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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
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fie spectroscopica duald (SPR si SERS) in timp real a
unor molecule de interes biologic. Procedeul, conform
inventiei, constad in etapele: imprintarea modelului
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Whatman nr. 1, ca matritd pozitiva, pe suprafata unui
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depunerea prin vaporizare fizica in vid ultra-inalt a unui

film subtire de aur, rezultdnd un substrat micro-rugos
flexibil de PDMS miniaturizat si portabil, avand o
stabilitate chimica si structurald, cu potential ridicat de
integrare n dispozitive de detectie si monitorizare a
analitilor de interes biologic.
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Prezenta inventie cu titlul Substrat flexibil micro-rugos de polidimetilsiloxan
metalizat pentru detectie duald SPR-SERS propune fabricarea unui substrat flexibil, a cérui
micro-rugozitate a fost modificatd prin imprintarea (eng. micro-imprint lithography) matricii
tridimensionale (3D) a hartiei de filtru Whatman Nr. 1 si peste care s-a depus controlat un film
subtire de aur (Au). Substratul flexibil micro-rugos metalizat obtinut poate fi implementat cu
succes ca platforms senzoristicd flexibild, miniaturizatd i versatild in aplicatii de detectie
spectroscopicd duald in timp real si la fata locului a unor analiti de interes prin Rezonanti
Plasmonicé de Suprafatd (SPR) si Spectroscopia Raman Amplificatd de Suprafatd (SERS).

Inventia prezintd potential in aplicatii de detectie si identificare a unor molecule de
interes biologic, astfel avand impact in diagnosticarea precoce a bolilor. in plus, substratul
flexibil obtinut conform inventiei poate fi integrat cu usurinti in diverse dispozitive de detectie
sau monitorizare a unor analiti de interes contribuind la progresul tehnologiilor de tip ,,Lab-on-
a-chip” si ,,Point-of-Care” pentru imbunititirea calititii vietii i a sigurantei populatiei.

Un efort considerabil este depus de cétre comunitatea stiintifici pentru a dezvolta
platforme si dispozitive pentru detectia rapidé si in timp real a biomarkerilor asociati bolilor
pentru a facilita diagnosticul precoce si monitorizarea acestora, precum §i prescrierea unui
tratament personalizat. in special in cazul bolilor, precum diabetul, care necesits o atent’ si
frecventd monitorizare a nivelului de biomarkeri, este nevoie de platforme non-invazive,
simplu de utilizat si care ofera un rdspuns rapid la fata locului. Mai mult decét atét, in vederea
productiei la scaldl largé, aceastea ar trebui sé se bazeze pe un proces simplu si ieftin de fabricare
care sd prezinte un grad crescut de reproductibilitate fara si afecteze proprietitile senzoristice
ale platformei de detectie.

Majoritatea platformelor de detectie nanostructurate au la bazi un suport solid precum
sticla (Nanotechnology 2020, 31, 335502; CN101919080B) sau hartia (Nanomaterials 2020,
10¢6), 1025). in vederea obtinerii unui dispozitiv de detectie si monitorizare non-invaziv
flexibil, polimerul polidimetilsiloxan (PDMS) prezintd numeroase avantaje: i) flexibilitate, ii)
elasticitate, iii) biocompatibilitate, iv) transparent din punct de vedere optic, v) stabilitate
termicd §i chimic4, etc. (Biosensors 2021, 11, 292). Fiind usor de manipulat i modelat folosind
diferite mulaje, utilizarea acestui polimer ca substrat in dezvoltarea unor platforme senzoristice
poate facilita substantial procesul de fabricare. in mod similar, s-a folosit in fabricarea

f\\
substratelor flexibile si polletlleng{ k?&ia];a (P , naftalat de polietilend (PEN) si polimida
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(PI) peste care s-au depus nanoparticule cu diametere intre 1 si 50 nm in vederea dezvoltarii
unui cheemisenzor pentru detectia de vapori de benzen, toluen si ap (US10393690B2).

Este bine cunoscut din literatura faptul ci substratele nanostructurate prezinti capacititi
de detectie SPR si SERS imbunatitite (Biosensors 2022, 12, 180; Mater. Today Commun.
2022, 32, 104066; US007450227B2). Fabricarea acestor substrate presupune metode
laborioase de sintezd a nanoparticulelor metalice si de depunere controlati a acestora pe
substrate solide tari sau flexibile (Sci. Rep. 2021, 11, 14185; Nanomaterials 2020, 10, 927).
Problema pe care o rezolva aceasti inventie este de a simplifica procedeul de obtinere a unui
substrat rugos necesar pentru aplicatii SPR si SERS prin imprintarea unei structuri neordonate,
si anume structura 3D de micro- si nano-fibre a hértiei de filtru Whatman nr. 1, pe suprafata
unui substrat flexibil de PDMS si, ulterior, de a depune in conditii controlate un film subtire de
Au. Astfel se obtine cu costuri reduse un substrat micro-rugos metalizat flexibil de PDMS
stabil, miniaturizat §i reproductibil, care poate fi implementat ca platforma de detectie duala
spectroscopicd SPR — SERS in aplicatii de senzoristici.

Prin aplicarea prezentei inventii se obtin urmitoarele avantaje:

(1) Miniaturizarea si portabilitatea platformei de detectie — oferd posibilitatea de a fi
testatd direct la fata locului utilizdnd sisteme de analiz3 portabile;

(ii) Detectie in timp real si rapid — timp de incubare si analizi redus (~ 10 minute);

(iii) Volum redus de probd (~ 10 — 100 uL);

(iv) Stabilitate chimica si structurald;

(v) Reproductibilitate si versatilitate — usor adaptabil la diferite aplicatii de detectie;

(vi) Capacitatea substratului de a functiona ca platformd de detectie spectroscopicd duald
SPR — SERS;

Noutatea inventiei constd in procedeul de fabricare a unui nou substrat micro-rugos
flexibil care se realizeaz3 prin imprintarea modelului structural 3D al hartiei de filtru Whatman
nr. 1 in relieful filmului de PDMS (eng. micro-imprint lithography) peste care se depune termic
in vid un film subtire de aur. Substratul obtinut conform inventiei permite implementarea a
doud tehnici spectroscopice de detectie, si anume SPR si SERS, prezentand un potential ridicat
de a fi integrat in dispozitive de detectie si monitorizare de substante chimice in diverse

domenii de interes.

Procedeul de fabricare i testare in condifii de laborator al substratului micro-rugos

metalizat conform patentului de fati presupune realizarea urmitorilor pasi:

A
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(1) fabricarea substratului de PDMS si modificarea micro-rugozitatii suprafetei acestuia
prin imprintarea structurii 3D a hartiei de filtru Whatman nr. 1;

(2) depunerea unui film subtire de aur pe suprafata micro-rugoasd a PDMS;

(3) legarea pe suprafata substratului de PDMS a unui analit de interes;

(4) detectia moleculei de interes prin inregistrarea spectrelor SPR;

(5) achizitia spectrelor SERS si identificarea al moleculei de interes prin analiza

spectrelor SERS.

Conform inventiei, primul pas in fabricarea substratului micro-rugos metalizat flexibil
de PDMS este obtinerea substratului de PDMS si modificarea micro-rugozitdtii suprafetei
acestuia prin imprimarea structurii 3D de micro- i nano-fibre a hartiei de filtru Whatman nr.
1, folositd in acest caz ca matritd pozitiva. Pasii urmati in procesul de fabricare sunt ilustrati
schematic in Figura |. Concret, in prima etapd s-a realizat un amestec omogen format din
precursorul elastomerului si agentul de intérire corespunzitor in raport masic de 10:1 folosind
un kit un kit SYLGARD 184 de la Dow Corning. Amestecul obtinut a fost turnat in mod egal
(~ 1.5 g) in forme de plastic dreptunghiulare si degazat timp de 30 minute intr-un desicator de
vid pentru a elimina bulele de aer din compozitie. Ulterior, formele contindind PDMS au fost
introduse in etuva pre-incilzitd la o temperaturd de 65 °C si au fost supuse unui tratament
termic pentru 15 minute, ca mai apoi si fie scoase pentru a se alipi hartia de filtru Whatman nr.
1 pe suprafata polimerului PDMS. Fasii de hartie de filtru Whatman nr. 1 cu dimensiuni de
aproximativ 2 cm litime x 2.5 cm lungime au fost tdiate si lipite de PDMS prin ugoari apésare,
urménd ca ansamblul s# fie tratat termic pentru incd 5 minute la 65 °C, timpul fiind suficient
pentru imprintarea structurii 3D de micro- §i nano-fibre a hartiei pe PDMS-ul incd neintirit si
adeziv profitand de proprietatea acestuia de a lua foarte ugor forma unor matrite. Dupa cele 5
minute, s-a indepartat hartia de filtru, folositd in acest caz ca matritd pozitiva, iar substratul de
PDMS a fost reintrodus in etuvd la 65 °C pentru incd 40 minute pentru a se intiri. Odata
finalizat tratamentul termic, PDMS-ul a fost scos din forma dreptunghiulard obtindndu-se astfel
substratul micro-rugos flexibil de PDMS.

Urmadtorul pas a fost de a depune controlat un film subtire de aur (Au) pe suprafata
substratului micro-rugos flexibil de PDMS prin metoda depunerii termice, folosind un sistem
de depunere prin vaporizare fizici in vid (eng. Physical Vapour Deposition - PVD). Concret,

substratul de PDMS a fost introdus in incinta echipamentului de depuneri de filme subtiri
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unei presiuni de 10-3 mbar asigurdnd in acelasi timp etangietatea incintei, i o pompé turbo
care sustine conditiile de vid ultra-inalt. Odati ce vidul este stabil, Au in stare solidd din creuzet
este incilzit treptat pand la temperatura de evaporare de 1080 °C. Folosind balanta de cuart
componentd a echipamentului, s-a determinat o ratd de depunere a Au de ~ 30 nm pe ord
rezultind o grosime a filmului de Au de ~ 1 nm in 2 minute. in aceste conditii experimentale
s-au depus pe 4 substrate de PDMS fabricate conform inventei filme subtiri de Au de diferite
grosimi prin varierea timpului de depunere, astfel s-au obtinut grosimi de 5, 10, 20 si 30 nm in
10, 20, 40 si, respectiv, 60 minute. Pentru extragerea substratelor metalizate din echipament,
incinta a fost aerisitd in conditii de atmosferd controlati de azot. Substratele au fost ulterior
tdiate la dimensiuni mici de aproximativ 2-3 mm litime x 5 mm lungime utilizand un bisturiu.
Figura 2 prezintd comparativ imagini digitale ale substratele micro-rugoase flexibile metalizate
de PDMS obtinute. Modificarea micro-rugozititii substratului de PDMS este vizibild si cu
ochiul liber (Figura 2a) remarcndu-se ca o suprafati micro-rugoasd neregulati. in cazul
substratelor metalizate, acests micro-rugozitate este in continuare evidenta (Figura 2b-¢). in
plus, se observd cd odatd cu cresterea grosimii filmului de Au, acestea au culori diferite de la
albastrui (5§ nm - Figura 2b) pand la culoarea galbens a Au bulk (30 nm — Figura 2¢) si, implicit,
proprietiti optice diferite.

Mai departe, s-a urmdrit caracterizarea din punct de vedere morfologic si optic a
substratelor micro-rugoase flexibile metalizate de PDMS. Utilizand un microscop electronic
de baleaj (SEM) FEI Quanta 3D FEG cu un voltaj de accelerare de 10 kV s-a investigat
suprafata substratelor inainte (Figura 3a) si dupd depunerea filmelor subtiri (Figura 3b-¢)
utilizind doud magnificéri diferite, 300x si, respectiv 20 000x. Imaginile reprezentative SEM
confirmd imprintarea cu succes a matricei 3D a hartiei pe suprafata substratelor de PDMS,
identificandu-se mulajele micro- si nanofibrelor interconectate. Astfel, substratele flexibile de
PDMS prezintd o suprafad micro-rugoasé neregulati. Aceastd micro-rugozitate a substratelor
flexibile obtinute se regiseste pentru toate substratele de PDMS fabricate atit inainte cat si
dupé depunerea filmelor subtiri de Au. De asemenea, imaginile microscopice SEM confirmi
depunerea filmelor subtiri de Au. Datoritd formei 3D neregulate, filmele subtiri de Au suferd
mici fisuri, care odati cu cresterea grosimii filmului de Au sunt mult mai proeminente si mai
adanci. Urmétorul pas a fost de a caracteriza substratele folosind un microscop optic in reflexie
Kern echipat cu obiective cu mirire de 5x si 20x. Imaginile au fost colectate si analizate cu
programul aferent sistemului MiscroscopeVis. Imagini reprezentative de microscopie opticd in

reflexie ale substratelor flexibile
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sunt in concordanti cu rezultatele obtinute prin SEM, negativul structurii 3D a hartiei poate fi
observat atét inainte (Figura 4a) cat si dupa depunerea filmelor subtiri (Figura 4b-c). in ciuda
faptului cd prin microscopia optica in reflexie nu este vizibil filmul de Au, se observa in cazul
substratelor cu filme subtiri de 20 (Figura 4d) si, respectiv 30 nm (Figura 4¢) c@ suprafata
substratelor este fisurati. Asemeni, determindrilor SEM acestea sunt mult mai vizibile in cazul
substratului cu 30 nm Au decét cel avind 20 nm Au depus. Urmitorul pas a fost de a studia
proprietitile optice ale substratelor flexibile micro-rugoase metalizate. fn acest sens, s-a folosit
un spectrofotometru portabil OceanOptics USB 4000 cuplat la un microscop optic inversat
Zeiss Axio Observer Z1 printr-o fibra optica de 600 pm. In Figura 5 sunt prezentate spectrele
de transmisie ale substratelor fabricate conform inventiei: (a) 5 nm; (b) 10 nm; (¢) 20 nm; (d)
30 nm. Observidm cé odat3 cu cresterea grosimii filmului de Au apare banda de transmisie
caracteristicd a Au bulk localizati la o lungime de undd de aproximativ 560 nm (Chem. Eur. J.
2002, 8(17), 3849-3857), astfel confirmandu-se incad odatid depunerea cu succes a filmelor
subtiri de Au si potentialul substratelor fabricate de a fi implementate ca platforme de detectie
SPR. Acestea au fost ulterior expuse la o solutie de acid 4-mercaptobenzoic (4-MBA) de
concentratie 10> M in etanol. Substratele fabricate cu diferite grosimi ale filmului de Au (5,
10, 20 si 30 nm) au fost imersate timp de 30 minute in solutia de 4-MBA si uscate ulterior la
temperatura camerei. in Figura 6 sunt prezentate spectrele de transmisie obtinute pentru
substratul avind grosimea filmului de Au de 20 nm inainte (spectrul albastru) si dupa (spectrul
maro) grefarea 4-MBA pe suprafata acestuia. Se observé ci banda de transmisie se deplaseazi
cu 61 nm spre lungimi de und# mai mari, confirmind legarea 4-MBA ca urmare a modificarii
indicelui de refractie la suprafata metalica.

Pasul urmitor a constat in evaluarea §i compararea activititii SERS a substratelor
realizate. Pentru aceasta, Spectrele SERS au fost inregistrate cu Microscopul Raman Confocal
Alpha300R Witec GmbH, Ulm, Germania. Pentru excitarea probelor a fot utilizatd o dioda
laser cu emisia in domeniul infrarosu apropiat (near-infrared NIR) la 785 nm. Lumina laser
excitatoare a fost focalizati pe suprafata substratelor printr-un obiectiv cu marirea 20x si
apertura numerici NA = 0.4, iar lumina impristiati Raman a fost colectata printr-o fibra optica
de diametru 100 pm si transmisé spre analizi la un spectrometru echipat cu o cameri CDD
(1024 x 128 pixeli, DUsoi-BR-DD, Andor) care opereazi la -60 °C. S-au colectat mai multe
spectre din diferite spoturi de pe suprafata substratelor utilizaind conditii experimentale similare
pentru toate probele, si anume: timp de integrare 10 s/spectru, 1 acumulare, putere laser la

iegirea din obiectiv de 10 mW. Pentru fiecare substrat s-au colectat cite 10 spectre SERS din
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spoturi diferite si s-a calculat media aritmetica a acestora obtinandu-se astfel spectrul mediu.
Imaginile microscopice ale substratelor SERS au fost capturate cu o camera video color a
aceluiasi microscop, folosind pentru iluminare o sursd LED cu lumina alba. Pentru analiza
spectrald a fost utilizat software-ul Witec Project Four Plus. in Figura 7 sunt prezentate
spectrele SERS medii corespunzitoare celor 4 substrate SERS. Interpretarea benzilor SERS
caracteristice 4-MBA a fost ficuta in acord cu datele din literaturd (J. Raman Spectrosc. 2003,
34 (1), 21-25; Colloids. Colloids Surf., A 2015, 474, 29—35). Remarcim ci toate substratele
faciliteaza detectia si identificarea 4-MBA, dar intensitatea semnalului SERS este sensibil
diferiti de la un substrat la altul. in mod concret, se obtine cea mai mare intensitate a semnalului
SERS pentru substratul cu o grosime a filmului de aur de 20 nm, in timp ce substratul cu
grosimea filmului de aur de 30 nm conduce la cea mai mic¥ intensitate SERS. In ceea ce
priveste substratele cu grosimile filmelor de Au de 5 si respectiv 10 nm, intensitatea semnalului

SERS colectat este usor mai ridicata in cazul substratului de 10 nm.

Avand in vedere aceste rezultate am selectat pentru experimentele ulterioare substratul
cu cea mai ridicati eficientd SERS, si anume cel cu grosimea filmului de Au de 20 nm. Acesta
a fost expus la diferite concentratii de 4-MBA dizolvat in etanol de la 10 la 10'° M conform
procedurii descrise mai sus, iar rispunsul optic a fost inregistrat pentru fiecare concentratie de
4-MBA. Prin analiza spectrelor de transmisie inregistrate, s-a observat ca in urma legérii 4-
MBA pe suprafata substratelor banda de transmisie suferd deplasiri spre lungimi de unda mai
mari ca urmare a modificdrii indicelui de refractie de la suprafata filmului de Au. Aceste
deplasdri au fost reprezentate grafic pe scala logaritmica in functie de concentratia de 4-MBA
(Figura 8). Se observa o zon de liniaritate intre concentratiile de 10-'° si 10 M 4-MBA pentru
care s-a calculat o limitd de detectie de 9.1 x 101° M si o limiti de cuantificare de 27,6 x 10710
M, demonstrandu-se astfel capacitatea acestui substrat de a opera ca platforma de detectie duala

SPR —~ SERS prezentind sensibilitate crescuta.
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Desene/Figuri

Figura 1. llustrarea schematicd a procesului de fabricare a substratelor metalizate micro-
rugoase de PDMS compus din doui etape: i) Fabricarea substratului micro-rugos de PDMS
prin imprintarea structurii 3D a hértiei de filtru Whatman nr. 1 pe suprafata acestuia i ii)

Depunerea controlatd a filmului subtire de Au prin evaporare termica.

Figura 2. Imagini digitale ale substratelor micro-rugoase de PDMS metalizate cu diferite
grosimi ale filmului de aur: (a) 0 nm; (b) 5 nm; (¢) 10 nm; (d) 20 nm; (e) 30 nm. Insertii:

Imagini digitale mérite ale suprafetei micro-rugoase metalizate.

Figura 3. Imagini de microscopie electronicd de baleaj (SEM) reprezentative ale substratelor
micro-rugoase flexibile de PDMS fird (a) si cu film subtire de aur de diferite grosimi: (b) 5
nm; (¢) 10 nm; (d) 20 nm; (e) 30 nm, obtinute la doud magnificiri (panou stdnga — 300x si
panou dreapta — 20 000x).

Figura 4. Imagini de microscopie in reflexie reprezentative ale substratelor micro-rugoase
flexibile de PDMS farid (a) si cu film subtire de aur de diferite grosimi: (b) 5 nm; (c) 10 nm;
(d) 20 nm; (e) 30 nm, obtinute utilizand obiective cu mdrire de 5x (panou stinga) si 20x (panou

dreapta).

Figura 5. Spectrele de transmisie ale substratelor micro-rugoase de PDMS metalizate avand

diferite grosimi ale filmului de aur: (a) 5 nm; (b) 10 nm; (c) 20 nm; (d) 30 nm.

Figura 6. Spectrele de transmisie inainte (spectrul albastru) si dupa (spectrul maro) expunerea
substratului flexibil metalizat (grosime film de Au de 20 nm) la o solutie de 4-MBA 1in etanol
(concentratie 103 M).

Figura 7. Spectrele SERS medii ale 4-MBA colectate de pe suprafata substratelor SERS
fabricate cu diferite grosimi ale filmului de aur: (a) 20 nm; (b) 10 nm; (¢) 5 nm; (d) 30 nm in

urma expunerii acestora la o solutie de 4-MBA 1n etanol (concentratie 103 M).

Figura 8. Reprezentarea graficd a deplasdrii benzii de transmitantd in functie de logaritmul
concentratiei de 4-MBA. in intervalul concentratiilor de la 10 la 10! M s-a determinat o
regiune de linearitate (incadratd in cercul albastru) pentru care s-a determinat o limitd de

detectie de 9.1 x 10-1° M si o limita de cuantificare de 27,6 x 1010 M.
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Revendicari:

1. Substrat micro-rugos metalizat flexibil si miniaturizat de PDMS caracterizat prin aceea
cii a fost obtinut printr-o metoda simpl de imprintare a matricei 3D a hértiei de filtru — un
material natural, abundent si ieftin, pe suprafata polimerului pentru a-i modifica micro-

rugozitatea.

2. Substrat micro-rugos metalizat flexibil de PDMS conform cu revendicarea 1, caracterizat
prin aceea cii permite implementarea detectiei duale in timp real prin spectroscopie de
Rezonantd Plasmonicd de Suprafati (eng. Surface Plasmon Resonance — SPR) si
Spectroscopie Raman Amplificatqi de Suprafatd (eng. Surface Enhanced Raman
Spectroscopy — SERS).
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