborioase in mai mulfi pasi de pre-activare a suprafetei, de functionalizare

si imobilizare a transductorilor plasmonici (Nanotechnology 2020, 31, 335502).

Expunerea inventiei in termeni care sd permitd intelegerea problemei tehnice si a solutiei
asa cum este revendicatd precum §i avantajele inventiei in raport cu stadiul actual al
tehnicii

Prin procedeul propus de noi, de obfinere a dispozitivului microfluidic hibrid, am
eliminat metoda clasicd, complicati si laborioasd, de integrare a nanoparticulelor plasmonice
intr-un canal microfluidic, rezultdnd astfel un dispozitiv hibrid flexibil, stabil, reproductibil,
portabil si miniaturizat, cu capacititi de detectie multimodald in timp real. Pe scurt,
dispozitivul a fost implementat pentru trei metode de detectie in timp real, in flux continuu de
analit, si anume spectroscopie de Rezonantd Plasmonicd Localizatd de Suprafatd (eng.
LSPR), Spectroscopie Raman Amplificatd de Suprafatd (eng. SERS) si spectroscopie de

fluorescentd.

Primul pas efectuat a fost obtinerea hartiei plasmonice (Figura 1A) prin i) producerea
»cernelii plasmonice” continind suspensii coloidale de AuBPs preparate printr-o metoda de
sintezd chimicd in doi pasi (4nal. Chem. 2018, 90, 14, 8567-8575) si ii) depunerea si
imobilizarea AuBPs pe hértie de filtru (Whatman No.1) realizati prin caligrafie plasmonica
folosind un stilou comercial incdrcat cu ,cernela plasmonicd”. Hartie de filtru (Whatman
No.1) asigura interferentd neglijabild cu alti compusi utilizafi in fabricarea acesteia, datorita
continutului de 98% a-celulozi. De asemenea, datorita atractiei electrostatice dintre fibrele de
celulozi si stratul de surfactant CTAB ce acoperd suprafata nanoparticulelor in urma sintezei,
acestea sunt adsorbite eficient pe fibrele de celulozi. In plus, structura sa 3D de micro-
nanofibre interconectate ii confera acesteia atat flexibilitatea cat si abilitatea de a functiona ca
un canal microfluidic natural. Mentiondm faptul cd am ales nanoparticule anizotrope de

formé bipiramidald pe post de cerneald plasmonica deoarece varfurile lor extrem de ascutite
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la cele doud capete concentreazd un camp electromagnetic localizat amplificat, oferindu-le
astfel avantajul de a putea fi implementate ca nanosenzori plasmonici versatili si ultrasensibili
in aplicatii spectroscopice amplificate de plasmoni (dcc. Chem. Res. 2019, 52, 2136-2146).
Asadar, am trasat controlat o linie plasmonica activa si extrem de eficientd in forma de ,,Y”
cu liatimea de 1 mm pe substratul de hartie de filtru. Apoi, acest protocol de caligrafie a fost
repetat prin patru retrasdri succesive a mai multor linii plasmonice pe aceeagi jonctiune
initiald in Y pentru a controla densitatea optica a nanoparticulelor pe hartie, obtinind astfel o
concentratie mai mare de nanoparticule imobilizate fard a avea modificiri majore in spectrele
de extinctie. De retinut faptul ci jonctiunea plasmonicd in Y permite pe viitor personalizarea
platformei pentru detectie multiplexaté de analiti, sau pentru functionalizarea selectivi a liniei
plasmonice cu diferite elemente de recunoastere pentru a detecta biomarkeri specifici ai
cancerului prin interactiuni specifice de tip anticorp-antigen, putindu-se astfel transfera

dispozitivul direct intr-o varietate de aplicatii de tip POC .

Urmatorul pas tehnologic in procesul de proiectare a dispozitivului a fost de a integra
hértia caligrafiatd plasmonic, obtinutd in etapa anterioard intre doud straturi de PDMS,
cunoscut ca fiind un elastiomer transparent din punct de vedere optic si biocompatibil
(Figura 1B). Asadar, am folosit un kit SYLGARD 184 de la Dow Corning, format din pre-
polimer si agent de intérire, pe care le-am amestecat intr-un raport de 10:1, pentru a obtine
cele doua straturi de PDMS identice. Cel folosit ca strat inferior a fost tratat termic pentru 15
minute la 65 °C, pe cind cel folosit ca strat superior a fost tratat termic pentru 25 minute la
65 °C. Pentru asamblarea finala a dispozitivului, am integrat hértia caligrafiata intre cele doud
straturi de PDMS si am continuat tratamentul pentru incd 30 de minute. Figura 1C prezinta
schema ilustrativd 3D finald a dispozitivului microfluidic hibrid asamblat, in care se poate
evidentia un tub de intrare prin care se va injecta solutia de analizat si doua tuburi de iegire
care vor permite scurgerea, respectiv eliminarea acesteia din interiorul dispozitivului
microfluidic. Comparativ, Figura 2 ilustreazi imaginea digitald a dispozitivului microfluidic
hibrid final obtinut in configuratia experimentala avand integratd hartia Whatman caligrafiata

intre cele doua straturi de PDMS, evidentiind astfel flexibilitatea dar si robustetea acestuia.

Asa cum este prezentat in Figura 3, dispozitivului microfluidic hibrid asamblat este
conectat prin tuburi PTFE (Elveflow) la un set de siringi automatizate NE-4000 NEW Era ce
lucreaza in tandem si controleazi atit injectarea cét si eliminarea si colectarea controlatd a
lichidului din interiorul dispozitivului. Aceastd configuratie experimentald permite
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implementarea a trei metode de detectie in timp real, in flux continuu de analit injectat, si
anume spectroscopia de Rezonanti Plasmonicd Localizati de Suprafati (eng. LSPR),

Spectroscopia Raman Amplificatd de Suprafati (eng. SERS) si spectroscopia de fluorescenti.

Pentru testarea dispozitivului microfluidic plasmonic hibrid fabricat, am injectat in
flux continuu albastru de metilena (eng. MB, concentratie de 10 M), cu un flux de infuzie de
1 puL / min, §i am urmdérit detectia LSPR in timp real a moleculelor de analit ca si proof-of-
concept. Jonctiunea plasmonicd in Y din interiorul dispozitivului microfluidic a fost
caracterizatd optic folosind un spectrometru portabil OceanOptics USB 4000 cuplat la un
microscop optic inversat Zeiss Axio Observer Z1 printr-o fibri optici de 600 um. in Figura
4 sunt prezentate spectrele de extinctie normalizate ale AuBPs inainte (in stare coloidali,
spectrul negru) si dupi caligrafierea acestora (spectrul rosu) pe fibrele de celulozi prin noua
metoda de caligrafie propusi. Din spectrele de extinctie colectate putem observa cd AuBPs isi
conserva proprietitile optice dupé caligrafiere pe hértie, in spectru fiind vizibile ambele lor
benzi plasmonice caracteristice, dar §i o deplasare asteptatid a benzii longitudinale citre
lungimi de undd mai mici (de la 813 la 777 nm) datoritd scdderii indicelui de refractie al
mediului din jurul nanoparticulelor, de la 1.333 (indicele de refractie al apei) la 1 (indicele de
refractie al aerului). Mai departe, dupi injectarea solutiei de MB in dispozitivul proiectat si
fabricat, spectrul de extinctie colectat de pe linia plasmonica caligrafiatid dupa grefarea MB
(Figura 4, spectrul albastru) arati o deplasare suplimentard a benzii longitudinale spre
lungimi de unda mai mari (817 nm) ca urmare a modificarii indicelui de refractie al mediului
invecinat AuBPs, concomitent cu aparitia in spectru in jurul valorii de 675 nm a benzii
electronice de absorptie a moleculelor de MB, demonstrand astfel detectia LSPR in timp real
a analitului MB in flux laminal.

Mai departe, capacitatea dispozitivului de detectie multimodald in timp real a
moleculelor de MB este demonstratd prin masuritori SERS, o tehnicd ultrasenzitivd si
ultrasensibila utilizata intensiv in ultima decadd pentru identificarea amprentei vibrationale a
moleculelor de interes situate in vecindtatea nanoparticulelor, aducind informatii
complementare fafd de tehnicd precedenta. Asadar, Figura 5 prezintd comparativ spectrele
Raman ale hartiei Whatman, stratului de PDMS, hartiei Whatman integratd in PDMS,
moleculelor de MB pe hartia integratd in PDMS, ldngi linia caligrafiatd plasmonic, precum si
spectrul SERS ale moleculelor de MB captate pe suprafata AuBPs imobilizate in prealabil pe

hértie prin caligrafie, utilizdnd ca si sursd de excitatie o dioda laser la lungimea de unda 785
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nm, parte integranti a unui spectrometru Raman portabil Raman Systems R3000CN. Asa
cum ne asteptam, prezenta modurilor vibrationale caracteristice moleculei MB la 1071 cm™ (
C - H in-plane bending), 1139 cm™ (C — H out-of-plane bending), 1356 cm™ (C—H in-plane
ring deformation), 1422 cm™ (C — N asym. stretching), 1497 cm™ (C — C ring stretching),
atribuite conform datelor din literatura de specialitate ( Chemical Physics Letters 2007, 447,
305-309; Thin Solid Films, 2010, 518, 7128-7132), demonstreaza identificarea cu succes a
analitului MB 1in flux laminal datoritd amplificdrii semnalului de catre campul
electromagnetic generat de citre AuBPs caligrafiate pe hartie.

In final, am exploatat spectroscopia de fluorescents, o alti metoda spectroscopici bine
cunoscutid ce a stirnit in ultimii ani un interes considerabil in cadrul comunitifii stiintifice
datorita rolului ei important in detectia ultrasensibild (Chem Asian J. 2020, 15, 3180 — 3208).
Prezenta nanostructurilor de metal nobil, poate influenta semnalul de fluorescentd al
fluoroforilor de interes situati in vecinitatea acestora. Asadar, capacitatea dispozitivului
hibrid proiectat de a detecta semnale de fluorescentd in flux continuu a fost mai departe
testatd utilizdnd un accesoriu de epifluorescents, si anume modulul EFA 383, atasat unui
spectrofluorimetru Jasco LP 6500, cu o rezolutie spectrald de 1 nm si echipat cu o lampa de
Xenon ca sursd de excitajie. Figura 6 prezintd spectrul de emisie de fluorescenti a
moleculelor MB injectate in dispozitiv, colectat langé linia plasmonicid, pe hértie, ca si
spectru de referintd (spectrul negru) comparativ cu spectrul colectat pe linia plasmonica
caligrafiatd (spectrul albastru), folosind o lungime de unda de excitatie de 670 nm. Spectrele
de fluorescentd colectate in timp real demonstreazi atit capilaritatea dispozitivului, precum
si abilitatea lui de detectie de fluorofori in flux laminal in timp real. Prin personalizare, acest
dispozitiv portabil si versatil poate fi transferat direct in aplicatii specifice de biosenzoristicd

de tip POC.
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Desene

Figura 1 reprezintd schema ilustrativd 3D a dispozitivului microfluidic plasmonic integrat,

prezentdnd pasii tehnologici urmati in procesul de asamblare al acestuia.

Figura 2. Imaginea digitala a dispozitivului microfluidic hibrid final obtinut in configuratia
experimentald prin integrarea unei hartii Whatman numarul 1 -caligrafiati cu nanoparticule
bipiramidale de aur disponibile in solutie apoasd- intre doud straturi de polidimetilsiloxan

(PDMS), evidentiand astfel (A) flexibilitatea si (B) profilul dispozitivului hibrid.

Figura 3 prezintd montajul experimental implementat in procesul de detectie multipld in

interiorul dispozitivului microfluidic hibrid dezvoltat.

Figura 4. Testarea dispozitivului microfluidic plasmonic hibrid fabricat pentru detectarea
LSPR in timp real a moleculei de analit, albastru de metilend (MB), in flux laminar. Spectrul
de extinctie normalizat UV-Vis-NIR al nanobipiramidelor de aur sintetizate in solutie
coloidala inainte (spectrul negru) si dupd imobilizarea pe hértie prin caligrafie plasmonica

(spectrul rosu), respectiv dupa injectarea MB in interiorul dispozitivului (spectrul albastru).

Figura 5. Testarea dispozitivului microfluidic plasmonic hibrid fabricat pentru detectarea

SERS in timp real a moleculei de analit, albastru de metilend (MB), in flux laminar.

Figura 6. Testarea dispozitivului microfluidic plasmonic fabricat pentru detectarea emisiei de
fluorescentd a moleculei de analit albastru de metilend (MB) in flux laminar.Spectrul de
emisie de fluorescentd a MB injectatd in dispozitiv, colectat langa linia plasmonica, pe hartie
ca i spectru de referintd (spectrul negru) comparativ cu spectrul colectat pe linia plasmonica

caligrafiatd (spectrul albastru).
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Revendicari:

1. Dispozitiv microfluidic hibrid bazat pe hartie caligrafiatd cu ajutorul unui stilou umplut
cu cerneald coloidald pe bazi de nanoparticule bipiramidale de aur (AuBPs) in jonctiune
Y si apoi integratéd intre doud straturi de polidimetilsiloxan (PDMS), caracterizat prin
aceea ca liniile plasmonice caligrafiate i imobilizate controlat pe fibrele de celulozi

prezinta un grad ridicat de stabilitate, eficienta si reproductibilitate.

2. Dispozitiv microfluidic hibrid conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci
permite injectarea, scurgerea precum §i eliminarea controlati a analitilor de interes in flux

continuu din circuitul microfluidic proiectat.

3. Dispozitiv microfluidic hibrid conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci
analifii injectati in dispozitiv sunt expusi in imediata vecinitate a AuBPs caligrafiate,
folosite ca si (nano)antene plasmonice eficiente datoritd proprietdtilor optice si

capacititilor senzoriale controlabile.

4. Dispozitiv microfluidic hibrid conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci,
gradul de capilaritateal dispozitivului permite implementarea detectiei in timp real prin
spectroscopie de Rezonantd Plasmonicd Localizatd de Suprafatd (LSPR), Spectroscopie
Raman Amplificatd de Suprafati (SERS) si spectroscopie de fluorescents, in flux laminal

de lichid in circuit microfluidic.
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Figura 2.
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