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RO 135233 B1

Inventia se refera la un dispozitiv microfluidic de detectie, portabil si flexibil cu
aplicabilitate in detectia multimodala spectroscopica, in timp real, a diversilor analifi in
conditii impuse la fata locului (Point-of-Care, POC).

Un efort deosebit continua sa fie acordat in lumea stiintifica dezvoltarii de dispozitive
inovatoare ieftine, dar eficiente, de tip POC pentru implementarea lor directa si imediata in
diferite aplicatii specifice (bio)medicale de interes, in vederea imbunatatirii calitatii vietii
(Sensors 2020, 20, 1951; Biosensors and Bioelectronics 2016, 77, 774-789). in prezent,
dispozitivele de detectie existente prezinta propriile lor avantaje si limitari. Desi s-au facut
progrese tehnologice remarcabile in aceasta directie, problemele importante pentru care inca
se cauta o solutjie viabila 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.

Este cunoscut din documentul RO 133447 B1 un procedeu de fabricare a unui
dispozitiv microfluidic realizat prin integrarea in interiorul unui canal microfluidic din PDMS
a unui film nanoparticulat format din AuBPs pe substrat de sticla, ce permite circulatia
continua in flux laminai a unui fluid biologic. Pentru acest procedeu de fabricare sunt nece-
sare strategii laborioase in mai mulii pasi de pre-activare a suprafetei de sticla, de functio-
nalizare si imobilizare a transductorilor plasmonici (Nanotechnology 2020, 31, 335502).

Hartia de filtru, datorita capacitatilor de absorbtie/adsorbtie (atat a absorbi cat si
adsorbi, adica a fixa) a lichidelor, actioneaza ca un canal microfluidic natural, avand o serie
de avantaje remarcabile precum cost redus, flexibilitate, biocompatibilitate, portabilitate,
miniaturizare, suprafata de contact generoasa, posibilitatea de modificare/ functionalizare/
activare a suprafetei acesteia. O metoda simpla, ieftina si eficienta de imobilizare a
nanoparticulelor de aur pe hartie consta in caligrafia plasmonica, cu ajutorul caruia se pot
trasa linii plasmonice izolate spatial - direct pe hartia de filtru, prin folosirea unui stilou
comercial umplut cu solutie apoasa de nanoparticule plasmonice (Nanomaterials 2020, 10,
1025). Platformele pe suport de hartie au fost deja implementate pentru detectie folosind
diferite tehnici, cum ar fi colorimetria (Paper-hased Analytical Devices for Chemical
Analysis and Diagnostics - Chapter 4, Elsevier, 2022, 59-79), electrochimia (Lab cm a
Chip 2020, 20), fluorescenta (Sensors and Actimtors B: Chemical 2020, 306, 127239),
etc., dar sunt susceptibile de a fi usor de contaminat sau deteriorat, nefiind protejate de
factorii externi ai mediul inconjurator.

Detectia eficienta in volum 3D, in flux laminai, Tn interiorul unui dispozitiv microfluidic
avand o adancime de 50 um, prin Spectroscopie Raman Amplificata de Suprafata (Surface
Enhanced Raman Spectroscopy, SERS), a fost demonstrata in literatura, dar, in acest caz,
detectia este conditionata de integrarea in interiorul canalului microfluidic a unor micro-
structuri active 3D de argint fabricate prin procesul de reducere indus de absorbtia de doi
fotoni in punctul focal al unui laser (Q-switched 1064 nm Nd:YAG) conectat la un microscop
(Optical Materials Express 2016, 6, 1587-1593), ceea ce implica costuri ridicate de reali-
zare a dispozitivului final, precum si un proces de microstructurare lung si relativ complicat.

Problema pe care o rezolva aceasta inveniie consta in detectia si identificarea
simultana, in timp real, in flux laminat a unor analiti de interes.

Dispozitivul microfluidic de detectie, portabil si flexibil, conform inventiei, este alcatuit
dintr-o hartie de filtru pe care s-a caligrafiat o linie plasmonica cu ajutorul unui stilou comer-
cial umplut cu cerneala coloidala de nanoparticule bipiramidale de aur, AuBPs, intercalata
intre doua straturi transparente de polidimetilsiloxan (PDMS), formand o structura de tip
sandwich, structura astfel formata fiind prevazut cu trei orificii, un orificiu de intrare pentru
injectarea controlata a analifilor de interes, si respectiv doua orificii de iesire pentru
eliminarea analiilor n flux continuu.
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Prin aplicarea prezentei inventii se obtin urmatoarele avantaje:

- portabilitatea si miniaturizarea dispozitivului microfluidic hibrid;

- se evitd contaminarea sau deteriorarea nanosenzorului prin integrarea hartiei
plasmonice caligrafiate intre doua straturi transparente de PDMS;

- volum redus de proba de analizat (100 pi), precum si posibilitatea, daca se
impune-doreste, eliminarii oricaror surse externe de injectare a probei de analizat in interiorul
dispozitivului microfluidic hibrid;

- capacitatea dispozitivului microfluidic hibrid de a detecta anali{i in timp real si rapid
(circa 1-10 minute);

- capacitatea dispozitivului microfluidic hibrid de detectie multimodala: LSPR, SERS
si fluorescenta.

Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a inventiei, in legatura cu fig. 1...6:

- fig. 1, reprezinta schema ilustrativa 3D a dispozitivului microfluidic plasmonic
integrat;

- fig. 2, imaginea digitala a dispozitivului microfluidic hibrid final,

- fig. 3, prezinta montajul experimental implementat in procesul de detectie multipla
in interiorul dispozitivului microfluidic hibrid;

- fig. 4, prezinta spectrele de extinctie normalizate ale AuBPs inainte si dupa
caligrafierea acestora;

- fig. 5, prezinta comparativ spectrele Raman ale hartiei Whatman;

- fig. 6, prezinta spectrul de emisie de fluorescenta a moleculelor MB injectate in
dispozitiv.

in fig. 1 este reprezentatd schema ilustrativa 3D a dispozitivului microfluidic
plasmonic integrat, prezentand pasii tehnologici urmati in procesul de asamblare al acestuia,
si anume fabricarea hartiei plasmonice prin abordarea metodei de caligrafie plasmonica cu
ajutorul careia se poate trasa o linie plasmonica in configuratia dorita (A), integrarea contro-
lata a hartiei plasmonice astfel caligrafiate intre 2 straturi flexibile si transparente de PDMS
preparate anterior (B) si asamblarea dispozitivului microfluidic hibrid flexibil final ce contine
o intrare prin care se va injecta proba si doua iesiri ce permit eliminarea probei injectate (C).

Fig. 2 prezinta imaginea digitala a dispozitivului microfluidic hibrid final obtinut in
configuratia experimentala prin integrarea unei hartii Whatman nr. 1 - caligrafiata cu AuBPs
disponibile in solutie apoasa- intre doua straturi de PDMS, evidentiind astfel (A) flexibilitatea
si (B) profilul dispozitivului hibrid Tn care se observa hartia plasmonica integrata.

In fig. 3 se prezintd montajul experimental implementat in procesul de detectie
multipla in interiorul dispozitivului microfluidic hibrid dezvoltat prin folosirea a doua siringi
care permit realizarea fluxului continuu n interiorul circuitului microfluidic in timpul
masuratorilor experimentale LSPR, SERS si fluorescenta.

Testarea dispozitivului microfluidic plasmonic hibrid fabricat pentru detectarea LSPR
in timp real a moleculei de analit MB (concentratie de 10° M), in flux laminar, injectat in
interiorul dispozitivului prin orificiul de intrare este prezentata in fig. 4. Spectrul de extinctie
normalizat UV-Vis-NIR al AuBPs sintetizate in solutie coloidala folosite ca si cerneala
plasmonica Thainte (spectrul negru) si dupa imobilizarea pe fibrele de celuloza ale hartiei de
filtru Whatman nr. 1 prin caligrafie plasmonica (spectrul rosu), respectiv dupa injectarea a
100 pL MB in interiorul dispozitivului (spectrul albastru).

Testarea dispozitivului microfluidic plasmonic hibrid fabricat pentru detectarea SERS
in timp real a moleculei de analit MB (concentratie de 10° M), in flux laminar. Spectrul
Raman colectat direct pe héartia de filtru Whatman nr. 1 (spectrul negru), pe stratul de PDMS
transparent tratat termic (spectrul gri), in interiorul dispozitivul microfluidic plasmonic final,
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colectat langa linia caligrafiata plasmonic (spectrul verde), direct pe hartie dupa injectarea
solutiei de MB (spectrul rosu), precum si spectrul SERS al moleculelor de MB colectat pe
linia plasmonica, dupa captarea MB (spectrul albastru), utilizadnd ca si sursa de excitatie o
dioda laser lalungimea de unda 785 nm. Benzile caracteristice ale PDMS au fost identificate
si marcate cu romb, iar modurile vibrationale specifice moleculei MB au fost evidentiate prin
marcarea cu *.

In fig. 6 este prezentata testarea dispozitivului microfluidic plasmonic fabricat pentru
detectarea emisiei de fluorescenta a moleculei de analit MB (concentratie de 10 M) in flux
laminar. Spectrul de emisie de fluorescenta a MB injectata in dispozitiv, colectat 1anga linia
plasmonica, pe hartie ca si spectru de referinta (spectrul negru) comparativ cu spectrul
colectat pe linia plasmonica caligrafiata (spectrul albastru).

Fabricarea dispozitivul microfluidic portabil si miniaturizat se realizeaza prin fixarea
intre doua straturi de polidimetilsiloxan (PDMS) a unei foite de héartie de filtru Whatman nr.
1 impregnata cu nanoparticule bipiramidale de aur (AuBPs) printr-o procedura inovativa de
caligrafiere ce permite depunerea in mod controlat, in configuratii de linii plasmonice in forma
de Y, a nanoparticulelor cu ajutorul unui stilou Herlitz comercial avand cartusul umplut cu o
solutie apoasa de AuBPs. Structura tip "sandwich" (PDMS-hartie-PDMS) a dispozitivului per-
mite injectarea controlata a analitilor de interes Tn flux continuu cu expunerea acestora in
imediata vecinatate a AuBPs pe nano- si microfibrele de celuloza din hartie. Nanoparticulele
plasmonice in general, dar in mod special cele de forma anizotropa, in acest caz AuBPs,
avand proprietati optice avantajoase, joaca rolul de transductori senzoristici ai analitilor din
imediata vecinatate a nanoparticulelor. Dispozitivul plasmonic final permite detectia si identi-
ficarea simultana, in timp real, in flux laminai a unor analiti de interes. Inventia este aplicabila
direct in domeniul senzoristicii pentru detectia si identificare prin trei metode spectroscopice
a unor analiti relevanti, aflati in solutie apoasa, din diferite probe biologice sau de mediu
(bioanaliti, biomarkeri, etc.).

Noutatea inventiei consta in realizarea pentru prima data a unei structuri microfluidice
robuste formate prin intercalarea unei hartii de filtru Whatman nr. 1 caligrafiate cu AuBPs,
intre doua straturi flexible si transparente de PDMS cu scopul de a fabrica un nou dispozitiv
microfluidic miniaturizat, portabil si reproductibil ce permite - datorita nanoparticulelor
integrate ca si nanosenzori plasmonici- implementarea simultana a trei metode de detectie:
LSPR, SERS si fluorescenta.

Pentru testarea dispozitivului microfluidic plasmonic hibrid fabricat, am injectat in flux
continuu un volum de 100 uL de albastru de metilena (MB, concentratie de 10°M), cu un flux
de infuzie de 1 pL/min, si am urmarit detectia LSPR in timp real a moleculelor de analit ca
si proof-of-concept. Jonctiunea plasmonica in Y din interiorul dispozitivului microfluidic a fost
caracterizata optic folosind un spectrometru portabil OceanOptics USB 4000 cuplat la un
microscop optic inversat Zeiss Axio Observer Z| printr-o fibra optica de 600 um. in fig.4 sunt
prezentate spectrele de extinctie normalizate ale AuBPs inainte (in stare coloidala, spectrul
negru) si dupa caligrafierea acestora (spectrul rosu) pe fibrele de celuloza prin noua metoda
de caligrafie propusa. Din spectrele de extinctie colectate putem observa ca AuBPs Tsi
conserva proprietatile optice dupa caligrafiere pe hartie, Tn spectru fiind vizibile ambele lor
benzi plasmonice caracteristice, dar si o deplasare asteptata a benzii longitudinale catre
lungimi de unda mai mici (de la 813 la 777 nm) datorita scaderii 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, dupa injectarea solutiei de MB in dispozitivul proiectat si
fabricat, spectrul de extinctie colectat de pe linia plasmonica caligrafiata dupa grefarea MB



RO 135233 B1

(fig. 4, spectrul albastru) arata o deplasare suplimentara 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 laminai.

Mai departe, capacitatea dispozitivului de detectie multimodala in timp real a
moleculelor tintd de MB (concentratie de 10° M) este demonstrata prin masuratori SERS,
otehnica ultrasenzitiva si ultrasensibila utilizata intensiv in ultima decada pentru identificarea
amprentei vibrationale a moleculelor de interes situate in vecinatatea sau in contact cu
nanoparticulelor plasmonice, aducand informatii complementare fata de tehnica precedenta.
Asadar, fig.5 prezinta comparativ spectrele Raman ale hartiei Whatman nr. 1 (spectrul
negru), stratului de PDMS transparent (spectrul gri), hartiei Whatman nr. 1 integrata in PDMS
(spectrul verde), moleculelor de MB pe hartia integrata in PDMS, colectat langa linia cali-
grafiata plasmonic (spectrul rosu), precum si spectrul SERS ale moleculelor de MB captate
pe suprafata AuBPs imobilizate in prealabil pe fibrele de celuloza ale hartiei prin caligrafie
(spectrul albastru), utilizand ca si sursa de excitatie o dioda laser la lungimea de unda 785
nm (folosind o putere de 196 mW), parte integranta a unui spectrometru Raman portabil
Raman Systems R3000CN. Asa cum ne asteptam, prezenta modurilor vibrationale carac-
teristice moleculei MB, marcate in fig.5, spectrul albastru cu *, 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
in flux laminai datorita amplificarii semnalului de catre campul electromagnetic generat de
catre AuBPs caligrafiate pe hartie.

In final, am exploatat spectroscopia de fluorescents, o altd metoda spectroscopica
bine cunoscuta ce a starnit in ultimii ani un interes considerabil in cadrul comunitatii stiintifice
datorita rolului ei important in detectia ultrasensibila (Chemical Asian Journal 2020,
15,3180-3208). Prezenta nanostructurilor de metal nobil, poate influenta semnalul de
fluorescenta al fluoroforilor de interes situati in vecinatatea acestora. Asadar, capacitatea
dispozitivului hibrid proiectat de a detecta semnale de fluorescenta in flux continuu a fost mai
departe testata utilizand un accesoriu de epifluorescenta, sianume modulul EFA 383, atasat
unui spectrofluorimetru Jasco LP 6500, cu o rezolutie spectrala de 1 nm si echipat cu o
lampa de Xenon ca sursa de excitafie. Fig. 6 prezinta spectrul de emisie de fluorescenta a
moleculelor MB injectate in dispozitiv, colectat langa linia plasmonica, pe hartie, ca si spectru
de referinta (spectrul negru) comparativ cu spectrul colectat pe linia plasmonica caligrafiata
(spectrul albastru), folosind o lungime de unda de excitaie de 670 nm. Spectrele de
fluorescenta colectate in timp real demonstreaza abilitatea dispozitivului de detectie de
fluorofori in flux laminai in timp real. Concret, dupa cum poate fi observat in fig. 6, MB
adsorbita direct de hartia Whatman nr. 1, dupa injectarea acesteia in interiorul dispozitivului
microfluidic, prezinta un maxim de emisie de fluorescenta la 686 nm (spectrul negru), spre
deosebire de MB captate pe suprafata AuBPs caligrafiate pe hartie care prezinta un maxim
de emisie de fluorescenta la 683 nm, aceasta deplasare spre lungimi de unda mai mici
confirmand interactiunea dintre moleculele de analit si suprafata nanosenzorului. Prin
personalizare, acest dispozitiv portabil si versatil poate fi transferat direct in aplicatii specifice
de biosenzoristica de tip POC.
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Etapele de asamblare a dispozitivului hibrid flexibil, stabil, ieftin, reproductibil, portabil
si miniaturizat constau in:

1. Primul pas efectuat a fost ob{inerea hartiei plasmonice caligrafiate cu o configuratie
informadeY (fig. 1A) prin: i) producerea ,cernelii plasmonice" continand suspensii coloidale
de AuBPs preparate printr-o metoda de sinteza chimica in doi pasi (Analytical Chemistry
2018, 90, 8567-8575) urmata de ii) depunerea si imobilizarea AuBPs pe hartie de filtru
(Whatman nr. 1) realizata prin caligrafie plasmonica folosind un stilou comercial incarcat cu
300 ul de ,cerneala plasmonicd" de concentratie 0.38x10° M. Hartie de filtru, datorita
atractiei electrostatice dintre fibrele de celuloza si stratul pozitiv de bromura de cetii trimetil
amoniu (CTAB), surfactant ce acopera suprafata nanoparticulelor in mina sintezei, acestea
sunt adsorbite eficient pe fibrele de celuloza. Tn plus, structura microporoasa 3D a hartiei for-
mata din micro-nanofibre celulozice interconectate ii confera acesteia atat flexibilitatea cat
si permeabilitatea pentru a functiona ca un canal microfluidic natural. Mentionam faptul ca
am ales nanoparticule de forma bipiramidala pentru obtinerea "cernelii plasmonice" deoarece
acestea expun la varfurile lor un camp electromagnetic mult amplificat in raport cu nanopar-
ticulele rotunde, ceea ce le-a calificat sa fie implementate ca nanosenzori plasmonici versatili
si ultrasensibili Tn aplicatii spectroscopice (Accounts of Chemical Research 2019, 52,
2136-2146). Asadar, am decupat o fasie de hartie de filtru cu dimensiunile de 0.8 cm latime
x 1.5 cm lungime pe suprafata careia am trasat o linie plasmonica in forma de Y cu latimea
de 1 mm (diametrul stiloului comercial folosit). Mentionam ca dupa fiecare caligrafiere,
suportul de hartie a fost Iasat sa se usuce la temperatura camerei. Apoi, acest protocol de
caligrafie a fost repetat retrasand de 4 ori succesiv linii plasmonice pe aceeasi configuratie
initiala in Y cu scopul de a controla densitatea optica a nanoparticulelor pe hartie, obtinand
astfel o concentratie mai mare de nanoparticule imobilizate pe fibrele de celuloza tara a
induce insa modificari majore in spectrele de extinctie colectate direct pe linia plasmonica.
De retinut faptul ca linia plasmonica in Y permite pe viitor adaptarea platformei pentru
detectie multiplexata de analiti, sau pentru functionalizarea selectiva a liniei plasmonice cu
diferite elemente de recunoastere pentru a detecta biomarkeri specifici ai cancerului prin
interactiuni specifice de tip anticorp-antigen, putandu-se astfel transfera dispozitivul direct
intr-o varietate mare de aplicatii de tip POC.

2. Urmatorul pas in fabricarea dispozitivului a fost de a integra héartia caligrafiata
plasmonic, obtinuta in etapa anterioara, intre doua straturi transparente de PDMS, cunoscut
ca fiind un elastomer transparent din punct de vedere optic si biocompatibil (fig. 1B). Asadar,
am folosit un kit SYLGARD 184 de la Dow Corning, format din pre-polimer si agent de
intarire, pe care le-am amestecat intr-un raport de 10:1, pentru a obtine cele doua straturi
de PDMS intre care va urma sa integram hartia caligrafiata obtinuta in pasul 1. Amestecul
de PDMS astfel obtinut a fost turnat in forme de plastic dreptunghiulare si degazat timp de
30 de minute intr-un desicator cu vid. Apoi, acest amestec de PDMS degazat a fost tratat
termic, dupa cum urmeaza: stratul inferior de PDMS a fost lasat la temperatura de 65°C timp
de 15 minute intr-un incubator, permitand astfel PDMS-ului sa fie suficient de intarit pentru
a nu lasa hartia caligrafiata sa se scufunde sau sa fie absorbita in matricea 3D de héartie, dar
totusi suficient de adeziv pentru a asigura atasarea hartiei fara indoire sau pliere, in timp ce
stratul superior de PDMS a fost tratat timp de 25 de minute la 65°C. Pentru asamblarea finala
a dispozitivului, dupa asezarea hartiei caligrafiate pe stratul inferior de PDMS tratat termic,
stratul superior de PDMS a fost extras cu grija din matrita in care a fost tratat si pozitionat
peste hartie, iar ansamblul hibrid final astfel format a continuat sa fie tratat termic timp de 35
de minute la 65°C si indepartat, in final, din matrita stratului inferior. Mai departe, pentru a
asigura un flux continuu de proba prin dispozitiv, am perforat stratul superior de PDMS cu
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ajutorul unui perforator de diametru 1.25 mm (Elveflow, Franta), generand o intrare si doua
iesiri in dreptul celor 3 extremitati ale liniei plasmonice caligrafiate in Y, asa cum poate fi
vizualizat in fig.1C. Concret, fig.1C prezinta schema ilustrativa 3D finala 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 iesire care vor permite scurgerea, respectiv
eliminarea acesteia din interiorul dispozitivului microfluidic. Comparativ, fig.2 ilustreaza
imaginea digitala a dispozitivului microfluidic hibrid final obtinut in configuratia experimentala
avand integrata hartia Whatman nr. 1 caligrafiata intre cele doua straturi de PDMS,
evidentiind astfel flexibilitatea dar si robustetea acestuia. Asa cum este prezentat in fig.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 controleaza atat
injectarea cat si eliminarea si colectarea controlata a lichidului din interiorul dispozitivului. Mai
important de notat este faptul ca dispozitivul microfluidic fabricat nu necesita neaparat
folosirea unor siringi automatizate pentru injectarea lichidului deoarece héartia se comporta
ca un canal microfluidic natural si, prin urmare, utilizarea surselor externe de pompare nu
este obligatorie. In acest caz este necesara doar picurarea probei de analizat in orificiul de
intrare si lichidul este absorbit de hartie si eliminat prin cele doua orificii de iesire. Aceasta
configuratie experimentala permite implementarea a trei metode de detectie in timp real, in
flux continuu de analit injectat, sianume spectroscopia de Rezonanta Plasmonica Localizata
de Suprafata (Localized Surface Plasmon Resonance, LSPR), SERS si spectroscopia de
fluorescenta, asa cum am ilustrat schematic in fig. 3.
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Revendicare

Dispozitiv microfluidic de detectie, portabil si flexibil caracterizat prin aceea ca este
alcatuit dintr-o hartie de filtru pe care s-a caligrafiat o linie plasmonica cu ajutorul unui stilou
comercial umplut cu cerneala coloidala de nanoparticule bipiramidale de aur, AuBPs,
intercalata intre doua straturi transparente de polidimetilsiloxan (PDMS), formand o structura
de tip sandwich, structura astfel formata fiind prevazut cu trei orificii, un orificiu de intrare
pentru injectarea controlata a analitilor de interes, si respectiv doua orificii de iesire pentru
eliminarea analitilor Tn flux continuu.
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