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PROCESE DE FABRICATIE
A SISTEMELOR MICRO-ELECTRO-MECANICE
CU APLICATII iN MEDICINA



MANUFACTURING PROCESSES OF MICRO-
ELECTRO-MECHANICAL SYSTEMS WITH
APPLICATIONS IN MEDICINE

— SHORT DESCRIPTION -

Technology represents the processes, methods and operations used to obtain a
particular product. Microelectronics and nanoelectronics are two areas with a
significant contribution to technological progress.

The research-development-innovation activities within the two fields, have
produced valuable results of reference for the current work: micro-electro-
mechanical systems (MEMS).

MEMS are miniaturised systems with small dimensions and weights that can be
easily integrated into various commercial applications. These small aids with high
technology are increasingly present in our daily lives. Innovative structures allow us
to control the environment better and help us increase the energy efficiency of
devices. All the applications in the current era, Industry 4.0 (the fourth industrial
revolution), integrate sensing devices, data processing and transmission, and
actuation devices.

Within the work entitled “Manufacturing processes of micro-electro-
mechanical systems with applications in medicine”, a “lab-on-a-chip” type device
was designed, modelled, simulated and manufactured, with the help of which it can
be identified and measured blood T lymphocyte concentrations.

Therefore, the work can be included in the field of bioengineering. In this branch
of science, concepts are developed from the molecular level to the systemic level,
with the role of developing new biological products, materials and medical devices
for the diagnosis, prevention and treatment of diseases, as is the case of the device
resulting from this work. The field of medical engineering is closely related to the
following subfields: biomechanics, biomaterials, electronics, mechatronics,
biophysics, medical imaging, telemedicine, nanotechnology, cellular engineering
and genetics; therefore, it is a field with evident multidisciplinary character.

The micro-electro-mechanical devices in the present work were made within the
National Institute for Research and Development in Microtechnologies — IMT
Bucharest.
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Prefata

Microelectronica si nanoelectronica sunt doua ramuri ale electronicii care se
ocupd cu proiectarea, fabricarea si utilizarea dispozitivelor electronice de
dimensiuni mici (micronice), respectiv foarte mici (nanometrice). Aceste tehnologii
joaca un rol esential in dezvoltarea tehnologiilor emergente, cum ar fi inteligenta
artificiald, robotica, energia regenerabila si medicina personalizatd si ele permit
crearea de dispozitive electronice mai puternice, mai eficiente si mai precise, care
pot fi utilizate pentru a rezolva o gama larga de probleme.

Rolul microelectronicii in dezvoltarea dispozitivelor micro-electro-mecanice
(,, Micro-Electro-Mechanical-Systems” — MEMS) a fost esential. Microelectronica a
Sfurnizat tehnologiile si instrumentele necesare pentru a crea dispozitive MEMS, care
sunt dispozitive mecanice miniaturizate fabricate folosind procese de
microfabricare. Unele dintre cele mai importante contributii ale microelectronicii la
dezvoltarea MEMS includ:

® Procese de microfabricare: microelectronica a furnizat o serie de procese de
microfabricare care pot fi utilizate pentru a crea dispozitive MEMS. Aceste procese
includ fotolitografia, gravura si depunerea.

e Materiale: microelectronica a dezvoltat o serie de materiale care sunt
potrivite pentru fabricarea MEMS. Aceste materiale includ siliciul, siliciul amorf,
metalele si ceramica.

o [nstrumente de masurare: microelectronica a dezvoltat o serie de instrumente
de mdsurare care sunt necesare pentru a caracteriza dispozitivele MEMS. Aceste
instrumente includ microscoapele si instrumentele de mdsurare a fortei si a deplasarii.

Fara aceste contributii ale microelectronicii, MEMS nu ar fi fost posibile.
Tehnologia MEMS dateaza din 1964, odata cu producerea primului dispozitiv de tip
MEMS: tranzistorul cu poarta rezonantd proiectat de H.C. Nathanson. MEMS au
devenit o tehnologie importantd, cu o gama larga de aplicatii, inclusiv:

e Senzori: senzori de presiune, senzori de temperaturd si senzori de migcare.

® Actuatori: micropompe, micromotoare §i microservomotoare.

e Disporzitive medicale: implanturi medicale, dispozitive de imagistica medicald
si sisteme de terapie.

o Aplicatii industriale: sisteme de control al proceselor si sisteme de masurare.

Aceste sisteme de mici dimensiuni si tehnologie inalta sunt prezente din ce in ce
mai mult in viata noastra cotidiand, in absolut tot ceea ce ne inconjoard. Structurile
inteligente ne permit sa controlam mai bine mediul si ne ajutd sa crestem eficienta
energetica a dispozitivelor. Toate aplicatiile apartindnd epocii actuale, Industria 4.0
(a patra revolutie industriald), integreaza dispozitive de ,,sensing”, prelucrare §i
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transmitere de date, precum si dispozitive de actionare. Toate ramurile economiei au
fost atinse de modernizare, aspectul principal fiind atingerea unor performante
Sfunctionale imbunatdtite, automatizarea diferitelor procese tehnologice, caracteristici
de performanta, precum i gestionarea in timp real a diferitelor operatii tehnologice
sofisticate. A patra revolutie industriald este caracterizatd de utilizarea tehnologiilor
digitale pentru a conecta obiecte fizice si pentru a crea sisteme inteligente care pot
auto-organiza si auto-optimiza. Internet of things (loT) este o tehnologie esentiala
pentru aceastd revolutie, deoarece permite conectarea unui numar mare de obiecte
fizice la internet. loT este deja utilizata intr-o varietate de aplicatii, in domeniile:
monitorizarea mediului, sandtate, fabricatie, transport.

Avdnd in vedere uriasele avantaje ale noilor dispozitive MEMS cu aplicatii in
medicind, devenite tot mai complexe sub forma de bioMEMS-uri, care satisfac la un
nivel tot mai ridicat cerintele societatii, este de inteles cererea din ce in ce mai crescutd
pe care o inregistreazd.

Necesitatea unor dispozitive bioMEMS cu structuri mai complexe §i cu proprietdti
noi, cat si tendinta de diminuare a dimensiunilor modulelor constituente, a utilizdrii
eficiente a materialelor, precum si a cresterii rentabilitdtii prin reutilizarea lor, care
sa aduca solutii nevoilor societatii in domeniul medical, reprezinta motivatia si
directia cercetarilor, finalizate prin prezenta lucrare.

In cadrul lucrarii ,, Procese de fabricatie a sistemelor micro-electro-mecanice cu
aplicatii in medicind” a fost proiectat, modelat, simulat si fabricat un dispozitiv de tip
,lab-on-a-chip”, cu ajutorul caruia pot fi identificate si masurate concentratiile de
limfocite T din sange.

Din aceasta perspectivd, lucrarea poate fi incadrata in domeniul bioingineriei
medicale. Bioingineria exploreaza organismele vii de la nivel molecular la nivel
sistemic, cu scopul de a dezvolta produse biologice noi, materiale si dispozitive medicale
pentru diagnostic, prevenire si tratament, cum este si cazul dispozitivului rezultat din
aceasta lucrare.

Lucrarea prezinta rodul activitdtii de cercetare realizata de autoare. Dispozitivele
micro-electro-mecanice din cadrul lucrarii au fost realizate in cadrul Institutului
National de Cercetare - Dezvoltare pentru Microtehnologie — IMT Bucuresti, unde a
gasit in permanentd intelegere si sustinere. Multumiri deosebite se adreseaza
Conducerii si Colegilor din Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru
Microtehnologie — IMT Bucuresti (IMT), fara al caror sprijin nu as fi putut desfasura
cercetarile specifice si realiza dispozitivele cuprinse in aceasta lucrare.

Gandurile mele de profunda recunogtinta se indreapta catre domnul dr. fiz. Miron
Adrian DINESCU, director general IMT, si doamna dr. fiz. Raluca MULLER, care m-
au sustinut si incurajat sa imi dezvolt orizontul stiintific si sa realizez mereu mai mult.

Aceleasi ganduri de profunda recunostinta se cuvine sa adresez domnului dr. fiz.
Octavian BUIU, director stiintific IMT si seful Laboratorului L7, in cadrul caruia imi
desfasor activitatea, care m-a incurajat si m-a sustinut pe calea noilor realizari
stiintifice, finalizate prin brevetare.



Prefatd 7

Sincere multumiri colegilor de laborator (L7): dr. ing. Bogdan-Catalin SERBAN,
dr. ing. Octavian Narcis IONESCU, ing. Nicolae DUMBRAVESCU si celorlalti colegi
din IMT, care m-au sprijinit pe parcursul realizarii lucrarii: dr. fiz. Andrei AVRAM,
drd. Corneliu VOITINCU, dr. Bianca TINCU, dr. Tiberiu Alecu BURINARU, dr.
Eugen CHIRIAC, dr. Alina MATEIL, dr. Vasilica TUCUREANU, dr. Catalin
MARCULESCU, dr. Catalin PARVULESCU, fiz. Gabriel CRACIUN.

Multumesc colegilor care lucreaza in departamentele tehnologice, pentru tot
sprijinul tehnic si pentru toatd rabdarea.

Multumesc tuturor celor care prin interventii directe, sugestii si informatii m-au
ajutat pe parcursul realizarii lucrarii.

Si nu in ultimul rdnd, multumesc familiei mele pentru sprijinul moral si
profesional acordat in diverse etape ale elaborarii lucrarii, pentru intelegerea
acordata, multumesc parintilor mei, care m-au sustinut neconditionat, m-au indrumat
si m-au ajutat sd inteleg ce este important in viatd.

Un gand pios de recunostinta se indreapta catre tatal meu, prof. univ. dr. ing.
Niculae-lon MARINESCU, plecat mult prea devreme dintre noi, dar care mi-a fost
mereu aldturi si m-a indrumat cu dragoste, profesionalism si maximd competentd.
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1.

CONCEPTE TEORETICE PRIVIND SISTEMELE
MICRO-ELECTRO-MECANICE

Sistemele micro-electro-mecanice (MEMS) reprezintd dispozitive mici integrate
sau sisteme ce combind componente mecanice si electrice create prin utilizarea
proceselor microtehnologice. Aceste microsisteme sunt dispozitive de méarimea unui
cip (médrimile pot varia de la cativa micrometri la cativa milimetri) care au capacitatea
de a sesiza date, de a le prelucra si de a transmite informatii. Ele pot actiona la scard
micro sau chiar nano si pot genera efecte la scard macro [M4], [P10].

Acronimul pentru sistemele micro-electro-mecanice - MEMS (,,Micro Electro
Mechanical Systems”) a fost oficial adoptat in anul 1989 de catre Dr. Albert P. Pisano
in cadrul unei conferinte stiintifice. Acesta a folosit termenul MEMS pentru prima
datéd cu scopul de a descrie structurile rezonante fabricate ce puteau fi utilizate n
stabilizatoarele de frecvente. Termenii asociati cu MEMS variaza foarte mult, de la
»atomi MEMS”, "tehnologii microsystems" pana la "dispozitive de microprelucrare".
Tehnologia de realizare a MEMS a devenit omniprezentd si reprezintd acea
tehnologie dezvoltata din industria circuitelor integrate (CI) cu scopul de a crea
senzori si actuatori miniaturali [S16], [P5], [P10].

Nanotehnologia reprezinta tehnologia bazata pe posibilitatea de a realiza
structuri complexe, pana la specificatii la nivel atomic prin auto-asamblare sau
manipulare, folosind sinteza mecanica. Ea are scopul de a construi dispozitive
extrem de mici - spre exemplu roboti - cu proprietdti Imbunatatite sau diferite de
structurile de dimensiuni macroscopice [D1], [*3].

MEMS-urile fac parte din ramura Nanotehnologiei, ele realizdndu-se folosind
elemente de ordinul nano si micro. ,,Nanotehnologie” este un termen generic ce
reprezintd dezvoltdrile tehnologice la o scard foarte micd, nanometrici, ce lucreaza
cu atomi si molecule, care este denumiti nanoscald. In sens restrictiv reprezinti
stiinta materialelor ale caror proprietiti depind de dimensiuni [M6], [*1], [E1].
Nanotehnologiile gestioneazd materiale cu dimensiuni la scara nanometrilor, intre 1
si 100 nm. Nanoparticulele cuprinse in aceastd scard pot fi observate folosind
microscoape cu fascicule de electroni si de ioni, precum si microscoape de fortd
atomici. In Fig. 1.1 sunt prezentate exemple ce definesc aceasta scard. Proiectarea,
caracterizarea, producerea si aplicarea structurilor, dispozitivelor si sistemelor se
realizeazd prin controlul formei si mérimii la scard ,,nanometrica” [*2], [C3].
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Micro-prelucrarea defineste, In general, procesele care produc suprafete ale
caror dimensiuni sunt in intervalul de la 1 la 999 pm, conform Colegiul International
de Cercetare in Productica - CIRP [M28].

Fig. 1.1. Micro si Nano scala [adaptatd dupa *2]

Nevoia de nano-fabricare este determinatd atat de necesitatea unor dispozitive si
a unor structuri hibride cu proprietiti noi, cit si de tendinta de diminuare a
dimensiunilor modulelor constituente, a utilizarii eficiente a materialelor, precum si
a consumului mic de energie [Z2].

In ceea ce priveste metodele de nano-fabricare, au fost cercetate si aplicate
anumite tehnologii neconventionale, pentru realizarea cu succes a prelucrarilor in
domeniul micro si nano [C20].

Dintre principalele avantaje ale miniaturizérii, se mentioneaza: dimensiunile
reduse; imbundtdtirea preciziei si a fiabilitdtii; obtinerea de costuri reduse la
performantd crescutd; consum redus de energie si de materiale; cresterea selectivitatii
si a sensibilitdtii; gestionarea termicd Imbunatdtitd; invazivitate minimd; gama
dinamicd largd; exploatarea de noi efecte; dispozitivele odatd miniaturizate devin in
general portabile [M6], [M21].

Micro si nanostructurile au o gama larga de aplicatii in cele mai diverse domenii
(electric, mecanic, biologic, optic etc.). Aceste dispozitive de mici dimensiuni, ce
utilizeaza tehnologii de varf, se afld In aproape tot ce ne inconjoard. Primul sector
ocupat de dispozitivele MEMS este cel al industriei electronice, urmat de cea de-a
doua piatd majorad: sectorul auto. Cateva dintre aceste exemple cu utilizare din ce in
ce mai extinsd sunt [M20]:

= Electronici/Multimedia: cuptoare cu microunde, congelatoare, masini de
spalat, camere fotografice/video, televizoare, jocuri multimedia, sisteme de
securitate, tablete, sisteme de Incélzire autonoma etc.

= Calculatoare/Birotici: monitoare, imprimante, dispozitive FAX, tastaturi
PC, agende electronice, stick-uri USB, drivere, scanere etc.
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= Telecomunicatii, retele: telefoane mobile, sisteme de comutatic automate,
routere, radare, interfoane, componente ale retelelor cu fibra-optici etc.

= Autovehicule/Echipamente transport: control navigatie — GPS, geamuri
electrice, climatizare, afisaj bord, iluminare, airbag, blocare usi, reglare viteza,
navigatie marind, submarine etc.

= Tehnologie spatiala: satelifi, rachete teleghidate, explorare spatiala,
calculatoare de ghidare pentru rachete etc.

= Tehnici industrialdi de misurare si control: osciloscoape digitale cu
memorie, analizoare, multimetre, clesti ampermetrici, scopmetre etc.

= Tehnica medicald: monitorizarea semnalelor fiziologice, prelucrarea datelor,
diagnosticarea pacientilor, radiatii, implanturi, ultrasunete etc. [S2], [S3].

Biologia si medicina sunt doua dintre cele mai importante si extinse domenii de
cercetare a stiintelor vietii. Biomedicina reprezintd domeniul interdisciplinar bazat
pe transferul principiilor metodologice dintre cele doud domenii. Faptul ca domeniul
biomedical se afla in stransa legaturd cu standardul de viatd a condus la aprofundarea
aplicatiilor acestuia.

Ingineria biomedicala studiaza aparatura utilizatd in biologie si in medicina
pentru investigatii, terapie, sau monitorizare. Totodata, sunt studiate principiile si
tehnicile care stau la baza exploatérii acestei aparaturi [S4].

Ultimii doudzeci de ani au fost marcati de o crestere substantiald a complexitatii
echipamentelor si dispozitivelor utilizate in domeniul medical datorate evolutiei
tehnologiilor ,,micro” si ,,nano”, ce oferd sustinere in toate etapele specifice actului
medical: diagnostic, investigatii clinice, proceduri chirurgicale invazive si non-
invazive, monitorizare, tratamente, recuperare fizicd si neuromotorie [BI15].
Microtehnologia nu cunoaste limite, ea se afld intr-o continud crestere, fiind una
dintre tehnologiile cheie care sustine comportamentul pentru o viatd mai sdndtoasd
[E1].

Dispozitivele MEMS cu functii biologice integrate folosite pentru aplicatii
medicale poarti denumirea de bioMEMS-uri. In domeniul chirurgical, tehnologia
MEMS are potentialul de a imbunatiti nu numai functionalitatea dispozitivelor
existente, ci si de a adduga noi capacititi, care permit medicilor sa dezvolte noi
tehnici si sd efectueze proceduri complet noi [R2]. O cerere uimitoare de micro-
dispozitive autonome in domeniul medical creste nevoia de surse de energie
miniaturizate. Aplicatiile bioMEMS includ traductoare biomedicale, dispozitive
microfluidice, implanturi medicale, instrumente microchirurgicale si inginerie
tisulara.

Cu ajutorul tehnologiei moderne, omul foloseste aceste microsisteme 1n scopul
simplificérii propriei sale vieti. Cateva dintre exemplele folosite in acest scop sunt
redate in Fig. 1.2 [B14], [Z2].
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Fig. 1.2. Dispozitive MEMS folosite de om [B14]

MEMS-urile sunt implicate deja in evenimente marcante ale perioadei actuale,
precum: retelele 5G, vehiculele autonome si chiar criza pandemiei de COVID 19.
Conform raportului Departamentului de Dezvoltare Yole ,MEMS and sensors
revenue market in B$”, din anul 2015 pana in anul 2021 se poate remerca o crestere
considerabild a veniturilor rezultate din piata MEMS-urilor si a senzorilor (Fig. 1.3).

Fig. 1.3. Venituri ale pietet MEMS-urilor si senzorilor [*3]
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Acest progres tehnologic are un rol important in dezvoltarea tuturor
industriilor. Tehnologiile de mici dimensiuni sunt adoptate de catre aproape
toate domeniile si disciplinele.

1.1. CLASIFICAREA COMPONENTELOR
SISTEMELOR MICRO-ELECTRO-MECANICE

La modul general, MEMS sunt compuse din microstructuri mecanice,
microsenzori, microactuatori si componente microelectronice, folosind materiale cu
proprietati speciale (fero-, piezo- etc.) (Fig. 1.4).

Utilizand procesele microtehnologice specifice: jonctiune anodica, jonctiune
metalica, jonctiune activa cu plasma, lipire adeziva, lipire cu diferite materiale de
topire etc. se realizeaza integrarea acestor elemente pe acelasi substrat. De obicei,
substratul comun este reprezentat de o placheta de siliciu. Dupi ce structura MEMS
este sigilatd, sunt necesare conexiuni electrice pentru interconectarea structurii
incapsulate [P10], [M32], [Z7], [M37].

Fig. 1.4. Componentele MEMS

Un microsistem combini cel putin doud din urmétoarele domenii cu parametrii
fizici corespunzatori [M6], [M21]:
Mecanic - fortd, presiune, vitezd, acceleratie, pozitie etc.
Termic - temperaturd, caldurd, flux de calduri etc.
Chimic - concentratie, compozitie, viteza de reactie etc.

Radiatii - intensitate, faza, lungime de undi, polarizare, reflexie, indicele de
refractie, frecvente in domeniile ultraviolet, vizibil, infrarosu etc.
Magnetic - intensitatea campului, momentul magnetic, permeabilitate etc.

Electric - tensiune, curent, rezistentd, capacitate.

Cu ajutorul tehnologiilor utilizate in realizarea circuitelor integrate se obtin si
componentele electronice; utilizand tehnologiile de microfabricatie, care constau din
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succesiuni de mai multe operatii, cum ar fi: corodare, addugare de straturi, inlaturare
de straturi - ,,straturile de sacrificiu” etc. se obtin componentele micromecanice [CS5].

1.1.1. Microsenzori

Microsenzorii sunt dispozitive ce detecteazd schimbdrile dintr-un anumit
mediu, preiau informatia si prin mésurare mecanicd, termicd, magneticd, chimicd sau
informatie electromagneticd genereazi un semnal proportional cu mdrimea masuratd
(semnal electric).

Ei sunt clasificati in diferite variante: dupd natura semnalului, a materialului
selectiv sau dupd nivelul de semnal. Senzorii sunt folositi in primul rand pentru a
observa efectele temporare ale mediului. Acestia fac posibila obtinerea informatiilor
in timp real cu ajutorul simturilor, despre acele elemente care se pot palpa, mirosi,
vedea sau auzi. Senzorii pot inregistra si elemente nedectabile (nocive sau
folositoare) [S12]. Dintre cele mai importante exemple de senzori se mentioneaza:
senzori de temperaturd, umiditate, care masoara nivelul apei, fumului si gazului,
pentru tensiune si intensitatea curentului, miscare, flux de aer, senzori mecanici care
masoard forta, presiunea, efortul unitar, deplasarea, viteza sau acceleratia pe scala
atomicd, moleculard, subtire sau in vrac [S2], [M37].

1.1.2. Microactuatori

Un microactuator este un servomecanism microscopic care furnizeazd si
transmite o cantitate controlatd de energie pentru functionarea unui alt mecanism sau
sistem. Acesta realizeaza conversia unui semnal de naturd diferitd, spre exemplu
electric sau termic din mediul Inconjurdtor pentru a efectua anumite functii [S12],
[P10]. Microactuatorii au o gama largd de aplicatii: micropompe, microvalve
(utilizate in medicind), proteze mecanice, microgrippere (elemente de strangere,
folosite pentru micro-manipulare precum micropensetele, care sunt printre cele mai
utile inovatii folosite in microchirurgie MEMS) etc. [K2]. Astfel de exemple
semnificative sunt prezentate in Fig. 1.5 - 1.7.

Fig. 1.5. Micropensete a) imagine optica a Fig. 1.6. Micropompa cu Fig. 1.7. Selector de
micropensetei fabricatd din SU-8 si aur b) angrenaj rotativ [A11] inalta presiune [A10]
prinderea micro-elementelor [*4]



1. Concepte teoretice privind sistemele micro-electro-mecanice 19

Noii microactuatori largesc gama de aplicatii, intrucat au la baza alte principii
de functionare decat actuatorii clasici (microactuatori electrostatici, electro-
magnetici, piezoelectrici). Acesti noi actuatori se bazeaza pe actionari directe, fara a
mai utiliza transmisia mecanica [S12].

1.1.3. Microsisteme integrate

Circuitul integrat (CI) este acel dispozitiv electronic care este utilizat la
transformarea si prelucrarea semnalelor. El este realizat printr-un proces
tehnologic unic si reprezintd un tot unitar, care cuprinde elementele de circuit.
Acesta este incorporat intr-o incintd etansd. Pentru operatii in timp real,
majoritatea sistemelor electromecanice dinamice sunt interfatate cu circuite
electronice necesare, unitdti i subsisteme. Acestea au incorporat un aparat
matematic, circuite logice, registre si unitdti de memorie, convertor de la sistemul
analog la digital si convertor de la sistemul digital la analog, unitdti de conversie
paralel-serie si serie-paralel, amplificator, filtru etc. [C2], [S12]. Circuitele
integrate se clasificd in functie de:

a) modul de prelucrare a informatiei:

— Circuite integrate analogice: proceseaza diferite semnale — continue, cu
variatie continud in timp, cu variatie continua in frecventd; ele pot amplifica, modula,
sau demodula semnalele; pot fi realizate folosind componente discrete, precum
diode, condensatori, inductori si tranzistori;

— Circuite integrate digitale: proceseazd semnalele discontinue; pot realiza
calcule matematice;

— Circuite integrate de interfatd: proceseaza semnale analogice si numerice; ele
fac conexiunea dintre echipamentele analogice si digitale [C5].

b) tipul tehnologiei de realizare:

— Circuite integrate monolitice sunt acele cristale semiconductor - ,,cipuri”, care
contin in structura lor toate componentele schemei (diode, rezistoare, tranzistoare
etc.).

— Circuite integrate hibride - asemandtoare celor monolitice, dar acestea contin
si componente ce sunt dificil de fabricat cu tehnologia monolitica [B6].

Prin urmare, senzorii sunt integrati sistemic. MEMS-urile proceseazd
informatia primita de la senzori $i transmit un semnal microactuatorilor pentru
areactiona gi a crea niste schimbari mediului. Aceste valori vor fi calibrate, avand
scopul de a obtine informatii relevante. Astfel, senzorii integrati impreund cu
electronica de prelucrare a semnalului, formeaza un sistem [M37], [S12].
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1.2. SISTEME MICRO-ELECTRO-MECANICE
CU FUNCTII BIOLOGICE INTEGRATE

De-a lungul anilor, numeroasele aplicatii ale sistemelor micro-electro-mecanice
au dus la Tmpértirea MEMS-urilor in diverse categorii. Una din multiplele directii de
dezvoltare a MEMS-urilor este reprezentatd de bionanotehnologie si bioMEMS-uri.
Termenul "bioMEMS" este utilizat pentru a face referire la stiinta si tehnologia din
domeniile biologic si medical. Domeniul medical este cel pe care se va concentra
lucrarea in continuare.

Bionanotehnologia reprezinta stiinta multidisciplinara care utilizeaza procese
din nano/microfabricatie si aplica instrumentele specifice acestor procese, cu scopul
de a construi dispozitive in vederea studierii biosistemelor, biosenzorilor, a anumitor
tipuri de celule, a nanoparticulelor inspirate din biologie, a celulelor de combustie
microbiene, ridicarea profilului metabolismului, microbilor sau a tipurilor noi de
markeri [S12], [P10].

Tipurile de aplicatii biosenzoriale in care o combinatie eficientd de MEMS si
materiale de interfatd pot avea un impact global major, includ dispozitive de
diagnostic ce mésoard rapid semnaturile si modelele celulare, genetice si proteomice,
in comparatie cu analitii singuri [S2].

Prin biodispozitiv, se intelege un ansamblu de elemente active, reprezentate de
parti electrice, biologice, mecanice, optice (ex. traductoare, amplificatoare, de
caracterizare etc.) si a unor elemente de conectare cu mediul extern (ex. terminale,
microcanale, de alimentare cu biolichid). Biodispozitivul poate avea functii
complexe. Acesta poate fi realizat din componente diferite, fiecare indeplinind o
sarcind distincta. Atunci cand este construit doar pentru a detecta o anumitd substanti
poartd numele de biosenzor [A11], [S12].

Biosenzorul este un dispozitiv integrat autonom, sensibil la stimuli fizici sau
chimici, ce utilizeaza un element de recunoastere biologica (receptor biochimic),
capabil sd receptioneze substante (bioreactia) si sd transforme aceste informatii in
date ,,tehnice” standardizate. Astfel, se poate face cuantificarea din analog 1n digital.
Elementul de recunoastere biologica poate fi bazat pe o reactie chimica. Biosenzorii
au capacitatea de a fi calibrati In mod repetat. Acestia se delimiteaza de un sistem
bioanalitic, care necesitd etape suplimentare de procesare, cum ar fi adaugarea
reactivului [S12], [S17].

Biosenzorii si nanotehnologia s-au impulsionat reciproc in dezvoltare. La ora
actuald, cu ajutorul biosenzorilor, se pot realiza diagnosticari moleculare. Se
utilizeaza in mod curent imagistica moleculara si platformele de diagnostic [S12].

Biosenzorii pot fi clasificati in functie de specificitatea biologicé a acestora,
dupd mecanism sau alternativ, dupa modul de transductie fizico-chimica a
semnalului. Biosenzorii mai pot fi clasificati in functie de analizele sau reactiile pe
care le monitorizeazd. Clasificarea se poate face prin monitorizarea directd a
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concentratiei de analit (substanta care se analizeazd) sau prin reactiile care produc
sau consumd astfel de analit; Tn mod alternativ, poate fi obtinutd o monitorizare
indirectd a unui inhibitor sau a unui activator al elementului de recunoastere biologica
(receptor biochimic) [S12].

Istoria senzorilor chimici si biologici a inceput cand Dr. Clark a introdus
conceptul de biosenzor in 1962 prin inventia sa, numitd electrod de glucozi, fiind
considerat astfel "parintele biosenzorilor". De atunci, introducerea si dezvoltarea
multor tipuri de tehnologii de senzori au fost din ce Tn ce mai rapide [S2].

Leland C. Clark Jr. (4.12.1918 - 25.11.2005) este biochimistul devenit celebru
dupd inventarea electrodului Clark, un dispozitiv folosit pentru mésurarea oxigenului
in sange, apa si alte lichide. Cercetdrile sale stau la baza dezvoltérii primului
dispozitiv de tip senzor utilizat pentru a determina rapid cantitatea de glucoza din
sange. Pentru a calibra senzorul, Clark a addugat solutiei o enzimé glucozoxidazi
(GOD), dupd care a continuat dezvoltarea acestuia. Cu ajutorul senzorului, pacientii
pot sd 1si monitorizeze singuri nivelul de zahar din sange zilnic. Acest lucru permite
ca analizele de glucozi si fie cele mai testate. Electrodul Clark este un instrument
cheie atat in medicina cat si In monitorizarea mediului. Astdzi, determinarea nivelului
de glucozd din singe s-a transformat intr-o testare simpld a glicemiei (Fig. 1.8)
[M21], [W3].

Fig. 1.8. Sectiunea transversala a unei benzi comerciale pentru auto-testare a glucozei din sange
(pe baza biosenzorului de precizie fabricat de Abbott Inc.):
(A) sistem de electrozi; (B) strat hidrofob [W3].

In Tabelul 1.1 sunt prezentate unele dintre cele mai semnificative descoperiri
tehnologice din domeniul senzorilor chimici si biologici.
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Tabelul 1.1. Tipuri de senzori [S2]

Tipuri de senzori Inventator Anul
Electrodul pH din sticld Hughes 1922
Electrodul de oxigen Clark 1954
Electrodul de dioxid de carbon Stow si Randall 1954
Electrodul de glucoza Clark 1962
Senzorul potentiometric Guilbault 1969
Imunosenzorul Janata 1975
Optozii Lubbers 1975
Senzori de afinitate optici Schultz 1979
Tehnologii bazate pe cipuri Fodor 1991

Biosenzorii apartin categoriei generale a MEMS-urilor, dar sunt cel mai des
folositi si se dezvoltd In domeniul medical. Sunt folositi si la prelucrarea produselor
alimentare; detectarea bacteriilor, a virusilor si a toxinelor biologice pentru apérarea
biologica [S2]. Dintre aplicatiile curente ale chemosenzorilor si ale biosenzorilor, se
mentioneaza:

e Ingineria auto: sisteme de monitorizate, de alimentare cu combustibil si
pentru emisiile de gaze;

e Industria de apirare: aplicatii industriale, masuri de aparare impotriva
armelor biologice si armelor chimice;

e Industria aeronautici: aplicatii pentru monitorizarea calititii aerului in
aeronave;

e Industria agricola: detectia calitatii si compozitiei solului si plantelor;

e Industria chimica: aplicatii pentru monitorizarea emisiilor toxice, testarea
materialelor;

e Securitatea civila: detectia scurgerilor de gaze;

e Industria de mediu si protectia mediului: detectia poluantilor din aer, apa
si sol, controlul detergentilor;

e Industria medicala: echipamente folosite pentru diagnosticare, stabilirea
concentratiei de gaze utilizate in anestezie, terapie intensiva etc.

e Control vamal: detectia substantelor periculoase (droguri, explozivi,
radioactive);

e Industria alimentara: stabilirea compozitiei chimice, a nivelului de alterare,
verificarea fermentatiei etc.

In proiectarea si dezvoltarea unui microdispozitiv corespunzitor ce poate fi
folosit cu succes in domeniul medical, este necesar si existe un echilibru Intre factorii
tehnologici (senzori de masurare si electronici asociatd) si factorii umani (Fig. 1.9).
Factorii tehnologici sunt reprezentati de senzori ce colecteazd informatiile despre
parametrii fiziologici [B15]. Dacé se iau in considerare toti acesti factori, se pot
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dezvolta dispozitive ce asigurd sigurantd, eficacitate si usurintd in utilizare. Aceste
dispozitive care interactioneazd cu corpul uman pot fi impdrtite in doud categorii:
dispozitive atasabile si dispozitive implantabile (Fig. 1.10) [M24].

Fig. 1.9. Categoriile de factori la dezvoltarea Fig. 1.10. Microdispozitive si bioMEMS [M24]
microdispozitivelor [M24]

o Dispozitive atasabile

Acest tip de dispozitive nu sunt implantate chirurgical. Ele sunt aparate simple,
portabile, care colecteaza date relevante pentru sanatatea diversilor subiecti. Acestea
pot colecta date importante in ceea ce priveste sdndtatea, deoarece pielea oferd o
importanta cale pentru diagnostic si optiuni terapeutice pentru intregul corp [B1].
Dintre cele mai cunoscute bioMEMS-uri atagabile folosite in medicina modernd, se
mentioneaza aparatul auditiv, ortoprotezele si chiar dispozitivele pentru detectarea
glicemiei [M24].

o Dispozitive implantabile

Nanorobotii sunt cele mai cunoscute dispozitive din categoria dispozitivelor
implantabile, avand numeroase aplicatii In ceea ce priveste ingineria biomedicala si
sistemele fluidice [WS5]. Robotii microscopici pot patrunde insesizabil in corpul
uman si se pot deplasa in interiorul acestuia [S12]. Ei reprezintd componente mici,
foarte fiabile, care pot trece prin artere sau vene [B9]. Nanorobotii pot fi injectati in
organism cu ajutorul unei seringi standard cu ac hipodermic. Odata intrati in sistem,
acestia reactioneazd la impulsurile exercitate cu ajutorul unui camp magnetic si al
unei telecomenzi [*1], [S11].

Aceste mecanisme sunt folosite in medicind, deoarece pot efectua anumite
sarcini medicale imposibil de realizat in alte conditii. Aceste dispozitive pot fi
propulsate autonom, sau sub actiunea unei forte externe, catre tinta specificd. Prin
controlarea lor de la distantd sunt capabile sd se deplaseze prin corpul omenesc, sd
diagnosticheze afectiunile si sd le trateze [B3], [Z8]. O inventie asemanatoare consta
in aparatul de fotografiat ingerabil — PillCam. Aparatul realizeaza fotografii ale
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tractului gastrointestinal, care permit depistarea leziunilor si polipilor. Astfel, sunt
inlocuite investigatiile endoscopice [*5].

Investigatiile, monitorizarile sau chiar tratamentele de ultima ora sunt realizate
cu ajutorul unor aparate miniaturizate, inglobate in capsule care pot fi inghitite de
pacienti si care patrund in circulatia sangvina a acestora [M21], [Q1], [C7].

1.3. EFECTE ALE MEDIULUI INCONJURATOR
ASUPRA SISTEMELOR MICRO-ELECTRO-MECANICE

MEMS-urile prezintd atat oportunitati unice de piaté cat si provocari majore
in ceea ce priveste procesul de fabricatie. Dispozitivele de tip MEMS trebuie adesea
sd fie expuse mediului, dar totodatd au nevoie sd fie protejate de factorii de mediu,
cum ar fi: socuri mecanice, vibratii, acceleratie ridicata, particule, alti factori de
mediu (temperatura, umiditate). La dimensiunile mici ale structurilor MEMS, apar
atdt efecte fizice interne (ex. frecarea staticd, datoritd distantei foarte stranse a
elementelor micro), cat si efecte externe, precum temperatura, umiditatea si
contaminarea cu particule care pot deteriora dispozitivele sau pot afecta fiabilitatea
lor pe termen lung. Ca si in cazul dispozitivelor mecanice, coroziunea si uzura pot
afecta performantele dispozitivelor in timp. imbétranirea componentelor utilizate in
procesul de fabricatie poate provoca in cele din urmé disfunctionalitati ale acestor
dispozitive complexe [B7], [M21].

Una dintre etapele cele mai dificile din dezvoltarea dispozitivelor de tip
MEMS este cea prin care se verificda modul in care solicitarile mediului afecteaza
parametrii si de a compensa in continuare aceste efecte. De aceea, este recomandat
ca dupad fabricarea dispozitivului, acesta si fie supus unor teste fie mecanice, termice
sau o combinatie intre acestea [M25]. Un exemplu bine cunoscut este cel al oboselii
mecanice. Aceasta reprezintd degradarea progresivd a materialului gi apare in
structuri supuse unor oscilatii sau solicitari ciclice. Pentru a analiza rezistenta si
durata de viatd, se pot efectua teste de ciclare termicd sau vibratii [B5].

Ori de cate ori se dezvoltd un produs nou, acesta nu poate fi lansat pe piatd
fard a fi testat In conditii cat mai apropiate de cele reale. Aceste produse trebuie sa
ofere atat sigurantd, cat si calitate, cu alte cuvinte, respectarea cerintelor clientilor.



2.

MATERIALE FOLOSITE
PENTRU FABRICAREA SISTEMELOR
MICRO-ELECTRO-MECANICE

Proiectarea unui dispozitiv MEMS care sd atingd un anumit nivel de performanta
presupune alegerea materialelor in mod corect. Selectarea materialelor folosite in
fabricarea functionald a MEMS-urilor are loc dupa proprietitile acestora:
piezoelectricitate, electro- si magneto- strictiune, fero- si para- electricitate,
feroelasticitate, magnetorezistentd sau piroelectricitate. Pentru microfabricarea
dispozitivelor MEMS folosite in serviciile medicale se evalueaza biocompatibilitatea
si incompatibilitatea activitatii antimicrobiene a materialelor [S12].

Materialele utilizate in constructia microdispozitivelor sunt cercetate intens in
literatura de specialitate folosind abordari diferite. Se studiaza atat corelatia dintre
materiale si dispozitive, cat si importanta materialelor in tehnologia miniaturizata.
Din toate studiile efectuate, s-a constatat faptul cd doua dintre proprietitile care sunt
de mare interes in fabricarea MEMS-urilor sunt proprietatile mecano - elastice.
Celelalte proprietati, precum proprietdtile termice, electrice, chimice sau optice
depind mai mult de aplicatiile specifice pentru care este utilizat dispozitivul MEMS
[S12], [M24], [S14].

Doar cateva materiale Indeplinesc cele trei cerinte pentru utilizarea MEMS,; si
anume: proprietati mecanice si electrice adecvate, adaptabilitate la tehnologia de
fabricatie a semiconductorilor si proprietati care limiteaza dezvoltarea tensiunilor in
timpul micro-prelucrarii. Dintre aceste materiale fac parte: siliciul (Si) [A9],
diamantul, oxidul de siliciu (SiO»), aluminiul (Al), cuprul (Cu), nichelul (Ni), titanul
(Ti), fotorezistul denumit SU-8, poliamida, polimetacrilat de metil (“Polymethyl
methacrylate” - PMMA), florura de poliviniliden (“Polyvinylidene fluoride” - PVDF).

Materialele care se folosesc in fabricarea MEMS-urilor se impart in doua
categorii:

(a) materiale utilizate ca substrat;
(b) materiale utilizate pentru depunere.

Caracterizarea materialelor se realizeazd din perspectiva determinarii
proprietatilor structurale si a proprietatilor lor functionale. In conditii normale,
majoritatea materialelor se prezintd sub forma solidd (temperaturi si presiuni
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obignuite). Dupa distributia particulelor atomice, moleculare, sau ionice, se regisesc
trei stéri structurale. Acestea sunt: starea cristalind, starea amorfa si starea mezomorfa
[P9], [P10].

Procesul de fabricare generic, cu etapele principale, care cuprinde atat
materiale utilizate ca substrat cat si materiale folosite pentru depunere este
prezentat in Fig. 2.1.

Fig. 2.1. Etape de fabricatie pentru MEMS [*2]

Aceasta este o exemplificare simpld de realizare a MEMS-urilor cu un singur
material de depunere, dar in realitate, procesele de fabricare sunt mult mai complexe.

2.1. MATERIALE UTILIZATE CA SUBSTRAT

Un dispozitiv MEMS este construit din doua sau mai multe materiale si foarte
rar, dintr-un singur material. Cel mai important material utilizat ca substrat in
fabricarea MEMS-urilor este siliciul (Si) [P10]. Acesta face parte din categoria
metaloizilor si a fost prima data identificat de J. Berzelius Tn anul 1823, sub forma
unui cristal covalent. Siliciul prezintd o structurd de tip diamant si are retea
cristalind cubicd [A9]. Solidul cristalin prezintd domenii intinse de ordine sau o
configuratie (structurd de retea) care se repetd in aranjarea atomilor. Particulele
din reteaua cristalina sunt reprezentate in Fig. 2.2 [M6], [R5].
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Fig. 2.2. Reprezentarea simbolica a unui cristal [adaptata dupa A9]

Materialul de baza folosit In tehnologia sistemelor micro-electro-mecanice este
siliciul. Acesta este folosit la realizarea microsenzorilor incepand cu anul 1950. La
acel moment, s-au descoperit proprietatile sale speciale si anume: coeficienti
piezorezistivi mai ridicati decat cei ai traductoarelor tensometrice metalice, ceea ce
il face sa fie cel mai utilizat material in cadrul tehnologiilor de microsisteme [P10].

Tehnologia de obtinere a plachetelor de siliciu este o tehnologie foarte bine pusa
la punct, de la cristalizare, formare de lingouri si obtinere de plachete. In plus de
aceasta, proprietatile sale electrice si electronice il recomanda ca unul dintre cele mai
utilizate substraturi pentru dezvoltarea de dispozitive si circuite electronice. Siliciul
are proprietati electronice, termice si mecanice excelente si poate fi obtinut in
plachete (,,wafer””) de dimensiuni mari (diametre: 5-20 cm (8 inch)) pentru grosimi
cuprinse intre 250 - 500 um. In constructia MEMS-urilor, siliciul este utilizat in trei
forme: cristalin; amorf (a-Si) si policristalin. Duritatea unei componente mecanice
realizata pe siliciu depinde de orientarea cristalografica, de geometrie, de numarul si
de dimensiunea suprafetelor, a marginilor, de defectele de volum, de stresul indus si
acumulat in timpul proceselor de crestere si superfinisare. Forma amorfa a siliciului,
cu structurd neregulata, contine numeroase defecte. El se poate depune in straturi
subtiri de maximum 5 pm [13], [P9].

Acesta este recomandat ca substrat mecanic pentru unele caracteristici
importante: este unul dintre cele mai raspandite elemente de pe planetd, dupd oxigen;
are o calitate buna la un pret scazut; procesarea este bazata pe depunerea de straturi
subtiri, ce pot fi utilizate pentru construirea de structuri microprelucrate 3D
(membrane, punti, grinzi in console etc.); tehnicile fotolitografice permit realizarea
de structuri bine definite cu dimensiuni mici; prelucrarea siliciului se preteaza la
productii de masa, circuitele integrate si dispozitivele sunt procesate simultan in
numar foarte mare (ceea ce determina cresterea marjei de profit prin scaderea costului
de fabricatie); este larg raspandit in fabricarea circuitelor integrate; are proprietati
electrice usor de controlat; este obtinut in forma cristalind cu costuri scazute si
prezintd bune proprietiti mecanice. Siliciul poate fi utilizat pentru un mare numar de
componente. Puritatea foarte mare a siliciului si structura cristalind optimizeaza
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proprietatile mecanice. Este rezistent la actiunea acizilor, cu exceptia acidului
fluorhidric (HF). Contrar aparentelor, siliciul este un material fragil. El poate fi
prelucrat usor pentru realizarea cipurilor, dar este foarte sensibil la solicitari
mecanice [P10], [R5].

Oxidul de siliciu este folosit ca izolator, avand constanta dielectrica de 9,8.
Obtinerea unui strat subtire de oxid de siliciu pe siliciu se poate realiza prin diverse
metode: crestere din faza de vapori la temperaturi inalte, depunere prin intermediul
unor reactii din fazd gazoasda, prin oxidare electrochimica sau prin intermediul
reactiilor in plasma. In practica, cea mai folositia metoda este oxidarea termica [Z2].

Pentru realizarea MEMS-urilor, pe langa siliciu (Fig. 2.3) se pot utiliza si alte
materiale:

cuart;

sticla;

polimeri;

materiale ceramice;

metale.

Cuartul este utilizat In primul rand datorita proprietatilor sale piezoelectrice. El
este un mineral dur si se utilizeaza in general sub forma de cuart produs sintetic.\

Sticla si polimerii sunt frecvent utilizati ca materiale de substrat pentru
fabricarea dispozitivelor MEMS microfluidice — bioMEMS. Sticla este utilizata ca
substrat Intr-o gama largd de aplicatiit MEMS, precum: senzori de presiune, unitati
de masurare inertiale, analize ADN, senzori implantabili etc. Aceasta este preferata
ca substrat datoritd suprafetei sale de 1nalta calitate, In care nu apar deteriorari, iar In
cazul 1n care acestea apar, ele sunt minore, oferind astfel o performanta superioara
pentru lipirea anodica (tehnologia folositd pentru lipirea materialelor componente ale
dispozitivului) (Fig. 2.4) [*18].

Carbura de siliciu (,,silicon carbide” — SiC) (Fig. 2.5) este un material ceramic
avansat ce contine siliciu si carbon. Acesta este folosit, cu precadere, in realizarea de
dispozitive electronice de putere, permitidnd o functionare normala la temperaturi mai
ridicate, Tn acelasi timp cu o mai buna disipare a caldurii [Z5], [*23].

Fig. 2.3. Plachete de Si Fig. 2.4. Placheta de
[*23] sticla [*18]
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Fig. 2.5. Plachete de Fig. 2.6. Plachete de
SiC [*23] GaP [*23]

Galiul (Ga) a fost unul dintre primele metale utilizate pentru constructia
plachetelor folosite ca substrat. Alte materiale semiconductoare folosite sunt:
arseniura de galiu (,,gallium arsenide” - GaAs), fosfura de galiu (,,gallium phosphide”
- GaP) (Fig. 2.6), antimoniura de galiu (,,gallium antenomid” — GaSb) [*23], [P10].

2.2. MATERIALE UTILIZATE PENTRU DEPUNERI

Constructia MEMS-urilor include si depunerea substraturilor de materiale.
Aceste straturi subtiri se pot realiza din materiale organice, ceramice, metalice,
magnetice si compozite. Caracterizarea acestor materiale se poate face efectuand
diferite masuratori. Se efectueazd masuratori noncontact prin care se determina
constantele optice, grosimea si compozitia chimica [S12].

Materialele folosite ca substrat se depun pe plachetele utilizate in straturi
succesive, cu grosimi de ordinul nanometrilor pand la ordinul micrometrilor.
Materialele cele mai utilizate sunt:

e siliciul si materialele sale conexe;

e metale - cupru (Cu), aluminiu (Al), aur (Au), nichel (Ni), titan (Ti);

e compusi metalici - nitrura de titan (TiN), oxid de zinc (ZnO) sau aliaje titan-

nichel (TiNi);

e materiale ceramice — oxid de zirconiu, nitrura de siliciu, alumina;

e polimeri - polimetacrilat de metil (PMMA), polidimetilsiloxan (PDMS)

[R4], [P10].

Microdispozitivele pot fi fabricate din materiale durabile, dure, dar flexibile si
de asemenea, materiale usor de utilizat. Materialele pe baza de carbon sunt cele mai
noi materiale folosite in constructia MEMS-urilor.

Materialele carbonice sunt studiate intens datoritd proprietatilor lor termice,
optice, mecanice si electrice, prezinta rezistentd mecanica si conductivitate ultra-
ridicatd [B4], [S5], [K5], [M24], [M18], [M19] [S2]. Totodata, s-a constatat ca se pot
realiza combinatii de materiale pe bazid de carbon. Dintre aceste materiale, se
mentioneaza: grafena si derivatele sale, oxid de grafena - GO, oxid de grafena
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redus - rGO, puncte cuantice de grafena — GQDs, nanohornurile carbonice si
nanotuburile carbonice [M25].

Grafena este considerata blocul de baza al tuturor formelor grafitice. Aceasta
are un singur strat de atomi de carbon sub forma de fagure bidimensional [G1]. Este
cunoscuta ca fiind cel mai subtire material din univers dar si cel mai puternic material
masurat vreodata. Are o buna flexibilitate si ductilitate si totodata prezinté proprietati
optice, mecanice si electrice remarcabile care il fac versatil pentru diferite aplicatii
[G2], [M31], [S1], [S4]. Grafena este un material sensibil la variatia pH-ului, si astfel,
interactiunea sa cu corpul uman este foarte buna, fiind utilizata frecvent in fabricarea
dispozitivelor medicale [S16], [T1].

Grafena existd sub mai multe forme, cum ar fi ,graphene nanoribbon”,
,.hanosheets”, ,nanoplates” si grafena 3D [T2]. Aceasta a fost folositad ca strat
senzitiv pentru microfabricarea dispozitivelor din domeniul medical. Printre cele mai
semnificative dispozitive din ultimii ani, se pot enumera dispozitive ce pot detecta:
celulele bacteriene salmonela [S9], norovirusul [CS8], cancerul [W8], [A3], [K3],
anumite pesticide ce pot afecta sistemul nervos [I5] si multe altele.

Nanohornurile carbonice (“carbon nanohorns” - CNH) apartin familiei de
alotropi de carbon. Acestea au o structura tubulard cu diametrul de 2-5 nm si
lungimea de 40-50 nm [P8]. CNH-urile pot fi oxidate in aer [F1] prin tratare cu apa
oxigenatd [Z3] sau cu acizi [Y2]. Acest tip de materiale sunt de naturd hidrofila si
sunt usor dispersabile in apd si solventi organici, precum etanolul, alcoolul
izopropilic etc. Datoritd acestui fapt, functionalizarea lor chimica este imperativa
[M24].

Nanotuburile de carbon (“carbon nanotubes” - CNT) fac parte din familia
fulerenelor, ce au forma unor molecule cilindrice care constau in foi laminate de
atomi de carbon cu un singur strat (grafen). Printre proprietatile acestora se enumera:
greutate redusa, rezistenta inaltd si conductivitate maritad. CNT-urile detin proprietati
unice in ceea ce priveste proprietatile electrice si termice [K1]. Totodata, sunt foarte
stabile, netoxice pe cale orald, nonimunogene si relativ inerte [S7], [M24].

Datorita caracteristicilor lor unice, cum ar fi faptul ca sunt foarte usoare, dar
foarte puternice (rezistentd mecanicd), prezinta conductivitate electrica ridicata sau
faptul ca pot fi usor modificate chimic, nanostructurile pe bazad de carbon pot fi
considerate materialele cu un potential uriag privind tehnologiile de noud generatie
[M13].

Dintre materialele studiate in literatura de specialitate, fac parte oxidul de zinc
(ZnO) [C16], [A1], dioxidul de titan (TiO2) [C1], [R1], [16], [A2] si polimerii [B2],
[L2]. S-a constatat faptul ca toate aceste materiale au proprietati remarcabile, iar
combinarea lor cu materiale carbonice le face sa fie folosite cu succes ca materiale
pentru depunere in constructia MEMS-urilor.



3.

TEHNOLOGII DE FABRICARE A SISTEMELOR
MICRO-ELECTRO-MECANICE

Obtinerea si prelucrarea micro si nanostructurilor nu se poate realiza fara
tehnologii specifice neconventionale: tehnologia de prelucrare cu laser (Laser Beam
Machining - LBM), tehnologia de prelucrare cu plasma (Plasma Machining - PM),
tehnologia de prelucrare cu ultrasunete (Ultrasonic Machining - USM), tehnologia
de prelucrare cu fascicule de electroni (Electron Beam Machining - EBM) si ioni (Ion
Beam Machining - IBM) etc. Extinderea acestor tipuri de tehnologii avansate se
constituie Intr-un raspuns dat principalelor tendinte ale pietei, corelat cu interesele n
obtinerea rentabilitatii, stabilitatii si dezvoltarii. Importanta crescutd a acestor
tehnologii de prelucrare este datd de performanta lor tot mai ridicatd si de
caracteristicile superioare care le definesc.

Modelarea geometriei este un pas esential in procesul de fabricare a
dispozitivelor pentru microelectronica si MEMS.

Procesul de transfer al unei imagini/unui model geometric de pe sablon (masca
fizica sau virtuald) pe placheta (de obicei, se foloseste o placheta din siliciu) poarta
numele de litografie.

Atunci cand acest transfer al imaginii se realizeaza cu ajutorul luminii, procesul
este numit proces fotolitografic. Acest proces poarta si denumirea de fotolitografie.
Fotolitografia este cea mai folosita forma a litografiei. Daca in trecut, era o tehnica
specificd atribuita exclusiv microelectronicii, la ora actuala a devenit o tehnica
folosita atat in microprelucrarea sistemelor micro-electro-mecanice (MEMS), cat si
a sistemelor microfluidice.

3.1. FOTOLITOGRAFIA

3.1.1. Consideratii generale

Fotolitografia este procesul ce reprezintda primul pas in realizarea
microfabricarii, pregatind zona de depunere a materialelor. Fotolitografia permite
protejarea anumitor zone de pe care nu se doreste indepartarea materialului sau
protejarea unor zone de pe care materialul a fost indepartat deja. Fotolitografia se
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realizeaza pe baza reactiilor fotochimice care au loc in amestecuri de substante organice.
Aceste substante se activeaza sub actiunea radiatiei. Substantele organice folosite sunt
polimeri fotosensibili numiti fotorezisti (,,photoresist” sau ,.resist”) si permit erodarea
materialului situat 1n afara zonei de protectie [M2], [M20]. Fotorezistii se gasesc in stare
lichida sau solida si pot fi depusi prin: imersie, pulverizare sau picurare [M5]. Acestia
sunt sensibili la lumina ultravioletd, dar nu si la lumina obisnuita. Este indicat sa se evite
atat lumina fluorescenta puternica cat si lumina solara.

Fotorezistul are trei componente:

—rasina, care asigura stabilitatea structurala si rezistenta la gravare;

— partea fotosenzitiva (numita si partea fotoactiva);

— solventul, care transforma fotorezistul din forma solida in forma lichida.

Protejarea zonelor se realizeaza cu ajutorul mastilor. Mastile reprezinta suporti
fizici (sabloane/fotosabloane) pe care se obtine modelul ce urmeaza a fi transferat pe
substrat. Constructia si materialul din care se realizeaza sabloanele se aleg in functie
de proprietatile/caracteristicile radiatiei care este utilizata pentru transfer. Fotomastile
se realizeaza din sticld speciala sub forma unei placi plane, pe care se deseneaza
modelul dorit cu crom sau gelatina. O masca foarte frecvent utilizata este cea de Cr/
Au, unde stratul de Cr este utilizat pentru a imbunatati aderenta aurului la sticld. Mastile
pot fi pozitive sau negative. Pe mastile pozitive, desenele sunt realizate prin zone opace
la radiatie, pe fond transparent. La mastile negative, reprezentarea formelor se face prin
zone transparente pe fond opac [A11], [M5], [M20], [M11].

3.1.2. Fenomene specifice si factorii de performanta
ai fotolitografiei

Etapele procesului de fotolitografie sunt prezentate in Fig. 3.1. Pentru aceste trei
etape cei mai importanti factori de care trebuie sa se tina cont sunt [V1]:

— alegerea numarului de rotatii si a vitezei pentru echipamentul de etalare a
fotorezistului, denumit ,,spinner”;

— timpul de expunere;

— timpul necesar developarii.

In timpul etalarii fotorezistului pot aparea diverse probleme:

— dacd se aplica prea putin fotorezist, pot sd ramana zone neacoperite;

— daca turatia miscarii de rotatie este prea mare sau timpul este prea lung, atunci
filmul poate fi prea subtire;

— daca turatia este prea mica sau timpul selectat este prea scurt, atunci filmul
poate poate avea grosime prea mare [M20].

Fig. 3.1. Etapele procesului de fotolitografie



3. Tehnologii de fabricare a sistemelor micro-electro-mecanice 33

Aceasta substantd fotosensibild (fotorezistul), care acopera suprafetele ce
urmeaza a fi prelucrate, poate fi pozitivd sau negativa, in functie de felul in care
raspunde radiatiilor. Scopul unui fotorezist este dat chiar de numele sau: el trebuie sa
fie sensibil la lumina, astfel incat modelele sa poatd fi formate cu ajutorul lui si
trebuie sa aiba rezistenta buna la gravarea ulterioara (umeda sau uscatd) sau la alte
etape, iar modelul sa poata fi transferat in substratul dorit. De asemenea, acesta
trebuie sd aiba rezolutie bund, procesare usoard, puritate ridicata, duratd lunga de
depozitare, utilizare minima a solventului si cost redus [M2], [M4].

Fotorezistul expus la lumina potrivita se poate developa mai usor sau mai greu
in functie de natura lui (pozitiv sau negativ). Dupa ce a fost expus la radiatii, acesta
devine solubil in developant.

Fotorezistii pozitivi pastreaza configuratia sablonului, lasand pe substrat
modelul existent pe masc. in schimb, atunci cand un fotorezist negativ este expus la
radiatii, devine mai putin solubil pentru developant, ldsadnd astfel un model invers
celui de pe masca (Fig. 3.2).

Fig. 3.2. Straturile fotorezistului [adaptata dupa MS5]

Timpul precis de expunere este foarte important. Dacd se expune prea pufin,
fotorezistul nu se va developa si vor raimane urme de fotorezist dupa developare. Pot
exista probleme si daca timpul de expunere este prea mare, cand difractia si ,,rezolutia
de focalizare” pot face ca zonele protejate sa fie expuse. Aceste efecte sunt prezente
in general, dar la expunerile scurte, efectul este foarte mic [T3].

Rezolutia, dimensiunea minima caracteristica ce poate fi transferata, acuratetea
alinierii mastilor sau numarul de elemente ce pot fi transferate intr-un anumit interval
de timp sunt cateva dintre elementele cheie ale fotolitografiei.
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e Tehnologia LIGA

Tehnologia LIGA presupune construirea structurii in fotorezist dupd care se
galvanizeaza cu argint sau nichel. Termenul LIGA provine din limba germana de la
,Litrographie Galvanoformung und Abformung (Litografie prin galvanizare si
mulare)”. Procesul foloseste litografia cu raze X cu sursa de radiatii, sincrotronul
[P10]. LIGA este o metodda importanta de litografie si replicare pentru
microstructurile cu raport de aspect ridicat (raport dintre adancime pe dimensiune
transversali). In tehnica LIGA, este folositi o sursid cu raze X pentru expunere.
Procesul implica un strat gros de rezistentd (de la micrometri la centimetri), fiind
obtinuti pereti cu rezistenta ridicata, rigizi si netezi [MS5].

Procesul LIGA este reprezentat in
Fig. 3.3. Acest proces incepe cu depunerea
unui strat de polimetil metacrilat (PMMA) (1).

Acesta este acoperit cu o fotomasca, dupa care
este expus la o sursa de raze X de energie mare
(2). Masca permite partilor de PMMA sa fie
expuse la raze X, componentele fiind
protejate. PMMA este pus intr-un developant
pentru a inlatura ariile expuse (3). Apoi, se
realizeazd placarea cu ajutorul PMMA -

depunerea metalului (acoperirea)
electrochimici 1n incinta creatd prin
developare (4). Odatd inldturatd matrita de Fig. 3.3. Procesul LIGA [M5], [P10]

PMMA, rezulta elemente  mecanice
microscopice foarte precise (5).

Prin aplicarea tehnicilor de galvanizare, se pot crea piese mici, cu o rezolutie buna
si se pot crea microstructuri foarte bine definite pana la 1000 um indltime [P10].

3.1.3. Aplicatii specifice privind tehnica fotolitografiei

Doar in momentul in care fotorezistul este
complet uscat se poate trece la pozitionarea
fotosablonului (a mastii), alinierea si expunerea cu
ajutorul razelor ultraviolete. Materialul fotosensibil 1si
modifica rezistenta chimica fata de solutia de developat
dupa ce acesta este expus unei radiatii [J1].

Pentru a se realiza transpunerea cu ajutorul
luminii ultraviolete (UV), se foloseste un aparat de
expunere la ultraviolete in vid, in care se fixeaza masca.
Sub masca se asaza placheta care este aliniata (Fig. 3.4) Fig. 3.4. Fixarca mistii [M5]
cu ajutorul semnelor de aliniere. Apoi se seteaza timpul
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si modul de expunere (cu masca pozitionatd la o anumitd distantd sau lipitd).
Expunerea la lumina ultravioletd modifica legaturile chimice ale rdsinii in zona In
care a fost expusa. Cliseul se transpune pe piesa corect si precis daca este utilizata
energia optimd de expunere care se determind, in general, pe cale experimentala.

Operatia de expunere realizeaza polimerizarea partiala a substantei fotosensibile,
depinzand de compozitia ei chimica si se face la o anumita temperatura (de obicei 25
°C) cu ajutorul lampilor fluorescente, lampi cu arc electric, laser etc. Timpul de
expunere depinde de grosimea stratului fotosensibil, distanta sursa-cliseu si energia
incidenta optima. Expunerea se poate face fie prin contact, fie de la distanta prin
proximitate, dar pe baza aceluiasi principiu. Cea mai fidela definire a desenului este
realizati cu expunerea prin contact. Insa, acest tip de expunere duce la deteriorarea
mastii in timp, dupa fiecare operatie, datoritd frecarii cu placheta. Din cauza acestui
aspect, in majoritatea cazurilor se realizeaza expuneri fara contact [M11], [M13].

Dupa expunere, fotorezistul trebuie developat intr-o solutie-developant
specificd, iar apoi se realizeaza un tratament termic plachetei. Operatia de developare
conduce la formarea imaginii de transfer in stratul fotosensibil prin indepartarea
portiunilor care au fost expuse. Toate aceste etape ale procesului de fotolitografie
sunt prezentate in Fig. 3.5 [M3], [M5], [T3].

Fig. 3.5. Etapele procesului de fotolitografie [M3]

Developarea reprezintd procesul prin care se inlaturd partile expuse sau
neexpuse ale fotorezistului pozitiv, respectiv negativ. Acest lucru se face cu ajutorul
unei solutii alcaline potrivita tipului de fotorezist folosit. Timpul de developare este
un parametru critic. Se folosesc developanti precum: acetona, tricloroetilena,
acetilena, xylina, esteri etc. Acestia permit ca apa sd patrunda si sa favorizeze
desprinderea de pe suport a stratului fotosensibil care nu a fost polimerizat. Dupa
developare se poate realiza corodarea chimica [M5], [T3].
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3.1.4. Instalatii si echipamente pentru procesul de fotolitografie

e Depunerea fotorezistului

In ceea ce priveste depunerea fotorezistului, sunt cunoscute trei metode de
depunere a acestuia, fie el pozitiv sau negativ:

A. Depunerea prin centrifugare (spin-coating) reprezintd procedeul cel mai
frecvent utilizat, in care grosimea stratului care se doreste a fi obtinut este invers
proportionald cu viteza unghiulara a centrifugarii. Placheta se fixeaza cu ajutorul unei
pompe de vid pe suportul ales in functie de dimensiunile plachetei (Fig. 3.6). Este selectat
fotorezistul, care este turnat cu ajutorul unui dozator. in functie de fotorezist si de
grosimea stratului ce se doreste a fi depus, se alege numarul de rotatii specific pentru a
incepe centrifugarea. Combinatia dintre viteza de centrifugare si timpul selectat pentru
aceasta etapa va defini grosimea finala a filmului [MS5]. Dupa ce este aplicat pe substrat,
filmul de fotorezist trebuie sa aiba o grosime constanta si sa fie chimic izotrop astfel incat
reactia sa la expunere si la developare sa fie uniformd. Uniformizarea stratului se face
prin centrifugare la turatii ridicate (8000 - 12000 rot/min). Pentru evaporarea completa a
solventului din rasind, se efectueazda un tratament termic al plachetei. Dupa aceasta
operatie, rasina va ramane sub forma solidd, durda [M6]. Etalarea fotorezistului prin
metoda ,,spin-coating” este prezentata in Fig. 3.7.

Fig. 3.6. Diferite marimi ale suportului [*6] Fig. 3.7. Etalarea fotorezistului [M5]

La momentul actual, pe piatd existd numeroase echipamente de depunere prin
centrifugare. Aceste instalatii sunt compacte si prezintd caracteristici avansate.
Viteza maxima de rotatie, precum si dimensiunile substraturilor variaza la fiecare
echipament in parte. Cateva exemple de instalatii de depunere a fotorezistului prin
centrifugare (spin-coating), produse de firma Laurell Technologies Corporation,
sunt prezentate in Figurile 3.8 - 3.10.
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Fig. 3.8. Echipament Laurell Fig. 3.9. Echipament Laurell ~ Fig. 3.10. Echipament Laurell
WS-650-15B [*6] WS-650-23NPP [*6] H6-15 [*6]

Camera de vid a acestor echipamente este realizata din otel inoxidabil, rezistent
la corodarea in timp. Timpul de acceleratie, viteza de rotatie si timpul de expunere
pot fi controlate si ajustate in mod continuu.

B. Depunerea prin pulverizare (spray coating) este o metoda folosita cel mai des
atunci cand aplicatiile necesita filme de fotorezist mai groase. Un prim dezavantaj il
reprezintd controlul mai putin precis asupra grosimii. Un alt dezavantaj al acestui tip de
pulverizare apare la acoperirea suprafetelor in dreptul marginilor plachetelor. in cazul
metodei de depunere prin pulverizare, substraturile ce se doresc a fi acoperite trec pe sub
un spray ce contine fotorezist lichid. In timpul acoperirii prin pulverizare, placheta poate
fi rotitd Incet, in timp ce bratul pivotant al unitatii de acoperire prin pulverizare este
deplasat peste plachetd. Stratul de fotorezist se formeaza prin reunirea picaturilor ce sunt
pulverizate pe suprafata substratului [M5].

Existd numeroase instalatii de depunere a fotorezistului prin pulverizare, toate
avand acelasi sistem de operare. Sistemul de pulverizare include o duza de
pulverizare cu ultrasunete care genereaza o distributie a picaturilor in domeniul
micrometric. Fotorezistul este impins dintr-un rezervor sub presiune printr-o
conducta de alimentare la capul de pulverizare. Capul de pulverizare are o deschidere
definitd unde se formeazad ceatd de pulverizare. Pentru a evita supraaglomerarea
nedorita, pistolul de pulverizare trebuie tinut aproape de substrat (Fig. 3.11) [M5].
Existd mai multi parametri reglabili pentru sistemul de acoperire prin pulverizare,
printre care: volumul fotorezistului distribuit; viteza de scanare a atomizorului; viteza
de rotire a vasului; distanta de la duza de pulverizare la substrat si presiunea de
pulverizare. Cu ajutorul parametrilor corespunzatori, se asigura uniformitate si un
consum redus de materiale [*6].

Fig. 3.11. Pulverizarea Fig. 3.12. Echipament spinner Fig. 3.13. Echipament
fotorezistului [M5] EVG 101[*7] Laurell EDC-650-15B [*6]
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Exemple de astfel de instalatii pentru depunerea fotorezistului prin pulverizare,
comercializate de catre firmele DirectIndustry si Laurell, se gasesc in Fig. 3.12 si in
Fig. 3.13.

C. Laminarea / Roluirea se poate face fie pe o singura parte, fie pe ambele parti.
Acoperirea prin laminare duce la o aderentd excelenta pe majoritatea substraturilor, are
o vitezd mare de proces, o manipulare simpla, fard formare de granule de margine,
energie de expunere scdzutd, cost redus si procesare scurtd. Filmul solid uscat de
fotorezist (1) este plasat intre o foaie de eliberare a polietilenei (2) si o baza de poliester
(3), dupa cum se poate observa in Fig. 3.14. Filmul de fotorezist este aplicat prin
indepartarea foii de polietilend inainte de laminarea fotorezistului pe substrat. Foaia de
acoperire din partea superioard a poliesterului rdmane pe partea superioard a
polimerului fotografic pana mai tarziu In acest proces. Aceasta protejeaza Tmpotriva
zgarieturilor, contaminantilor si impiedicd atingerea instrumentului de expunere si,
eventual, lipirea acestuia de fotorezist [M5].

Fig. 3.14. Folia folosita pentru roluire ~ Fig. 3.15. Echipament HRL Fig. 3.16. Echipament
[M5] 4200, 5200, 6200 [*7] PCB Laminator ZH700
[*7]

Exemple ale unor instalatii de depunere a fotorezistului prin roluire comercializate
de catre firma DirectIndustry sunt prezentate in Fig. 3.15 si in Fig. 3.16.

e Alinierea si expunerea

Odata incheiat procesul de depunere a fotorezistului pe placheta, urmeaza
procesul de aliniere si expunere. Folosind acelasi echipament, se aliniazd masca si
placheta, iar apoi se realizeaza expunerea. Astfel se va realiza transpunerea imaginii
de pe masca pe placheta. In Figurile 3.17 — 3.18, se prezintd modele de echipamente
speciale folosite pentru aliniere si expunere, produse de catre firma OAL.

Folosind aceste echipamente, procesul de transpunere a imaginii de pe masca pe
placheta dureaza doar cateva secunde.

e Developarea
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Developarea este procesul ce are loc dupa aliniere si expunere. Prin utilizarea
acestui proces, se inlatura componentele acide ale fotorezistului. Acest lucru se face
cu ajutorul unei solutii alcaline optimizatd compozitional pentru fotorezistul folosit
[M5].

Fig. 3.17. Echipament OAI Model 800E [*8] Fig. 3.18. Echipament OAI Model 6000 [*8]

3.2. TEHNOLOGII DE MICROPRELUCRARE CHIMICE

3.2.1. Consideratii generale

Indepartarea chimica a materialului (corodarea) este cel mai folosit procedeu de
prelucrare in fabricarea MEMS-urilor. Stabilitatea fotorezistului la agenti chimici
depinde atat de compozitia chimicad, de grosimea stratului cat si de uniformitatea
acestuia [K4]. Prelucrarea prin corodare chimica poate fi definitd ca o prelevare
controlatd a materialelor, in urma interactiunii acestora cu mediul ambiant [M11].

In cadrul prelucrarii dispozitivelor MEMS, atacul chimic are loc prin ferestrele
realizate in fotorezist, restul suprafetelor care nu sunt prelucrate fiind acoperite de
fotorezistul ce nu a fost developat. Este important ca fotorezistul polimerizat sa fie
hidrofob, astfel Incat sa nu permita solutiilor de corodare sé ajunga la substrat [P10].

Se disting trei tipuri de corodare a metalelor, dupa mecanismul de desfasurare:

1.) Corodare chimica - guverneaza reactiile chimice eterogene, nu genereaza
curent electric si se supune legilor cineticii chimice.

2.) Corodare electrochimica - se supune legilor cineticii electrochimice.

3.) Corodare biochimica - cauzatd de activitatea unor microorganisme, care
folosesc metalul ca mediu de culturd, sau elimina produsi care ataca metalul respectiv
[M11], [P10].
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Exista doua tipuri de corodare chimica: umeda si uscata. Piesele/plachetele se
introduc intr-o baie in care se afla agentul coroziv sau acesta poate fi depus pe
suprafata piesei prin pulverizare [G3].

Corodarea uscata (in plasma) permite sd poatd fi executate Indepartari de
material anizotrope (adanci si abrupte).

Corodarea umeda este cea mai simpld formad de corodare, folosind diverse
solutii, in functie de compozitia chimica si de temperatura la care trebuie efectuat
acest atac chimic, care poate ajunge la o viteza de corodare de circa 30 - 35 pm/min
sau poate chiar mai mult [M11], [M3]. in Fig. 3.19, se prezinti o comparatie intre
corodarea izotropa si cea anizotropa:

— corodarea anizotropa: viteza de corodare depinde de orientarea cristalografica
a plachetei;

— corodarea izotropa: se asigurd o viteza de corodare constantd, indiferent de
orientare.

Fig. 3.19. Comparatia dintre corodarea izotropa si cea anizotropa [K4]

CICICIC

(1) tipn (1L PP (100)tipn  (100) tip p
Fig. 3.20. Cele patru tipuri de orientare cristalina a Si [K4]

Corodarea anizotropa este cel mai utilizat proces in definirea structurilor
MEMS. Viteza de corodare depinde de directiile cristalografice ale monocristalului
semiconductor (Fig. 3.20). In principiu, viteza de corodare a Si <100> este mai mare
decat cea a Si <111>[M37].

3.2.2. Fenomene specifice si factorii de performanta
ai prelucrarii prin corodare chimica

Tehnologia de prelucrare prin corodare se poate realiza in doud variante:
1. pe intreaga suprafata si pe diferite adancimi sau
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2. prin coroziune selectiva, la care se selecteaza doar zonele ce vor fi prelucrate,
restul suprafetelor fiind protejate cu diferite substante rezistente la atacul chimic.

Procesul de coroziune depinde de pH, de compozitia solutiei, de factorii care
determina felul produsilor rezultati etc. Viteza de corodare se poate exprima prin
raportarea pierderii de masa la unitatea de suprafata si la timp sau prin densitatea
curentului de coroziune electrochimica. Mediile corozive pot fi: gazele,
neelectrolitii, electrolitii si solul, care atacd pe suprafete locale sau pe toate
suprafetele.

Precizia tehnologiei de microprelucrare prin corodare chimica poate fi
apreciata dupa trei criterii:

1. toleranta dimensiunilor;

2. sub/supracorodarea chimica laterald;

3. rezolutia si acuratetea marginilor.

in procesul de prelucrare, parametrii tehnologici conduc la aparita unor
abateri de forma si dimensiuni. Acestia sunt legati de compozitia chimica a piesei,
conditiile de pastrare a pieselor Intre operatii, impurificarea baii de atac etc.

Operatia de corodare chimicd se produce perpendicular pe suprafata care
trebuie prelucratd, dar totodata are loc si o corodare laterald, care influenteaza
direct precizia de prelucrare, depinzand de timpul de atac.Curba de precizie (Fig.
3.21) evolueaza in functie de timpul de atac chimic (t.), de la abaterea superioara
(As), la cea inferioara (A;), piesa ramanand in limitele cdmpului de toleranta (T)
[M11].

Fig. 3.21. Curba de precizie [M11]
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Corodarea poate provoca defecte ascunse, precum distrugerea structurilor sau
pierderile de materiale. Din aceasta cauza, procesul de corodare trebuie monitorizat

riguros.

3.2.3. Aplicatii specifice privind corodarea

Corodarea electrochimica are la bazd doua reactii partiale: una de oxidare
si una de reducere. Aceste reactii se desfasoara in paralel si simultan. Solutiile
folosite pentru corodare sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Solutii de atac chimic [M11]

Materialul piesei
Solutii de atac = =
=1 = = 2
= 2 = ) =
HEIER I A
z|8l3|® |25l a|z5| 2 AT
2\ E|Z 5|52 E| 25 5|8 B2 258
w [ Dl g mEe || U Ffe| M| N || 1" =
Clorura ferica - X X X X |- X |- X
Acid sulfuric X |- - - - - - - -
Acid clorhidric - - - X | X X I X |- by
Acid azotic - X - X |- X |- - -
Acid clorhidric + acid | - - - - - - - = = X
azotic
Acid fluorhidric - - - - - - - - - X |-
Acid fluorhidric + X [ X |- - - - - - - - X |-
acid azotic
Acid cromic - - - - X - - - - - -
Acid cromic + sulfuric | - - - - e - . - - - _
Clorura cuprici - - - - X - - ¥ |- - R

In fabricarea microstructurilor sunt folosite diferite tipuri de substante
anizotrope, precum: hidroxid de potasiu (KOH), hidroxid de tetrametilamoniu
(TMAH), apa etilendiamind pirocatechol (EDP sau EPW), hidrazind (N2H4),
hidroxid de amoniu (NH4OH), hidroxid de cesiu (CsOH) etc. [P1].

Doua astfel de solutii care se utilizeazd pentru corodarea anizotropa a siliciului

sunt prezentate in Tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Corodanti anizotropi ai siliciului [M37]

Substrat corodat Solutie de corodare Conditii de lucru | Viteza de corodare
Si (100) dopat cu B | 17ml etilendiamina -3g 110°C 0,25 - 0,1 pum/min
pirocatechol -8 ml H2O
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Si policristalin 250g KOH -800ml H20 -
200ml alcool izopropilic,
1HF-50HNO; -80CH3COOH

0,5 pm/min

Produsii de corodare pot fi foarte periculosi. Ei pot ataca incinta echipamentelor.
Din acest motiv, pentru fiecare proces nou de corodare se decontamineaza echipamentul
folosit. Procesul de corodare trebuie controlat pentru prevenirea poluérii mediului.

3.3. TEHNOLOGII DE PRELUCRARE CU LASER

3.3.1. Consideratii generale

Laserii sunt surse de radiatii electromagnetice care emit in domeniile ultraviolet,

vizibil si infrarosu ale spectrului electromagnetic.
Procedeul de ,,Amplificare a luminii prin stimularea emisiei de radiatii” (Light

Amplification by Stimulation Emition of Radiation (LASER)) are aplicabilitate in

foarte multe domenii [G3].

Dintre proprietatile fasciculelor laser se enumerd: monocromaticitate - un

spectru de lungimi de unda foarte ingust in general; directionalitate - proprietatea de
propagare pe distante lungi cu divergenta infima, deci, posibilitatea de a se focaliza
pe o arie extrem de mica; intensitate — putere foarte mare a laserilor care pot realiza

taierea unei game extrem de largi de materiale si coerenta - fotonii stimulati oscileaza

in faza cu aceia emisi spontan - emiterea unor radiatii cu aceeasi frecventa [G4].

In anul 1913 Albert Einstein a emis teoria
structurii atomului de hidrogen, iar in 1917 a
introdus conceptul privind emisia stimulatd a
luminii. In 1960, Theodore Maiman a realizat
primul laser cu rubin i1n laboratoarele Bell
Telephone. in Roménia, profesorul Ion
Agarbiceanu este autorul primului laser romanesc
cu heliu-neon aparut in anul 1962 (Fig. 3.22).
Acesta a realizat un raport din care reiese ca in
suita tarilor la nivel modial in care s-au realizat
laseri, Romania se situeaza pe locul patru [M13].

Utilizarea fasciculului laser are aplicatii si
avantaje legate de prelucrarea unei game largi de
materiale.

Capacitatea laserului de focalizare este

Fig. 3.22. Primul laser cu gaz din
Roménia [M13]

folosita la prelucrarea micro si nano, atat la forme simple cat si la forme complexe

[D2]. In microprelucriri, este folositi o mare varietate de tipuri de laseri, datorita

capacitatii acestora de concentrare a energiei fasciculului. La depunerea si


https://ro.wikipedia.org/wiki/Lungime_de_und%C4%83
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prelucrarea straturilor subtiri, se folosesc diferiti laseri [M26]. Tipul laserului trebuie
ales 1n concordanta cu destinatia sa, deoarece nu exista nici un tip de laser care sa
poata fi folosit la realizarea tuturor aplicatiilor [D2], [M12].

Din punct de vedere al constructiei instalatiilor laser, acestea se remarca printr-
o foarte mare diversitate tipologica. Laserii pot fi clasificati dupa natura pompajului,
a mediului activ si tipul functiondrii (in regim continuu, in regim pulsat) [M13].
Dispozitivul laser foloseste un mediu activ impreund cu cavitatea optica
rezonantd. Dupa tipul mediului activ, dispozitivele laser se clasifica in: laseri cu
mediu activ solid, lichid si gazos.

Este necesard o alegere corespunzatoare a sistemului piesd-dispozitiv de lucru,
pentru a evita aparitia anumitor dezavantaje: defecte de formd, dimensiuni si
suprafete care vor fi greu remediate. Prelucrarea cu laser a devenit extrem de utilizata
datorita costurilor n continud scédere a echipamentelor. Performantele tehnologice
ale acesteia sunt influentate de optimizarea parametrilor regimului de prelucrare, dar
si de alegerea adecvatd a materialelor sensibile la un anumit tip de radiatie (lungime
de unda) dar si de calitatea stratului superificial, care absoarbe energia radiatiei [AS5],
[M12].

3.3.2. Fenomene specifice ale prelucrarii cu laser

Electronii care apartin unui atom al orbitei stationare, care inconjoara nucleul si
care prezinta nivelul energetic fundamental pot absorbi o cantitate de energie sub
forma unei raze de lumina (fotoni) emisa de o sursa de energie exterioard (pompare),
care conduce la cresterea nivelului lor energetic. Astfel se determind trecerea de pe
orbita stationard pe una exterioard (nestationard), caracterizata de un nivel energetic
mai ridicat, atomul avand o stare noua, de excitare. Aceasta stare este caracterizata
de instabilitate, iar electronii se vor napoia pe o orbitd intermediara. Aceasta trecere
va ceda nucleului atomic, partial, energia castigata. Ulterior, electronii revin de pe
orbita intermediard pe orbita de plecare (stationarda). Aceastd trecere se face prin
emiterea unui foton, a cérui frecventa depinde de diferenta de energie dintre cele doua
niveluri intermediar si stationar - Fig. 3.23 [M12], [M13].

Fig. 3.23. Etapele transferului electronic [M13]
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Toti fotonii emisi de electroni au aceeasi frecventa (culoare) constituind unul din

atributele radiatiei laser: monocromaticitatea. Fotonul emis de un electron la
trecerea pe nivelul fundamental, stimuleazd un alt electron sid revind pe orbita
fundamentala, care emite la randul lui un alt foton, stimulat, realizdndu-se astfel
coerenta. Aceasta constd In emiterea unor fotoni care oscileaza In aceeasi fazd cu
fotonii incidenti. O altd proprietate a radiatiei
laser este directionalitatea care constd in
calitatea ei de a se propaga rectiliniu si cu o
divergenta extrem de redusd. Aceastd
caracteristica face posibild echivalarea radiatiei
laser cu o sursd de lumind punctiforma [M26].
Spotul laser creeaza o densitate foarte mare de
energie, cea mai mare dintre toate procedeele de
prelucrare cunoscute, aceasta fiind rezultatul
proprietatii de intensitate.

Fasciculul laser poate fi focalizat pe spoturi
nanometrice. De aceea, prelucrarea cu radiatie
laser este de baza pentru microtehnologie [M13].

Orie?ntarea f?SCicului .spre p ies.é (Fig. 3.'2.4) ,Se Fig. 3.24. Schema capului de focalizare
realizeaza printr-un sistem optic de precizie, iar a fasciculului laser [M13]
fasciculul este focalizat cu ajutorul lentilei de

focalizare.

Parametrul important al acestui proces de prelucrare este dat de distanta dintre
lentila de focalizare si piesa. Alt parametru care prezintd importantd pentru procesul
de prelucrare, este distanta dintre capul de focalizare si piesa de prelucrat, numita
distanta de ajutaj (stand off distance).

Diametrul spotului se poate determina cu relatia [M10]:

4
;_f/l [um] (3.1)

unde f este distanta focald a lentilei [mm]; D - deschiderea lentilei [mm] si A -
lungimea de unda a radiatiei emise [pum].

Diametrul minim al spotului laser — d, depinde de caracteristicile sistemului
optic si practic, acesta variaza in functie de relatia:

Aomin =2...5 ) (3.2)

Prin urmare, lungimea de unda este un parametru de maxima importanta, in
ceea ce priveste focalizarea fasciculului laser si alegerea tipului de laser adecvat
microprelucrdrilor. In Tabelul 3.3 sunt prezentate valori ale acestui parametru [M13]:
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Avand in vedere aspectele prezentate, pentru micro si nanoprelucrari, se
utilizeaza laserii cu lungime ade undd mica, cu aplicabilitate la fabricatia MEMS-

urilor, dupa cum va fi prezentat In continuare.
Tabelul 3.3. Tipuri de laser [M13]

Tipul laserului Lungimi de unda (nm)
Argon fluor (UV) 193
Krypton fluor (UV) 248
Azot (UV) 337
Argon (albastru) 488
Argon (verde) 514
Heliu neon (verde) 543
Heliu neon (rosu) 633
Rhondamine 6G 570-650
Rubin (CrAlQj;) (rosu) 694
Nd: Yag (NIR) 1064
Dioxid de carbon (FIR) 10600

3.3.3. Aplicatii specifice ale laserului

Aplicabilitatea pe scara larga a laserului, se justifica prin aceea ca el creeaza una
dintre cele mai mari densitdti de putere din domeniul tehnologic. Utilizarea laserilor
in domeniul MEMS este multipla. Comparativ cu procedeele clasice de prelucrare,
suprafetele obtinute prin tehnologii laser au o rezistentd mai buna la uzurd, la
coroziune si la frecare [M10]. Prelucrarea cu laser este avantajoasd atat datoritd
procesdrilor directe si rapide, cat si a faptului ca se poate realiza o gama larga de
operatii.

Depunerea straturilor subtiri se realizeaza prin utilizarea evaporarii cu laser.
Fasciculul laser este incident pe materialul tinta (materialul care trebuie depus pe un
anumit substrat). Materialul se evapora si vaporii se depun pe substrat [M35].

Prelucrarile cu razd LASER ale diferitelor materiale metalice sau nemetalice
constituie tehnologii termice pentru ca folosesc energia termica in mod nemijlocit la
prelevarea materialului. Prelucrarea cu fascicul laser (Laser Beam Machining -
LBM) este un proces de prelucrare neconventional, care in general se referd la
procesul de indepdrtare a materialului, realizat prin interactiunea dintre laser si
materialul tinta. Procesele pot include: gaurirea cu laser, tdierea, canelarea, ablatia,
sudura, placarea, frezarea etc. (Fig. 3.25).

Tendinta este de folosire a laserului la microtexturarea suprafetelor. In ceea ce
priveste aplicabilitatea laserilor In domeniul MEMS, o metoda rapida si directa de
ablatie laser cu CO; a fost dezvoltata pentru a crea suprafete superhidrofile si modele
hidrofobe-superhidrofile (HHA) pentru aplicare in bioanalize, descrise in [A2].
Astfel, au fost create dispozitive microfluidice utilizate ca teste biologice. Faptul ca
agregarea celulara este Tmpiedicatd a permis efectuarea de analize microscopice la
nivelul celulei individuale [A2].
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In Fig. 3.26, sunt prezentate principalele aplicatii ale laserului in
microprelucrari. Randamentul LBM este influentat de starea suprafetei de prelucrat,
respectiv de coeficientul de absorbtie ce variaza in functie de indicele de reflexie a
luminii, caracteristic materialului i rugozitatii suprafetei [M13].

— GAURRE | F ABLATIE
STRUCTURARE T -
A DURIFICARE —  MICROPERFORARI - MICROGAURI |
APLICATH SUPRAFETELOR
— MICROCURATARE |
OBTINEREA
| | PIESELORDE mgﬁl;ﬁgm
DIMENSIUNI — PRELUCRAREA MICROCANALELOR |
LOCALE
MICI [LaSER}—
SETINEREA MICROSTRUCTURAREA ‘
|| MATERIALELOR SUPRAFETELOR
PURE
— MICROSUDURI |
OBTINEREA DE
| STRATURI <
SUBTIRI — MICROINSCRIPTIONARI |
Fig. 3.25. Aplicatii ale laserului Fig. 3.26. Aplicatiile principale ale laserului
[adaptata dupa M13] in microprelucrari [adaptatd dupa M13]

Cel mai important avantaj al acestei tehnologii cu laser este dat de faptul ca se
pot face prelucrari pe zone selectate fara a fi nevoie ca zonele ce nu vor fi prelucrate
sd fie acoperite prin procese fotolitografice [M35].

3.3.4. Instalatii si echipamente laser

A. Laseri cu mediu activ gazos

Functionarea laserilor cu mediu activ gazos se realizeazd in regimuri de
impulsuri si uzuale. In cazul acestor laseri, pompajul se realizeaza in general, prin
descarcare electrica in mediul gazos: CO», heliu, amestecuri de gaze, vapori de metal,
gaze rare, neon, argon, kripton etc. Caracteristicile principale ale acestui tip de laseri
sunt: monocromaticitatea foarte ridicatd si frecventa stabila. Cateva exemple din
acest tip de laseri sunt [M13]:

a. Laserul cu gaz atomic - cel mai reprezentativ este cel cu He (85 - 90%) si Ne
(10 - 15%). Excitatia se face prin atomii de He, iar emisia prin atomii de Ne, pompajul
realizdndu-se prin descércéri electrice In gaze generate de doi electrozi in camp
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electric continuu sau de radiofrecventa. Puterea realizata in unda continua este de 0,1
- 0,5 W si lungimea de undi A=6329 A [M13].

b. Laserul cu gaz ionic foloseste ca mediu activ, ioni de tip: argon (Ar"),
kripton (Kr"), mercur (Hg") etc. Datoritd ionizarii realizate prin descarcari
electrice, ionii obtinuti sunt caracterizati prin niveluri de energie superioare,
revenirea lor pe niveluri fundamentale producand radiatia laser. Puterea unui
laser cu Ar este mici: 0,5 - 3W, A=4880 A, iar randamentul este scazut: 0,02 -
0,1%, datorita eficientei reduse a pompajului. Domeniile de utilizare sunt aceleasi
ca ale laserilor cu gaz atomic, precum §i microprelucrarile care se pot efectua
[M13].

c. Laserii cu excimeri - pentru acest tip de laseri se folosesc ca medii active
monohalogenurile unor gaze nobile, cum ar fi: ArF, KrF, XeF, KrCl etc., ce contin
molecule cu o stare excitatd si o stare fundamentala stabild. Pompajul se poate realiza
prin intermediul fenomenului de descarcare electrica in gaze sau prin bombardare cu
fascicule de electroni. Acest tip de laser opereaza in domeniul ultraviolet (lungime
de unda mica). Avantajele laserului sunt date de faptul ca nu lasa urme, pete; poate
produce structuri de nichel cu adancimi de pand la cateva sute de microni; are
rezolutie mare; oferd un control mai precis al adancimii gravurii [S15].

B. Laserii cu mediu activ solid

Acest tip de laseri se caracterizeaza prin randament energetic scdzut deoarece
cea mai mare parte din energia de pompaj nu este absorbita de ionii activi ai mediului.
Datorita incalzirii mediului in timpul pompajului, ei functioneaza in general, in regim
de impulsuri. Laserii cu mediu activ solid sunt: laseri cu rubin, laseri cu sticla dopata
cu neodim, laseri cu granat de ytriu si aluminiu dopat cu neodim (YAG:Nd), laseri
cu semiconductori. Laserele cele mai raspandite au la baza fibre de rubin, de cristal,
si de neodim. Laserul cu rubin emite radiatii in lungime de undd A = 6943A. Acesta
foloseste oxidul de aluminiu dopat cu ioni trivalenti de crom ca mediu activ [M13].

C. Laseri cu mediu activ lichid

Laserii cu mediu activ lichid utilizeaza un complex organic de coloranti,
precum rodamina. Un astfel de laser cu rodamina dizolvata in solutie de alcool, poate
produce o radiatie cu putere de circa S0mW, dacd are un pompaj realizat prin
intermediul unui laser cu argon ionizat. Acestia au avantajul realizarii concentratiei
necesare de particule intr-un anumit volum si posibilitatea racirii mai eficiente in
comparatie cu cei solizi [M13].

Echipamentele cu laser sunt utilizate 1n inscriptionarea mastilor ce sunt folosite
pentru fabricarea dispozitivelor MEMS. Un astfel de echipament folosit pentru
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scrierea directd a mastilor folosit de catre Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
pentru Microtehnologie — IMT Bucuresti este prezentat in Fig. 3.27 - IMT.

Fig. 3.27. Echipament Fig. 3.28. Echipament Fig. 3.29. Echipament
DWL 66 fs [*9] LabRAM HR 800 [*17] SPM Ntegra Aura [*17]

In ceea ce priveste testarea MEMS cu ajutorul laserilor, se vor mentiona
Spectroscopia Raman (RAMAN) (Fig. 3.28 - IMT), Microscopia Fortei Atomice
(Atomic Force Microscop - AFM) (Fig. 3.29 - IMT), sau Microscopia optica in camp
apropiat (Near Field Optical Microscopy - NFOM). Aceste testari sunt esentiale
pentru validarea rezultatelor stiintifice obtinute [M35].

3.4. TEHNOLOGII DE PRELUCRARE
CU FASCICULE DE ELECTRONI

3.4.1. Consideratii generale

Tehnologia de prelucrare cu fascicul de electroni (,,Electron Beam Machining”
- EBM) prezintd performante ridicate si este utilizatd in domeniul micro si
nanotehnologiilor. Cu ajutorul EBM se pot realiza prelucrari de mare precizie, cum
ar fi: microgauriri, frezari, microsuduri cu dimensiuni micrometrice, acoperiri de
suprafete cu straturi subtiri etc.

Tehnologia de prelucrare cu fascicul de electroni este un procedeu de prelucrare
termica. Electronii au cel mai ridicat raport dintre sarcind si masa dintre toate
particulele cunoscute. Spotul de electroni este vazut ca o sursa de caldurd. Avand in
vedere puterea specifica si precizia, fasciculul de electroni este una dintre cele mai
puternice metode de concentrare a energiei [B12].

Se pot realiza prelucrari in zone preselectate de pe piesa cu ajutorul tehnologiei
EBM, fara ca piesa sa suporte deformari. Acest lucru este posibil deoarece transferul
de energie este realizat local, nefiind difuzat in masa integrala a materialului.

Evaporarea materialului cu fascicul de electroni se foloseste pentru depuneri sub
vid de pelicule subtiri de materiale (Al Ni, Cr, Au, Pt, etc.), pe plachetele folosite in
constructia. MEMS-urilor. Dimensiunile straturilor pot varia intre 100 - 1000 nm.
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Tehnologia de prelucrare in vid protejeazd impotriva oxidarii zonele procesate;
prelucrarile realizate prin aceasta tehnologie prezinta rezistenta, precizie si finete. De
cele mai multe ori nu mai sunt necesare operatii ulterioare pentru finisarea
suprafetelor prelucrate [N1].

3.4.2. Fenomene specifice

Procedeul de baza il reprezintd emisia termoelectronicd, in care un catod este
incaélzit si emite / genereaza un fascicul de electroni [B12]. A

Fluxul electronic concentrat (sursa termica), caracterizat de viteza si energie
cinetica mare, bombardeaza elementele supuse prelucrarii [N1]. La impactul
electronilor accelerati cu suprafata de prelucrat se transferd energia cinetica de la
electroni la atomii de metal supusi bombardamentului electronic. Transferul
energetic conduce la cresterea temperaturii materialului supus actiunii
fasciculului de electroni. Fenomenul de incélzire-vaporizare are loc in trei faze:

1. la impactul spotului electronic cu piesa / elementele de prelucrat, se
produce un transfer de energie, producand incilzirea locala a elementelor de
prelucrat prin conductie [M10], [N1]. Fasciculul intra in substratul superficial la
o adancime (8) ce poate fi calculata cu relatia:

A =2,6-10"1%/p [mm] (3.3)

in care: U este tensiunea de accelerare [V];
p - densitatea materialului [g/cm?].

2. topirea materialului supus actiunii, urmata de
3. vaporizarea materialului.

Parametrii procesului, care afecteazd in mod direct caracteristicile de
prelucrare sunt: tensiunea de accelerare; curentul fasciculului; durata impulsului;
energia pe puls; puterea pe puls; intensitatea curentului; dimensiunea spotului;
densitatea de putere [N1].

Fenomenele secundare care insotesc bombardamentul cu fascicul de
electroni, consuma o parte din puterea fasciculului, al carui randament este mai
mare de 60%. Dintre aceste fenomene fac parte: emisia de raze X; emisia de
electroni secundari; atomi si ioni de metal; electroni retrodifuzati. Majoritatea
proceselor se realizeaza 1n vid, pentru a evita o coliziune a electronilor accelerati
cu moleculele de aer in care acestia isi vor pierde energia si pentru a nu exista
posibilitatea de contaminare. Atmosfera ar provoca o dispersie a fasciculului
[M26], [M14].
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3.4.3. Aplicatii specifice

EBM are o arie tehnologica vasta prin realizarea de: microsuduri micrometrice,
debitari de materiale, microgauri, frezari, acoperiri de suprafete cu straturi subtiri.
Principiul condensarii controlate in vid a vaporilor de metal topit este cel care sta la
baza depunerilor de straturi subtiri [N1], [M14].

In ceea ce priveste constructia MEMS, tehnologiile EBM sunt frecvent folosite
pentru depunerea straturilor subtiri.

O astfel de instalatie folositd pentru depuneri are in componenta urmatoarele
elemente constructive principale: tunuri electronice si deflectoare situate 1n incinte,
pentru protejarea impotriva actiunii vaporilor generati prin topirea metalului, precum
si a depunerilor metalice pe electrozi; fascicule de electroni care actioneaza asupra
baii de metal topit, care este racit continuu cu apd. Vaporii metalici degajati
condenseaza pe elementele de depunere si formeaza un strat metalic subtire [M12].
Proprietatile stratului depus depind de calitatea suprafetei suportului, care trebuie sa
fie perfect curatatd de orice tip de impuritati, operatie care se executd in vid, la
temperaturi de 500 - 800 °C.

Prin procedeul cu fascicul de electroni se pot realiza suprafete de dimensiuni
micrometrice (1 - 20 um?), intr-un timp extrem de scurt (10 - 10%s), iar densitatea
de putere a fluxului electronic utilizat este de 10° - 108 W/cm?. Cu ajutorul acestui
procedeu se pot realiza durificari ale straturilor superficiale, cu grosimi de ordinul
micronilor (10 - 50 um), care produc o crestere importantd a rezistentei la uzurad
[M12], [M14].

Folosirea EBM ca metoda de prelucrare a gaurilor permite obtinerea si
prelucrarea microorificiilor cu diametre in domeniul micrometric, cu caracteristici
superioare tehnico-economice. Se pot realiza asemenea microorificii cu dimensiuni
micrometrice in materiale dure si extradure. Exemple de asemenea materiale sunt:
rubinul, corundul sintetic, safirul, sticla, materiale refractare etc. in cazul acestui
procedeu, eliminarea materialului topit are la baza fenomenul de sublimare, adica
transformarea directd din faza de solid in faza de vapori. Diametrul gaurii prelucrate
depinde de marimea timpului de impuls si de adancimea de patrundere (d) a
fasciculului electronic, corelatia dintre cei doi parametrii fiind dependenta si de
materialul prelucrat [M14].

O alta aplicatie este datd de litografia cu fascicul de electroni (EBL), care
reprezintd o tehnica utilizata pentru fabricarea micro- si nanostructurilor, bazata pe
modificarea chimicd a rezistentei filmelor polimerice datoratd iradierii cu electroni
[M14]. Cu ajutorul EBL se pot trasa linii mai mici de 2 um. Instrumentele EBL
moderne utilizeaza surse de electroni cu luminozitate ridicatd pentru o viteza mai
mare de transfer si o rezolutie extrem de ridicatd [M36].

Litografia cu fascicul de electroni (EBL) este de doua tipuri: litografia scrierii
directe si litografia optica.

Litografia scrierii directe se realizeaza folosind un singur fascicul de electroni
care scaneaza materialul dupa un model (matrice), pe suprafata de prelucrat.
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Litografia optica utilizeaza proiectarea fasciculului pe suprafata piesei cu
ajutorul unor lentile — obisnuite sau speciale. Aceastd tehnologie realizeaza o
expunere cu precizie si productivitate ridicate [N1].

3.4.4. Instalatii si echipamente de prelucrare
cu fascicule de electroni

La nivel mondial existd peste 6000 de instalatii cu flux de electroni si ioni
(instalatii industriale de taiere, gaurire, sudare, topire etc.) [N1].

Instalatiile de prelucrare EBM au urmatoarele sisteme functionale de
baza/subansamble: tun de electroni; focalizare-accelerare; deflexia fasciculului si
masa rotativa sau in coordonate [M12].

Echipamentele realizeaza si coreleaza toate functiunile specifice: curentul de
emisie a catodului (Ie > 0,1A); tensiunile de accelerare; presiuni joase in incinta
tunului electronic (10* -10 torr); proces in regim continuu sau in impulsuri;
autoreglarea parametrilor de lucru; deplasarea mecanica a tunului electronic sau a
piesei (pe cele trei axe de coordonate); curent de intensitate reglabild (1 - 4 A) de
mare stabilitate.

In functie de tipul emitatorului exista doua categorii de tunuri de electroni: tunuri
cu emisie termica si tunuri cu emisie cu plasma. Tunurile electronice pot fi clasificate
dupd tensiunile de accelerare: mici (U = 10 - 60kV); medii (U = 20 - 100kV);
mari (U= 80 - 175kV) [M10].

Dintre echipamentele de prelucrare cu fascicul de electroni utilizate de catre IMT
Bucuresti, fac parte TEMESCAL FC-2000 (Temescal, USA) (Fig. 3.30);
echipamentul AUTO 500 (BOC Edwards, UK) (Fig. 3.31) si NEVA - EVD 500A
(Neva, Japan). Echipamentul Raith e Line (Fig. 3.32) este folosit pentru litografia cu
fascicul de electroni.

Fig. 3.30. Echipament Fig. 3.31. Echipament DC Auto 500  Fig. 3.32. Echipament - Raith
Temescal FC-2000 [*17] [*17] e_Line, RAITH GmbH [*17]

Instalatile de depunere de straturi subtiri sunt folosite pentru diverse depuneri de
materiale (Al, W, Ni, Cr, Au, Pt etc.).
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3.5. TEHNOLOGII DE PRELUCRARE
CU FASCICULE DE IONI

3.5.1. Consideratii generale

Prelucrarea cu fascicule de ioni (Ion Beam Machining - IBM) are la baza emisia
electronilor de catre catod care, ulterior, ionizeazad moleculele de gaz de tip argon,
xenon etc. lonii obtinuti sunt intens accelerati de catre un camp electric.

Prelucririle cu ioni pot fi folosite in realizarea unor operatii de genul: frezare,
gaurire, sudare, prelevari de straturi subtiri, depuneri de acoperire etc. [M26].

Doud avantaje importante ale placarii ionice sunt date de faptul ca nu sunt
necesare tratamente complexe ale suprafetei substratului si nu apar restrictii privind
natura materialelor depuse.

3.5.2. Fenomene fizico-chimice la prelucrarea
cu fascicule de ioni

Urmand traiectoria, ionul accelerat atinge suprafata piesei de prelucrat cu viteza
ridicati si patrunde in materialul piesei, unde ciocneste un atom din acesta. In situatia
in care ionul accelerat are o energie suficient de mare, el proiecteaza atomul pe care
l-a ciocnit in interiorul (profunzimea) materialului. Acest atom deplasat ciocneste alti
atomi existenti pe traiectoria pe care o urmeazd, urmand o succesiune de asemenea
ciocniri. Aceste ciocniri se propagd catre suprafata materialului supus
bombardamentului ionic. In situatia in care atomii deplasati posedi in continuare o
energie suficient de mare, ei ciocnesc atomii din stratul superficial si 1i proiecteaza
in exteriorul piesei, sub forma de atomi ai materialului supus evaporarii, producand
prelevarea materialului piesei. Pentru analiza succesiunii fenomenelor care ilustreaza
mecanismul de indepartare a materialului se foloseste
Modelul lui Keywell [M26].

In Fig. 3.33 se descrie parcursul unui ion accelerat
dupa acest model [M26]. In functie de energia ionilor
incidenti, interactiunile dintre acestia si piesa prelucrata
sunt de trei tipuri: 1.) ioni accelerati cu energii peste 10°
eV, care anihileaza fortele Coulomb de respingere si au
ca efect distrugerea avansatd a materialului prelucrat; 2.)
ioni accelerati cu energii medii (10* - 10° eV), care,
impreuna cu electronii atomilor materialului, formeaza
un ecran in jurul nucleului; 3.) ionii accelerati cu energii
relativ reduse (10° - 10* eV), care satisfac cerintele

impuse de bombardamentul ionic [C2], [M26]. Fig. 3.33. Modelul lui Keywell

[M26]
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Efectul fizic al bombardamentului ionic se determinad prin raportul dintre
numarul atomilor ejectati din piesd si numarul ionilor incidenti, cunoscut si sub
denumirea de randament de pulverizare, care se determina cu ajutorul relatiei [M14]:

I, = 26,6 Am/(Alf) [nr. atomi / nr. ioni] (3.2)

unde: Am este pierderea de masa din piesa supusd bombardamentului ionic[pg]; 7 -
intensitatea curentului ionic [A]; A4 - masa atomica a atomilor materialului, din care
este confectionatd piesa [pug]; ¢ - timpul 1n care piesa este supusa bombardamentului
ionic [ore].

Randamentul de pulverizare este influentat de trei grupe de parametri care
caracterizeaza instalatia (tunul ionic) 1n ansamblul ei, precum si de materialul
elementelor de prelucrat. Acestia sunt:

1. caracteristicile fasciculului ionic:

— energia ionilor;
— densitatea ionilor;
— tipul de ioni.
2. caracteristicile materialului piesei:
— structura cristalina;
— orientarea cristalina;
— starea suprafetei,
— temperatura suprafetei.
3. caracteristicile functionale ale tunului ionic:
— unghiul de incidenta al fasciculului,
— presiunea din camera de bombardament.

Mairimea randamentului de pulverizare este in functie de energia ionilor.
Efectele chimice ale bombardamentului ionic apar in conditiile interactiei chimice a
materialului din care este confectionata piesa si ionii fasciculului si sunt reprezentate
de aparitia de oxizi pe suprafata bombardata [M10].

3.5.3. Aplicatii ale prelucrarii cu fascicule de ioni

Depunerea straturilor subtiri cu ajutorul ionilor reprezintd un proces fizic de
depunere prin vaporizare si poartd denumirea de placare ionicad. Aceste depuneri de
micro i nanostraturi au loc prin bombardamentul ionic al suprafetei, ce implica doua
procese: pulverizare si implantare. Suprafata pe care se doreste efectuarea depunerii
este supusd bombardamentului cu fascicul de ioni cu energie mare, {inta depunerii
fiind catodul, iar sursa de evaporare - anodul. Catodul se afla la tensiune inalta, iar
anodul este legat la pamant. Fasciculul ionic poate fi utilizat in cazul prelevarii unor
pelicule subtiri sau 1n cazul curatarii de oxizi sau de alte impuritati. Aceste tipuri de
prelucrari utilizeaza tensiuni de accelerare care au valori cuprinse intre 2 - 30 kV si
presiuni joase de 107 torri.
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Depunerea straturilor subtiri reprezintd un proces fizic de depunere prin
vaporizare. Prin pulverizare, se determina un contact direct dintre atomii stratului si
atomii filmului depus, ceea ce conduce la o aderare mai buna a filmului pe suprafata
de depunere.

Implantarea creeaza suprafete cu o compozitie si structura gradata, ale unor
substante care in mod normal nu pot fi amestecate. Totodatd, in ceea ce priveste
natura materialelor, aceasta tehnicd poate fi aplicatd doar materialelor care se pot
evapora fard sa se descompuna chimic. Un efect specific placarii ionice il reprezinta
reintoarcerea atomilor pulverizati pe suprafata piesei.

S-a constatat cd atomii pulverizati se Intorc in proportie de 90% la o presiune de
10 torri. Redepunerea atomilor pulverizati are loc in functie de parametrii plasmei.
Totodata, depinde si de debitul gazului aflat in incinta.

Pentru realizarea unor depuneri reproductibile si cu proprietatile dorite, este
necesara controlarea parametrilor principali ai procesului de placare ionica
(presiunea gazelor reziduale (vidul limitd), distanta sursd — substrat, durata de
curatire etc.) [M10].

3.5.4. Echipamente si instalatii

Utilizarea tunurilor cu fascicul de ioni realizeazd evaporarea crescuta a unor
materiale caracterizate de puncte de topire Tnalte, precum: titan, molibden, cobalt,
suprafete complexe, placarea ionica este utila in majoritatea domeniilor de aplicare
a proceselor de depunere. Acest procedeu permite obtinerea in bune conditii a
depunerilor pentru straturi subtiri [M10], [M26].

Sursa de ioni este alcatuita, in principiu, din urmatoarele elemente componente,
prezentate in Fig. 3.34: tub de sticlda Pyrex (1), care inglobeaza camera de ionizare
(2), anodul (3) si catodul (4), cuplati la tensiunea de accelerare si care formeaza
camera de accelerare (5). Fasciculul ionic (6) trece prin camera de bombardare (7),
in care valorile presiunii sunt cuprinse intre
10 - 107 torri. Presiunea actioneaza asupra
piesei de prelucrat (8). Existenta vidului
inaintat in camera de bombardare este
necesara in vederea anihildrii fenomenelor
secundare, rezultate din prezenta ionilor de
azot sau a ionilor de oxigen [M10].

Fig. 3.34. Schema de principiu a instalatiei de
prelucrare cu fascicul de ioni [M26]
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Tehnologiile de prelucrare cu ioni sunt inglobate in instalatiile de prelucrare pe
baza de plasma. In principiu, elementele componente ale unei instalatii de depunere
a plasmei sunt: sursa de ioni, electrod de accelerare, sistem de focalizare, deflector,
piesd supusd bombardamentului ionic care este montatd pe un suport si fascicul de
ioni.

In ceea ce priveste corodarea structurilor MEMS, acestea pot fi procesate cu
ajutorul a doua tipuri de corodari uscate, denumite ,,Reactive lon Etching” (RIE) si
,.Deep Reactive Ion Etching” (DRIE), ce folosesc bombardament ionic. In Fig. 3.35
- 3.36 se prezinta doud echipamente cu plasma din cadrul IMT Bucuresti.

Fig. 3.35. Echipament DRIE - PlasmaLab Fig. 3.36. Echipament RIE - Plasma Etcher-
System 100 (Oxford Instruments, UK) [*17] Etchlab 200 [*17]

Aceste echipamente sunt folosite pentru corodarile uscate ,Reactive lon
Etching” (RIE) si ,,Deep Reactive Ion Etching” (DRIE), ce utilizeaza fascicule de
ioni.

3.6. TEHNOLOGII DE PRELUCRARE CU PLASMA

3.6.1. Consideratii generale

Plasma poate fi considerata un amestec gazos devenit ionizat printr-o descércare
electrica. Gradul de ionizare al unei plasme este dat de proportia de atomi care au
pierdut sau au céstigat electroni si este controlat in principal de temperatura. Notiunea
de plasma a aparut in 1928, fiind data de Langmuir gazului ionizat si luminos care se
raspandea 1n instalatie dupa interactiunea dintre electroni si fluidele biologice [M10].

Plasmele sunt clasificate drept 'termice" sau ''mon-termice" pe baza
temperaturii relative a electronilor, a ionilor si a neutronilor. Plasma termica ocupa
primul loc 1n privinta incalzirii pieselor.
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Materialele recomandate pentru a fi prelucrate cu plasma sunt in primul rand,
aliajele feroase si neferoase, superaliajele si mai putin carburile metalice. Datorita
energiei termice degajate, materialul aflat in stare solida este incalzit, topit, vaporizat,
iar ruperea legaturilor interatomice ale materialului se realizeaza pe cale termica.

Echipamentele cu plasma sunt des intdlnite in fabricarea MEMS-urilor, acestea
fiind folosite pentru depunerea straturilor subtiri cu puritate inaltd. Doud dintre cele
mai comune tipuri de depuneri efectuate cu ajutorul plasmei sunt depunerile de oxid
de siliciu si depunerile de nitrura de siliciu [M10].

3.6.2. Fenomene specifice

Fenomene fizice la prelucrarea cu plasma

Analiza fenomenului de plasma termica se poate face prin similitudine cu plasma
dintr-un arc electric ajuns in stare cvasistationara. Astfel, caracteristica arcului
electric §i, corespunzator, cea a plasmei pune in evidenta trei zone distincte [M10]:

1. Zona catodica (K)

In aceastd zona, purtitorii de sarcini nu suferd ciocniri. Electronii sunt puternic
accelerati in campul electric al catodului, patrunzand cu energii mari in coloana
arcului, iar ionii accelerati vin din coloana arcului cu energii ridicate si lovesc catodul
(Ex). Marimea tensiunii catodice Uy se defineste prin relatia:

Ui=Ex- Ik (3.4)

Datoritd lungimii reduse a zonei catodice, lx intensitatea campului electric al
catodului E va fi foarte mare: 103 ... 10° V/mm?. Emisia electronicd a catodului nu
se produce uniform, ci doar pe o mica zona a suprafetei, iar astfel, se formeaza pe
catod asa-numita ,,patd catodicd”. Pata catodica raméne fixa dacd emisia este
termoelectronica si mobila dacd emisia este de naturd autoelectronicd. Aceasta
instabilitate a petei catodice este legatd de prezenta impuritdtilor pe materialul

catodului [M10].
2. Coloana arcului electric (C)

In aceasta zona au loc procese rapide si permanente de excitare-dezexcitare,
ionizare-recombinare, la temperaturi foarte ridicate, cu valori de circa 6000-50000 K.
Miscarea electronilor este aceea care determina trecerea curentului electric, fenomen
exprimat prin relatia:

Vv =425x% 107 « v [m/s] (3.5

unde v* este viteza de deplasare a ionilor, iar v - viteza de deplasare a electronilor.
Intensitatea curentului electric in coloana arcului se poate determina cu ajutorul
relatiei:
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I,=eo* N'[A] (3.6.)

unde e este sarcina electronului si N/ — numirul electronilor care trec intr-o unitate
de timp prin coloana [M10].

3. Zona anodica (An)

Aceastd zond are dimensiuni similare cu zona catodica. Electronii din coloana
arcului sunt accelerati de tensiunea anodica, U, (2...3V), si ciocnesc anodul. In urma
ciocnirii, electronii cedeaza anodului toatd energia cinetica, care se transforma in
caldura, rezultdnd o crestere substantiald a temperaturii anodului. De reguld,
temperatura anodului este mai mare decat cea a catodului, datorita faptului ca la anod
nu se consuma energie pentru expulzarea de purtitori de sarcina.

In ceea ce priveste bilantul termic, analiza valorici a caldurii totale care se
dezvolta 1n arcul de plasma este direct proportionala cu intensitatea curentului arcului
(1.) si cu tensiunea acestuia (U,). Rezulta astfel suma cantititilor de caldura
dezvoltata la catod O, in coloana arcului Q. si la anod Q., [M10].

Ou=1o* Us= Ok + Qe + Qun (3.7)
O=1,* Ut (3.8.)
Oc=1,+U. (3.9.)

Ouwn= 1 Uan

3.6.3. Aplicatii specifice

Depunerea chimica din faza de vapori amplificata de plasma (Plasma
Enhanced Chemical Vapor Deposition - PECVD) reprezinta procesul de depunere
chimica in faza de vapori (Chemical Vapor Deposition — CVD) utilizat pe scara larga
pentru a depozita filmele subtiri dintr-o stare de gaz (vapori) intr-o stare solida pe un
substrat. Cea mai importanta caracteristica a procesului PECVD este utilizarea gazelor
in starea lor plasmatica. Astfel, plachetele pot fi pastrate la temperaturi relativ scazute
(~200 °C + 400 °C) in timpul procesului. Datoritd temperaturii mici este posibila
depunerea straturilor subtiri chiar peste metale [M5], [12].

PECVD este cea mai utilizatd metoda de depunere. Aceasta foloseste plasma
gazului pentru a reduce temperatura necesard ce duce la obtinerea unei reactii
chimice, obtinand astfel depunerea filmului. Calitatea filmului depus este evaluata
prin determinarea dimensiunii granulelor, a compozitiei peliculei, a grosimii, a
uniformitatii, acoperirii treptate, aderentei si rezistentei la coroziune. Aceasta
tehnologie de depunere cu plasma oferd un control excelent al proprietatii
materialelor (ex. indice de refractie, duritate) filmelor subtiri, printre care: oxid de
siliciu (Si0); dioxid de siliciu (Si0,), oxid nitrurd de siliciu (SiION); nitrura de siliciu
(SiN); siliciu amorf (a-Si), SiON, poli siliciu (poli-Si) [M29].
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Straturile obtinute prin PECVD prezinta caracteristici mai bune decat cele obtinute
prin tehnicile obisnuite de depunere termica, datorita faptului ca pot fi ajustati mai multi
parametri de proces: aderenta, tensiunea la compresiune si tractiune, selectivitatea in
gravare, stoichiometria (consistenta) si gradul de curdtare a straturilor depuse.
Grosimea maxima a straturilor si uniformitatea lor depind totodata si de parametrii
procesului PECVD. Controlul tensiunilor mecanice este important pentru evitarea
craparii filmului si degradarii fiabilitatii metalului [J5], [M5]. PECVD poate fi utilizata
pentru a depune filme pe diferite tipuri de piese cu scopul de a le proteja de coroziune,
umiditate, zgarieturi si substante chimice. Microstructura, tensiunile mecanice,
densitatea sunt caracteristici ale filmului depus.

In ceea ce priveste structurile MEMS, s-au studiat intens depunerile prin PECVD
de filme subtiri de SiC amorf (A-Si) si de grafena verticald (VG), cu privire la
utilizarea ca substraturi de cultura celulara in ceea ce priveste aplicatiile BloMEMS
[13]. Cele mai noi cercetari arata faptul ca PECVD este cea mai bund metoda pentru
cresterea grafenei verticale [J5].

3.6.4. Echipamente si instalatii

Instalatiile de producere a plasmei termice sunt alcdtuite, In general, din
urmatoarele elemente: sursa de alimentare cu energie electrica; panou de comanda;
generator de plasma (plasmatron); instalatie de racire a generatorului de plasma;
butelii de gaz plasmagen; sistem de transport; sistem de ventilatie a noxelor [M10].

Elementul principal al unei instalatii de producere a plasmei termice este
generatorul de radiofrecventa. Schema de principiu a instalatiei de producere a
plasmei este redata in Fig. 3.37. Substraturile pot fi plasate orizontal 1n cazul
tehnicilor anizotrope cu bombardament (Fig. 3.38) sau vertical daca tehnica este
izotropa (Plasma Barrel).

Fig. 3.37. Schema de principiu a instalatiei de Fig. 3.38. Plasarea unei plachete, folosite ca
producere a plasmei [M34] suport pentru constructia MEMS-urilor, in
echipamentul de producere a plasmei
Controlul adecvat al temperaturii substratului asigura uniformitatea. Camera este

alcatuitd din doi electrozi, dintre care unul este impamantat, iar celalalt este alimentat
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de o sursa RF. Plachetele sunt plasate pe electrodul Tmpamantat si sunt supuse unui
bombardament cu particule mai putin energice decat plachetele plasate pe electrodul
alimentat [M34].

Doua exemple actuale de astfel de echipamente de depunere cu plasma, care sunt
folosite de catre Institutul de Microtehnologie pot fi vazute in Figurile 3.39 - 3.40.

Fig. 3.39. Echipament Plasmalab System 100 Fig. 3.40. Echipament
(Nanofab 1000) [*17] Plasmalab System 400 [*17]

Nanofab 1000 este un echipament de tip PECVD dedicat proceselor de crestere
a materialelor carbonice prin regim termic, precum si prin regim asistat de plasma,
pe cand Plasma Lab 400 este un echipament de tip RF magnetron sputtering pentru
depunerea unei game largi de materiale din tinte de puritate inalta.



4.

MICROFLUIDICA SI DISPOZITIVELE
»LAB-ON-A-CHIP”

4.1. MICROFLUIDICA FOLOSITA
PENTRU SEPARAREA CELULELOR

Desi s-a ajuns la un nivel avansat in ceea ce priveste dezvoltarea in medicind, un
punct de interes major 1-a reprezentat intotdeauna si inca il reprezinta cea mai mica
componentd a organismului uman: celula. Astfel, printre progresele In domeniul
bioingineriei se enumera crearea de noi dispozitive biomedicale (bioMEMS-uri) de
detectie a celulelor folosind microfluidica.

Microfluidica reprezintd un domeniu multidisciplinar, care investigheaza
dinamica fluidelor la scard micrometricd, cu fenomene si procese proprii precum:
pompare, curgere, difuzie, dozare, mixare etc. MEMS-urile ce folosesc
microfluidica in fabricarea lor se numesc dispozitive ,,Jab-on-a-chip”. Tehnica
»lab-on-a-chip” permite efectuarea de procese de laborator standardizate si
automatizate utilizand, la scard micrometrica, componente ce permit Incarcarea si
manipularea mai multor probe. Dintre aceste elemente de actionare, fac parte
micropompele si  microvalvele, micromixerele, microfiltrele, suprafetele
functionalizate chimic, circuitele de control electric etc. [D1].

Microfluidica este considerata a fi o tehnologie cu un potential enorm in ceea ce
priveste echipamentele si tehnologiile conventionale. Aceasta are la baza numeroase
avantaje: reducerea volumelor de esantioane; timp de reactie scurt la viteza maxima;
procesarea rapida a probelor; sensibilitate ridicatd; costuri reduse ale dispozitivelor;
portabilitatea dispozitivelor [A14].

Microfluidica contribuie semnificativ la biologia celulara, ajutata de faptul ca
are scala corespunzitoare care se potriveste cu dimensiunea celulelor. Cultura
celulara, fuziunea si apoptoza au fost analizate cu succes In microfluidica. Datorita
nevoii de a separa eficient celulele, cercetdtorii au determinat diverse analize
biologico-medicale, dezvoltand tehnici de separare pe baza microfluidicii. Pentru a
putea realiza separarea celulelor, este necesar s se tind cont de: principiile de
separare, marcatorii de separare, rezolutia, eficienta si capacitatea de productie a
acestor tehnici. Dezvoltarea unor metode eficiente de separare a celulelor care sa
ofere un control mai mare asupra distributiei populatiei celulare este importantd in
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realizarea dispozitivelor tip ,,Lab-On-a-Chip” (LOC). Orice tip de celula din sange
poate fi determinatd cu ajutorul microfluidicii si a dispozitivelor lab-on-a-chip
[W10], [A11].

Biocip-urile, numite si ,,Lab-On-a-Chip (LOC)”, sunt dispozitive de detectie pe
bazd de cipuri de siliciu ce integreaza un organism viu sau un produs derivat din
sisteme vii (de exemplu o enzima sau un anticorp) si un traductor ce furnizeaza o
indicatie, un semnal sau altd forma de recunoastere a prezentei unei substante
specifice in mediul inconjurator. LOC-urile reprezintd dispozitive miniaturizate
capabile sd reducd, sa integreze si sd automatizeze operatiile conventionale de
laborator simple sau multiple intr-un sistem care se potriveste pe un cip, denumit si
platforma. Cipul poate avea dimensiuni de la cativa milimetri la cativa centimetri
(mm? — c¢cm?). Aceste platforme permit manipularea unor volume foarte mici de
lichide, de obicei pe scara ml sau nl si au o addncime si o latime foarte mica a
canalelor (mai mica decat 1 mm) [M6], [T1].

4.1.1. Clasificarea si numarul celulelor din singe

Séngele este tesutul de culoare rosie aflat sub forma lichida, care circula prin
vene si artere, avand rolul de a asigura nutritia si oxigenarea organismului. Este
compus din doud componente principale: plasma si elemente figurate (Fig. 4.1).
Plasma sanguina se regiseste In sange In proportie de 40 - 45%. Elementele
figurate sunt reprezentate de celulele sangelui care plutesc in plasma sanguina. Ele
sunt Tmpartite in trei categorii: eritrocite, leucocite si trombocite. Prin intermediul
acestui tesut lichid se realizeazad toate schimburile nutritive si de epurare dintre
organism si mediul extern. Sangele are anumite proprietati fizico-chimice: culoare,
densitate, temperatura, vascozitate, pH [N2], [M38], [M33].

Fig. 4.1. Proportiile aproximative ale elementelor componente ale sangelui



4. Microfluidica si dispozitivele ,,LAB-ON-A-CHIP” 63

Sangele, dupd cum este cunoscut, contine trei grupe principale de celule:
trombocite, eritrocite (globulele rosii) si leucocite (globulele albe). Fiecare dintre
aceste celule prezintd un anumit numar pe pl (mm®) de sange. in functie de cresterea
sau scaderea acestui numar si a categoriei de celule, se pot identifica anumite
probleme de sanatate [N2].

A. Trombocite

Trombocitele sunt celule circulante, mobile, care nu au o structurd celulara
propriu-zisd. Cea mai mare parte dintre aceste celule sangvine au rol in procesul de
hemostaza (oprirea sangerarii). Datorita fragilitatii lor se distrug repede prin uzura (7
- 10 zile), dar se reinnoiesc permanent. Trombocitele contin: factori de coagulare;
adenozin difosfat (ADP); adenozin-trifosfat (ATP); serotonind; calciu; enzime etc.

Pe langa hemostaza, trombocitele se ocupd de procesul de coagulare a sangelui
(transportul unor substante plasmatice), de retractia cheagurilor formate, precum si
de alte fenomene ale hemostazei, Incepand sd actioneze imediat de la primele
momente ale sdngerarilor. Ele ajutd la mentinerea integritatii endoteliului vascular
(creste fragilitatea vasculard). in mod normal, numérul trombocitelor, este de circa
300.000 / mm?. In functie de numarul crescut sau scizut al acestora, se pot identifica
anumite probleme de sanatate [M38].

e Numarul trombocitelor din singe

Un numar scézut al trombocitelor apare In cadrul unor afectiuni precum: anemie
hemolitica, hepatita, leucemie. Poate aparea si in urma transfuziilor, radioterapiei sau
chimioterapiei, la expunerea la raze ultraviolete. Daca numarul scade sub 100.000 /
mm?®, atunci creste riscul aparitiei unor hemoragii (interne sau externe), iar daca
valoarea este sub 50.000 / mm?, se produc hemoragii spontane. Cdnd numarul
trombocitelor creste la peste 700.000 / mm?®, poate fi rezultatul: efortului fizic intens,
deshidratarii, stresului, traumatismelor. Acest numér crescut se poate regasi si in
timpul travaliului, in hemoragii, in timpul sau in urma unor interventii chirurgicale
sau In splenectomie. Aceastd valoare se poate regasi si datoritd unor stéri deteriorate
ale organismului, precum: anemia feripriva (lipsa de fier), anumite tipuri de cancer,
infectii, reumatism, inflamatii, leucemie mieloida cronica si post hemoragie [T4],
[*10], [M38].

B. Eritrocite (hematii / globule rosii)

Eritrocitele sunt denumite si hematii sau ,,celule rosii”, datoritd pigmentului
care da culoarea rosie sangelui’/hemoglobinei. Acestea sunt cele mai numeroase
celule din sange si se formeaza in maduva osoasa. Atributia principald o reprezinta
transportarea oxigenului si a dioxidului de carbon de la plamani la tesuturi.

O singura hematie contine 1 miliard de molecule de oxigen si traverseaza corpul
in 20 de secunde. Intr-o piciturd de singe exista milioane de hematii, de dimensiuni
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mici, cu forma biconcava si care trdiesc aproximativ 120 de zile (in fiecare secunda
se nasc 2 - 3 milioane de hematii).

Eritrocitele sunt formate din: 64 % apa, 34 % reziduu uscat, 2 % proteine,
fosfolipide, colesterol si glicoproteine. Cele mai importante proprietati ale hematiilor
sunt:

a. elasticitatea - permite deformarea cu revenire la forma;

b. permeabilitatea selectiva - apa, CO,, glucoza, ioni mici - impermeabil pentru
Na+ - permeabil pentru K+ si H+ - permeabil pentru Cl- si HCO3-;

c. rezistenta globulara - capacitatea de a nu se distruge la diverse agresiuni;

d. stabilitatea de suspensie - sta la baza vitezei de sedimentare a hematiilor
(VSH) -stabile in suspensie;

e. antigenicitatea - au pe suprafata lor lipopolizaharide [N2].

e Numarul eritrocitelor din singe

Determinarea eritrocitelor din sange se face in primul rand pentru a determina
anemia, dar si pentru a identifica alte afectiuni medicale. Cresterea numarului
de eritrocite peste valorile normale (vascozitate crescutd) se poate datora unor
afectiuni precum: insuficientd cardiaca congenitald, cord pulmonar, deshidratare,
fibroza pulmonard, policitemia vera. Scidderea numdrului de eritrocite sub
valorile normale (véscozitatea scazutd) este posibil sd se datoreze urmatoarelor
afectiuni: anemie, deficiente ale maduvei osoase, hemoragie, malnutritie,
deficiente nutritionale de Fe, Cu, vitamina B6 si B12, lichide in exces in organism
etc. [M9].

C. Leucocite (globule albe)

Leucocitele au rolul de a asigura protectia organismului prin imunitate, prin
producerea de anticorpi. Datoritd dimensiunilor mai mari decat ale globulelor
rosii si a faptului ca ele se pot misca independent in fluxul sanguin, au posibilitatea
de a ajunge rapid la locul ranii sau al infectiei.

In cazul in care nu exista suficiente celule albe in sdnge, atunci sistemul imunitar
este slabit. Organismul unei persoane sanatoase produce zilnic aproximativ 100 de
miliarde de celule albe [M33].

Anticorpii produsi de catre limfocitele B reprezintd elementul de bazid al
sistemului imunitar - componenta proteica. Ei circuld in sange, recunosc bacteriile,
virusii si alte toxine care duc la Tmbolnavire, sau celulele distruse si le neutralizeaza.
Dupa aceasta expunere la substante strdine (antigen), anticorpii vor continua sa ofere
protectie la expuneri viitoare la acelasi antigen [T4].

Toate tipurile de leucocite intervin in apararea organismul fatd de diversi
agenti patogeni. Leucocitele se impart in doud grupe principale, care la randul lor
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se divid in alte subgrupe. Clasificarea leucocitelor este urmatoarea (Fig. 4.2)
[*20]:

C.1. Leucocite cu nucleu unic, numite mononucleare, care se impart in:

C1.1. Limfocite - sunt esentiale pentru producerea anticorpilor care protejeaza
impotriva bacteriilor, virusurilor si a altor substante toxice pentru organism. La
randul lor, limfocitele se impart 1n alte trei grupe:

e limfocite B (contribuie la imunitate, cand se sintetizeaza anticorpi);

e limfocite T (au roluri complexe in distrugerea altor celule sau coordonarea
intregului sistem imunitar).

e limfocite Natural Killer - NK (recunosc si Inlatura celule anormale).

Din totalul limfocitelor circulante aproximativ 90% sunt limfocite T, circa 10%
limfocite B, limfocitele recirculante (Natural Killer) fiind in numar foarte mic.

Fig. 4.2. Proportiile aproximative ale leucocitelor din sange

C1.2. Monocite - au rolul de a distruge microbii si bacteriile. Acestea sunt
considerate celule de tranzit in sange, pardsesc capilarele si se transforma in
macrofage, celule cu roluri importante fiziologice si in apararea imuna. Un numar
crescut al monocitelor se justifica prin infectii cronice, boli autoimune sau cancer
de sange [M38], [*20].

C.2. Leucocite cu nucleu fragmentat, numite polinucleare

Polinuclearele sunt numite si granulocite, dupa granulatiile pe care le contin in
citoplasma. Ele reprezintd aproximativ doud treimi din leucocite si cuprind trei
subgrupe celulare:

C2.1. Neutrofile - distrug bacteriile si ciupercile care afecteazd organismul.
Polinuclearele neutrofile se mai numesc polimorfonucleare neutrofile si sunt cele mai
numeroase tipuri de leucocite.
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Polinuclearele neutrofile au rol de aparare impotriva bacteriilor, pe care le
fagociteaza. Daca numarul neutrofilelor este crescut, acesta poate fi rezultatul
unor infectii, rani, inflamatii, unor medicamente sau prezinta o forma de leucemie.

C2.2. Eozinofile - responsabile cu distrugerea parazitilor si a celulelor
canceroase. Granulatiile lor se coloreazi bine cu coloranti acizi. In cazul unui
numar de eozinofile crescut pot exista paraziti sau alte infectii, alergii sau astm.

C2.3. Bazofile — au rolul de a ,,alerta” corpul atunci cand apar infectii, prin
secretia de substante chimice eliberate in fluxul sanguin. Ele sunt celule importante
in procesul de inflamatie si au granulatii cu afinitate pentru colorantii bazici. Un
numar de bazofile crescut poate fi rezultatul unei boli tiroidiene [M38].

e Numarul leucocitelor din singe

Numarul leucocitelor din sange este in medie de 5.000 pe milimetru cub (4.000
- 8.000 / mm?®). Aceste valori pot varia in conditii fiziologice sau patologice.

Bolile infectioase microbiene produc cresterea numarului de leucocite la valori
de 15.000 - 30.000 / mm?, uneori si mai mult. Unele tipuri de cancer, precum
leucemia, prezintd un numir de leucocite de cateva sute de mii pe milimetru cub. In
acest caz, sangele devine albicios (sange alb). Cresterea exageratd a numarului de
leucocite (leucocite marite) poartd denumirea de leucocitoza.

Un numadr de leucocite scazut provoacd boala numitd leucopenie (<4000 / uL).
Valorile normale considerate linii de referintd sunt intre 2500 - 4000 / pL. Sunt
considerate valori anormale cele <2500 / uL [G6], [*11].

4.1.2. Importanta limfocitelor din sange

Limfocitele reprezinta, in mod normal, 30% din totalul de celule sangvine albe,
ocupand astfel al doilea loc, dupa neutrofile, Acestea sunt celule ale sistemului
imunitar, responsabile cu reactiile de aparare ale organismului fatd de substantele
considerate strdine si totodatd coordoneaza activitatile altor celule 1n sistemul
imunitar. Ele lupta impotriva agentilor patogeni: virusi, bacterii, paraziti, fungi. Una
din cele mai des intalnite boli ale secolului cu care limfocitele lupta este cancerul.
Acestea se dezvolta in celule producatoare de anticorpi care neutralizeaza efectul
substantelor straine in sdnge. Forma limfocitelor este sferica; ele prezinta valuri
citoplasmatice, ce se pot deplasa in celule si tesuturi. Limfocitele umane se impart in
functie de actiunea lor biologica si de prezenta unor markeri de suprafatd (de pe
suprafata membranei celulare), in trei mari clase (populatii) [Z4], [*20]:

1. Limfocite Natural Killer - NK;

2. Limfocite B;

3. Limfocite T.

Principalele organe limfoide responsabile cu productia si selectia clonala
precoce a tesuturilor de limfocite sunt Timusul si maduva osoasa. Maduva osoasa
produce ambele tipuri de celule T (CD4, CD8) si este responsabila de producerea si
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maturizarea celulelor B. Dintre acestea, aproximativ 25 % din noile limfocite raman
in maduva osoasa si devin celule B. Celulele B produse se alatura sistemului sangvin
si circula catre organele limfoide secundare in cautarea de agenti patogeni.

Celelalte 75 % (celulele T) se deplaseaza catre timus, unde suporta o divizare
rapida si genereaza un numar mare de timocite imature. Acestea se numesc timocite
dublu-negativ (CD4- CD8-). Pe masura maturizarii, timocitele devin dublu-pozitive
(CD4+ CDB8+), iar la final devin limfocite mature.

In stadiul matur sunt mono-pozitive [CD4+ CD8- (limfocite ajutitoare - ,,T
helper”) sau CD4- CDS + (limfocite T citotoxice — ,,cytotoxic”)]. Celulele T mature
care pleaca din timus, alaturi de celulele B sunt in cdutarea agentilor patogeni, si
astfel, limfocitele B si limfocitele T lucreaza impreund pentru a lupta Tmpotriva
infectiilor. Populatiile de celule sunt de obicei definite folosind simbolul ,,+” sau ,,-”
pentru a indica daca o anumita fractiune celulara exprima sau nu o molecula CD.

CD3 reprezind o moleculd care se exprima in primele etape ale dezvoltarii
limfocitelor T. Aceasta este prezenta in ambele categorii de limfocite T: , limfocite T
ajutatoare” si ,,limfocite T citotoxice”. Aceasta nu se regaseste in celulele B sau
celulele Natural Killers (NK). Limfocitele de tip T sunt coordonatorul central si
executorul multor functii imune [F2].

Numarul limfocitelor din singe este intre 1.500 — 3.500/uL. Numarul scazut
de limfocite poartda denumirea de limfocitopenie si apare atunci cand sunt sub 1.500
de limfocite pe mm?. Poate aparea atunci cand corpul nu produce suficiente limfocite,
cand limfocitele sunt distruse sau sunt prinse in splind sau in ganglionii limfatici.
Limfocitopenia poate indica o serie de afectiuni precum: subnutritie; gripa; stari
autoimune (lupusul); unele tipuri de cancer, anemia limfocitara, limfomul si boala
Hodgkin; utilizarea steroizilor; terapie cu radiatii; administrarea anumitor
medicamente, inclusiv cele pentru chimioterapie; unele afectiuni mostenite, cum ar
fi sindromul Wiskott-Aldrich si sindromul DiGeorge etc.

Pe langa acestea, cea mai cunoscuta boald ce poate fi determinata in raport cu
numarul de limfocite este datd de infectia cu HIV/SIDA. Infectia cu HIV (Virusul
Imunodeficientei Umane) distruge progresiv celulele T din sange si inhiba productia
de noi limfocite. De asemenea, poate duce la izolarea limfocitelor in nodulii limfatici,
crescand astfel riscul de infectii pulmonare. Un diagnostic important 1in
managementul bolii HIV este numarul absolut al limfocitelor care exprima receptorii
CD4 si CDS (receptori ai celulelor T). Numarul de celule T ,,CD4 si CD8” dintr-o
mostra de sange poate indica starea sistemului imunitar al pacientului, si daca acesta
este infectat cu virusul HIV. Inversarea raportului CD4/CD8 este specific SIDA
(Sindromul Imunodeficientei Umane Dobandite), inainte ca virusul HIV sa poata fi
detectat. Acelasi raport de CD4/CDS a fost analizat pe pacienti cu varste cuprinse
intre 7 - 8 luni si s-a constatat cd raportul este mai mic la nou-ndscutii prematur.
Determinarea celulelor CD4 este utilizatd pentru stabilirea momentului initierii
terapiei antiretrovirale HIV si pentru monitorizarea eficientei tratamentului [B10].
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Limfocitoza (numar mare de limfocite) apare atunci cand exista peste 4000 de
limfocite pe mm®. Este frecventi atunci cand o persoani are o infectie. In general,
limfocitele cresc in infectiile virale. Daca nivelul limfocitelor persista sa fie crescut,
atunci sunt posibile inclusiv rujeold, oreion si mononucleoza; adenovirus; hepatité;
gripd; tuberculozd; toxoplasmoza; citomegalovirus; brucelozd; vasculitd; sau
anumite forme de leucemie: leucemie limfocitara acuta, leucemie limfocitara cronica
[*11]. Exista si alte cauze mai rare: afectiuni ale tesutului conjunctiv, afectiuni ale
glandei tiroide, boala Addison etc.

O proportie de peste 40 % de limfocite din totalul leucocitelor, dar cu numar de
leucocite normal (sub 4000 celule/mm?) reprezintd limfocitoza relativd. Un numar de
limfocite mai mare decat de obicei poate aparea in perioada de convalescenta, dupa
o boala, aceasta fiind o situatie temporara. Numarul fiecarei categorii de limfocite
poate determina altceva:

—nivelul redus al limfocitelor B presupune scaderea anticorpilor care protejeaza
organismul de infectii;

— nivelul scazut al limfocitelor T si NK reduce capacitatea organismului de a
lupta cu infectii virale, fungice sau cu paraziti [C6], [B10].

4.2. CONSTRUCTIA DISPOZITIVELOR
MICROFLUIDICE

In ceea ce priveste materialele folosite in constructia microfluidicii, acestea sunt
foarte putine. Istoria acestora a inceput odata cu corodarea canalelor direct in siliciu.
Totusi, dat fiind faptul ca aplicatiile biologice implicd microscopia, s-a cautat
inlocuirea acestui material cu unul care sd prezinte transparentd si care si aiba
proprietati optice remarcabile. Acest material este sticla. Pe l1anga cele doua avantaje
majore pe care le are in comparatie cu siliciul, aceasta prezint si rezistentd [J3]. In
timp, au inceput sa se foloseasca si alte tipuri de materiale. Dintre aceste materiale,
cele mai uzuale sunt:

e polimeri: a.) elastomeri (ex. PDMS); b.) termoplastici (ex. PMMA);

e hartie.

O structura de interes des intdlnitd in constructia dispozitivelor microfluidice
este: sticld / siliciu / sticld. Se pot folosi doud straturi de sticla pentru a forma
suprafata inferioara si suprafatele laterale ale canalului microfluidic, In timp ce
canalele microfluidice sunt definite in siliciu, folosind un proces de corodare (ex.
RIE) [14].

Un alt exemplu de fabricare a canalelor microfluidice in siliciu este prezentat in
Fig. 4.3. Microcanalele se corodeaza intr-un substrat de siliciu acoperit cu oxid de
siliciu, cu ajutorul unui echipament de corodare adanca a siliciului cu ioni reactivi
(DRIE). Pentru incapsulare este folosit un capac din sticla, lipit cu ajutorul unui
sistem de lipire anodica [*16]. Cel mai mare avantaj al microcanalelor fabricate in
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sticla (Fig. 4.4) il reprezinta faptul ca se poate realiza o curdtare minutioasa a acestora
pentru utilizare [O1].

Microfluidica dezvoltatd pe hartie a condus la teste de diagnostic ieftine si de
unica folosinta. Testele de hartie sunt destul de frecvente la dimensiuni mari (ex. teste
de sarcind) [N3].

Fig. 4.3. Canale Fig. 4.4. Canale Fig. 4.5. Canale Fig. 4.6. Canale
microfluidice microfluidice microfluidice realizate microfluidice realizate in
realizate in Si/SiO2 realizate in sticld in PDMS [C18] PMMA [C11]
[*16] [O1]

Cel mai utilizat material dintre polimeri in constructia dispozitivelor
microfluidice bioMEMS 1l reprezintd polidimetilsiloxan (polydimethylsiloxane -
PDMS). in baza proprietatilor pe care le prezinti acest polimer organic pe bazi de
siliciu, este extrem de utilizat. Este vascoelastic, la temperaturi ridicate actionand ca
un lichid vascos, iar la temperaturi scazute, actionand precum un solid elastic. PDMS
este inert, neinflamabil si transparent [W11], [W6]. Acesta poate fi atasat cu ajutorul
plasmei diferitelor substraturi (exemplu sticla, siliciu). Astfel de canale microfluidice
realizate iTn PDMS sunt prezentate in Fig. 4.5 [C18].

PDMS este folosit la dispozitivele microfluidice pentru anumite proceduri
biologice, precum: imunoanalizarea, sortarea si manipularea celulelor, separarea
ADN-ului sau pentru studiul celulelor din microcanalele parcurse de caitre fluide
[S8], [D4].

Le, T. et al. au prezentat in [L1] un sistem manual de microvalve fabricat din
PDMS. Acest dispozitiv se utilizeaza in aplicatii microfluidice. Sistemul de supape
a fost fabricat ca un dispozitiv separat si apoi a fost conectat la sistemul microfluidic
prin tuburi.

Dzebic, M. et al. au prezentat in [D9] fabricarea unui dispozitiv microfluidic
folosit pentru separarea solutiilor biologice. Pentru a realiza acest dispozitiv din
PDMS, s-a fabricat initial cu o matritd din fotorezist SU-8. S-a etalat fotorezistul pe
o placheta de siliciu folosita ca suport, iar cu ajutorul litografiei a fost expusd masca
cu modelul dorit. In aceasta matrita, a fost turnat PDMS-ul in interiorul ciruia au fost
realizate zonele microfluidice (microcanalele si orificiile de intrare si iesire). Pentru
a obtine dispozitivul final, dupa ce PDMS-ul este desprins de matrita, este lipit pe un
substrat de sticla folosind un echipament de lipire cu plasma de oxigen [D9]. Exista
mai multe astfel de dispozitive alcétuite din PDMS si sticld. Aceste doud materiale
se asambleaza folosind plasma de oxigen sau UV-ozon [J4].
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Cel mai mare avantaj al folosirii PDMS-ului in fabricarea dispozitivelor
microfluidice (Fig. 4.5) este dat de faptul ca microstructurile PDMS pot fi fabricate
cu precizie si la preturi reduse [S8].

Un alt material asemanator PDMS-ului, folosit pentru fabricarea canalelor
microfluidice il reprezinta PMMA. Astfel de canale microfluidice fabricate din
PMMA pot fi observate in Fig. 4.6 [C11].

De asemenea, s-a demonstrat ca fotorezistul SU-8 se poate folosi cu succes in
partea de dezvoltare a canalelor microfluidice [A15]. Totodata, au fost folosite
tehnologii de fabricare hibrida care folosesc impreuna un sistem flexibil polimer
(polidimetilsiloxan — PDMS) si un polimer rigid (SU-8) [P4].

4.3. TIPURI DE CIRCUITE MICROFLUIDICE

Un circuit microfluidic poate controla debitele, directiile de curgere,
amestecarea si reactia substantelor chimice, separarea particulelor etc. [DS].
Geometria unui sistem microfluidic este determinata de parametrii precum: latimea
canalului central; addncimea canalului sau unghiul de intersectie dintre canale.

In majoritatea cazurilor de determinare a anumitor tipuri de celule, pe langa
orificiul prin care se introduce sangele, mai exista minim o intrare pentru lizarea unui
anumit tip de celule, si Inca o intrare pentru solutia de stopare a lizarii celulelor. De
obicei, doua dintre solutii se introduc simultan, astfel incat se foloseste tipul de
bifurcatie simetrica.

In urma cercetarilor efectuate, s-a studiat problema unghiului de intersectie dintre
canale. Mai precis, s-au studiat microcanale dispuse sub forma de jonctiuni de tip ,,Y” si
»1 - doud intrari si o iesire [M30], [*16]. S-a constatat astfel, cd unghiul de 60° este
unghiul optim prin care solutiile vor curge simultan (Fig. 4.7.a). Canalele microfluidice
prin care vor circula celulele/ solutiile pot avea forma serpuita (Fig. 4.7.b) sau pot fi
drepte. Pentru introducerea solutiilor de lizare, in majoritatea cazurilor se folosesc canale
cu bifurcatie laterala, precum cele prezentate in Fig. 4.7.c.

Fig. 4.7. Circuite microfluidice: a.) canale drepte cu bifurcatie la 60°;
b) microcanale serpuite; ¢) microcanale drepte cu bifurcatie laterald [*33]

Existd diverse geometrii propuse pentru circuitele microfluidice in vederea
realizérii analizelor de sange. Exista dispozitive care pot avea intrarile la unghiuri de



4. Microfluidica si dispozitivele ,,LAB-ON-A-CHIP” 71
60° (Fig. 4.8) sau de 45° (Fig. 4.9) si canalul microfluidic in forma spiralata. Chiu et.

al. au dezvoltat un dispozitiv microfluidic simplu, in spirala, ce are rolul de a izola
limfocitele B si T (Fig. 4.10) [C14].

Fig. 4.8. Canal spiralat cu trei intrari la Fig. 4.9. Canal Fig. 4.10. Canal spiralat cu

unghiuri de 60° [A7] spiralat cu trei doua intrari la unghiuri de
intrari la unghiuri 60° [C14]
de 45°[*21]

Pentru fiecare dispozitiv in parte, s-a stabilit geometria optima a canalelor
microfluidice cu ajutorul simularilor numerice.

4.4. STADIUL ACTUAL AL DISPOZITIVELOR
,,LAB-ON-A-CHIP”

Baza procesului de fabricare a dispozitivelor ,,Lab-On-a-Chip (LOC)” este
fotolitografia. In acest sens, LOC-urile sunt uneori denumite dispozitive
microfluidice sau cip-uri microfluidice [S2], [Y1]. LOC este in esenta o retea de
canale si rezervoare care sunt gravate pe substraturi de materiale pentru a construi
laboratoare miniaturale. Fortele de presiune sau electrocinetice deplaseaza volume
mici de lichid intr-o maniera riguros controlata prin canale.

Tehnologia bazata pe litografie a aparut pentru prima data in anul 1966 odata cu
dezvoltarea senzorilor de presiune. Imediat dupa aparitia acestor senzori, a inceput
dezvoltarea dispozitivelor de analiza a fluidelor (conexiuni capilare, dispozitive de
dozare, mixere, pompe, valve etc).

Primul dispozitiv ,,Lab-On-a-Chip” a aparut in anul 1979 si era reprezentat de
un cromatograf conceput de catre S.C. Terry - Stanford University. La sfarsitul anilor
1980 au aparut dispozitive performante in acest domeniu, precum micropompele si
senzorii de puls. La mijlocul anilor 1990 interesul in cercetarea si comercializarea
acestor dispozitive a crescut, atunci cand s-a dovedit ca tehnica ,,Lab-On-a-Chip”
oferd instrumente importante in aplicatii precum electroforeza capilard. Aceasta
permite separarea moleculelor Incarcate electric in functie de mobilitatea proprie Intr-
un tampon cu un pH dat si in functie de fluxul electroosmotic [P3], [T2].
Electroosmoza reprezinta procesul generat de miscarea unui fluid fatd de un perete
solid generat de actiunea cdmpului electric [D7].
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La nivel international, au fost dezvoltate mai multe astfel de dispozitive, dar
majoritatea se afla in stadiul de cercetare, ele nefiind comercializate. Dintre aceste
exemple, se mentioneazd Watkins N. et al, care au dezvoltat un biocip microfluidic
de numarare a limfocitelor CD4+ si CD8+ din sénge integral, fard a pregati probele
in prealabil. Dispozitivul se bazeazd pe o numarare electricad diferentiala, in care
eritrocitele sunt lizate, si celulele tinta CD4 si CD8 sunt legate de anticorpi specifici
conjugati cu fluorofori [W9], [H1], [H2].

Multe dintre metodele LOC de numarare a celulelor CD4+ se bazeaza pe
adaptarea microfluidicii la citometria in flux si fac cuantificarea prin analizarea
imaginilor celulelor T CD4+ marcate fluorescent [B8] sau pe miniaturizarea
platformelor de citometrie in flux [W1].

Murtagh M. impreuna cu Agentia Sanatatii Globale - Unitaid, au prezentat in
2011 un raport in care au fost prezentate metodele remarcabile In ceea ce priveste
detectia celulelor CD4+ pentru diagnosticarea HIV [M39].

Dispozitivele portabile si metodele aferente oferd o precizie suficientd pentru
monitorizarea progresiei terapiei. Dintre aceste metode, amintim stripurile
imunocromatografice pentru celulele CD4+ sau sistemul de sedimentare care cuantifica
CD4+ 1n functie de indltimea celulelor CD4+ conjugate cu microparticule intr-o fereastra
de vizualizare [B13]. Existd si alte metode, precum cele ce folosesc microscopia cu
scanare in fluorescenta si quantum doturi sau anticorpi marcati fluorescent [B11]. In
general, 1n ceea ce priveste aceste metode, este necesara prepararea probei in afara cipului
si manipularea manuald. Simplitatea si costurile mici fac ca metodele cu detectie electrica
sa fie In continuare studiate pentru citometrie LOC. S-au facut progrese in
microcitometria impedantei cu curent alternativ pentru detectia diferentelor in celulele
modificate chimic [C12], dar nu este suficient de sensibild pentru a face deosebirea intre
celulele care au morfologii similare.

Primul analizor fard flux LOC pentru cuantificare de CD3+ si CD4+ a fost
fabricat de firma Alere Pima Germania, in anul 2009. Este un citometru cu volum
fix, care foloseste iluminare LED si detecteaza celulele CD4+ marcate fluorescent
facand analiza imaginilor statice pentru numirarea CD4+, nu si o determinare
procentuala de CD4, ceea ce limiteaza folosirea pentru monitorizarea HIV la sugari.
Cartusul Pima este alimentat cu proba de sange integral 25 uL si apoi introdus in
analizor, unde are loc incubarea cu anticorpii din cartusul Pima, anticorpi anti-CD4
si anti-CD3 marcati fluorescent, iar apoi are loc excitarea fluoroforilor cu LED si
detectarea emisiilor fluorescente cu camera CCD [*12].

Firma Mbio Diagnostics Inc. USA a dezvoltat un instrument pentru cuantificare de
CD4 cu detectie in fluorescentd. Proba de singe venos sau din intepdturd in deget se
introduce direct in cartusul Mbio care contine doi reactivi liofilizati (doi anticorpi marcati
fluorescent) iar cititorul efectuecaza o analizd a imaginii in doud culori, furnizand o
cuantificare absoluta a celulelor CD3+ si CD4+. Desi metoda de detectie este similara cu
cea a analizorului Alere Pima, sistemul Mbio prezintd dezavantajul ca este un proces in
doud etape: in prima etapa, proba de sange este procesatd in cartus 1n afara cititorului si
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in etapa a doua, dupa procesarea probelor, cartusul este introdus 1n cititor pentru a genera
raspunsul final [M1].

Daktari Diagnostics Inc., USA au dezvoltat un instrument care functioneaza fara
sisteme optice, lentile sau camere. Detectia se face prin masurare impedimetrica.
Software-ul Daktari poate doar si estimeze numarul de celule CD4+ din volumul
original, dar nu poate reda un numar de celule fizice. Aceasta estimare se face pe baza
concentratiei componentelor celulare eliberate in camera de detectie [M39].

Rodriguez si colaboratorii Tn 2005 au realizat un microcip de numarare a celulelor
CD4. S-a folosit ca proba sange integral (fara preparare) de care se leaga anticorpi
conjugati cu un fluorofor, care au fost capturati pe 0 membrana intr-o celula de curgere
miniaturizatd urmata de detectia opticd cu ajutorul unui microscop epifluorescent. Un
algoritm de calcul asociat transforma imaginile obtinute in numarul de CD4 absolute si
CD4% in timp real. Dupd aceeasi metodd, au fost cuantificate de autorii studiului si
CD3% si CD8%. Rezultatele obtinute au aratat ca este 0 metodd mai putin precisa pentru
probele de pacienti cu numar mare de CD4 (>500 celule/pL) pentru cd imaginile digitale
se suprapun si nu se mai pot numara celulele [R3].

Folosirea dispozitivelor microfluidice bazate pe tehnologia MEMS (Micro-Electro-
Mechanical-Systems) a imbunatatit semnificativ performantele multor aplicatii in
biodetectie. Acestea permit manipularea probelor, amestecarea, diluarea, electroforeza
si separarea cromatografica, colorarea si detectarea pe un singur sistem integrat.

O altd categorie de celule determinate de astfel de dispozitive sunt celulele
tumorale circulante (CTC). Cancerul apare odata cu aparitia ,,defectelor” (mutatiilor)
genelor care determina inmultirea celulelor. Celulele tumorale circulante (CTC), sunt
celule care se gasesc in fluxul sanguin in timpul procesului de metastaza (ultima etapa
a cancerului). Acestea provin din tumori primare sau secundare la pacientii cu cancer.
CTC-urile au markeri de suprafata diferiti fata de celulele normale din sénge.

Microfluidica oferd oportunitati unice pentru izolarea si detectarea celulelor
tumorale rare din sange, promovand descoperirea biomarkerilor celulelor tumorale si
extinzand intelegerea biologiei metastazelor. Dispozitivele de detectare a CTC-urilor
folosesc proprietdti diferite ale celulelor tumorale circulante, markeri specifici
suprafetelor celulare, proprietiti biologice [C19] sau proprietiti fizice precum
dimensiunea, densitatea si deformabilitatea [B17]. Cercetatorii investigheaza diferite
metode pentru a determina diferite tipuri de cancer: cancer de san [S6], [B16], [D3],
[W2], cancer pulmonar [C13], [C10] cancer colorectal [O2], [M8] etc., prin diferite
metode [B18], [M7]. In contextul extinderii permanente a bolilor tumorale, se
impune o dezvoltare permanenta a tehnicilor de diagnosticare, tratare si control.
Aceastd dezvoltare implicA in permanentd utilizarea unor micro si
nanotehnologii, pe cat posibil noninvazive, al ciror continut nu se poate delimita
de utilizarea unor mini-echipamente specializate din categoria MEMS-urilor cu
aplicatii in biotehnologie.

Tehnologiile de biosensibilitate cuprind dispozitive si sisteme portabile utilizate
pentru identificarea, monitorizarea si controlul fenomenelor biologice. Cele mai uzuale
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dispozitive sunt cele ce folosesc biorezonanta pentru determinare celulelor. In cazul
fiintelor umane, exista o tehnica de evaluare si tratament numita biorezonanta. Aceasta
tehnica detecteaza si citeste oscilatiile electromagnetice ultrafine, produse de moleculele,

celulele, diferitele organe si glande ale organismului.

Cu ajutorul unui mini-microscop, celulele canceroase pot fi depistate in timp
real. Dispozitivul este prezentat in Fig. 4.11 [*13].

Fig. 4.11. Mini-microscop pentru determinarea celulelor tumorale [*13]

Principalele avantaje ale LOC sunt date de:

usurinta utilizarii;
viteza de analiza;
consumul redus de probe si reactivi;
reproductibilitate ridicatd datoratd standardizarii si automatizarii.

In Tabelul 4.1, sunt prezentate articole cu exemple de dispozitive LOC.

Tabelul 4.1. Exemple de dispozitive LOC

Nr Autor/i Articol Subiectul abordat
1 | Wang, J.H. et.al. | “An integrated microfluidic system | Dispozitiv microfluidic ce are in
(2011) [W4] for counting of CD4+ /CD8+ T componenta sa micromixere si
lymphocytes” micropompe pentru separarea celulelor
CD4+ si CD8+.
2 | Watkins N.N. “Microfluidic CD4+ and CD8+ T | Dispozitiv de detectie a celulelor
et.al. (2013) Lymphocyte Counters for Point-of- | CD4+ si CD8+, cu circuitele
[W9] Care HIV Diagnostics Using microfluidice realizate in PDMS, din
Whole Blood” proba nediluata de sange.
3 |Hassan U. etal. |“Flow metering characterization Fluxul de masurare dintr-un dispozitiv
(2014) [H1] within an electrical cell counting microfluidic de detectie a limfocitelor
microfluidic device”
4 | Wang, S. et.al. “Micro-a-fluidics ELISA for Rapid | Platforma microfluidica de detectie a
(2014) [W7] CD4 Cell Count at the Point-of- celulelor CD4+ cu ajutorul benzilor
Care” magnetice.

Tabelul 4.1 (continuare)
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Nr Autor/i Articol Subiectul abordat

5 | Nwankire C. “Label-free impedance detection of | Platforma microfluidica de detectie a
E.net.al. (2015) | cancer cells from whole blood on | celulelor producétoare de cancer
[N5] an integrated centrifugal

microfluidic platform”

6 |Hassan U. etal. | “Microfluidic differential Dispozitiv microfluidic de detectie a
(2016) [H2] immunocapture biochip for specific | unor leucocite specifice CD4+ si

leukocyte counting” CD8+

7 |ChiuT. K. et.al. |“Application of optically-induced- | Dispozitiv microfluidic de captare a
(2016) [C15] dielectrophoresis in microfluidic celulelor tumorale circulante —

system for purification of specifice cancerului metastazic
circulating tumour cells for gene

expression analysis- Cancer cell

line model”

8 |Park E.S.etal. |“Continuous Flow Deformability- | Dispozitiv microfluidic de separare a
(2016) [P2] Based Separation of Circulating celulelor CTC de celelalte celule din

Tumor Cells Using Microfluidic sange
Ratchets”

9 |Zeinali M. et.al. | “Profiling heterogeneous Dispozitiv din PDMS folosit pentru
(2018) [Z1]. circulating tumor cells (CTC) detectia celulelor CTC

populations in pancreatic cancer
using a serial microfluidic CTC
carpet chip”.

10 |Liu Y. et.al. “Analysis of leukocyte behaviors | Un review al dispozitivelor de tipul
(2019) [L3] on microfluidic chips” ,lab-on-a-chip”folosite in detectia

leucocitelor

11 | ChenJ. et.al. “3D printed microfluidic devices Dispozitiv de izolare a celulelor
(2020) [C9] for circulating tumor cells (CTCs) | tumorale CTC, realizat cu ajutorul

isolation” imprimantei 3D.

12 |i¢6z K. et.al. “Microfluidic Chip based direct Dispozitiv microfluidic realizat din
(2020) [I1] triple antibody immunoassay for PMMA pentru monitorizarea

monitoring patient comparative leucemiei.
response to leukemia treatment”

13 |Quang L. D. et.al. | “Biological living cell in-flow Determinarea celulelor care trec prin
(2020) [Q2] detection based on microfluidic microcanale fluidice realizate din

chip and compact signal processing | PDMS, peste electrozi de aur aflati pe
circuit” substrat de sticla.

14 | Sivaramakrishnan | “Active microfluidic systems for Review al dispozitivelor microfluidice
M. et.al. (2020) | cell sorting and separation” folosite pentru sortarea si separarea
[S10] diferitelor celule.

15 | Ajanth P. et.al. “Microfluidics technology for Review al lucrarilor ce prezinta
(2020) [A3] label-free isolation of circulating dispozitive microfluidice de

tumor cells” determinare a CTC-urilor.

16 |Noor A.M. et.al. | “Microfluidic device for rapid Dispozitiv microfluidic realizat din

(2020) [N4] investigation of the deformability | PDMS, folosit pentru determinarea
of leukocytes in whole blood leucocitelor din proba de sange,
samples” folosind fluorescenta.
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4.4.1. Dispozitive ,,Lab-On-a-Chip”
pentru determinarea limfocitelor T

Utilizarea dispozitivelor microfluidice LOC pentru determinarea limfocitelor T
este un pas important In ceea ce priveste inliturarea echipamentelor masive si
costisitoare. Aceste dispozitive pot sd inlocuiasca rutina de analize biomedicale si
diagnosticare. Astfel, nu mai este necesara deplasarea la centre specializate, iar
timpul de asteptare a rezultatelor poate fi diminuat.

Se prezinta trei exemple relevante de biocipuri microfluidice folosite pentru
determinarea de limfocite T realizate de unii dintre cei mai importanti cercetatori in
acest domeniu al microfluidicii.

e Sistem microfluidic integrat pentru numérarea
limfocitelor T CD4+ / CD8+

Wang et. al. au dezvoltat un sistem microfluidic de numarare a ,limfocitelor T
CD4+/CD8+” existente Intr-o proba de sange. Acest sistem este compus dintr-un
modul de incubatie pentru celulele-tinta cu ajutorul anticorpilor anti-CD4 / CDS /
CD3 si un modul de citometrie in flux [W4].

Modulul de incubatie cuprinde o camera de incubatie i un micro-mixer de tip
vortex (compus din trei membrane confectionate din PDMS) (Fig. 4.12).

Fig. 4.12. Dispozitiv cu micromixer de tip vortex a) componentele functionale ale dispozitivului, b)
imagine a sistemul microfluidic asamblat, cu latimea de 55 mm si lungimea de 65 mm [W4]

Acesta este actionat pneumatic, iar probele se amesteca rapid. Acest modul
foloseste marcarea celulelor cu ajutorul fluorescentei. Sunt utilizate trei micro-pompe
pneumatice pentru focalizarea curgerii. Dupa procesul de etichetare, sunt utilizate
diferite semnale fluorescente, excitate cu ajutorul laserului, pentru detectarea si
numararea celulelor CD4+ / CD8+. Acest proces are loc pe masura ce limfocitele
trec prin regiunea de detectare a citometrului cu microflux.

Dispozitivul a fost fabricat pornind de la un strat de SU-8. Matrita de SU-8 a fost
replicatd pentru a fabrica microcanale de PDMS din model invers. Se mai depune
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inca un strat de PDMS, dupa care cele doua straturi se lipesc pe un substrat de sticla
cu ajutorul unui echipament cu plasma.

Autorii au declarat ca intreaga procedurd de diagnosticare, inclusiv incubarea
probei si numadrarea celulelor, poate fi efectuatd automat in termen de 35 min. Aceste
rezultate au fost obtinute prin compararea cu rezultatele unor citometrii in flux
folosite pe scara larga [W4].

= Dispozitiv microfluidic de detectare rapida a celulelor CD4

Wang et. al. au dezvoltat un dispozitiv microfluidic ce masoara in mod automat
celulele CD4 din sange. Celulele CD4 sunt capturate cu ajutorul unei benzi magnetice
[W7]. Acecasta banda este functionalizatd cu anticorpi specifici, anti-CD4.
Caracterizarea a fost efectuata utilizind microscopie electronica de scanare (SEM).

Fig. 4.13. Prezentare generala a platformei m-ELISA [W7]

Dispozitivul (Fig. 4.13) a fost asamblat cu ajutorul unei tehnici non-litografice.
Au fost folositi polimer PMMA si film adeziv, care au fost tdiati cu ajutorul unui
echipament cu laser. Au fost folosite trei straturi de PMMA cu grosimea de 1,55 mm,
atat pentru partea de sus, cat si pentru partea de jos a dispozitivului.

Cipul proiectat contine cinci camere circulare care contin solutii apoase si doua
camere de spélare care contin solutie salina de tampon fosfat (PBST) si cinci camere
eliptice care contin ulei mineral pentru separarea fizica a lichidelor camerei circulare
hidrofile.

Stratul superior de PMMA contine o singura intrare, folosita pentru incércarea
probei/reactivului [W7].

= Biocip diferential microfluidic pentru determinarea
leucocitelor specifice T CD4+ si CD8 +

Hassan et.al au fabricat un dispozitiv de dimensiuni mici: 3 cm x 4 c¢cm, folosit
pentru capturarea limfocitelor T: CD4, CD8 [H2]. Dispozitivul microfluidic de tip
LOC este folosit pentru numararea celulelor pentru diagnosticarea HIV / SIDA.
Deoarece limfocitele T CD4 + nu pot fi diferentiate de limfocitele CD4 doar prin
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interogare electricd, acest biosenzor microfluidic a fost dezvoltat fiind bazat pe o
tehnologie de numadrare a celulelor electrice cu imunocaptura diferentiala.

Contorizarea celulelor se face dupa lizarea manualda a globulelor rosii din
sange, dintr-o proba de sdnge de 10 pl nediluat. Aceasta cantitate de sange este
infuzatd In cip si amestecatd cu reactiv de lizare (0,12 % acid formic si 0,05 %
saponin dizolvate 1n apa deionizatd). Solutia rezultata este apoi amestecata pe cip
cu o solutie de racire (5,3 ml de carbonat de sodiu 0,6 % si 3 % volumetrice de
clorurd de sodiu in DI) pentru a opri procesul de lizare si pentru a pastra
leucocitele ramase. Probele de sange lizate si antilizate au fost injectate in camera
de captare la debite cuprinse intre 15 si 30 ul / min. Raportul sange: lizare este
de 1:12, iar raportul sange: stopare lizare este 1: 6.3. Solutia de sange lizat trece
prin canalul de masurare ce are sectiunea transversala 15 pm indltime x 15 pm
latime.

Acest canal contine electrozi de dimensiuni micrometrice, pentru a Inregistra
numarul de celule inainte de a intra In camera. Contoarele de celule microfluidice se
bazeaza pe principiul de numarare Coulter [M27]: 1n dispozitiv, celulele curg prin
canalul ce are un curent care trece prin el. Celula, care nu poate conduce curentul, il
blocheaza si astfel provoacd semnalul "spike" (varf), aratand astfel cate celule au
trecut prin canal. Impedanta pe electrozi creste pe masura ce o celula trece prin canal
si este produs un varf de tensiune, amplitudinea fiind proportionald cu dimensiunea
celulei, iar latimea este proportionald cu viteza celulei. Modificarea impedantei
depinde, de asemenea, de debitul cu care fluidul curge, oferind astfel posibilitatea de
a masura volumul fluidului. Debitul unui electrolit intr-un canal microfluidic este dat
de un profil parabolic (curgere liniard) [H2]. Debitul variaza de la 10 la 60 uL min™!,
cu o crestere de 5 uL min™' in 120 s [H1].

Odata cu trecerea leucocitelor prin canalul de numarare, iar apoi prin camera de
captura, celulele CD4 + sunt captate si retinute de anticorpi atasati de stalpii din
camera de capturd. Celulele ramase trec prin al doilea numarator, astfel incat
diferenta dintre numarul limfocitelor de intrare si numarul limfocitelor de iesire
determind numarul de celule T capturate CD4 +.

Spatiul dintre electrozi este de 15 um. Un semnal de intrare de 5V la 3030 kHz
si 1,7 MHz este alimentat la electrodul de numarare. Pentru a crea dispozitivul din
PDMS, au fost folosite metodele clasice de microfabricare. in Fig. 4.14, este
prezentatd o imagine de ansamblu a dispozitivului ce contine: (1) intrarea pentru
sange; (2) sectiunea de lizare si cea de stopare a lizarii; (3) senzorul de numadrare a
intrarilor; (4) camera de captura; (5) senzorul de numarare a iesirilor.

Camera de captura are dimensiunile de 2,5 cm x 1,4 cm, diametrul pilonilor fiind
de 40 pm. Pentru celulele T CD4 si CD8, spatiul dintre stalpi este de 11pm (Fig.
4.15).

Pentru a verifica captarea celulelor T CD4+ sau CD8+, celulele din camera de
captare au fost marcate cu anticorpi fluorescenti CD4 si CD14 (CD14, care pot fi
utilizati pentru diferentierea monocitelor) sau corpuri anti-CD8 [W9].
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Fig. 4.14. Partile componente ale Fig. 4.15. Ilustratie grafica a anticorpilor si a legarii
dispozitivului prezentat de Watkins [H2] celulare pe stalpi [H2]

4.4.2. Dispozitive ,,Lab-On-a-Chip”
pentru determinarea celulelor tumorale circulante

Dispozitivele de detectie a celulelor tumorale circulante (CTC) s-au dezvoltat
semnificativ n ultimii ani. CTC au o semnatura specifica diferitd fatd de cea a
celulelor normale. Astfel, dispozitivele LOC folosesc diferite proprietiti ale celulelor
tumorale pentru a le cuantifica si pentru a le captura. Celulele pot fi separate prin
metode dielectroforetice sau magnetoforetice. Dintre proprietétile celulelor CTC, fac
parte markerii specifici de pe suprafata celulelor, marimea CTC-urilor, si
deformabilitatea celulara.

Dispozitivele care folosesc markeri specifici pentru detectia CTC-urilor utilizeaza
diferite suprafete microstructurate si functionalizate cu anticorpi sau nanomateriale
carbonice, pentru a imbunatati sensibilitatea si specificitatea dispozitivelor.

O altd metodda de detectie a CTC-urilor o reprezintd separarea celulara
hidrodinamica, care ofera o separare continud si fara marcare prealabild [T3].

Dintre exemplele de dispozitive folosite pentru detectia CTC-urilor sunt
prezentate in continuare urmatoarele:

= Platforma microfluidica centrifugala integrata pentru detectarea
impedantei fira etichetare a celulelor canceroase din sangele intreg
(eLoaD)

Platforma microfluidica (eLoaD) a fost fabricatd pentru a detecta CTC-uri cu
ajutorul impedantei electrochimice. Anticorpii sunt atasati de electrozii de aur.
Dispozitivul a fost compus din cinci straturi: doua straturi de adeziv si trei straturi de
PMMA. Cu ajutorul echipamentelor cu laser, s-au prelucrat gauri si rezervoare in
dispozitiv.

S-au fabricat valve de sacrificiu cu materiale dizolvabile in apa. Pentru a capta
molecula de adeziune a celulelor epiteliale — EpCAM, s-a aplicat un strat de captare
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anti-EpCAM, precum si un semnal de curent alternativ de joasa frecventa (177,2 Hz)
la potentialul stationar (in circuit deschis). Limita de detectie rezultata a fost mai
mica de 21475 celule capturate / mm? la o eficientd de captare de 87%.

In Fig. 4.16, se prezinta platforma eLoaD, unde: (1) este discul superior (contine
cai de acces), (2) - adeziv superior (contine canale), (3) - disc intermediar (contine
camera), (4) - adezivul inferior (contine valve si canale pentru a analiza regiunile) si
(5) - discul inferior (cu electrozi).

Fig. 4.16. Platforma microfluidica integrata pentru detectia CTC [N5]

Platforma versatila realizata pentru alte tipuri de bioanalize, de exemplu pentru
biomarkeri pe baza de plasma in sange, face din eLoaD un candidat promitator pentru
stabilirea analizelor rapide, cu mai multi parametri, cu cantitati reduse de sange
exprimate Tn microlitri, setdri clinice comune, chiar la punctul de ingrijire.

Platforma-centrifugd eLoaD detecteazd numai celulele canceroase,
eliminand celulele rosii (RBC-urile). Astfel, numai fractiunea plasmei care
contine celule canceroase ajunge la electrodul de detectare unde sunt
capturate. Alte componente precum resturile de celule plasmatice si de
trombocite nu adera la electrozii de aur anti-EpCAM si sunt spélate in camera
de deseuri [N5].

= Sistem microfluidic pentru purificarea celulelor tumorale circulante
pentru analiza expresiei genei prin aplicarea dielectroforezei induse
optic

Chiu et al. folosesc dielectroforeza indusa optic pentru separarea CTC-urilor.
Autorii folosesc modele optice pentru a crea electrozi virtuali si pentru a manipula
CTC-urile intr-un canal separat. Sistemul microfluidic propus este simplu, avand un
microcanal in forma de T si fiind construit din trei straturi prezentate in Fig. 4.17.

O suspensie celulara a fost transportatd prin microcanalul principal, in care au
fost identificate celulele canceroase si apoi livrate selectiv in microcanalul lateral
pentru colectare (Fig. 4.18).
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Fig. 4.17. Straturile dispozitivului [C15] Fig. 4.18. Partile componente
ale dispozitivului [C15]

Rezultatele optime 1n ceea ce priveste testele pentru diverse latimi ale canalului
si pentru viteze de curgere diferite, au fost obtinute la o latime a microcanalului
lateral de 400 um. Distanta de deplasare a unei celule de la microcanalul principal la
cel lateral a crescut odata cu cresterea debitului esantionului in microcanalul principal
la valoarea de 2,5 ul min™!. Tensiunea electrica aplicata in sistemul de dielectroforeza
indusa optic (,,optically induced dielectrophoresis” - ODEP) este de 8 V. Acest sistem
a generat cea mai mare fortd de manipulare ODEP, atat pentru manipularea celulelor
PC-3, cét si pentru leucocite fara agregarea celulelor. Pe baza schemei de izolare a
CTC-urilor propuse, rezultatele au demonstrat ca sistemul poate izola CTC-urile cu
puritate celulara pana la 100% (rata de recuperare a celulelor: 41,5%), dincolo de
nivelurile posibile in prezent folosind tehnicile existente.

Prin urmare, in analiza nivelurilor de expresie genetica a CTC-urilor, se pot
exclude interferentele cauzate de leucocite intr-un esantion de celule si se poate
obtine o sensibilitate analitici mai mare, asa cum s-a demonstrat in acest studiu
[C15].

® Dispozitiv microfluidic cu palnii pentru separarea celulelor tumorale
circulante bazat pe deformarea fluxului continuu

Park et al. a realizat un dispozitiv din PDMS care separa CTC-urile dintr-o proba
de sange pe baza deformabilitatii celulelor. Dispozitivul dezvoltat se bazeaza pe
deformarea celulelor, prin constructii in forma de palnie, care au deschiderea mai
mica decat diametrul celulei. Fluxul oscilatoriu de o mirime adecvatd poate
determina celulele cu o dimensiune si o deformabilitate specificd (sau mai precis,
stoarcere) sa traverseze palnia. Cele mai deformabile celule pot trece prin palnie, in
timp ce acelea mai putin deformabile sunt blocate de constructia pélniei si apoi
eliberate cu fiecare inversare a fluxului. Acest proces este efectuat continuu, pentru
a permite separarea cat mai multor celule. Separarea CTC-urilor din sange are loc
folosind o matrice de constructii conice de tip palnie, alcatuita din 32 de randuri si
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2048 coloane. Mdrimea porilor constructiilor este pastratd constantd de-a lungul
fiecarui rand si scade, de la 18 1a 2 um, de la partea de jos in partea de sus a matricei.
Sangele este introdus prin coltul din stanga jos al matricei si continud sa calatoreasca
pe o cale diagonald in zig-zag, pentru a se indrepta spre rezervoarele de evacuare
pana la atingerea unui rand al palniei unde se blocheaza.

Celulele rosii din sange (RBC) nu sunt constrinse datoritd capacitatii de
deformare extrema. RBC-urile foarte deformabile trec prin partea superioara a
matricei palniei (Fig. 4.19. A, B). Leucocitele (WBC) si CTC-urile ajunse in palnia
de blocare, sunt constranse vertical intre doua randuri de palnie, permitind extragerea
acestora folosind un flux constant spre partea dreapta (Fig. 4.19.C).

Fig. 4.19. A, B) Transportul celulelor deformabile unidirectional, in timp ce celulele mai rigide sunt
capturate si apoi eliberate. C) Separarea continua a celulelor bazata pe deformabilitate utilizand fluxul
diagonal oscilator printr-o matrice de constrictii ale palniei [P2]

Acest tip de filtrare este folosit pentru a realiza un proces de separare continua.
Celulele care se deformeaza sunt colectate la iesirea leucocitelor, in timp ce celulele
care nu reusesc sa se deformeze sunt colectate la priza CTC. Celulele tumorale si
leucocitele au fost marcate in mod fluorescent pentru a le observa in timpul
tranzitului prin regiunea de sortare si pentru a le putea evidentia in magaziile de
colectare. Astfel, a putut fi confirmat traseul in diagonald urmat de leucocite si de
CTC-uri [P2].



S.

OBIECTIVELE, DIRECTIILE DE CERCETARE
SI METODOLOGIA ABORDATE

5.1. SINTEZA ASPECTELOR CRITICE PRIVIND STADIUL
ACTUAL AL SISTEMELOR MICRO-ELECTRO-MECANICE
CU APLICATII iN MEDICINA

Din analiza critica a stadiului actual al sistemelor micro-electro-mecanice cu
aplicatii In medicina, s-au desprins anumite concluzii cu aplicabilitate practica, care
au permis formularea obiectivelor si directionarea cercetarilor din cadrul lucrarii,
dupa cum urmeaza:

1. Tendinta actuald majora, de ultra-miniaturizare, prezenta in toate domeniile
tehnologiilor de fabricatie, care a condus si la a patra revolutie industriald — Industria
4.0, se manifesta si In domeniul sistemelor micro-electro-mecanice. Acestea au
permis dezvoltarea unor bioMEMS-uri de nivel tehnic ridicat, capabile sa realizeze
anumite operatiuni, imposibil de realizat In mod uzual. Se dau cateva exemple
relevante: realizarea de fotografii ale tractului digestiv, inlocuind investigatiile
endoscopice, nanorobotii injectati Tn organism care pot fi propulsati autonom sau
telecomandati, capsule care pot fi inghitite de pacienti si care patrund in circulatia
sangvina a acestora spre a realiza anumite activitdti de tratament, monitorizare, de
investigare sau implanturi.

2. Sistemele micro-electro-mecanice au in structurd microsenzori, microactuatori,
elemente de microelectronica. MEMS-urile aplicate in medicind pot Imbraca diverse
forme precum: traductoare biomedicale, dispozitive microfluidice, implanturi
medicale, instrumente microchirurgicale etc. Utilizarea microfluidicii la constructia
dispozitivelor MEMS le conferd noi proprietati si le face pe acestea sa se Incadreze
in categoria speciald a biodispozitivelor, denumitd bioMEMS, daca acestea utilizeaza
substante si celule din organismul uman.

3. In ceea ce priveste materialele folosite in constructia bioMEMS-urilor, acestea
sunt clasificate in materiale de substrat sau de depunere. Se evidentiaza siliciul folosit
pe scara larga sub forma de substrat si metale, compusi metalici, materiale ceramice
si polimerice, ca materiale de depunere. A fost identificatd si noua tendintd de
dezvoltare a bioMEMS-urilor, pe baza de materiale carbonice, reprezentate de
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grafena si derivatele acesteia, nanohornuri si nanotuburi carbonice, utilizdnd marile
avantaje oferite de aceste materiale, care poseda rezistenta mecanica ridicata, dublata
de densitate redusa, asociate cu proprietati exceptionale electrice, optice si termice;
acestea pot fi combinate cu rezultate remarcabile cu oxidul de zinc, dioxidul de titan
si materialele polimerice ca materiale de depunere.

4. Microtehnologiile principale identificate a fi folosite la fabricatia bioMEMS-
urilor, in diverse etape, unele chiar in cadrul lucrarii, sunt urmatoarele:

e prelucrarile fotochimice se aplicd pe scara largd, bazdndu-se pe procesul de
fotolitografie pentru realizarea preciziei; prezinta avantajul productivitatii ridicate ca
urmare a prelevarii simultane a materialului pe intreaga suprafata prelucrata, expusa
procesului de corodare chimicd dupa aplicarea mastilor, prin substante de tip
fotorezist;

e prelucrarea cu radiatie laser (LBM) este utilizatd pentru scrierea directd a
mastilor, cu lungime de unda redusd, in domeniul UV, care asigurd un diametru al
spotului in domeniul micrometric sau submicrometric prin capacitatea de a crea cea
mai mare densitate de energie din domeniul industrial;

e prelucrarea cu fascicul de electroni (EBM) este folositd pentru depunerea
straturilor subtiri din componenta MEMS si la litografie cu precizie micrometrica si
submicrometricd in doud variante, litografia cu scriere directd prin scanarea
matriciald a suprafetei materialului si litografia optica prin proiectarea fasciculului,
deflexia cu ajutorul lentilelor electromagnetice;

e prelucrarea cu fascicul de ioni (IBM) utilizata la depunerea de materiale in
straturi subtiri (placarea ionicd) din structura bioMEMS-urilor sau prelevare de
material sub forma a doua tipuri de corodari uscate, denumite ,,Reactive lon Etching”
(RIE) si ,,Deep Reactive Ion Etching” (DRIE);

e prelucrarea cu plasméd (Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition -
PECVD) este folositd pentru depunerea filmelor subtiri din structura MEMS-urilor;
s-au depus astfel, filme subtiri de SiC amorf (A-Si) si de grafena verticald (VG),
pentru utilizarea ca substraturi de culturd celulard in ceea ce priveste aplicatiile
bioMEMS,;

5. Utilizarea componentei de microfluidicd in cadrul sistemele micro-electro-
mecanice, le incadreazad pe acestea in categoria cipuri microfluidice sau lab-on-a-
chip (LOC), ceea ce le permite efectuarea de procese de laborator standardizate si
automatizate la scard micrometricd si chiar nanometricd; majoritatatea acestei
categorii de dispozitive se afld in diverse stadii de cercetare si mai putin in faze de
comercializare — niveluri ridicate de maturitate tehnologica; aceste dispozitive
prezinta urmatoarele caracteristici:

e dispozitivele LOC au componente diversificate cum sunt: micropompele si
microvalvele, micromixerele, microfiltrele, suprafetele functionalizate chimic,
circuitele de control electric etc.;

e avantajele acestei categorii de bioMEMS-uri, aplicabile si la determinarea
limfocitelor T, fatd de mijloacele de analiza conventionale, sunt: reducerea volumului
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probelor; procesarea rapida a probelor datorita timpului de reactie scurt; sensibilitate
ridicata; energii consumate si costuri reduse; portabilitatea si reutilizarea dispozitivelor,
cu implicatii pozitive privind timpul redus de diagnosticare si acordarea rapida a
tratamentului. Spre comparatie, metoda actuald (conventionald) de numarare a
leucocitelor se bazeaza pe un instrument complex, care trebuie si fie deservit de un
personal calificat si bine instruit. Procedura este in acelasi timp una cronofaga, deci are
dezavantajul major al intarzierii la diagnosticare si tratament adecvat. Citometria in
flux este metoda standard de numarare a limfocitelor T, metodd ce are nevoie de
laboratoare centralizate si de personal instruit;

e in ceea ce priveste materialele pentru realizarea circuitelor microfluidice, se
folosesc frecvent tehnologii de fabricare hibrida care folosesc mai multe materiale in
acelasi MEMS. Dintre acestea se mentioneaza: un sistem flexibil de polimer
(polidimetilsiloxan — PDMS) sau un alt polimer, polimetacrilat de metil — PMMA,
sticla si un polimer rigid (SU-8).

e in ceea ce priveste forma circuitelor microfluidice, s-a studiat problema
unghiului de intersectie dintre canale, respectiv dispunerea sub forma de jonctiuni de
tip ,,Y” si ,,I” - doud intrari si o iesire, utilizate spre exemplu, pentru introducerea
probei si a substantelor de lizare. Sunt studii care arata ca unghiurile intre canalele
de jonctiune cuprinse intre 45 si 60°, valori pentru care solutiile vor curge simultan
in circuitul microfluidic. Canalele pot fi drepte, cu raze de racordare, serpuite sau in
spirald. Insa pentru fiecare dispozitiv in parte, s-a stabilit geometria functionald a
canalelor microfluidice cu ajutorul simularilor numerice ale curgerii probei si
substantelor folosite la analiza in cadrul LOC, validata ulterior.

Analiza criticd a aspectelor relevante din stadiul actual a stat la baza formularii
sistemice a obiectivelor lucrarii.

5.2. OBIECTIVELE LUCRARII

In urma analizei critice a stadiului actual al dispozitivelor micro-electro-
mecanice cu aplicatii in medicina au fost stabilite: un obiectiv principal (Op) si mai
multe obiective specifice (Os;). Pentru operationalizarea acestora, aceste obiective
au fost formulate dupa cum se prezinta in continuare:

Op: Obiectivul principal al lucrarii este acela de a fabrica pentru prima
data in tara noastra un sistem micro-electro-mecanic cu aplicatii in medicina,
destinat numararii limfocitelor T.

Acest bioMEMS poate fi folosit la diagnosticarea in faze incipiente a unor
afectiuni grave cum sunt HIV sau leucemie.

Avand in vedere complexitatea aspectelor cu privire la fabricatia unui bioMEMS
destinat numararii limfocitelor T, evidentiate in analiza critica a stadiului actual al
domeniului si cercetdrile directionate catre executia practicd a unui asemenea
dispozitiv, s-au previzionat pentru obtinerea obiectivului principal, doud etape
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majore de fabricatie a dispozitivului microfluidic: realizarea modelului experimental
— ME (cercetare industriald) si realizarea prototipului - P (dezvoltare experimentald)
imbunatatit al dispozitivului.

In acest context, s-au considerat urmitoarele definitii cu privire la etapele de
dezvoltare ale fabricatiei produsului care face obiectul prezentei lucrari [*37]:

Model experimental - sistem care integreazad partile componente, care se afla in
forma functionala aproape sau chiar in conditiile de operare, conform
specificatiilor. Acest model trebuie sa asigure demonstrarea capabilitatilor
functionale si de operare ale sistemului final;

Prototipul - model fizic necesar pentru evaluarea fezabilitatii fabricarii unui
produs, respectiv sistem, in care s-au integrat partile sale componente.

S-au stabilit mai multe obiective specifice (subordonate) obiectivului principal,
grupate in cele doud etape majore, mentionate anterior, dupa cum urmeaza:

Os: Formularea functiei generale si functiilor principale si secundare ale
dispozitivului microfluidic si a structurii corespunzitoare acestuia;

Os;: Stabilirea formei geometrice si dimensiunilor circuitelor microfluidice;

Os;: Stabilirea formei si dimensiunilor senzorilor si dispunerii acestora in cadrul
dispozitivului microfluidic;

Os4: Proiectarea dispozitivului microfluidic — model experimental;

Oss: Proiectarea procesului tehnologic de fabricatie a dispozitivului microfluidic
— model experimental;

Ose: Modelarea procesului tehnologic de fabricatie a dispozitivului microfluidic
— model experimental,

Os7: Modelarea si simularea curgerii in circuitele microfluidice ale
dispozitivului microfluidic — model experimental;

Oss: Fabricarea dispozitivului microfluidic — model experimental;

Oso: Testarea dispozitivului microfluidic — model experimental;

Osio: Identificarea neconformitdtilor si a cauzelor posibile ale acestora la
fabricatia dispozitivului microfluidic — model experimental;

Osq1:  Proiectarea prototipului imbunatatit al dispozitivului microfluidic si a
procesului tehnologic de fabricatie al acestuia;

Os12: Modelarea procesului tehnologic de fabricatie a prototipului imbunatatit
al dispozitivului microfluidic;

Osi3: Fabricarea prototipului imbunatatit al dispozitivului microfluidic;

Osi4: Testarea prototipului imbunatatit al dispozitivului microfluidic;

Osis:  Integrarea dispozitivului microfluidic intr-un dispozitiv portabil si
efectuarea unor teste specifice de fiabilitate;

Osi6: Trecerea de la nivelul de maturitate tehnologica, Technology Readiness
Level, TRL 2 — faza de concept, la faza TRL 4, validarea tehnologiei de fabricatie la
nivel de laborator;

Osy7: Crearea conditiilor de trecere la nivelurile urmitoare, TRL 5 care
presupune validarea functionarii intregului sistem al dispozitivului micro-electro-
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mecanic in conditii de operare de laborator, similare celor reale de functionare si TRL
6, validarea functiondrii intr-un mediu relevant, respectiv conditii de functionare
apropiate de cele reale.

5.3. DIRECTII DE CERCETARE SI METODOLOGIA
DE CERCETARE A LUCRARII

Directiile de cercetare majore (D;) pe care se va actiona in lucrdrii vor fi
urmatoarele, cu posibile particularizari ale unor subdirectii, care se vor dovedi
importante privitor la cresterea performantelor biodispozitivului micro-electro-
mecanic, asa cum a fost caracterizat anterior:

(D1) modelarea dispozitivului microfluidic si bazat pe aceasta, studierea
comportamentului hidraulic al circuitelor microfluidice prin modelare si simulare
numerica si validarea rezultatelor obtinute pe cale experimental;

(D2) modelarea procesului de fabricatie a dispozitivului microfluidic si
identificarea unor etape critice care ar putea conduce la disfunctionalitdti, inca din
etapele de proiectare functionala si tehnologica, care se interconditioneaza sinergic;

(D3) cercetari experimentale cu privire la testarea functionalitatii dispozitivului
microfluidic in ceea ce priveste comportamentul componentelor esentiale ale
acestuia: senzori, circuite microfluidice cu elementele specifice, canale de numarare,
camera de captura etc.;

(D4) cercetari experimentale cu privire la imbunétatirea biodispozitivului micro-
electro-mecanic din punct de vedere functional si al procesului de fabricatie, cu
validarea parametrilor constructivi si tehnologici la nivel de laborator;

(Ds) cercetari experimentale referitoare la caracteristicile specifice unui
dispozitiv portabil i reutilizabil, care sa reproduca conditiile de mediu reale intalnite
in timpul fabricatiei, functionarii si depozitarii.

Metodologia de cercetare utilizata in cadrul lucrarii este structuratd dupa cum
urmeaza:

— Analiza critici a stadiului actual al sistemelor micro-electro-mecanice,
utilizate In medicina (bioMEMS) si abordarea unui model inovativ de bioMEMS,
aplicat la determinarea limfocitelor T dintr-o proba de sange;

— Proiectarea conceptuald si de detaliu a dispozitivului microfluidic pentru
determinarea limfocitelor T - TRL 2;

— Stabilirea retetelor solutiilor de lizare a eritrocitelor si de stopare a lizarii,
pentru determinarea limfocitelor T dintr-o proba de sange;

— Modelarea procesului de fabricatie a unui dispozitiv microfluidic — model
experimental pentru determinarea limfocitelor T;

— Modelarea si simularea numericd a curgerii iIn cadrul dispozitivului
microfluidic in urmatoarele etape: (1) curgerea probei de sange si a substantei de
lizare a eritrocitelor in circuitul de lizare; (2) curgerea substantei de oprire a lizarii
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addugata la substantele anterioare, in circuitul de stopare a lizarii; (3) curgerea in
canalul de numarare si camera de captura;

— Validarea experimentald a rezultatelor modelarii si simularii pe baza testarii
modelului experimental fabricat;

— Fabricarea unui lot de modele experimentale ale dispozitivului microfluidic
pentru determinarea limfocitelor T;

— Identificarea neconformitatilor aparute pe parcursul procesului tehnologic de
fabricatie a modelului experimental, precum si a cauzelor acestora;

— Inlaturarea cauzelor neconformitatilor prin gasirea solutiilor de imbunatatire si
aplicarea acestora la proiectarea prototipului Tmbunatatit al dispozitivului
microfluidic de determinare a limfocitelor T si a procesului tehnologic de fabricatie
a acestuia;

— Fabricatia prototipului imbunatatit al dispozitivului microfluidic si testarea sa
in vederea validarii operarii in conditii de laborator, precum si validarea tehnologiei
de fabricatie a acestuia in laborator - TRL 4;

— Integrarea dispozitivului microfluidic intr-un dispozitiv portabil si supunerea
acestuia la teste de laborator specifice unor asemenea dispozitive, in conditii similare
cu acelea ntalnite intr-un mediu real - TRL 5 sau apropiate de acesta - TRL 6.



6.

CERCETARI PRIVIND PROIECTAREA,
MODELAREA SI SIMULAREA UNUI DISPOZITIV
MICRO-ELECTRO-MECANIC DE DETERMINARE

A LIMFOCITELOR T, MODEL EXPERIMENTAL

6.1. DATE GENERALE

Dispozitivul micro-electro-mecanic de tip MEMS este un dispozitiv de detectie a
numarului de ,limfocite Totale CD3+” (“cluster of differentiation” 3 — CD3+),
Hlimfocite T ajutitoare CD4+” si ,limfocite T supresoare/citotoxice CD8+”.
Limfocitele T prezinta pe suprafata lor membranara diverse categorii de receptori. CD3+,
CD4+ si CD8+ sunt subcategoriile receptorilor pentru recunoastere antigenica.

., Limfocitele T ajutdtoare, CD4+”, sunt in proportie de 60-65% din totalul
limfocitelor T aflate in organismul uman. Acest tip de limfocite secretd molecule de
limfokine.

., Limfocitele T citotoxice, CD8+”, sunt in proportie de 25-35 % din totalul
limfocitelor T. Ele realizeaza distrugerea virusilor si celulelor tumorale.

Determinarea numarului celulelor CD3+, CD4+ si CD8+ prezintd importanta
pentru diagnosticul si monitorizarea diferitelor afectiuni.

S-a determinat numarul de limfocite CD3+, CD4+, CD8+, prin impedanta
electrochimica, utilizand pentru fiecare tip de limfocite determinate o structurd de
canale microfluidice care a fost modelatd si simulatd numeric incd din faza de
proiectare pentru atingerea obiectivului propus.

Fiecare tip de limfocite T se va cuantifica pe un biocip microfluidic distinct,
independent. Formarea complexului imun, dintre anticorpii anti CD3+, respectiv anti
CD4+ si anti CD8+ are loc in camera de reactie.

S-au folosit solutii testate 1n laborator, iar rezultatele au reprezentat date de intrare
pentru proiectare. Solutia lizant - produs comercial 10X RBC Lysis Buffer (Multi-
species) de la ThermoFisher Scientific [*38] - se amestecd cu proba de sange si
determina ruperea selectivd a membranelor eritrocitelor in timp de cateva secunde.

Timpul optim al lizirii eritrocitelor este esential, deoarece trebuie sa aiba o
durata suficient de mare pentru a rupe toate membranele eritrocitelor, dar
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suficient de scurt pentru a pastra leucocitele intacte. Acest interval de timp
reprezintd o datad de intrare atat pentru proiectarea dispozitivului microfluidic, cat si
pentru modelarea si simularea functionarii sale.

Apoi in dispozitivul microfluidic, s-a introdus o solutie de oprire a lizei (solutia
de tampon fosfat salin cu pH 7,1). Leucocitele ajung in camera de reactie. Aici, doar
leucocitele tintite, respectiv limfocitele T CD3+, CD4+ si CD8+ se leagd de
anticorpii specifici imobilizati de peretii camerei sau de piloni.

Ultima etapa este cea de cuantificare a complexelor imune formate, cu ajutorul
senzorului electrochimic. Astfel, din diagrama Nyquist, prin prelucrarea si
normalizarea datelor, a rezultat raspunsul senzorilor la diferite concentratii de
limfocite CD3+, CD4+ si CD8+ [M16], [M20], [M21], [M22].

6.2. STABILIREA FUNCTIILOR
SI STRUCTURII FUNCTIONALE ALE PRODUSULUI

Pornind de la nevoia exprimatd de determinare a limfocitelor T pentru
diagnosticarea rapida a unor boli grave de tip HIV sau leucemie, au fost formulate
functia generala @, functiile principale @; si functiile secundare @y,

Functia generald a produsului se defineste ca fiind ansamblul caracteristicilor
produsului care raspunde nevoii pentru care acesta se proiecteazd si ulterior se
realizeaza. Functiile principale reflectd caracteristici ale produsului care determina
functia generala, iar functiile secundare rezulta din interactiunea functiilor principale
intre ele [D6].

Functiile sunt organizate in arborele functional, dupa cum urmeaza:

@ = determinarea numarul limfocitelor T, CD3+, CD4+ sau CD8+;

®, = alimentarea dispozitivului microfluidic cu proba de sange;

@, = cuplarea orificiului de alimentare cu proba de sange la micropompa;

@), = injectarea probei de sange in circuitul de lizare;

®, = alimentarea dispozitivului microfluidic cu solutia de lizare;

@, = cuplarea orificiului de alimentare cu solutia de lizare la micropompa;

@, = injectarea solutiei de lizare 1n circuitul de lizare;

®; = alimentarea dispozitivului microfluidic cu solutia de oprire a lizérii;

®;; = cuplarea orificiului de alimentare cu solutia de oprire a lizarii la

micropompa;

®;;, = injectarea solutiei de oprire a lizarii in circuitul de antilizare;

@4 = lizarea eritrocitelor;

®,; = parcurgea circuitului microfluidic de lizare;

@4, = ruperea selectivd a membranelor eritrocitelor;

®; = oprirea lizarii;

®s; = parcurgea circuitului microfluidic de oprire a lizarii;

®s, = mentinerea constanta a pH-ului neutru al solutiilor;
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@4 = determinarea numarului fotal de limfocite T;

@¢; = trecerea limfocitelor T prin canalul de numarare, inainte de intrarea in
camera de captura;

®¢, = determinarea impedantei la trecerea fiecarei limfocite T prin canalul de
numdrare inainte de intrarea in camera de captura;

®; = capturarea si selectia unor tipuri de limfocite T;

@7, = parcurgerea camerei de captura a solutiilor care contin limfocite T;

@7, = legarea limfocitelor T de un anumit tip, CD3+, CD4+ sau CD8+ de
anticorpii specifici din camera de captura;

@3 = determinarea numarului de limfocite T, necapturate;

®g; = trecerea limfocitelor T, nelegate de anticorpii specifici, prin canalul de
numarare de la iesirea din camera de capturd;

®s, = determinarea impedantei la trecerea fiecarei limfocite T prin canalul de
numarare, la iesirea din camera de captura;

@y = determinarea numarului de limfocite T de un anumit tip, CD3+ , CD4+ sau
CD8+ , prin diferenta dintre numarul total de limfocite T si numarul de
limfocite T necapturate;

@y =retinerea celulelor necapturate in rezervorul de retinere a celulelor.

in vederea determindrii indeplinirii tuturor cerintelor functionale ale unui astfel

de dispozitiv microfluidic, s-a conceput structura acestuia din urmatoarele blocuri
specifice (Fig. 6.1):

Fig. 6.1. Schema dispozitivului microfluidic pentru determinarea limfocitelor T

Dispozitivul microfluidic microstructurat a fost proiectat astfel incat sa prezinte
o sensibilitate si specificitate marita fatd de alte dispozitive microfluidice cu
destinatie similard. Acesta este compus din patru elemente specifice:
1. segmentul de imbogitire a leucocitelor, compus din doud module:
a. modulul pentru lizarea eritrocitelor;
b. modulul pentru stoparea lizarii;
2. segmentul de microcanale;
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@

segmentul de capturare a leucocitelor;

4. segmentul de numirare a leucocitelor, compus din:
A. Senzorul de masurare a intrarilor;

B. Senzorul de masurare a iesirilor.

Sangele este alcatuit din cele trei categorii importante de celule: leucocite,
eritrocite si trombocite. Prin urmare, dispozitivul microfluidic este conceput astfel incat
sa elimine tipul de celule care nu sunt de interes pentru determinarea numarului de
limfocite T.

Segmentul de imbogitire a leucocitelor are rolul de a distruge eritrocitele. in
acest fel se faciliteazd numadrarea leucocitelor de catre senzorii electrochimici si
capturarea limfocitelor dorite in camera de selectie si captura. Cealaltd categorie de
celule din sange, a trombocitelor, este nesemnificativa, datoritd dimensiunilor extrem
de mici ale celulelor.

Modulul de lizare prezinta doud rezervoare de intrare, pe unde sunt pompate
sangele si solutia de lizare a eritrocitelor, fara a se liza populatia leucocitara.

Al doilea modul al segmentului de Tmbogitire a leucocitelor are rolul de a stopa
procesul de lizare si de a conserva populatia leucocitara. Modulul de stopare a lizarii
eritrocitelor reprezinta a treia intrare microfluidica. Prin el se deplaseaza solutia de
stoparea a lizdrii efectuata asupra eritrocitelor si solutia tampon de lucru, care are rolul
de conservare a populatiei leucocitare. Eritrocitele lizate se dezintegreaza total. Astfel,
se elimind zgomotul de fundal cauzat de ele in timpul numararii leucocitelor cu
senzorul electrochimic.

In multe dispozitive microfluidice, debitul este controlat de o pompa de seringa.

Dimensiunile orificiilor de intrare si a celor de iesire, depind de dimensiunea
seringilor folosite si de tubulatura disponibila [M16].

Segmentul de microcanale face legitura intre cele trei intréri (sange si solutiile
de lizare si stopare a lizdrii eritrocitelor), cu camera de selectie si capturd a
limfocitelor T si cu senzorii electrochimici care numara leucocitele la intrarea si la
iesirea din camera de selectie si captura.

Canalele sistemului microfluidic au o litime de 300 pm si o indltime de 50 pm.
Acestea sunt adecvate 1n raport cu dimensiunile celulelor care sunt numarate.

Camera de selectie si captura a limfocitelor T are rolul de a captura specific
subpopulatia limfocitard doritd. Camera este functionalizatd cu anticorpi anti-CD4,
anticorpi anti-CD8 sau anticorpi anti-CD3 care au rolul de a captura specific limfocitele
tintd. Camera de selectie si capturd prezintd o suprafatd microstructurata cu piloni,
destinati imobilizarii anticorpilor de care se leagd imunochimic limfocitele T.

Pilonii sunt distantati la 12 pm, pentru a putea permite celulelor ce trebuie
numarate sa treaca.

Camera este situati intre cei doi senzori electrochimici. In urma intrarii
populatiei leucocitare in camera de capturd, dupa ce aceste celule au fost initial
numarate de senzorul de la intrarea In camera de captura, va fi imobilizatd specific
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doar subpopulatia limfocitara dorita, dupa care toate celulele care au trecut liber prin
camera de captura vor fi numarate din nou de senzorul de la iesirea din camera.

Pe baza diferentei dintre cele doud numaratori: numararea leucocitelor intrate in
camera de captura si cele care au iesit din camera de captura, se determina numarul
limfocitelor sau subpopulatiile acestora capturate specific In camera.

Segmentul de numaéirare a leucocitelor este format din doi senzori
electrochimici - de intrare si de iesire din camera de captura, care sunt situati pe cele
doud microcanale.

Portiunile microcanalelor pe care se realizeaza senzorii sunt ingustate la 15 pm
pe o lungime de 300 pm, pentru a forta leucocitele sa treaca in sir indian. Leucocitele
se deplaseaza de la senzorul de intrare pana la cel de iesire pe rand, una céte una,
evitindu-se astfel suprapunerea lor sau formarea de agregate celulare.
Supraaglomerarile pot duce la aparitia erorilor de numarare [M16].

Senzorii electrochimici au fiecare cate trei microelectrozi:

e un electrod de lucru (,,working electrode” - WE),

e un electrod de referinta (,,reference electrode” - RE),

e si altul auxiliar, de numarare (,,counting electrode” - CE).

Electrodul de referinta si cel de lucru au latimea de 150 nm, iar electrodul de
numarare are latimea de 300 nm, spatiul dintre ei fiind de 100 nm.

Acestia realizeazd numararea leucocitelor care intrd si care ies din camera de
captura. Pe baza diferentei numarului leucocitelor nregistrate de cei doi senzori se
va determina numarul limfocitelor atasate specific pilonilor din camera de captura.

Cei trei electrozi sunt conectati la un potentiostat, care controleaza potentialul
electrodului de lucru si masoard curentul rezultat. Astfel, trecerea celulei va perturba
curentul electric din microcanal si va genera o schimbare distinctivd a impedantei,
inregistrata printr-un impuls specific. Amplitudinea si latimea impulsului depind de
dimensiunea celulei si de viteza de trecere prin dreptul electrozilor. Acest fenomen va
permite atdt cuantificarea cat si diferentierea numarului de celule care trec prin
microcanal, in functie de dimensiunea si morfologia acestora si utilizand diferite
frecvente ale curentului electric. Metoda permite indentificarea limfocitelor din populatia
de leucocite purificate.

Celulele care trec prin canalul microfluidic (considerate particule dielectrice), peste
electrozi, perturba liniile de camp electric. Impedanta electrodului se modificd dand
nagtere unor varfuri (spike) de curent ce au o amplitudine direct proportionala cu
dimensiunea celulei care trece peste electrodul auxiliar, inaltimea acestora dand
informatii despre dimensiunea particulelor, iar latimea lor despre viteza de deplasare a
particulelor.

Cu cat dimensiunea este mai mare, cu att Indltimea varfului (spike) este mai
mare, iar latimea lui este invers proportionala cu viteza de deplasare a celulei.

La frecvente mai mici, de ~3 kHz, membrana celulelor devine nonconductiva si
schimbarea impedantei se face numai pe baza dimensiunii celulei.

La frecvente mai mari de ~1 MHz, membrana celulard devine permeabild si
variatia impedantei va depinde de capacitatea membranara.
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Cu toate acestea, sistemul nu este suficient de sensibil pentru a putea diferentia
limfocitele CD4+ de limfocitele CD8+, care prezinta dimensiune si morfologie
aproape identica.

Pentru a depasi acest inconvenient, a fost proiectata o camera de capturare
ce permite selectia specifica a limfocitelor CD3+, CD4+ si CD8+, cu ajutorul
anticorpilor specifici anti-CD3+, anti-CD4+ si anti-CD8+. Anticorpii vor fi
imobilizati de pilonii aflati in camera de capturi a limfocitelor.

Astfel, cei doi senzori electrochimici vor fi amplasati inainte de intrarea in
camera de captura si la iesirea din camera. Acestia vor numira una céte una
leucocitele care patrund in camerai si pe cele care ies din camera.

Populatia de limfocite care se doreste a fi cuantificatd va raimine blocata in
camera de captura. Diferenta dintre numérul de intrari si numarul de iesiri din
camera, va reprezenta numarul de limfocite CD3+, CD4+ sau CD8+.

6.3. DATE TEHNOLOGICE OBTINUTE iN LABORATOR

Dispozitivul MEMS denumit ,,Biocip microfluidic portabil pentru determinarea
numarului de limfocite T” rezolva problema separarii eficiente a celulelor. S-a folosit
tehnica de separare pe baza microfluidicii. Separarea are loc prin lizarea eritrocitelor.

Pentru a realiza simularea curgerilor microfluidice, in primul rand trebuie
cunoscute anumite aspecte tehnologice importante precum [S13]:

e cvitarea timpilor prea lungi de reactie dintre proba de sange si solutia de
lizare a eritrocitelor, deoarece astfel s-ar putea degrada si membranele celulare ale
limfocitelor T, obtinand astfel rezultate fals scdzute; si desigur,

e cvitarea timpilor prea scazuti, in care nu se realizeaza lizarea eritrocitelor.

Pentru lizarea eritrocitelor, s-a folosit produsul comercial 10X RBC Lysis
Buffer (Multi-species) de la ThermoFisher Scientific, care este special formulat
pentru lizarea optima a eritrocitelor in suspensiile monocelulare de sange periferic si
tesuturi hematopoietice, cum ar fi splina. 10X RBC Lysis Buffer (Multi-species)
contine clorurd de amoniu, care lizeaza celulele rosii din sdnge cu un efect minim
asupra limfocitelor [*38].

Lizarea sangelui integral se realizeza astfel:

(i) Solutia de lizare se dilueaza 1:10 cu apé deionizatd la temperatura camerei
si se adaugd 10 ml de solutie de lizare 10X RBC Lysis Buffer (Multi-species)
preparatd la 1 ml de sdnge uman, apoi se pompeaza in canalul microfluidic prin
orificiul corespunzator;

(i1) Se incubeaza 10-15 minute la temperatura camerei (nu mai mult de 15
minute).

Pentru stoparea lizérii se pompeaza pe microcanalul corespunzitor tampon
fosfat salin cu pH 7,1.
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S-a studiat raportul optim intre proba de sange, solutia de lizare si solutia de stopare.
Raportul optim de solutie sange: liza a fost gisit a fi 1:12. In aceste conditii, debitul de
sange a fost stabilit la 5 pl/min si debitul solutiei de liza a fost setat la 60 pl/min, astfel
incat timpul petrecut 1n sectiunea de liza sa nu depaseasca 6 secunde.

Pentru sectiunea de oprire a lizei, raportul dintre amestecul din sectiunea de liza
si solutia de oprire a lizei este recomandat sa fie 1:6, astfel incat sa dureze cel putin
30 de secunde pentru ca solutia de oprire sd se amestece cu sange lizat si sa permita
liza completa a eritrocitelor.

6.4. STABILIREA FORMEI TRASEELOR MICROFLUIDICE

Pentru a construi geometria dispozitivului folosind elementele prezentate, este
necesar sa se tind cont atat de datele generale, cat si de datele tehnologice.

Pentru inceput, este necesara stabilirea formei circuitului microfluidic, pentru a
putea fi Incadrat in dispozitiv. Pentru a stabili dimensiunile canalelor fluidice, s-a
realizat o presimulare a elementelor principale cu ajutorul programului ANSYS®
FLUENT, dedicat in exclusivitate modelarii CFD (Computational Fluid Dynamics).
Acesta s-a bazat pe metoda volumelor finite pentru rezolvarea ecuatiilor cu derivate
partiale, utilizand ca pre-procesor GAMBIT-ul pentru reconstructia geometriei si a
discretizarii domeniului de calcul.

Modelul numeric prezintd un flux laminar izoterm prin utilizarea unor fluide
newtoniene (solutia de lizare) si nenewtoniene (sange) care au variatie liniard intre
tensiunea tangentiala si viteza de deformare.

Modelarea prezintd comportamentul curgerii amestecului de sdnge cu solutia de
lizare (cu raportul debitelor de 1:12) in segmentul microfluidic pentru lizarea
eritrocitelor si a leucocitelor.

In ceea ce priveste amestecul solutiilor, pentru evitarea lizarii limfocitelor de tip
T, timpul de parcurgere a circuitului de lizare trebuie sa fie mai mic de 6 secunde.
Debitele volumetrice in acest caz de utilizare a solutiilor de lizare si antilizare
specificate anterior au fost astfel impuse: 5 pl/min pentru sénge si, respectiv, 60
pl/min pentru solutia de lizare.

Circuitul de stopare a lizarii trebuie sa aiba o lungime suficient de mare incat sa
permitd o parcurgere a segmentului in minim 30 de secunde, pentru o descompunere
cat mai eficientd a eritrocitelor si a leucocitelor.

Raportarea rezultatelor se face dupa o investigatie numerica asupra dinamicii
curgerii Intr-o serie de 8 microcanale de tip ,,sarpe” (pentru lizare) cu dimensiunile
sectiunii transversale ale canalului de curgere de 300 x 50 pm, cu doua intrari (solutie
pentru lizare si sdnge), urmata de circuitul de stopare a lizarii, la care se mai adauga
o intrare pentru solutia de stopare a lizarii si o iesire pentru fluidul care reprezinta
sangele. A fost necesara o aproximatie in predictii prin utilizarea modelului Carreau-
Yasuda.
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Cu ajutorul programului ANSYS® FLUENT s-a rezolvat ecuatia Cauchy de
miscare, unde tensorul aditional de efort este formulat ca un model newtonian
generalizat:

pquﬂm@=m-wﬂawwnm (6.1)

unde p este densitatea fluidului; b — forta masica; D — deformarea; ¢ — timpul; u —
vectorul viteza; p — presiunea; 7(y) — functia de vascozitate, dependentd de deformatia
specifica y.

Pe langa ecuatia Navier—Stokes, s—a activat si rezolvat si ecuatia difuziei pentru
a obtine solutii cat mai precise:

op(r,t) (6.2.)
ot

=V-[D(p,r)Vp(r,1)]

unde p(r, ¢) este densitatea fluidului care difuzeaza in locatia » si la momentul de timp
t, iar D(p, r) este coeficientul colectiv de difuzie pentru densitatea p in locatia 7.

Rezultatele obtinute din modelare si simulare (Fig. 6.2. A) constau in
reprezentari ale distributiilor de presiuni (Fig. 6.2. B) si viteze (Fig. 6.2. C), dar si a
difuziei celor trei tipuri de substante din procesul de analiza (Fig. 6.2. D, E si F).

Fig. 6.2. Modelarea si simularea curgerii in sistemul microfluidic: A) Modulul circuitului de lizare a
eritrocitelor cuplat cu circuitul de stopare a lizarii; B) Distributie de presiuni; C) Distributie de viteze;
D) Reprezentarea procesului de difuzie; E), F) Detaliu al procesului de difuzie [M16]
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Deoarece este necesar un timp mai mare pentru stoparea lizarii, se constatd ca
sectiunea de microcanale aferenta poate fi formata din 14 microcanale tip ,,sarpe”
[M16].

6.5. PROIECTAREA DISPOZITIVULUI MICRO-ELECTRO-
MECANIC, MODEL EXPERIMENTAL

Proiectarea dispozitivului micro-electro-mecanic, model experimental, ia in
considerare ntr-o prima etapa, procesul tehnologic de fabricatie al acestuia. Etapele
necesare realizarii (fabricatiei) dispozitivului micro-electro-mecanic de tip MEMS,
care constau in principal, din depuneri de materiale in straturi succesive, urmate de
fotolitografie si de indepartare a zonelor inactive, dupa cum se prezinta in Fig. 6.3,
sunt:

Fig. 6.3. Schema de realizare a dispozitivului

Etapele fluxului tehnologic pentru fabricarea dispozitivului micro-electro-
mecanic, model experimental, cuprind o succesiune de depuneri de materiale specifice.
Aceasta succesiune de depuneri este prezentatd in Fig. 6.4. Se foloseste o placheta de
siliciu (1) pe suprafata céreia se va depune un strat de oxid de siliciu (2). Peste acesta
se va etala un strat de fotorezist (3), folosit ca strat de sacrificiu pentru expunerea primei
masti peste care se va depune un strat de titan-aur (4). Urmeaza procesul de curatire a
zonelor inactive, proces denumit lift-off (5). Se va depune un nou strat de fotorezist (6)
peste care se va depune argintul folosit in constructia electrozilor de referinta. Apoi va
avea loc un alt proces de lift-off (7). Ultimul strat depus va fi cel de fotorezist SU-8
2050, folosit pentru constructia partii microfluidice (circuitele de curgere). In final,
dispozitivului i se va atasa un capac de PDMS (10).

Dispozitivul se realizeaza prin depunerea succesiva a materialelor pe placheta.
Mastile sunt folosite pentru a imprima imaginea de pe suprafata acestora pe plachete.

Pentru a avea dimensiunile si grosimile dorite, materialul intermediar cu ajutorul
caruia se realizeaza aceste depuneri este fotorezistul. Dat fiind faptul ca pentru acest
dispozitiv se folosesc mai multe tipuri de material, s-au folosit mai multe masti, in
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ordinea depunerii materialelor. De fiecare data a fost folosit fotorezistul, prezentat
anterior in Capitolul 3, ca material de sacrificiu pentru a realiza depunerile de
materiale.

Fig. 6.4. Etapele fluxului tehnologic [M16]

In contextul celor prezentate, luand aceste elemente in considerare, s-a propus
urmatorul model de dispozitiv microfluidic, prezentat in Fig. 6.5, unde pe o placheta
este proiectat dispozitivul de patru ori folosind soft-ul CleWin5.
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Fig. 6.5. Proiectarea dispozitivului micro-electro-mecanic

Componentele din Fig. 6.5 sunt: 1 - rezervorul de intrare a sangelui; 2 -
rezervorul de introducere a solutiei de lizare a eritrocitelor; 3 - rezervorul de
introducere a solutiei de stopare a lizarii eritrocitelor; 4 - segmentul de microcanale;
5 - segmentul de selectie si capturd a limfocitelor; 6 - rezervorul de colectare a
celulelor care ies din camera de selectie si de capturd; A - senzor de masurare a
intrdrilor si B - senzor de masurare a iesirilor;

In Fig. 6.6 - 6.8 se redau imagini la dimensiuni mirite pentru a observa detaliile
unui singur dispozitiv (Fig. 6.6), ale senzorilor A/B (Fig. 6.7), ale pilonilor din
camera de selectie si captura (Fig. 6.8) precum si ale layerelor — detaliul C.

Pentru fiecare masca proiectatd, se foloseste o culoare distinctd, dupa cum se
poate observa in Fig. 6.9.

Proiectarea dispozitivelor se realizeaza prin proiectarea mastilor. Un
biodispozitiv poate fi realizat folosind una sau mai multe masti.

Pentru realizarea acestui ,,biodispozitiv de determinare a limfocitelor T” s-au
folosit trei masgti:

e Prima masca (M1) — folosita pentru realizarea senzorilor din titan-aur;

e A doua masca (M2) — folosita pentru realizarea electrozilor de referinta din

argint;

e A treia masca (M3) — folositd pentru a realiza partea de microfluidica.
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Fig. 6.6. Imagine a proiectarii unui singur Fig. 6.7. Imagine marita a proiectarii
dispozitiv dispus pe o placheta senzorilor (A, B)
Fig. 6.8. Imagine a detalierii proiectarii Fig. 6.9. Fereastra de layere folosite pentru
pilonilor din camera de captura proiectarea dispozitivului

Pentru proiectarea mastilor s-a folosit programul CleWinS5. Acesta este un editor
de layout-uri proiectat, care, in timp, a evoluat de la un simplu editor la un instrument
de ,,design” pentru mastile fotolitografice.

Cele mai importante caracteristici ale programului CleWin includ: vizualizarea
ierarhicd a arhitecturii, definitia corespunzitoare a fiecarui simbol; imbunatdtirea
poligonului si a modului de legare (permite addugarea si stergerea nodurilor); retea
avansata, cu posibilitatea de a utiliza o distantare diferita a grilei in directia orizontala si
de scriere in C, MatLab si MaskEngineer; vedere in sectiune transversald; functie de
anulare (“undo”) nelimitata; rezolutie de 1 nanometru [*14].

Cele trei masti proiectate, folosite pentru procesul de fotolitografie in vederea
executiei dispozitivului microfluidic, sunt prezentate in Fig. 6.10:

In Fig. 6.11 sunt prezentate, iar apoi descrise detaliat cele trei parti principale ale
interfetei programului CleWin folosite in cadrul proiectarii celor trei masti (M1, M2
si M3), dupa cum urmeaza: 1. — Simbolurile principale; II. — Fereastra grafica; I1I. —
Fereastra de layere.
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Fig. 6.10. Etapele procesului de fotolitografie folosind cele trei masti
proiectate pentru realizarea fizica a dispozitivului micro-electro-mecanic

Fig. 6.11. Cele trei ferestre principale ale programului CleWin5



102 Procese de fabricatie a sistemelor micro-electro-mecanice cu aplicatii in medicind

Dupa stabilirea geometriei finale, a dimensiunilor si mastilor necesare, acest proiect
structurat 1n layere va fi urmarit in etapa de proiectare a tehnologiei de fabricatie. Aceasta
parte a fost realizata cu aparatura specifica, din cadrul IMT Bucuresti.

I. Uneltele principale de proiectare

CleWin este un editor ierarhic de layout-uri, ce consta in simboluri de editare
(numite si celule), situate in partea stdngad a ecranului. Aceste comenzi rapide
(“shortcut commands™), sunt utile pentru simplificarea procesului de proiectare.
Programul prezintd o listd ierarhicd a tuturor simbolurilor, astfel incat fiecare
definitie a simbolului este direct accesibild pentru editare. Lista ierarhica oferd o
imagine de ansamblu clara a structurii fisierelor (Tabelul 6.1).

Tabelul 6.1. Simbolurile principale ale programului CleWin

CleWin 5-[<nw| CleWin 5-[ano | CleWin 5 - CleWin 5 - [<no title>] - CleWin 5 - [<no title>]

. . . : - 1) Editare obiecte;
(B Edt Layout : Hle Edt Layot B Edt L : Hle Edt Layout Amange { Hle Edt Layot Arance 19 Eitare noduri;
;

3) Zoom;

Symbols k k Symbols k Swymbols 4) Masurarea
- MainSy - hMa - MainSyrmbaol -~ MainSyrmbol dlStaHEelor;

A " s 5) Vedere a

Edit nodes || 2 Q sectiunii
T;’“EZ T T transversale

oom

& Measure distances &
D D B View cross section h

6) Inserare
dreptunghiuri;

7) Inserare
trapezoide;

O
D ertrecongie & A
FAN AN 8) Inserare
i
T

A(_Inser‘ttrapezmds

poligoane
regulate;
9) Inserare

Insert wires poligoane;
fal 10) Inserare fire;

11) Inserare
cercuri;
12) Inserare arii
circulare;
13) Inserare arcuri
si inele;
14) Inserare text;
, 15) Inserare
[ Insert script objects obiecte de
' script/
proiectate.

Insert regular polygons
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Cele 15 simboluri, in ordinea in care se gasesc in fereastra, sunt: 1) ,,Edit objects”
— editare obiecte; 2) ,,Edit nodes” — editare noduri; 3) ,,Zoom”—marire/micsorare; 4)
»Measure distances” — masurarea distantelor; 5) ,,View cross section” — vedere
sectiune transversald; 6) ,Insert rectangles” — inserare dreptunghiuri;7) ,,Insert
trapezoids”—inserare trapezoide; 8) ,,Insert regular polygons” — inserare poligoane
regulate; 9) ,,Insert polygons” — inserare poligoane; 10) ,,Insert wires” — inserare fire;
11) ,Insert circles” — inserare cercuri; 12) ,Insert circular areas” — inserare arii
circulare; 13) ,.Insert arc-wires and rings” — inserare arcuri si inele; 14) ,,Insert text”
— inserare text; 15) ,,Insert script objects” — inserare obiecte de script/proiectare [*14].

I1. Fereastra grafica

Suportul dispozitivului il reprezinta o plachetd de monosiliciu cu diametrul de 4
inch (100 mm), fapt pentru care se selecteazd o masca de 5 inch (Fig. 6.12). S-a
urmarit dimensionarea mastii astfel incat aceasta sia cuprindd toate elementele
constitutive ale dispozitivului micro-electro-mecanic.

Masca de 5 inch

Placheti de 4 inch /

Fig. 6.12. Stabilirea dimensiunilor de gabarit - masca de 5 inch
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Masca trebuie sa aibd o dimensiune mai mare pentru a asigura cuprinderea
tuturor elementelor pe placheta.

I11. Fereastra ,,Layers”

Pentru proiectarea biodispozitivului microfluidic au fost folosite patru layere
(straturi), utilizand fereastra ,,Layers”: un /ayer suport, urmat de cele trei layere
alese pentru cele trei masti: cel pentru aur, cel pentru argint si cel pentru
fotorezistul SU-8. Acestea pot fi facute vizibile sau nu in procesul de proiectare
(Fig. 6.13). De asemenea, pot fi denumite si se poate selecta cate o culoare
specifica pentru fiecare layer, cu ajutorul optiunii ,,Layer properties” (Fig. 6.14).
Pentru a adduga un /ayer nou, se selecteaza optiunea ,,Add layers”.

Fig. 6.13. Cele patru optiuni pentru layere Fig. 6.14. Proprietitile layere-lor

e Proiectarea primei masti

Prima masca (M1) se realizeaza din titan-aur si contine cei doi senzori de
masurare a intrarilor si iesirilor, precum si marginile de referintd ale dispozitivului.
Pentru a putea diferentia mastile intre ele, este indicat ca fiecare masca sa fie realizata
folosind alta culoare. Pentru aceasta masca s-a folosit culoarea galbena (Fig. 6.15).

Fiecare plachetd contine patru dispozitive microfluidice, astfel incat acestea se
vor proiecta dupa ce placheta se imparte in patru parti egale, cu ajutorul punctelor de
referintd: ,,0”. Astfel, litimea este 34350 pm, lungime 36300 um, iar cele patru
margini au dimensiunea de 505 pm (Fig. 6.16).
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Fig. 6.15. Prima masca specifica dispozitivului

Fig. 6.16. Dimensiunile de gabarit ale unui dispozitiv si dispunerea acestuia pe placheta
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Prima masca contine cei doi senzori de numarare: cel de intrare si cel de iesire,
ambii avand aceleasi dimensiuni (Fig. 6.17).

Fig. 6.17. Senzorul proiectat pe prima masca

Intr-o prima etapa, se vor dimensiona cele trei dreptunghiuri de care vor fi atasati
electrozii. Acestea se numesc ,,pad-uri” si reprezintd zonele de contact. In Fig. 6.18
se observa detaliul A, unde sunt precizate dimensiunile zonelor de contact (pad-
urilor): 3000 x 3700 um cu distantd egala intre ele, de 500 um. Fiecarui ,,pad” in
parte 1i va fi proiectat un brat ce contine unul din cele trei elemente ce Tmpreuna
formeaza senzorul, respectiv electrozii de referinta, de lucru si de numarare, avand
dimensiunile prezentate in detaliul B din Fig. 6.19.

Fig. 6.18. Detaliul A al figurii 6.17
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Fig. 6.19. Detaliul B al figurii 6.17
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® Proiectarea celei de-a doua masti

Cea de-a doua masca proiectatd (M2) (reprezentata cu culoarea rosie in Fig. 6.20)
este destinata stratului pe care se va depune argintul. Este necesara depunerea de argint
pe suprafata unui singur electrod, si anume cel de referinta. Lungimea proiectatd pentru
realizarea depunerii este de 950 pm. Deoarece depunerea se va face pe niste dimensiuni
atat de mici, imaginile de pe masca sunt vizibile doar la dimensiuni marite.

Fig. 6.20. Proiectarea celei de a doua masti

in Fig. 6.21 este prezentat senzorul la dimensiuni mdrite. Pe suprafata electrodului de referinti are
loc depunerea de argint.

Fig. 6.21. Proiectarea zonei de depunere a argintului pe electrodul de referinta al senzorului
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e Proiectarea celei de-a treia masti (M3)

Aceastd masca (M3) se realizeaza pentru depunerea de fotorezist negativ (SU-
8), folosit in definirea canalelor microfluidice. Imaginea celei de-a treia masti
proiectate poate fi observata in Fig. 6.22. Ea cuprinde patru nanoporturi: Al. pentru
sange; A2. pentru solutia de lizare a eritrocitelor din sdnge; A3. pentru solutia de
stopare a lizarii; A4. pentru stocarea celulelor raimase; precum si B. microcanalele;
C. camera de selectie si captura.

Fig. 6.22. Proiectarea celei de a treia masti

in Fig. 6.23 este redatd o imagine mdritd a partii microfluidice a unui singur
dispozitiv microfluidic din cele patru aflate pe placheta.

Fig. 6.23. Imaginea marita a partii microfluidice aflatd pe a treia masca
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A. Nanoporturile (orificiile prin care se introduc solutiile)

Cele patru nanoporturi reprezentate Al, A2, A3, A4 in Fig. 6.20 au raza de 750
um (Fig. 6.24).

Fig. 6.24. Proiectarea nanoporturilor

B. Microcanalele

Latimea microcanalelor este de 300 pm. Canalul microfluidic se Tngusteaza la
15 pm 1n zona senzorilor electrochimici de numarare a intrarilor si a iesirilor, pe o
distanta de 300 pm, astfel Incat celulele sa intre pe rand, una cate una, pentru a evita
conglomerarea, respectiv erorile de numarare. Acest detaliu poate fi observat in Fig.

6.25.

Fig. 6.25. Proiectarea microcanalului de numarare din zona senzorilor



6. Cercetari privind proiectarea, modelarea si simularea unui dispozitiv ... 111

C. Camera de selectie si captura

Camera de selectie si captura are forma hexagonald si este reprezentatd cu
culoarea albastra in Fig. 6.26.

La utilizarea dispozitivului microfluidic, in momentul in care anticorpii specifici
fiecarui tip de celule vor fi atasati pe piloni, atunci cand celulele vor ajunge sa treaca prin
camera de selectie si capturd, acestea vor raimane legate de piloni.

Fig. 6.26. Camera de selectie si captura

Pilonii au diametrul de 40 pm (Fig. 6.27) si distanta de 12 pum intre ei care
permite trecerea limfocitelor (Fig. 6.28), fiind proiectati 54230 piloni in interiorul
camerei de selectie si captura.

Fig. 6.27. Diametrul pilonilor Fig. 6.28. Distanta dintre piloni
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e Masti, aliniere si expunere

Fabricarea mastilor fotolitografice incepe cu proiectarea geometriilor. Mastile
contin geometriile care vor fi transferate in fotorezistul etalat pe placheta. Fisierul
creat In programul specializat CleWin5 este folosit pentru a genera zone transparente
sau opace pe masca (Fig. 6.29.a si 6.29.b):

o “camp opac” - geometria desenatd va fi opaca pe masca (culoare neagra);

o “camp transparent” - geometria desenata va fi transparenta pe masca (culoare
alba);

Fig. 6.29. Campuri folosite pentru aliniere :
a. opac; b. transparent

Pentru a obtine geometrii complexe pe un substrat, de multe ori sunt necesare mai
multe masti. Alinierea acestora se face cu ajutorul masinilor de aliniere care permit
migcarea substratului pe trei directii: X-Y si rotatie in planul X-Y. Pentru obtinerea unei
alinieri corecte, este necesara fabricarea unor semne de aliniere care sa fie transferate pe
substrat. In Fig. 6.30 este prezentat un model clasic de semne de aliniere.

Masina de aliniere permite vizualizarea semnelor de aliniere de pe masca si de pe
substrat cu ajutorul a doud obiective de microscop. Masca este fixa, iar operatorul poate
misca substratul pana cand se obtine alinierea corectd cu masca. Se prezintd si modul
in care acestea se vad atunci cand ele sunt suprapuse (1+2) si (1+2+3).

1+2 1+243

Fig. 6.30. Semnele si alinierea lor
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Semnele de aliniere reprezintd mijlocul principal in alinierea exacta a celor trei
masti fotolitografice ale dispozitivului micro-electro-mecanic proiectat in cadrul
lucrarii. Acestea sunt utilizate pentru mentinerea in pozitie corecta a mastilor. In Fig.
6.26 sunt reprezentate semnele de aliniere utilizate pentru pozitionarea corecta a celor
trei masti. Fiecare culoare corespunde fiecarui layer al mastilor, iar cifrele corespund
efectiv mastilor la care face referire semnul. Alinierea se face succesiv, in ordinea
cronologica a etapelor fluxului tehnologic. Setul de semne de aliniere pentru cele trei
masti ale dispozitivului este redat in Fig. 6.31 si Fig. 6.32.

Fig. 6.31. Set semne aliniere la stdnga plachetei de 4inch :
masca M2 la masca M1 si masca M3 la masca M1 spate/fata

Fig. 6.32. Set semne aliniere la dreapta plachetei de 4inch: M2 la M1 si M3 la M1 spate/fata

Cu ajutorul semnelor de aliniere, mastile vor fi orientate una n raport cu alta, la
fabricarea dispozitivului microfluidic. In Fig. 6.33. se observa imaginea celor trei
masti la proiectarea acestora, in faza de suprapunere.
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Fig. 6.33. Cele trei masti suprapuse

6.4. MODELAREA PROCESULUI DE FABRICATIE
A DISPOZITIVULUI MICRO-ELECTRO-MECANIC,
MODEL EXPERIMENTAL

La fabricarea biocipului pentru determinarea numarului de limfocite T a fost
utilizat programul ,,SEMulator3D™”, Acesta este un modul al fabricarii virtuale in
micro si nanotehnologie cu ajutorul caruia se obtine modelarea pe calculator a
proceselor tehnologice indicate a fi utilizate, pe baza evaluarii si selectarii optiunilor
tehnologice de fabricare.

Pe baza programului ,,SEMulator3D™” se realizeazd modelarea proceselor
tehnologice, care se bazeazid pe optiunile tehnologice de fabricare selectate si
evaluate (introduse in programul de modelare).

Folosind programul ,,SEMulator3D™”  au fost generate modelele 3D pentru
modulele care alcatuiesc biocipul pentru determinarea limfocitelor T.

Prin utilizarea acestui program, se realizeaza evaluarea si imbunatitirea etapelor
de proiectare din procesul tehnologic pentru realizarea/fabricarea dispozitivului. in
mod evident, toate aceste actiuni se afla in conexiune cu modelarea dispozitivului
micro-electro-mecanic.

Trebuie remarcat faptul ca, utilizdnd programul SEMulator3D™, care este
un program ce face parte dintr-un modul Coventor, folosind tehnica unica de
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modelare fizica 3D, se pot modela etape de proces intr-o mare varietate. Pentru a
modela etapele de proces, sunt necesari anumiti parametri geometrici si fizici de
intrare, care pot fi calibrati fara dificultate. Dintre acesti parametri de proces, se
mentioneaza cei mai importanti: conformitatea depunerii, anizotropia, selectivitatea
corodarii.

Parametrii de proces amintiti interactioneaza cu diversi parametri si cu date de
proiectare. Aceste interactiuni complexe au impact asupra structurii formei finale a
dispozitivului [*15].

Programul SEMulator utilizeaza fisiere cu extensia ,,.cat”, astfel incat fisierele
create Tn CleWin cu extensia ,,.cif”” au fost salvate succesiv, cu extensia ,,.dxf” si apoi
cu extensia ,,.cat”.

Pentru a realiza modelarea, in fisierul ,,.vproc” (Fig. 6.34) al programului de
editare ,,Process Editor”, vor fi introduse toate etapele procesului, precum si
parametrii acestora: materialul, grosimea acestuia, denumirea mastii, adancimea
canalului, denumirea substratului (Fig. 6.35).

Fig. 6.34. Interfata de lucru a ferestrei ,,Process Editor”

Cu ajutorul fisierelor ,,.vproc” si ,,.cat” realizate, s-a Inceput modelarea in
programul SEMulator3D Manager a biodispozitivului (Fig. 6.36).
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Fig. 6.35. Etape de modelare a procesului de fabricatie

Fig. 6.36. Interfata de lucru a programului SEMulator - conversia modelului

Programul ruleazd automat modelarea dispozitivului microfluidic. Modelul
generat este prezentat in Fig. 6.37.
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Fig. 6.37. Modelarea rezervoarelor pentru introducerea substantelor in circuitele microfluidice

Etapele de modelare ale procesului de fabricatie a dispozitivului micro-electro-
mecanic sunt prezentate in Fig. 6.38 - 6.51. Pentru fiecare etapa au fost redate cate
doud imagini: planul Z-X (home view) si planul Y-X (top view).

e Placheta de siliciu — A fost modelata placheta de siliciu ca substrat pentru
fabricarea dispozitivului (Fig. 6.38).

Fig. 6.38. Suportul de placheta de siliciu pe care se realizeaza
modelarea procesului de fabricatie a dispozitivului microfluidic :
a) home view si b) top view
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In partea dreapti a fiecirei imagini sunt afisate etapele (pasii) de editare. Acestea
au fost stabilite pentru a putea realiza modelarea. Etapele de modelare sunt redate in
Tabelul 6.2.

Tabelul 6.2. Afisarea si explicarea etapelor de modelare

0 Configurarea plachetei

1 Cresterea oxidului

2 Depunere fotorezist

3 Expunere fotorezist

4 Indepartarea fotorezisului
expus

5 Depunere aur

6 Lift-off

7 Depunere fotorezist

8 Expunere fotorezist

9 indepartare fotorezist expus

10 Depunere argint

11 Lift-off

12 Salvare

13 SU-8

14 Corodare microcanale

15 Crestere contur canale

16 Parametrii de modelare

17 Rezervoare - sus

18 Rezervoare - jos

19 Salvare model PDMS

20 Operatia de transpunere

21 Operatia de Tmbinare

22 Salvare

Etapele prezentate in modulul Convertor Etapele prezentate in Semnificatia
al programului SEMulator programul Process Editor etapelor

e Cresterea oxidului: - a fost modelata cresterea oxidului pe toatd suprafata
plachetei de siliciu prezentata in Fig. 6.39.

Fig. 6.39. Modelarea procesului cresterii oxidului
a) home view si b) top view
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e Depunerea fotorezistului a fost modelatd pe toatd suprafata plachetei de
siliciu (Fig. 6.40).

Fig. 6.40. Modelarea procesului depunerii fotorezistului :
a) home view si b) top view

e Expunerea fotorezistului: - Tn momentul expunerii tot fotorezistul de pe
placheta se intdreste, cu exceptia zonelor ce au fost protejate de prima masca, conform
Fig. 6.41.

Fig. 6.41. Modelarea procesului de expunere a fotorezistului:
a) home view si b) top view

o A fost modelata inlaturarea fotorezistului din zonele care nu au fost expuse,
lasand libere imaginile imprimate cu ajutorul primei masti, conform Fig. 6.42.

Fig. 6.42. Modelarea procesului de inlaturare a fotorezistului
a) home view si b) top view
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o A fost modelati depunerea unui strat de titan-aur pe toatd suprafata
plachetei, conform Fig. 6.43.

Fig. 6.43. Modelarea procesului de depunere a stratului de titan-aur :
a) home view si b) top view

e A fost modelata inliturarea fotorezistului prin lift-off: acesta se va
desprinde de pe placheta si lasa acoperite doar zonele de pe masca M1 (Fig. 6.44).

Fig. 6.44. Modelarea procesului de inlaturare a fotorezistului :
a) home view si b) top view

e Aceste etape se referd la modelarea proceselor corespunzitoare depunerii
(Fig. 6.45), expunerii si indepartarii fotorezistului (Fig. 6.46), similare celor
corespunzatoare mastii M1, dar aplicabile pentru procesul de realizare a mastii M2.

Fig. 6.45. Modelarea procesului de depunere/etalare a fotorezistului :
a) home view si b) top view
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Fig. 6.46. Modelarea procesului de:
(a) expunere si (b) indepartare a fotorezistului

e Modelarea procesului de depunere a Ag are loc pe intreaga suprafatd a
plachetei, conform Fig. 6.47.

Fig. 6.47. Modelarea procesului de depunere a argintului :
a) home view si b) top view

o (inliturarea fotorezistului prin lift-off: a fost simulat procesul inlaturarii
fotorezistului cu argintul depus in zonele care nu sunt protejate de masca, astfel incat
ramane imaginea de pe Masca 2, conform Fig. 6.48. Astfel, se obtine imaginea
electrodului de referinta acoperit cu Ag (Fig. 6.49).

Fig. 6.48. Modelarea procesului de indepartare a argintului :
a) home view si b) top view
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Fig. 6.49. Detaliu al senzorului :
a) home view si b) top view

e Depunerea fotorezistului SU-8 — A fost modelat procesul de depunere a
fotorezistului SU-8 pentru realizarea partii microfluidice, prezentat in Fig. 6.50,
precum si procesul de corodare (Fig. 6.51).

Fig. 6.50. Modelarea procesului de depunere a Fig. 6.51. Modelarea procesului de corodare a
fotorezistului SU-8 fotorezistului SU-8

Parcurgand etapele de modelare a procesului de fabricatie prezentate anterior,
configuratia dispozitivelor cu rezervoarele (prin care sunt introduse solutiile) atasate
va arata conform Fig. 6.52.

De asemenea, s-a marit imaginea pentru zona senzorilor, conform Fig. 6.53.
Pentru a observa pilonii din camera de selectie si capturd, s-a obtinut Fig. 6.54.

S-a utilizat programul SEMulator3D pentru modelarea dispozitivului micro-
electro-mecanic. Folosind SEMulator 3D, s-a demonstrat corectitudinea proiectarii in
vederea fabricdrii dispozitivului si s-au verificat parametrii stabiliti in faza de
proiectare pentru realizarea dispozitivului de detectie a limfocitelor T, care definesc
rezultatele preconizate a fi obtinute.

Cu ajutorul acestui program se dovedeste ca succesiunea etapelor standard este
conforma procesului de fabricare a dispozitivului prevazut, realizat cu caracteristicile
dorite.
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Fig. 6.52. Configuratia dispozitivului microfluidic dupd modelarea etapelor de fabricatie

Fig. 6.53. Detaliu al senzorilor si al canalului Fig. 6.54. Detalierea modelarii pilonilor din
de numarare ingustat la 15 pm camera de selectie si captura

SEMulator3D foloseste etape tehnologice standard, nu permite schimbarea
parametrilor. Daca procesul este conform, are loc modelarea, care poate fi vazuta si ca o
simulare.

in situatia unui proces neconform, SEMulator3D semnaleazd anumite erori, care
trebuiesc corectate pentru realizarea unei modelari corespunzatoare, care sd confirme
valabilitatea proiectarii, in baza céreia dispozitivul va fi fabricat.

Simularea computerizatd a devenit o parte esentiald a stiintei si ingineriei, este
tehnica prin care se verificd corectitudinea/valabilitatea materialelor selectate in
constructia unor piese/dispozitive noi, precum si a tehnologiilor de realizare/fabricare.

Se exemplifica aceastd afirmatie prin maniera in care a fost utilizat programul
SEMulator3D™, la modelarea etapelor de fabricatie a biocipului folosit pentru
determinarea numarului de limfocite T. Programul a fost folosit in vederea obtinerii
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modelarii pe calculator a proceselor tehnologice indicate a fi utilizate, pe baza
evaluarii si selectarii optiunilor tehnologice de fabricare.

6.5. MODELAREA SI SIMULAREA COMPUTERIZATA
A CURGERII MICROFLUIDICE iN DISPOZITIVUL
MICRO-ELECTRO-MECANIC, MODEL EXPERIMENTAL

In practica moderna existd posibilitatea accesirii unor programe de simulare
numerica complexe. Inci din faza de proiectare, a fost necesar si se verifice
comportamentul hidraulic al circuitelor microfluidice, determindndu-se parametrii de
curgere in vederea realizarii proceselor de lizare si stopare a lizarii, precum si a
numardrii limfocitelor T - obiectivul principal. Rezultatele obtinute din simularea
computerizata urmeaza sa fie validate experimental in etapele ulterioare de testare a
dispozitivului microfluidic. Astfel, s-a apelat la softul dedicat de modelare cu
elemente finite Comsol Multiphysics [C17] si apoi succesiv au fost selectate
modulele, Fluid Flow, Single Phase Flow si Laminar Flow pentru modelarea si
simularea fluxului substantelor folosite in cadrul dispozitivului microfluidic. Datele
de intrare prezentate anterior, sunt reproduse in Tabelul 6.3 [G5].

Tabelul 6.3. Datele de intrare pentru realizarea simulirii microfluidice

Proportiile debitului

: Sange | 50 pl/min
| Solutie de lizare | 1600 pl/min
| Solutie de stopare a lizdrii 265 pl/min

Apa a fost considerata singura faza, deoarece se gaseste in proportie mai mare
de 99% in amestecul de proba de sange si solutiile apoase reactive. A fost adoptata
curgerea laminara, pe baza determindrii numarului Reynolds.

Pentru calculul sdu, s-au utilizat urmatorii parametrii: p - densitatea apei [kg /
m?]; ugy - viteza medie [m/ s] de curgere in circuitele dispozitivului; D - dimensiunea
sectiunii de curgere [m], D =3 - 10*; u - vascozitatea dinamica [Pa - s], u = 8,9 - 10-
4. Valorile obtinute au fost 1,68 pentru circuitul 1 (de lizare) si 0,79 la circuitul 2 (de
oprire a lizarii), mult mai mici decat 2100. Acesta este pragul dintre curgerea
laminara si turbulenta [J2].

Parametrizarea geometriei modelului dupd optimizarea -constructivd si
dimensionala iterativa este prezentatd in Tabelul 6.4 [G5].

Tabelul 6.4. Parametrii simularii [G5]

Nume Expresie Valoare [um] Descriere
llc 40000 400000.0 lungime cip

12¢ 30000 30000.0 latime cip

a 300 300 latime canal

11 7300 7300 lungime canal 1
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Tabelul 6.4 (continuare)

Nume Expresie Valoare [pum] Descriere
12 1800 1800 lungime canal 2

rrac 300 300 raza canal curbd

13 4200 4200 lungime canal 3

dl 1000 1000 distanta dintre circuite

14 7800 7800 lungime canal 4

15 6600 6600 lungime canal 5

16 8400 8400 lungime canal 6

17 10200 10200.0 lungime canal 7

18 11700 11700.0 lungime canal 8

19 3000 3000 lungime canal 9

110 500 500 lungime canal 10

b 300/4 75 lungime tesiturd 1

111 200 200 lungime canal tesit

c (a-2*b-d)/2 67.5 lungime tesiturd 2

d 15 15 calcul diametru canal

112 100 100 lungime de intrare in camera de capturd
113 3000 3000 lungime canal de numarare
Icap 12044 12040.0 lungime laturd camera de capturd
distp 12 12 distanta dintre piloni

p 176/2 88 raza pilonului

xch -12000 -12000.0 pozitia origine cip pe axa x
ych 12000-30000 -18000.0 pozitia origine cip pe axay
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Cu ajutorul acestor parametri, a fost modelatd geometria in Comsol, conform

Fig. 6.55.

Fig. 6.55. Crearea geometriei dispozitivului microfluidic
cu datele rezultate de la proiectare [G5]
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Conditiile la limita se bazeaza pe modelul matematic, exprimat prin ecuatiile
diferentiale (6.3), (6.4), care sunt rezolvate de modulul de calcul adoptat din Comsol
Multiphysics.

plu-Viju=v- [—pl + p(Vua + (Vu)”) —; (v - u)l] (6.3.)
V-(pu)=o0 (6.4.)

unde: u este viteza fluidului [m/s]; p — densitatea [kg/m®]; u — vascozitatea dinamica
[N-s/m?]; p — presiunea [Pa]; / — lungimea [m]; 7 temperatura [°K]; variabilele u si
p din biblioteca Comsol sunt dependente de temperatura.

Conditiile la limita (Fig. 6.56) sunt impuse sub forma celor trei intrari: viteze
normale pe suprafata de intrare (sange, lizare, antilizare) si o iesire sub forma de
presiune atmosferica. Parametrii corespunzatori privind viteza [m/s] si presiunea [Pa]
sunt prezentati n partea dreapta a Fig. 6.56.

Discretizarea a fost realizatd din elemente triunghiulare libere, cu grad de finete
normal si cu urmatoarele caracteristici statistice: 315166 elemente triunghiulare
libere, cu o calitate medie 0,9384, pe o scaladelaOla I.

Fig. 6.56. Conditii la limita, viteza [m/s], presiune [Pa] [G5]:
vs — viteza sangelui, v/ — viteza solutiei de lizare, vs/ - viteza solutiei de stopare a lizarii si Pa -
presiunea atmosferica.

Simularea vitezei de curgere a amestecului de fluide este prezentata in Fig. 6.57
[G5].

Au fost colectate vitezele curente 1n puncte situate pe mediana traseului de
curgere, reprezentate cu albastru - Fig. 6.58, avand 1n vedere distributia parabolica in
sectiune a vitezelor la curgerea laminara. S-a constatat ca valorile obtinute au fost
scazute pe microcanalele drepte si mult mai mari pe acelea curbe si n sectiunile
ingustate (Fig. 6.57 si Fig. 6.58)

Obiectivele procesului de analizd a probei de sange cu substantele de lizare si
de stopare a lizarii au fost atinse. Astfel, calculand lungimea fiecarui circuit raportat
la valorile corespunzatoare ale vitezei medii, reprezentate cu rosu in Fig. 6.58, timpul
de deplasare pentru circuitul 1 a fost 2,48 s mai mic decat valoarea caracteristica de
3 s necesara pentru procesul adecvat de lizare a eritrocitelor.

Pentru circuitul 2, timpul de parcurgere a fost de 30,14 s. Acesta este mai mare
decat valoarea de referinta pentru oprirea lizarii, care este de 30 s.

Rezultatele FEM (metoda elementelor finite) au condus la fabricarea adecvata a
dispozitivului ,,lab-on-a-chip”, validand modelul obtinut.
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Fig. 6.57. Variatia vitezei de curgere [m/s],
a) vedere generala, b) detaliu al circuitelor, c¢) canalul de numarare,
d) vedere marita a camerei de selectie si captura [G5]

Fig. 6.58. Viteze curente si medii [m/ s] in circuitul 1 (stinga) si circuitul 2 (dreapta) [G5]



7.

FABRICAREA UNUI DISPOZITIV MICRO-
ELECTRO-MECANIC, MODEL EXPERIMENTAL

Fabricarea dispozitivului micro-electro-mecanic de tip ,lab-on-a-chip”
reprezintd obiectivul principal al lucrarii. Procesul tehnologic de fabricare a fost
abordat dupd parcurgerea etapelor anterioare de proiectare a dispozitivului micro-
electro-mecanic, modelare a procesului tehnologic de realizare, modelarea si
simularea functionarii sale. Aceste etape de verificare computerizate inca din faza de
conceptie functionala si tehnologica, au creat conditiile favorabile de realizare fizica
a dispozitivului micro-electro-mecanic.

Toate procesele de fabricatie descrise in acest capitol, au fost realizate cu
ajutorul infrastructurii din cadrul Institutului National de Cercetare-Dezvoltare
pentru Microtehnologie — IMT Bucuresti (IMT).

7.1. SCRIEREA MASTILOR

in etapa de modelare a procesului tehnologic, prezentata anterior, s-a stabilit
ca pentru fabricare se vor utiliza trei masti diferite, ce vor fi folosite succesiv,
pentru depunerea materialelor prin suprapunere. Mastile au fost proiectate in
programul CleWin, iar documentatia obtinutd a fost utilizatd in procesul
tehnologic de fabricare.

e Masca 1 (M1) - folosité pentru depunerea stratului compus din titan si aur, pe
care s-a proiectat segmentul de numarare a leucocitelor, format din cei doi senzori:
senzorul electrochimic de numdrare a intrérilor si senzorul electrochimic de numarare
a iesirilor;

e Masca 2 (M2) - folosita pentru depunerea argintului; argintul se depune doar
pe suprafata unui singur electrod al fiecarui senzor: electrodul de referinta.

e Masca 3 (M3) - folositad pentru depunerea fotorezistului SU-8, 1n care au fost
realizate prin fotolitografie, canalele microfluidice, orificiile pentru introducerea
solutiilor utilizate In procesul de analiza lab-on-a-chip, precum si camera de selectie
si captura.
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Mastile sunt suporturi fizice cu suprafatd pland. Pe suprafata acestora, se
inscriptioneaza modelul care va fi transferat pe substratul dorit. Alegerea materialului
mastilor, precum si modul lor de constructie se realizeazd tindnd seama de
caracteristicile radiatiei utilizate pentru transfer.

Masca virtualad proiectatd in CleWin a fost transpusd pe masca reald, realizata
dintr-o placd de sticld speciala: sticld ,,Soda Lime”, numita si sticla ,,Soda-Lime-
Silica”. Pe ea se deseneaza modelul dorit folosind crom. Modelul se transpune pe
suprafata plachetei cu ajutorul mastii.

Magtile sunt: pozitive si negative. Mastile pozitive au desenele reprezentate prin
regiuni opace la radiatia activd pe un fond transparent, iar la mastile negative,
formele sunt realizate din regiuni transparente pe un fond opac.

Deoarece suportul dispozitivului 1l reprezinta placheta de siliciu monocristalin
cu diametrul de 4 inch (cca. 100 mm), masca proiectata a avut dimensiunea de 5 inch
(127 mm). Aceasta trebuie sa fie mai mare decat placheta, pentru a asigura incadrarea
tuturor elementelor.

Scrierea mastilor s-a realizat cu ajutorul echipamentului DWL 66-fs Laser
Lithography System (Fig 7.1) din dotarea IMT Bucuresti [*16], [*17]. Echipamentul
este produs de catre firma Heidelberg Instruments Mikrotechnik, Germania (2006).
Acesta reprezinta un echipament de scriere directa cu fascicul laser de Tnalta rezolutie
care are urmatoarele caracteristici:

— este un sistem cu diode laser cu lungime de unda de 405 nm;

— inscriptionarea mastii se realizeazd la o dimensiune minima de 0,8 pm pe linie,
sau, 1 um pe geometrie, in ambele polaritati;

— abaterea dimensionala acceptata este de 10 %;

— echipamentul este dotat cu doua capete de scriere de 2 um cu rezolutia maxima
de 0,6 pm, respectiv 10 pm cu rezolutia maxima de 3 pm.

In functie de rezolutia dorita scrierea unei masti poate varia intre cateva ore -
pentru capul de scriere de 10 pm - si cateva zile pentru cel de 2 um. Scrierea mastilor
cu dimensiuni mai mari de 3 um se realizeazd in aproximativ doud zile. Scrierea
mastilor cu dimensiuni Intre 1 si 2 pm poate fi realizata in circa patru zile. Realizarea
celor trei masti pentru dispozitivul microfluidic care face obiectul lucririi a durat
cateva zile.

Imaginea grafica a rezultatului mastilor virtuale proiectate se va transfera din
calculator linie cu linie, catre dispozitivul de baleiaj al sistemului si astfel se vor
realiza mastile fizice. Aceasta procedurd are ca rezultat o imagine la scara 1:1 a
intregii masti pe placheta de siliciu.

Realizarea acestor masti are loc 1n céteva etape. Prima data se va depune un strat
de crom. Peste acesta se depune un strat subtire de fotorezist (cu o grosime de 0,6
pm). Primul proces pe care il suferd masca dupa inscriptionarea cu laser este
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developarea. Fotorezistul pozitiv care a fost expus In timpul executarii mastii se
solubilizeaza in developant si este astfel indepartat.

Corodarea stratului de crom, care are loc in fereastra deschisa in stratul de
fotorezist, reprezintd urmatoarea etapa. Procesul de corodare se face pe cale umeda
cu ajutorul unei solutii de acid percloric (HCIO4) si a nitratului de amoniu
(NH4)2[Ce(NO3),] conform reactiei [S4], [*42]:

3Ce(NH4)2(NO3)s + Cr — 3 Cr(NOs3)s + 3 Ce(NH4)2(INOs)s (7.1.)

Dupa ce a fost facuta corodarea cromului, are loc ultima etapa, reprezentata de
indepartarea stratului de fotorezist rimas pe masca. In interiorul incintei existd o
camera video cu ajutorul careia s-a realizat inspectia calitativa a mastii dupa ce au
fost efectuate procesele de developare si corodare.

Pentru acest set compus din trei masti s-a efectuat superpozitia, ceea ce
inseamna cd semnele de aliniere existente pe masti au fost aduse 1n aceeasi pozitie
pentru a verifica daca s-au suprapus perfect.

Fig. 7.1. Capul de scriere al laserului DWL 66-fs [M20]

In Tabelul 7.1 sunt prezentate cele trei masti (vedere din fata si vedere din spate
— partea dreaptd) realizate cu echipamentul de scriere cu laser DWL 66-fs in
corespondentd cu desenul proiectat in programul CleWin (stanga) pentru fiecare
masca in parte.
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Tabelul 7.1. Cele trei masti ale dispozitivului microfluidic, model experimental
\l

Proiectare Fabricare

Masca 1 (M1):

Masca 2 (M2):

Masca 3 (M3):

7.2. FABRICAREA PROPRIU-ZISA A DISPOZITIVULUI,
MODEL EXPERIMENTAL

Inainte de inceperea procesului efectiv de fotolitografie (transpunerea de pe
masca pe plachetd) au fost pregatite corespunzator componentele pe suprafata carora
s-au realizat depuneri. Acestea trebuie sa fie foarte bine spalate si uscate. Aplicarea
fotorezistului trebuie facuta fara oxizi, grasimi, saruri etc., pentru a realiza o buna
aderentd a acestuia pe suprafata de depunere.
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O suprafatd curatatd necorespunzator poate produce imperfectiuni (ex. fisuri)
sau exfolieri ale stratului depus, fie dupa procesul de depunere, fie in timpul
exploatarii. Se poate face o curatare a plachetei daca este cazul, urmatd de
deshidratarea acesteia pentru ca mai apoi sa fie aplicat fotorezistul. Este
recomandat ca plachetele sa fie spalate de mai multe ori pentru a indeparta
impuritatile 1n totalitate.

Cea mai folosita solutie pentru spalarea plachetelor este solutia numita ,,Piranha”,
ce contine: acid sulfuric (H.SOs): apa oxigenata (H»O»), in proportie de 3:1.

Alte metode de curatare sunt cele cu solventi organici (tricloretilena, triclorura
de carbon etc.) sau spalarea cu acetona, si/sau alcool, iar in final cu apa deionizata
din abundenta.

Pentru fabricarea dispozitivului s-a folosit un lot de cinci plachete de
siliciu. Pe fiecare din aceste cinci plachete au fost dispuse patru dispozitive
microfluidice. Astfel, lotul de fabricatie a fost constituit din 20 de produse.

Plachetele au fost curatate cu ajutorul solutiei Piranha si a apei deionizate.

Dupa curatare, a avut loc procesul de deshidratare a plachetelor. Acesta se
realizeaza de obicei 1n etuva, la o temperatura de aproximativ 100 °C si la un anumit
interval de timp. Dupa realizarea acestor etape, s-a inceput procesul efectiv de
fotolitografie.

Executarea efectivd a platformei microfluidice are loc conform fluxului
tehnologic stabilit anterior cu urmatoarele etape, prezentate in continuare:

e Alegerea substratului (placheta de siliciu).

Depunerea stratului de oxid de siliciu pe placheta (100 nm).
Fotolitografia pentru prima masca (M1).

Depunerea stratului de titan-aur (30-300 nm).

Lift-off (curdtirea zonelor inactive).

Procesul de fotolitografie pentru a doua masca (M2).
Depunerea stratului de argint (100 nm).

Lift-off (curatirea zonelor inactive).

Procesul de fotolitografie pentru a treia masca (M3).
Depunerea PDMS.

7.2.1. Placheta de siliciu folosita ca substrat

Fabricarea biodispozitivul microfluidic s-a realizat incepand cu alegerea unui
substrat. Pentru acest dispozitiv, s-a ales ca substrat placheta de siliciu monocristalin
cu diametru de 100 mm.

Pentru testare s-a folosit un lot de cinci plachete de siliciu, precum cele din
Fig. 7.2. Aceste plachete au dimensiunea de 4 inch.
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Fig. 7.2. Plachete de siliciu

7.2.1. Depunerea stratului de oxid de siliciu

Prima etapa 1n realizarea dispozitivului este reprezentata de cresterea unui strat
subtire de oxid de siliciu pe suprafata plachetei (Fig. 7.3). Aceasta crestere a stratului
de oxid de siliciu pe placheta constituie caracteristica de baza a tehnologiei planare.
Controlul precis al grosimii stratului de oxid precum si cunoasterea cineticii
procesului de oxidare sunt doud elemente foarte importante in fabricarea
dispozitivelor planare.

Fig. 7.3. Schema-bloc a oxidului crescut pe placheta de siliciu

Siliciul si oxidul de siliciu stau la baza tehnologiei planare, siliciul fiind materialul
cel mai utilizat ca substrat pentru microstructuri. Acesta nu este perfect pentru toate
aplicatiile si nici nu poate functiona de unul singur. Existd anumite materiale
suplimentare, cum ar fi metalele aluminiu (Al), cupru (Cu), wolfram (W) si izolatoarele
oxid de siliciu (SiO;) si nitrura de siliciu (SizN4). Unul dintre motivele majore pentru
popularitatea siliciului este usurinta cu care acesta formeaza un oxid excelent: SiO,.
Straturile de oxid de siliciu se pot realiza prin diverse metode [M6], [Z2]:

— depunere prin intermediul unor reactii din faza gazoasa,

— formare prin oxidare electrochimica (anodizare) sau

—  prin reactii in plasma.

In practica industriala, straturile de oxid de siliciu sunt realizate cel mai des prin
oxidarea termica a siliciului, care are loc prin reactia chimica [Z2], [S4]:

Si (solid) + 0, —8i0; (solid) (7.2)
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Din aceasta ecuatie se observa cd o parte din siliciu se foloseste In cresterea
stratului de oxid.

Cresterea oxidului de siliciu s-a realizat in atmosfera uscatd de oxigen intr-un
cuptor termic Lindberg [*9] (Fig. 7.5.). Cuptorul are temperaturi cuprinse intre
350+1250 °C, ce pot fi reglate cu ajutorul termocuplelor, iar depunerea se face prin
proces de difuzie. Un gaz care contine mediul oxidant (oxigen sau vapori de apa)
curge prin reactor si trece peste placheta de siliciu. Dimensiunea maxima a
substratului pe care se pot face depuneri la
acest cuptor este de 4 inch [*9].

Depunerea de 1 um (Fig. 7.4) este necesara
pentru o buna functionare a dispozitivului micro-
electro-mecanic. Depunerea s-a realizat in
atmosfera uscatd de oxigen, la 1100 °C, cu o
durata de 4 ore si 30 min.

Stratul de oxid care a fost depus (Fig. 7.5) are
rol de strat izolator intre siliciu si stratul metalic
ce urmeaza a fi depus. Acesta constituie o bariera
in calea patrunderii impuritatilor in materialul de
bazad. Oxidul este si un bun material dielectric
care ajutd la aderenta materialelor ce vor fi depuse
ulterior [A12].

Dupa depunerea stratului de oxidare s-a
realizat o etapa intermediard de verificare a
grosimii depuse (Fig. 7.6) cu ajutorul echipamentului NanoCalc-XR (Ocean Optics,
Germania) [*9], [*34]. Echipamentul realizeaza masuratori precise ale straturilor
subtiri de materiale depuse, avand o rezolutie de 0,1 nm. Dimensiunile care pot fi
mdsurate sunt Intre 10 nm si 100 um. NanoCalc poate mésura pana la zece straturi
depuse [*9].

Fig. 7.4. Pregatirea plachetelor pentru
depuneri de oxid [*17]

Fig. 7.5. Oxid de siliciu depus pe plachete Fig. 7.6. Echipament NanoCalc-XR [M20]

S-a constatat faptul ca grosimile de oxid depuse au fost conforme, astfel incat a
fost posibila inceperea etapei de fotolitografie.
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7.2.3. Fotolitografia pentru prima masca

Toate cele trei etape ale procesului de fotolitografie, ce urmeaza a fi prezentate,
au loc intr-o zona unde mediul este controlat, zona denumita ,,Camera Alba” (clasa
100) [*17]. Camera alba trebuie sa indeplineasca standardele ,,ISO 14644-1 — ISO
Class 5” sau ,,FED STD 209E — Class 100”. Numarul maxim de particule pentru
aceastd clasd, pe m® este de: 100.000 pentru > 0,1 pum; 23.700 pentru > 0,2 um;
10.200 pentru > 0,3 um; 3.520 pentru > 0,5 um; 832 pentru > 1 pum [*19].

Intr-o ,,cameri alba” aerul este filtrat in permanenta pentru a inlitura in totalitate
particulele si impuritatile care pot afecta calitatea prescrisi. Temperatura si
umiditatea Incd@perii sunt mentinute constante cu scopul protejarii echipamentelor
deosebit de sensibile la variatiile de mediu. In aceste incinte, presiunea din camera
este diferita: aerul circuld dinspre interior spre exterior.

Mediul de lucru este foarte important, deoarece orice particuld de praf depusa pe
dispozitiv poate duce la deteriorarea acestuia. Intr-o astfel de ,,cameri alba”, trebuie
monitorizatd constant umiditatea. O crestere excesiva a umiditdtii poate pune in
pericol sdnatatea operatorului.

Trebuie sd se tind cont de masurile privind reglementérile de mediu si de
politicile bazate pe aplicarea stiintei mediului, precum si a celor mai bune practici
[A8]. Sunt impuse anumite cerinte minime de sdndtate si securitate in activitatile
desfasurate in laboratoare. Substantele cu care se lucreazd de obicei in astfel de
laboratoare de fotolitografie sunt substante toxice, reactivi inflamabili. Acestea
trebuie manevrate cu grija. Este obligatorie neutralizarea sau captarea substantelor
toxice care rezultd sau care raman in exces din reactie si care se evacueaza. Toate
lucrarile de laborator se executa cu cantitatile si concentratiile de substante strict
necesare. Toate substantele care au fost folosite sunt colectate in recipiente speciale.
Este interzisa deversarea solutiilor folosite direct in reteaua de canalizare. Inainte de
deversarea in sistemul normal de canalizare, substantele vor fi obligatoriu
neutralizate.

Dupa cresterea stratului de oxid de siliciu, s-a depus fotorezistul pe intreaga
suprafatd a plachetei. Fotorezistul este elementul intermediar dintre plachetd si
depunerea oricarui material. El este folosit pentru a determina forma geometrica a
materialului care urmeaza a fi depus peste siliciu [M23].

Fotolitografia reprezintd procesul de imprimare a unui model geometric aflat
pe o mascd/sablon pe un strat subtire (~ pm) de material numit fotorezist.

Depunerea fotorezistului trece prin cele trei etape: etalare — expunere —
developare.

e Etalarea fotorezistului

Primul strat de fotorezist care se aplica pe plachetele de siliciu se numeste LOR
10B si este un fotorezist pozitiv folosit ca solutie ajutatoare a procesului ulterior de
lift-off.
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Fotorezistii pozitivi pastreazi configuratia mastii/sablonului. In momentul
expunerii la radiatii isi modifica rezistenta chimica fata de solutia de developant,
devin solubili, lasdnd pe substrat modelul de pe mascd. Daca s-ar fi ales un
fotorezist negativ, in momentul expunerii la radiatii, ar fi devenit mai putin solubil
pentru developant si ar fi lasat un model invers fata de cel de pe masca.

Fotorezistul LOR 10B (Fig. 7.7) se gaseste in stare lichida si a fost depus pe
plachete prin picurare (Fig. 7.8). Acesta a fost etalat pe intreaga suprafatd a
plachetelor prin centrifugare folosind echipamentul Suss MicroTec (Germania)
denumit ,,spinner” (Fig. 7.9) [*9], [*27].

Fig. 7.7. Fotorezist LOR 10B  Fig. 7.8. Fotorezistul LOR 10B  Fig. 7.9. Echipament Spinner
depus pe placheta Suss MicroTec

Plachetele se fixeaza pe ,,spinner” cu ajutorul vidului. Dupa ce este aplicat pe
substrat, filmul de fotorezist trebuie sd fie chimic izotrop si sd aiba o grosime
uniforma astfel incat reactia sa la expunere si la developare sa fie uniforma. Filmul
de LOR 10B trebuie sa fie mai gros decat grosimea depunerii de metal, de obicei
intre 1,3 si 1,5 ori grosimea filmului metalic pentru a avea o prelucrare buna. Vitezele
de centrifugare intre 2500 si 4500 rpm genereaza o uniformitate maxima a stratului
de acoperire. Se utilizeaza viteze mai mari pentru substraturi mai mici si viteze mai
mici pentru substraturi mai mari. LOR 10B a fost depus alegand viteza de rotatie de
3000 rpm si un timp de 30 - 40 s.

Numarul de rotatii se alege in functie de fotorezist si de grosimea stratului care
se doreste a fi depus. Combinatia dintre viteza de centrifugare si timpul selectat
pentru aceasta etapa va defini, in general, grosimea finala a filmului. A rezultat un
strat cu grosimea de 1 pm.

Pentru solidificarea rasinii, realizatd prin evaporarea completd a solventului
continut de aceasta, plachetele de siliciu cu stratul de fotorezist depus au fost tratate
termic pe o plitd preincalzita. Pentru uscare (,,pre-baking”), plachetele se tin 3 min la
150 °C pe plita Selecta Combiplac (Barcelona) [*28] (Fig. 7.10). Temperatura
recomandata este intre 140 - 190 °C. Apoi, fiecare placheta a fost expusa la lumina
ultravioletd (UV) timp de 50 s (Fig. 7.11). Radiatiile UV sunt utilizate pentru a
modifica solubilitatea fotorezistului intr-un solvent cunoscut. Fotorezistii pozitivi



7. Fabricarea unui dispozitiv micro-electro-mecanic, model experimental 137

devin mai solubili la expunerea la lumina UV, iar cei negativi devin mai putin solubili
datoritd unui proces de polimerizare.

Fig. 7.10. Tratament termic pe plita Fig. 7.11. Radiatii emise de lampa UV

In continuare, s-a depus un al doilea strat de fotorezist pozitiv, numit HPR 504,
prezentat in Fig 7.12 prin aceeasi modalitate: etalare cu ajutorul spinner-ului Suss

MicroTec [*27] 1a 3000 rpm si un timp de 30 - 40 s. Display-ul pentru setérile spinner-
ului este prezentat in Fig. 7.13 [M16].

Fig. 7.12. Fotorezistul HPR 504 aflat pe Fig. 7.13. Display-ul pentru selectarea timpului si
suprafata plachetei a vitezei de etalare pe echipamentul Suss
MicroTec

Dupa depunerea fotorezistului HPR 504, plachetele au fost agezate pe o plita
termica pentru tratament timp de 1 min la 90 °C. Rasina durificatd prin uscare poate
rezista atacurilor chimice. Uscarea in cuptor este o altd metoda care poate fi folosita
pentru durificarea fotorezistului.

e Alinierea si expunerea

Alinierea mastilor s-a realizat succesiv, in ordinea cronologica a etapelor fluxului
tehnologic, cu ajutorul maginii de aliniere care permite miscarea substratului pe doua
directii: X -Y si care permite rotatii in planul X-Y. Magina de aliniere permite
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vizualizarea semnelor de aliniere de pe masca si de pe substrat cu ajutorul a doua
obiective de microscop. Masca este fixa, iar operatorul poate migca substratul pana
cand se obtine alinierea corecta cu masca.

Pentru transferarea imaginii de pe masca pe suprafata substratului, cu lumina
ultravioletd (UV), a fost utilizat echipamentul MA6/BA6 (Suss MicroTec, Germania)
[*27], care este un echipament pentru dubla aliniere (fatd/spate) a plachetei.

Masca (fotosablonul) se fixeaza in echipament in vid (Fig. 7.14. a, b.), iar sub
mascd se fixeaza placheta (Fig. 7.15. a, b). Ulterior s-a facut alinierea [M16].
Echipamentul de aliniere si expunere are urmatoarele caracteristici:

—intervalul de aliniere: X: + 10 mm; Y: £ 5 mm O: £ 5°;

— dimensiuni plachete: de la dimensiuni mici (4”, 5) pana la plachete cu diametru
de 6"/150mm;

—masa de izolare a vibratiilor (pentru Suss MA6);

— rezolutia mecanica a incrementului: 0,1 pm;

— obiective: 5x, 10x, 20x;

— alinierea laterald (Top side alignment -TSA) — utilizeaza un microscop optic cu
"camp divizat" de 0,5 pm;

— aliniere - spate placheta: cu camere LCD de 1nalta rezolutie: 0,1 um;

— stocare imagini: sistem performant (,,Enhanced Image Storage System - EISS”);

— expunere: prin contact, vacuum, proximitate;

— UV 365 nm, 1000 W (Hg) [*9].

In ceea ce priveste expunerea fotorezistului, daci acesta se expune prea putin, nu va
fi destul de acid, iar dupa developare vor ramane unele urme de fotorezist pe placheta.
La fel de bine pot exista probleme si dacd timpul de expunere este prea mare, cand
difractia si ,,rezolutia de focalizare” pot face zonele protejate sa fie expuse. Aceste efecte
sunt prezente tot timpul, dar la expunerile scurte, efectul este foarte mic.

Dupa ce a fost realizata alinierea plachetei cu masca, a fost expus fotorezistul.
Timpul de expunere este de 3,5 secunde. Astfel, a fost realizat transferul figurilor de
pe masca pe placheta (fotolitografia).

Fig. 7.14. a) orientarea si b) fixarea mastii in echipamentul MA6/BA6
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Fig. 7.15. a) orientarea si b) fixarea plachetei in echipamentul MA6/BA6
e Developarea

Solutia de developare folosita pentru inlaturarea componentelor acide ale
fotorezistului a fost acetona impreund cu substanta HPRD 402. Acest amestec
indeparteazad stratul de fotorezist ce a fost expus, ramanand astfel imaginea
transpusd de pe prima masca. Dupa ce fiecare placheta a fost introdusa in solutie
timp de 15-30 secunde (Fig. 7.16), aceasta s-a clatit cu apa deionizata (Fig. 7.17)
[M16].

Fig. 7.16. Developarea plachetei in solutie Fig. 7.17. Spalarea plachetei cu apa deionizatd
HPRD 402

Dupa clatirea plachetei din abundenta cu apa deionizata, aceasta a fost uscatad cu
azot pentru a indepéarta cea mai mare parte din apa si apoi a fost uscatd cu ajutorul
unei centrifuge MLW T30 (Fig. 7.18) [*9] pentru a indeparta orice urma de solutie
sau de apa ramasa pe suprafata plachetei.
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Fig. 7.18. Centrifuga MLW T30
folosita pentru uscarea plachetei

e Inspectia intermediara

Pentru a vedea rezultatele obtinute si daca fotorezistul a fost indepartat
corespunzator din zonele expuse, s-a realizat inspectia intermediara, folosind un
microscop optic Leica, model DM LM (Leica Microsystems, Germania) din dotarea
IMT Bucuresti [*9], [*29], ce are obiective de la x5 la x100. Imaginile redate sunt
madrite la scara x50.

In Tabelul 7.2, se prezinti doud exemple de neconformititi, unde fotorezistul nu
a fost Indepartat complet din zonele geometrice dorite (spatiile dintre electrozi). Daca
acele zone nu raman libere, nu se poate realiza metalizarea n etapa urmatoare a
procesului tehnologic de fabricatie.

in Tabelul 7.3, se pot vedea doui exemple conforme, unde fotorezistul s-a
indepartat complet, lasand libere zonele de interes.

Tabelul.7.2. Developari neconforme ale fotorezistului |
observate in cadrul primei inspectii intermediare

Developiiri neconforme: spatiile dintre electrozi nu au fost corodate suficient

Exemplul nr. 1 - developare neconforma a fotorezistului
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Tabelul.7.2 (continuare)

Exemplul nr.2 — developare neconforma a fotorezistului

Tabelul 7.3. Developari conforme ale fotorezistului
observate in cadrul primei inspectii intermediare

Developéri conforme ale fotorezistului

Exemplul nr. 1 — developare conforma a
fotorezistului

Exemplul nr. 2 — developare conforma a
fotorezistului

In cazul developirilor necorespunzitoare, unde fotorezistul a fost indepartat
partial, plachetele au fost din nou introduse cateva secunde in solutia de developare,
pentru a indeparta fotorezistul ramas pe placheta. Dupa ce s-a realizat cea de-a doua
inspectie intermediard, s-a constat faptul ca toate developarile au fost conforme.
Astfel, se poate trece la urmatoarea etapa, cea de depunere a stratului de titan-aur.

7.2.4. Depunerea stratului de titan-aur

Metalele folosite cu precadere datorita aderentei foarte bune la oxidul de siliciu

sunt cromul si titanul.

Titanul este un metal dur, lucios, cu densitate mica si care prezintd o buna
rezistentd la coroziune. Are cel mai mare raport duritate-greutate dintre toate

metalele.
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in cadrul aplicatiilor medicale, in ceea ce priveste implanturile in special, titanul este
cel mai utilizat material. Acest lucru se datoreaza faptului ca este un material bioinert,
care are o excelenta rezistenta la coroziune in organismul uman [C4].

In general, materialele utilizate in constructia electrozilor metalici sunt platina si
aurul, folosind tehnica depunerii prin pulverizare catodica. Dat fiind faptul ca platina este
un material extrem de scump, a fost ales aurul.

Depunerea metalului a fost facuta imediat dupa ce a avut loc fotolitografia pentru a
evita contaminarea. Stratul metalic depus trebuie sa tind cont de doua cerinte importante:
trebuie sa prezinte inertie din punct de vedere chimic la reactivii folositi in conditii
experimentale si trebuie sé fie compatibil cu procesul de microfabricatie. Microelectrozii
folositi pentru segmentul de numarare a celulelor au fost realizati din aur.

Intr-o prima etapa, a fost depus un strat de Ti-Au: 30 nm de Ti, apoi 300 nm Au.
Stratul de titan este depus intre substratul de siliciu (oxidat) si stratul de aur pentru a
asigura adeziunea. Aceastd depunere de titan/aur s-a realizat pe Intreaga suprafatd a
plachetei si a fost facutd imediat dupa procesul de fotolitografie pentru a evita
contaminarea. Procesul urmator de lift-off limiteazd grosimea de depunere a straturilor
de metal. Dupa indepartarea fotorezistului, metalul a rimas doar 1n ferestrele expuse in
etapa anterioard [M16]. Limita cheie pentru grosimea stratului de metal depinde de
procesul de lift-off. Depunerea aurului in strat mai gros determina incilzirea plachetei
peste temperatura critica si transforma fotorezistul de sub aceasta, facandu-I insolubil in
acetond. Aceasta structurd de Ti-Au are o buna rezistenta la coroziune [P6].

Echipamentul pe care se face depunerea in vid se numeste Neva-EVD 500A
(Neva, Japonia) (Fig. 7.19), utilizdnd fascicul de electroni pentru depuneri [*9].
Acesta este alcatuit din 3 parti: (1) pompa rotativa (se realizeaza vidul preliminar);
(2) pompa de difuzie (realizeaza vidul inalt — valori mai mari de 10 Pa) si (3) incinta
(camera de depunere, ce contine fasciculul de electroni si cele patru surse/creuzete
cu metale). Astfel, se pot realiza patru depuneri succesive.

Fig. 7.19. Echipamentul Neva EVD 500 A :
a) vedere de ansamblu a echipamentului; b) panou de comanda



7. Fabricarea unui dispozitiv micro-electro-mecanic, model experimental 143

Se aplica un curent pe catodul termoemisiv ce emite un fascicul care bombardeaza
creuzetul cu metal. Metalul se incalzeste, se topeste si se vaporizeaza, iar vaporii rezultati
se depun pe plachetd. Metalele ce pot fi depuse cu ajutorul acestui echipament sunt:
aluminiu (Al), aur (Au), titan (Ti), nichel (Ni), argint (Ag), platina (Pt), molibden (Mo),
wolfram (W). Intre incinti si camera de difuzie exista o valva plata care are deasupra ei
o camera de capturd cu azot lichid pentru a retine impuritatile (ex.: uleiul care poate
ajunge pe plachetd). Pentru depunere sunt necesari timpi mici, doar cateva minute. Pentru
titan =2 - 4 A/s; pentru aur = 12-16 A/s. Totodatd, este necesar si un timp de preincilzire
a filamentului pentru fiecare depunere. Specificatiile echipamentului NEVA EDV 500A,
prezentate in manualul de utilizare sunt [*9]:

e domeniul de masurare a presiunii: cinci intervale de la 10 x 10 *Pala 1 x
108 Pa;

e comutarea domeniului de mésurare: automat;

e cvacuarea gazului: doud moduri, automat (maxim 10 min) si manual;

e curentul de emisie: 50 pA — 3 mA (este posibila citirea directd a presiunii la
0,9 mA);

e puterea filamentului: 1,5-3,5V; 1,0 — 1,8 A (max. 6.3W);

e potentialul filamentului: +45 V;

e puterea de descarcare: 6V, 7 A (40W);

e potentialul retelei: + 180 V;

e potentialul de colectare a ionilor: + 5V la 1 x 10~ Pa; 0V la mai putin de 1 x
10*Pa;

e precizia indicatiei curentului ionic: + 2,5% la scara plina;

e precizia indicatiei curentului de emisie: = 2,0% la scara pling;

e protectia filamentului: circuitul filamentului este deschis automat cand
presiunea atinge maximul de 12 x 10 Torr;

e intrare: AC 100V, 50/60 Hz;

e dimensiunea exterioara si greutatea manometrului: 199 x 149 x 300 (vert. x
lat. x depth), 6,5 kg.

7.2.5. indepirtarea fotorezistului prin lift-off
pentru prima masca

In cazul fotolitografiei de tip lift-off, fotorezistul se etaleazi (se expune luminii
prin masca fotolitografica si se developeaza nainte de depunerea materialului de
paternare). Materialul care se modeleaza, se depune pe toatd suprafata plachetei, atat
in zonele developate, unde se ancoreaza de substrat, cat si peste fotorezistul
nedevelopat. La indepartarea fotorezistului, se indeparteazd si materialul de pe
regiunile nedevelopate, ramanand pe plachetd numai in zonele in care acesta s-a
ancorat la substrat.

Dupa depunerea stratului de Ti-Au, urmeaza procesul de lift-off. Plachetele se
scufunda intr-un vas ce contine acetona (Fig. 7.20) la temperatura camerei si se agita
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pana cand are loc desprinderea fotorezistului impreuna cu metalul depus peste el.
Aceasta solutie de acetona trebuie sa fie schimbata regulat pentru a evita redepunerea
pe electrozi a particulelor de metal care se desprind, dat fiind faptul ca acestea pot

adera la placheta [M16].

Fig. 7.20. a) Intoducerea plachetelor in solutie de acetona pentru procesul de lift-off;
b) activarea procesului de indepartare a stratului de aur

Faptul ca depunerile de aur peste stratul de oxid de siliciu s-au realizat cu succes
se observa atat cu ochiul liber, cat si prin imaginile cu rezolutie de x5 si x10, realizate
cu ajutorul microscopului optic Leica DM LM (Leica Microsystems, Germania) (Fig.

7.21) [*9], [*29]

Fig. 7.21. Inspectia la microscop a plachetei dupa realizarea primei masti

In Fig. 7.22 - 7.23 se pot observa imaginile senzorilor de intrare si a senzorilor
de iesire ai unui dispozitiv.

In urma analizarii imaginilor obtinute, se constatd faptul ca toate depunerile
stratului de Ti-Au au fost conforme.
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Fig. 7.22. Senzorul de masurare a intrarilor examinat la microscopul Leica DM LM
la dimensiune :
a) x5 sib) x10

Fig. 7.23. Senzorul de masurare a iesirilor examinat 1
a microscopul Leica DM LM vizut la dimensiune :
a) x5 si b) x10

7.2.6. Procesul de fotolitografie pentru a doua masca

Depunerea fotorezistului pentru a doua masca s-a realizat folosind aceleasi doud
tipuri de fotorezisti pozitivi LOR 10B si HPR 504, utilizand aceleasi echipamente
folosite la realizarea primei masti. Singura diferenta este aceea ca se foloseste o alta
mascd (M2) [M16]. Pasii ce trebuie urmati pentru realizarea acestei etape sunt
similari cu cei de la Masca M1. Dupa efectuarea Lift off-ului de Au/Cr a fost etalat
imediat fotorezistul pozitiv LOR 10B (3000 rotatii/min; timp: 30 - 40 secunde),
urmat de un tratament termic pe plitd (T = 150 °C; timp: 3 minute). S-a realizat o
expunere la radiatii UV (timp: 50 secunde), pentru a putea etala fotorezistul pozitiv
HPR 504 (3000 rot/min; timp: 30 - 40 secunde). Odata efectuatd aceasta etalare, a
urmat incd un tratament termic pe plita (T = 95 °C; timp: 30 min).

Alinierea si expunerea celei de a doua masti — Masca M2 — au fost efectuate
folosind acelasi echipament MA6/BA. Alinierea s-a realizat cu ajutorul semnelor de
aliniere inscriptionate pe masca, iar expunerea a fost una scurtd, ce a durat numai 3 s.
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Developarea de 30 de secunde s-a realizat utilizand aceeasi solutie de developare
folositd ca si in cazul primei masti: acetona impreuna cu substanta HPRD 402. in
aceste conditii, placheta a fost pregititd pentru urmatoarea etapd a procesului
tehnologic de fabricatie a dispozitivului micro-electro-mecanic, si anume, depunerea
stratului de argint.

7.2.7. Depunerea stratului de argint

A fost depus un strat de argint, gros de 100 nm, pe intreaga suprafata a plachetei,
folosind acelasi echipament utilizat pentru depunerea aurului, echipamentul Neva-
EVD 500A. Depunerea stratului de argint se realizeazd pentru a functionaliza
electrodul de referintd (RE). Doar acest electrod va ramane acoperit cu argint dupa
realizarea lift-off-ului [M16].

Pentru constructia electrodului de referintd al senzorului electrochimic, selectia
s-a realizat din categoria metalelor pure — pretioase, care se folosesc pentru astfel de
depuneri: argint, aur, platind. Dintre acestea, a fost ales argintul (Ag). Principalul
motiv este dat de faptul ca argintul este un foarte bun conducator de electricitate. Mai
mult, argintul este cel mai maleabil metal si are cea mai mare conductibilitate
electrica si termica.

Datorita faptului cd argintul are actiune antimicrobiand, acesta se poate
incorpora in diferite produse si echipamente folosite pentru protectie antibacteriana.
Prezenta argintului este de ajuns pentru a ucide microorganismele care provoaca boli
infectioase, impiedicind inmultirea bacteriilor si a virusurilor, deoarece acesta
functioneaza ca un catalizator.

Argintul nu prezinta toxicitate. La contactul dintre argint si celulele ce vor fi
numarate, nu are loc nici un efect nedorit, argintul actionand doar in cazul infectiilor,
a celulelor bolnave [Z6].

7.2.8. indepirtarea fotorezistului prin lift-off
pentru a doua masca

Definirea electrozilor de referintd (RE) s-a realizat prin lift-off. Solutia folosita
pentru lift-off a fost acetona. Plachetele au fost lasate sa se inmoaie in acetona
aproximativ o zi intreaga, pentru ca fotorezistul sa se desprindd impreuna cu metalul
nedorit de pe suprafata lor. Dupa realizarea lift-off-ului, argintul trebuie sa raména
depus pe un singur electrod [M16]. In Fig. 7.24, sunt prezentate cateva faze din cadrul
procesului de indepaértare a argintului.

Inspectia intermediard a constat in verificarea depunerilor cu ajutorul
microscopului optic Leica DM LM.
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Fig. 7.24. Indepartarea prin lift-off a argintului :
a) desprinderea argintului Incepe din margini; b) desprinderea centrala a argintului;
¢) deprinderea totald a argintului

Aceasta s-a facut individual, pentru fiecare placheta. Fiecare plachetd cuprinde
cate patru dispozitive, dupa cum se poate observa in Fig. 7.25, unde fiecare dispozitiv
a primit un numar de ordine.

Fiecare dispozitiv are la randul sdu céte doi senzori care trebuiesc verificati: un
senzor de masurare a intrarilor si un senzor de masurare a iesirilor.

Fig. 7.25. Dispunerea celor patru dispozitive microfluidice
pe o placheta

In figurile din Tabelele 7.4 - 7.8 sunt redate imagini la dimensiuni marite (x5)
ale depunerilor pentru fiecare dispozitiv in parte.

In urma verificarilor la microscop, s-a constatat ci: placheta numairul 1 a avut
trei dispozitive functionale conforme din cele patru: dispozitivul 1, 2 si 4. Imaginile
acestora sunt prezentate in Tabelul 7.4.
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Tabelul 7.4. Cei sase senzori ai plachetei 1

Dispozitivul microfluidic 1. a) senzorul de intrare céruia i lipseste o bucata din argint, dar
senzorul poate fi folosit; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 2. a) senzorul de intrare conform si b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 3. a) senzorul de intrare neconform; b) senzorul de iesire este conform

Dispozitivul microfluidic 4. a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire conform
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Placheta numarul 2 nu are nici un dispozitiv functional, argintul s-a desprins
de pe toti electrozii, cu exceptia senzorului de intrare al dispozitivului microfluidic
4, care a avut doar o bucati de argint desprinsi. In Tabelul 7.5, se prezinti
neconformitatile identificate la placheta numarul 2.

Tabelul 7.5. Cei sase senzori ai plachetei 2

Dispozitivul microfluidic 1: a) senzorul de intrare neconform; b) senzorul de iesire neconform

Dispozitivul microfluidic 2: a) senzorul de intrare neconform; b)senzorul de iesire neconform

Dispozitivul microfluidic 3: a) senzorul de intrare neconform; b) senzorul de iesire neconform

Dispozitivul microfluidic 4: a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire neconform
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Placheta numarul 3 are doud dispozitive functionale (1 si 4) si doud dispozitive
in care cate unui senzor i s-a desprins argintul. Senzorii sunt prezentati in figurile din
Tabelul 7.6.

Tabelul 7.6. Cei sase senzori ai plachetei 3

Dispozitivul microfluidic 1: a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 2: a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire neconform

Dispozitivul microfluidic 3: a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire neconform

Dispozitivul microfluidic 4: a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire conform
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Placheta numarul 4 are trei dispozitive functionale din cele patru: 1, 3 si 4.
Imaginile senzorilor sunt prezentate in Tabelul 7.7. Pe suprafata primului senzor se
observa un strat de argint desprins de pe suprafata unui alt electrod. Pentru a folosi
acest senzor, s-a indepartat acel surplus de argint, inlaturandu-se neconformitatea.

Tabelul 7.7. Cei sase senzori ai plachetei 4

Dispozitivul mirocfluidic 1: a) senzorul de intrare neconform; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 2: a) senzorul de intrare neconform; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 3: a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 4: a) senzorul de intrare conform; b) senzorul de iesire conform
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Placheta numarul 5 are trei dispozitive functionale din cele patru: doi, trei si
patru, dupa cum se poate vedea in Tabelul 7.8.

Tabelul 7.8. Cei sase

senzori ai plachetei 5

Dispozitivul microfluidic 1: a) senzorul de intrare neconform; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 2: a) senzorul de

intrare conform; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 3: a) senzorul de

intrare conform; b) senzorul de iesire conform

Dispozitivul microfluidic 4: a) senzorul de

intrare conform; b) senzorul de iesire conform




7. Fabricarea unui dispozitiv micro-electro-mecanic, model experimental 153

In urma inspectiei intermediare, s-a constat faptul ci 11 dispozitive din 20 sunt
conforme. In cazul in care unul dintre senzori a fost conform, iar cel de-al doilea
neconform, atunci dispozitivul nu va fi folosit deoarece acesta nu este functional fara
unul dintre senzori. Doar in cazul in care ambii senzori sunt conformi, dispozitivul
poate fi folosit.

Au mai existat cazuri in care a fost desprinsd o bucata din argint din zone care
nu sunt de interes, astfel incat senzorul era functional. Selectarea senzorilor
functionali este prezentatd in Tabelul 7.9.

Tabelul 7.9. Senzorii electrochimici conformi/neconformi ai celor cinci plachete

Placheta 1 Placheta 2 Placheta 3 Placheta 4 Placheta 5

Senzor | Senzor | Senzor | Senzor | Senzor | Senzor | Senzor | Senzor | Senzor |Senzor
intrare | iesire | intrare | iesire | intrare | iesire | intrare | iesire | intrare | iesire

Dispozitiv1: | DA DA NU NU DA DA DA DA NU DA
Dispozitiv2: | DA DA NU NU DA NU NU DA DA DA
Dispozitiv 3: | NU DA NU NU DA NU DA DA DA DA
Dispozitiv4: | DA DA NU NU DA DA DA DA DA DA

Dispozitive
functionale 3 0 2 3 3
Total
dispozitive 11/20 dispozitive conforme
functionale

Simbolizare: DA — senzor conform; NU — senzor neconform.

Dispozitivele conforme au in dreptul lor raspunsul ,,DA”.
Dispozitivele neconforme au in dreptul lor raspunsul ,,NU”.
Neconformitatile pot avea diverse cauze:
— contaminarea plachetei,
umiditatea ridicatd din camera echipamentului;

— zona de depunere a electrodului are dimensiuni prea mici.

In privinta eliminarii acestor cauze, s-au schimbate dimensiunile electrozilor de
referintd si s-au efectuat depunerile la un nivel controlat de umiditate din camera.

In ceea ce priveste placheta numarul 2, argintul aflat pe suprafata acesteia trebuie
indepartat si apoi reluat intregul proces. In concluzie, pentru parcurgerea etapelor
urmatoare vor fi folosite doar patru plachete.

e Clorurarea argintului

Dupi depunerea argintulului, s-a realizat o etapa intermediara a procesului
tehnologic, de clorurare, care a avut rolul de a minimiza rezistenta de contact a
electrodului. Clorurarea argintului este o etapd necesara pentru crearea unui electrod
stabil. Argintul poate fi clorurat electrochimic in solutie de clor. Solutia de KCI
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(clorurd de potasiu) este larg utilizatd. O metoda alternativd este clorurarea
neelectrica cu FeCls.

Ag + FeCl; — AgCl + FeCl, (7.3.)

Dupa galvanizarea Ag, placheta a fost imersata in solutie apoasa 1% de clorura
ferica pentru 20 de minute. In timpul procesului de clorurare, culoarea s-a transformat
din alb in gri inchis.

7.2.9. Procesul de fotolitografie pentru a treia masca

Cea de-a treia masca a fost folositd pentru realizarea partii de microfluidica:
microcanalele si pilonii aflati in camera de selectie si captura. Acestea se vor realiza
din SU-8-2050 [M23]. SU-8 este un fotorezist negativ utilizat frecvent, datoritd
deriva din prezenta a opt grupari epoxi. SU-8 este stabil din punct de vedere termic si
mecanic. Continutul ridicat de epoxi da o adeziune puternica a fotorezistului SU-8 la
multe tipuri de substraturi si face ca materialul sa fie foarte sensibil la expunerea la radiatii
UV. Principalele sale aplicatii se gasesc in domeniul MEMS si 1n alte microsisteme, cu
deosebire la dispozitivele microfluidice. In ultimii ani, SU-8 a nregistrat o gama largd
de utillizari. Dintre acestea, se mentioneaza: microoptica, microprelucrari, ambalare si
alte aplicatii analitice microfluidice. A oferit perfomanate ridicate la fabricarea
microcanalelor dispozitivelor microfluidice si a dispozitivelor de tipul ,,lab-on-a-chip”.

Transparenta fotorezistului SU-8 la lumind vizibild il face compatibil cu detectarea
optica si, astfel, ajutd la identificarea biomoleculelor. Prezintd o buna
biocompatibilitate oferind posibilitatea de a dezvolta teste pe suprafatd care permit
indoirea specifica a biomoleculelor pentru aplicatii analitice.

SU-8 este utilizat pe scard larga pentru a pregati matritele pentru reproducerea
canalelor microfluidice In PDMS (polidimetilsiloxan), dar este de asemenea, utilizat
direct pentru fabricarea canalelor microfluidice. Din punct de vedere microfluidic, este
foarte dorit datoriti aderentei puternice la substrat si a inertiei chimice. in prezent, SU-8
este disponibil sub diferite forme care permit acoperirea straturilor groase (acopera
grosimi de la 1 1a 600 um) printr-o singurd depunere. Fotosensibilitatea acestuia permite
modelarea prin fotolitografie cu raze ultraviolete (UV). Fotorezistul SU-8 se depune
parcurgand etapele prezentate in Fig. 7.26 [M23], [P7].

Dupa procesul anterior de lift-off al argintului, plachetele s-au deshidratat in
etuva la 100 °C timp de aproximativ 30 de minute - 1 ord. Apoi, pe rand, fiecare
placheta a fost fixata pe spinner-ul Suss MicroTec [*9] pentru etalarea fotorezistului
negativ SU-8 pe intreaga suprafatd a acesteia. S-a ales fabricarea din SU-8 a
microcanalelor si a pilonilor din camera de selectie si capturd, deoarece acesta
prezintd o rezistentd chimicad excelentd, transparentd inaltd, este biocompatibil si
prezintd o aderentd puternica. S-a depus o grosime a fotorezistului SU-8 de 50 um,
pentru a putea fabrica canalele si pilonii din camera de selectie si capturd. Pentru
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obtinerea acestei dimensiuni a fost reglata turatia spinner-ului la valoarea de 4000
rotatii/min.

Fig. 7.26. Etapele procesului tehnologic de modelare a circuitelor microfluidice
folosind fotorezistul SU-8

Dupa depunerea fotorezistului SU-8, plachetele au fost asezate pe plitd pentru
tratament termic la temperatura de 65 °C timp de 3 min si 6 minute la temperatura de
45 °C [M16].

In urmitoarea etapa tehnologica, s-a realizat alinierea si expunerea celei de-a
treia masti (M3) la echipamentul MA6/BA 6 (Suss MicroTec).

Apoi, s-a realizat un tratament termic pe plitd pentru intarirea fotorezistului (2
min la 65°C / 7 min la 45 °C). Dupa tratamentul termic, s-a realizat developarea
(Fig. 7.27), in solutie de acetona si HPRD 402 care a durat 1 min 30 s = 10 s. Dupa
ce a avut loc developarea, urmatda de uscarea plachetelor, s-a realizat o inspectie
intermediara.

Fig. 7.27. Developarea in acetona si HPRD 402 Fig. 7.28. Tratamentul termic final al
plachetei pe plita

Inspectia intermediara s-a realizat cu microscopul optic Leica DM LM [*9],
[*29]. In urma inspectiei, s-a constatat faptul ca fotorezistul SU-8 nu a avut aderenta
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la una dintre plachete (placheta numarul 3). In Fig. 7.29 — 7.32 sunt redate imagini
ce contin neconformitati.

Fig. 7.29. Imagine realizata la marimea x5 a Fig.7.30. Imagine realizata la marimea x20 a
rezervorului de intrare a solutiilor neconform pilonilor unde fotorezistul SU-8 nu a avut
aderenta

Fig. 7.31. Imagine realizata la marimea x100 a Fig. 7.32. Imagine realizata la marimea x100 a
microcanalului neconform din dreptul senzorilor microcanalului neconform

In urma inspectiei, s-a decis si se continue procesul cu un lot de trei plachete
care au fost conforme.

Pentru a patra plachetd a fost necesara inlaturarea fotorezistului SU-8 si reluarea
procesului.

Pentru a finaliza procesul de fotolitografie a celei de-a treia masti, s-a efectuat
un tratament termic final pe plitd la 180 °C timp de 30 de min (Fig. 7.28).

Durificarea prin tratament termic a fotorezistului la un nivel ridicat joaca un rol
important. in primul rand, daci existi defecte de depunere care sunt generate in
stratul de siliciu, acestea vor fi umplute cu fotorezist. Mai mult, prin acest tratament
termic de durificare a stratului, aderenta fotorezistului la siliciu creste [A11].

Deoarece aceste componente ale dispozitivului nu pot fi observate cu ochiul
liber, dupa tratamentul termic final, pentru inspectia intermediara, s-a folosit
microscopul optic Leica DM LM (Leica Microsystems, Germania) [*9], [*29] (Fig.
7.33).
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Fig. 7.33. Inspectia finald dup

a realizarea celor trei masti

S-a verificat atat microcanalul din dreptul senzorilor, cat si pilonii din camera de

selectie si capturd. In Tabelul 7.10 sunt

prezentate imagini ale microcanalului,

realizate cu microscopul optic Leica DM LM (Leica Microsystems, Germania) [*9],

[*29], la scari de marire de x5 si x10.

Tabelul 7.10. Imagini ale microcanalului rea

lizate 1a microscopul optic Leica DM LM

Canalul din dreptul senzorilor de mas
a) 5x si

urare a intrarilor la scara de marire :
b) 10x

a) 5x si

Canalul din dreptul senzorilor de masurare a iesirilor la scara de marire :

b) 10x
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in Tabelul 7.11, sunt redate imagini ale pilonilor aflati in camera de selectie si
captura care au fost realizate la diferite mariri.

Tabelul 7.11. Imagini ale pilonilor din camera de selectie si captura
vazuti la diferite mariri

5x0.12 10x

20x 50x

In urma inspectiei intermediare, s-a constatat faptul ca toate cele trei plachete cu
care s-a continuat procesul fotolitografic au avut dispozitive conforme.

Inainte de depunerea de PDMS, s-a realizat tdierea in structuri a plachetelor,
pentru a putea separa dispozitivele microfluidice. Fiecare placheta se taie individual.
Pentru a putea fi taiata, placheta se fixeaza cu ajutorul unui suport, unde va fi lipita
exact 1n centrul acestuia. Operatia de taiere se realizeaza cu ajutorul echipamentului
DAD2322 - Disco Automatic Dicing Saw [*17].

Dimensiunile maxime ale unei piese ce poate fi prelucrata pe acest echipament
sunt de 6 inch. Viteza de taiere este de 0.1-500 mm/s, unghiul maxim de rotatie este
de 320°, iar precizia este de 1 pm pe axa Y.

Echipamentul are regimul de lucru atdt manual, cat si automat. Acesta realizeaza
taierea in mode automat, dupd indicarea si fixarea manuald a punctului din care sa
inceapd operatia de lucru.

Placheta a fost fixatd pe un suport cu forma circulard cu ajutorul unei folii
adezive transparente (Fig. 7.34).
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Fig. 7.34. Folie speciala Denka [*22]

Dupa ce placheta a fost fixata pe suport (Fig. 7.35.a), acesta a fost introdus in
echipamentul DAD 322 (Fig. 7.35.b.).

Fig. 7.35. a) fixarea plachetei in suport si b) introducerea suportului in echipamentul DAD 322

Dupa fixarea suportului in echipament, s-au selectat datele necesare (Fig. 7.36)
pentru cele sase tdieri care vor fi fiacute pentru a obtine patru dispozitive
microfluidice pe fiecare placheta. Fig. 7.37 reda o imagine a plachetei Tnainte de
taiere.

Ultima etapa inainte de desprinderea dispozitivelor taiate de pe folia-suport, a
fost expunerea la UV. Folia-suport a plachetei a fost introdusa in cuptorul cu radiatii
ultraviolete model CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, produs de catre UVP, LLC -
SUA [*17].
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Fig. 7.36. Parametrii de lucru ai echipamentului de  Fig. 7.37. Indicarea schematica pe placheta
taiere DAD 322 a celor sase linii de taiere

Deoarece 1n cuptor nu se introduc probe umede, iar la finalul efectudrii celor
sase taieri ale plachetei, a rimas apa pe suprafata suportului (Fig. 7.38), aceasta a fost
uscatd cu azot.

Echipamentul CL-1000 UV (Fig. 7.39) are lungimea de unda de 365 nm.
Inainte de utilizare, se asteapti incalzirea lampilor aproximativ 2 minute. Fluxul
luminii UV are o trecere verticald, de la lampa direct pe suprafata plachetei.

Fig. 7.38. incheierea procesului de Fig. 7.39. Echipamentul UV- model CL-1000
taiere Ultraviolet Crosslinker

Fig. 7.40 reda o imagine a unei plachete dupd conturul care delimiteaza cele
patru dispozitive microfluidice.

Din acest moment, dispozitivele au fost folosite individual pentru etapa
urmatoare.
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Fig. 7.40. Imaginea unei plachete dupa taiere

7.2.10. Depunerea capacului de polidimetilsiloxan

Dispozitivul a fost incapsulat cu un strat de polidimetilsiloxan (PDMS), fara a
se acoperi contactele electrice. Polidimetilsiloxan (PDMS) mai este numit si
dimeticon. Acesta reprezintd un polimer - elastomer mineral-organic din familia
siloxanului.

PDMS este utilizat pe scara larga pentru fabricarea si prototiparea dispozitivelor
micro-electro-mecanice. Datoritd transparentei si permeabilitatii sale la oxigen, a
devenit un material potrivit pentru cultura celulard. Transparenta PDMS-ului este
data de grosimea stratului [M16].

Concentratia folositd pentru amestecul PDMS diferd in functie de grosimea
dorita a stratului. Pentru un strat subtire de PDMS (1-2 mm) s-au amestecat 0,7ml
substanta Silicone Elastomer Curing Agent si 7ml Silicone Elastomer — Base. Pentru
o0 grosime mai mare (= Smm), s-au amestecat concentratii de 20 ml - 2 ml solutie.

Solutia folosita pentru demulare (demulatorul) este compusa din: chlortrimethylsilas
97% (GC), chlorotrimethylsilane 97% si clorotrimethylsilano 97%. intreg procesul
se numeste silanizare.

Silanizarea matritei se realizeazd pentru a preveni lipirca PDMS-ului de
matritd. Agentul de demulare (solutia) se depune sub forma de vapori. Silanizarea
are loc in incintd inchisa, substanta s-a pus 1n aceeasi cutie in care se tine si
placheta de siliciu, folositd ca suport pentru turnarea PDMS-ului. Cutia a fost
lasata aproximativ o ora la temperatura camerei (Fig. 7.41). La finalul acestei ore,
s-a turnat PDMS-ul in dispozitivul special, peste placheta de siliciu folositad ca
suport (Fig. 7.42). Astfel, stratul de PDMS obtinut a fost uniform (Fig. 7.43).
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Fig. 7.41. Procesul de Fig. 7.42. Turnarea PDMS-uluiin  Fig. 7.43. Obtinerea stratului
silanizare suport uniform de PDMS

Dupa incapsularea dispozitivului microfluidic cu PDMS, s-a realizat un
tratament termic la 90 °C pentru intarirea acestuia. Temperatura de polimerizare este
de circa 84 °C.

Dupa tratamentul termic, s-au realizat gaurile pentru nanoporturi, prin care a fost
introdusa fiecare solutie pentru analiza.

Majoritatea polimerilor folositi in realizarea dispozitivelor microfluidice
(PDMS, PMMA etc.) sunt de natura hidrofoba, dar acest grad de hidrofobicitate poate
sd nu fie suficient pentru aplicatiile microfluidice. De aceea, suprafata polimerilor se
modifici cu ajutorul plasmei [A14]. In cazul de fati, pentru functionalizarea
suprafetei, a fost necesar un tratament cu plasma pentru a atasa capacul de PDMS
dispozitivului microfluidic.

Echipamentul cu plasma folosit este unul de tip ,,Reactive lon Etching — RIE”,
denumit Plasma Etcher — Etchlab 200 de la Sentech (Fig. 7.44). Plasma este generata
de o sursa de radio frecventa cuplata capacitiv si care are o putere maxima de 600 W.
Cu ajutorul pompei turbomoleculare, efectuarea proceselor poate avea loc la presiuni
cu valori de la 75 mTorr pana la 225 mTorr [*17].

Acest echipament a fost folosit pentru a efectua un tratament de functionalizare
a suprafetelor in plasma (20 Pa, 90 °C), cu scopul de a modifica unghiul de contact
al PDMS-ului cu substratul. PDMS-ul a fost introdus in echipamentul de plasma si a
fost supus unui tratament de functionalizare a suprafetei timp de cateva secunde
[A13].

Apoi s-au adus in contact capacul din PDMS si dispozitivul microfluidic
(Fig. 7.45) pentru lipire.

S-a efectuat o inspectie a pilonilor din camera de selectie si capturd cu ajutorul
unui microscop cu scanare electronicd, Nova NanoSEM 630, fabricat de FEI
Company, SUA, din dotarea IMT Bucuresti (Fig. 7.46) [*17]. Acesta este un
echipament cu emisie in camp, de inaltd rezolutie. Vizualizarea in vid se realizeaza
la 15 kV pentru 1 nm si 3 kV pentru 1,8 nm. Presiunea de lucru in camera probei este
: 10 Pa. Inclinarea maxima a mesei este de -10°, +60°.
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Fig. 7.44. Echipamentul Etchlab 200 Fig. 7.45. Atasarea capacului de
[*17] PDMS

Pentru captarea acestor imagini, s-a utilizat un dispozitiv sectionat
(Fig. 7.47). Dispozitivul ales a fost unul dintre cele a caror depunere de argint a
fost neconforma. Acesta a fost un dispozitiv caruia nu i s-a atasat capac de PDMS.

Fig. 7.46. Echipament Nova Fig. 7.47. Pozitionarea pe suport a probei
NanoSEM 630
Y
In Fig. 7.48 - 7.50 sunt redate trei imagini la diferite dimensiuni de referinta (500
um, 200 pm si 50 um) ale pilonilor din camera de selectie si captura.
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Fig. 7.48. Imagine SEM obtinuta la
dimensiunea de referinta 500 um

Fig. 7.49. Imagine SEM obtinuta la
dimensiunea de referinta 200 pm

Fig. 7.50. Imagine SEM obtinuta la
dimensiunea de eferintd 50 pm

Din imaginile SEM a rezultat faptul ca pilonii realizati din fotorezist au fost
conformi din punct de vedere dimensional si al dispunerii in camera de selectie si
captura (pozitiei reciproce).



8.

TESTAREA DISPOZITIVULUI,
MODEL EXPERIMENTAL

Microfluidica si electrochimia sunt intr-o relatie sinergicd. Microfluidica
permite reducerea dimensiunii dispozitivelor, iar sistemul de detectie si transmitere
a semnalelor are la baza electrochimia. Microfluidica integreaza mai multe etape
analitice, precum: sistemul de detectie, sistemul de prelucrare a semnalelor si de
transmitere a acestora la distanta.

Sistemele electrochimice sunt mai putin sensibile comparativ cu citometria in flux,
fluorescenta sau spectroscopia de masd, care folosesc echipamente analitice
conventionale, dar acestea necesitd echipamente deosebit de scumpe si personal calificat
special pentru manipularea acestor echipamente. Dispozitivele microfluidice cu senzori
electrochimici integrati sunt usor de miniaturizat, fara a pierde performanta analitica.

8.1. METODOLOGIA DE TESTARE

A fost elaboratd o metodologie de testare a unui dispozitiv microfluidic,
incadrata in procesul holistic de fabricatie a acestuia — proiectare, modelare, simulare,
executie, testare, livrare. Schema generala a etapelor ce trebuie monitorizate este
prezentata in Fig. 8.1.

Pentru realizarea unui dispozitiv microfluidic trebuiesc parcurse etapele clasice
de proiectare-modelare-simulare. Rezultatele modelarii si simuldrii urmeaza sa fie
validate prin rezultatele obtinute la testarea efectuata post-fabricare.

Pentru fabricare vor fi utilizate echipamente specifice, pentru care se selecteaza
etapele de fabricatie, parametrii de lucru si materialele folosite. Procesele de fabricare
includ etape de inspectia calitatii, realizate prin testarea parametrilor functionali.

Testarile au loc in etape succesive: (1) testarea senzorilor (pentru a verifica daca
senzorilor (in caz de instabilitate, la fiecare testare, senzorii vor da rezultate diferite);
(3) teste de functionalizare a dispozitivului, prin legarea anticorpilor si incubarea
antigenelor, pentru captura celulelor care fac obiectul dispozitivului lab-on-a-chip.
Doar dacia toate cele trei etape conduc la rezultate conforme, se trece la etapele
urmatoare: (4) testarea curgerilor microfluidice (se vor realiza teste pentru a verifica
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constructia microcanalelor, care asigura curgerea fluidelor). Daca aceste testéri au
rezultate conforme, se trece la testarea finala: (5) testarea fiabilitatii dispozitivului
in conditii de operare apropiate de cele intdlnite intr-un mediu real. Fara aceste teste
de fiabilitate, nici un dispozitiv nu poate fi livrat (lansat pe piatd).

Fig. 8.1. Etapele metodologiei de testare a unui dispozitiv microfluidic

in Fig. 8.1, daca rezultatele sunt conforme, sunt notate cu ,,C”, iar rezultatele
neconforme cu ,,N”. Daca rezultatul unei etape este ,,N”, dispozitivul nu este
functional si se revine la etapele anterioare ale procesului holistic de fabricatie.

Testarea dispozitivului micro-electro mecanic, s-a realizat cu ajutorul
spectroscopiei de impedanta electrochimica (EIS). Aceasta este o tehnicd de
caracterizare extrem de sensibila utilizata pentru a determina raspunsul electric, in
curent alternativ, al reactiilor chimice sau biochimice intr-o gama de frecvente (intre
0,1 Hz + 1 MHz in cazul EIS din IMT).

Masuratorile cantitative realizate cu EIS permit evaluarea mecanismelor chimice la
interfata electrodului cu electrolitul si in solutia electrolitica. EIS reprezintd tehnica
electrochimica care urmareste schimbarile aparute in transferul sarcinilor electrice intre
electrolit si electrod, al transferului de maséa in electrolit, capacitatea stratului dublu
electric sau reactia de biorecunoastere de la suprafata biosenzorului.

Senzorul electrochimic este compus din trei electrozi: electrodul de lucru,
electrodul de numarare (counter electrod) si electrodul de referintd. Cei trei electrozi
se conecteaza la un potentiostat, care aplicd un potential electrodului de lucru si
masoara variatia in frecventa a curentului electric, a impedantei si a diferentei de faza
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intre curent si tensiune. Impedanta sistemului este determinatd prin aplicarea unei
tensiuni perturbatoare de amplitudine mica si are ca raspuns variatia curentului
electric si detectia impedantei.

Celulele care trec prin canalul microfluidic sunt considerate particule dielectrice care
se polarizeaza la aplicarea unui camp electric, formand dipoli electrici.

La frecvente mici ale campului, dipolii electrici reusesc sd urmareasca
schimbarea polaritatii curentului electric, iar liniile de camp vor trece pe langa celule,
dand informatii despre structura membranei celulare.

La frecvente mari, dipolii electrici nu mai reusesc sd urmareasca schimbarea
polaritatii curentului, iar liniile de camp electric vor trece prin interiorul celulei, dand
informatii despre citoplasma.

Inaltimea varfurilor (spike-urilor) de curent dau informatii despre dimensiunea
particulelor, iar latimea lor despre viteza de deplasare a acestora. Cu cét celula prezintd o
dimensiune mai mare, cu atit este mai mare naltimea spike-ului, iar latimea este invers
proportionald cu viteza de deplasare a celulei. La frecvente mici ale cdmpului electric
(~300 kHz), sunt redate informatii despre natura/structura membranei celulare. La
frecvente mari (peste ~1 MHz), liniile de camp electric trec prin interiorul celulei si dau
informatii despre interiorul acesteia, despre citoplasma [B17], [B18].

Pentru a testa dispozitivul fabricat si pentru a-i demonstra functionalitatea, au fost
parcurse mai multe etape. Aceste teste au fost efectuate in cadrul IMT inainte de a lipi pe
dispozitiv, capacul de PDMS. Schema logica a etapelor de testare pentru dispozitivul
micro-electro-mecanic, model experimental, este prezentata in Fig. 8.2.

Etape testare - model experimental

urentului Dispozitivul nu poate fi folosit dacd
are doar un senzor functional

Verificare

Senzorii nu vor fi utilizati dacd nu

- Verificarea stabilitatii senzorilor . L
- - O prezintd stabilitate

<

- Functionalizare piloni /- Se reia procesul de imobilizare a
Imobilizare anticorpi anticorpilor

Functionalizare
dispozitiv

Se reia procesul de imobilizare a

- Incubare antigene )
antigenelor

<

- Testarea functi

Testare senzorilor prin sp

Dispozitivul nu este functional

impedanta electrochimica

Dispozitivul este functional

Fig. 8.2. Etape de testare a dispozitivului micro-electro-mecanic, model experimental.
Legenda: C — conform; N — neconform
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Intr-o prima faza, are loc etapa de ,,Verificare”, in cadrul careia au fost selectate
dispozitivele lab-on-a-chip cu senzori functionali care au permis trecerea curentului.
Se mai precizeaza faptul ca dispozitivul nu poate fi folosit daca are doar un singur
senzor functional.

Apoi, a fost verificatd stabilitatea senzorilor electrochimici. In situatia in care
senzorii nu prezinta stabilitate — dau rezultate diferite pentru fiecare testare - ei nu
pot fi utilizati, fiind notati cu ,,N”.

Daca raspunsurile au fost conforme (notate cu ,,C”) se poate trece la etapele
urmatoare, de functionalizare a dispozitivului. S-au atasat anticorpii si ulterior s-au
incubat diferite concentratii de antigene CD3+, CD4+, CD8+ [M27]. Daca incubarea
sau imobilizarea nu s-au realizat, se reia procesul, pand se obtine un raspuns
favorabil.

In continuare, se va testa functionalitatea senzorilor, iar daca aceste etape au fost
efectuate corespunzator, raspunsurile vor fi date de Diagramele Nyquist. Acestea
prezinta variatia impedantei imaginare (reactanta capacitiva) in functie de variatia
impedantei reale (rezistenta electrica). Dacd in urma testarilor, au fost obtinute
raspunsuri neconforme (,,N”), dispozitivul nu este functional.

8.2. VERIFICAREA TRECERII
CURENTULUI ELECTRIC

Inainte de a incepe testarea dispozitivului, a avut loc o etapa preliminard de
selectare a senzorilor electrochimici functionali. In aceasti etapd, s-a verificat
trecerea curentului electric. Acest test s-a realizat cu ajutorul unui echipament
Keithley 2700 Multimeter/Data Aquisition System (Keithley, USA) (Fig. 8.3) [*9],
[*30]. In aceasta etap, au fost testate noud dispozitive microfluidice, fiecare avind
un senzor de intrare si unul de iesire, toate primind calificativul conform. Cu ajutorul
acestora, s-au realizat testarile din etapele prezentate in continuare.

Fig. 8.3. Verificarea trecerii curentului electric
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8.3. SPECTROSCOPIA DE IMPEDANTA
ELECTROCHIMICA

Prima si cea mai importantd etapd este cea de curatire a electrozilor, pentru a
inlatura orice urma de praf sau alte particule. Aceasta s-a realizat prin imersie
succesiva timp de 10 minute in 2 isopropanol, etanol, acetond si 1 minut in solutie
Piranha (H>SO4:H»>O,, concentratiec 70:30). Apoi, senzorii s-au clatit cu apa
deionizata si s-au uscat in jet de azot (N»). Dupa ce au fost curatate, cipurile au fost
impartite astfel: cipuri utilizate pentru determinarea subpopulatiei CD4+, pentru
determinarea subpopulatiei CD3+, iar altele pentru determinarea subpopulatiei
limfocitare CD8+.

Cu ajutorul unui potentiostat PGSTAT204 (Fig. 8.4) [*40], echipament utilizat
pentru tehnicile electrochimice standard — analiza electrochimicéd a senzorilor, s-a
verificat stabilitatea senzorilor. Aceastd stabilitate se realizeazd prin voltametrie
ciclica. Cu ajutorul software-ului potentiostatului la care sunt conectati prin cabluri
cei trei electrozi, de lucru, de referintd si auxiliar, s-au obtinut informatii privind
variatia rezistentei (impedanta reald) si a reactantei capacitive (impedanta imaginara)
in functie de frecventa.

Echipamentul este compus dintr-un amplificator de blocare care va furniza o
frecventd de semnal la electrozi, un amplificator diferential si o placd de achizitie a
datelor.

Fig. 8.4. Conectarea padurilor la potentiostatul PGSTAT204

Solutia redox folositad pentru cele trei tipuri de celule a fost aceeasi: SmM
Fe (CN)s + si SmM de Fe (CN)s * (ferocianura si fericianura). Totodata, s-a
folosit si o solutie tampon fosfat salin (PBS), pH = 7,1, domeniu de
frecvente: 100 kHz- 0,1 Hz.

In Fig. 8.5. sunt prezentate astfel de curbe de voltametrie ciclici cu
potential de baleiere intre -1V si 1V in solutie electrolit PBS 7,1. Viteza de
scanare este de 100 mV/s, cu SmM Fe (CN)g * si SmM de Fe (CN) *. Solutiile
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de fericianura (reprezentata prin culoarea verde in diagrama) si ferocianura
(reprezentata prin culoarea neagra in diagrama) reprezintda cel mai utilizat
mediator redox pentru diferite reactii electrochimice, ceea ce implicd un bun
transfer de electroni.

Fig. 8.5. Curbe de voltametrie ciclica

Din curbele suprapuse redate in Fig. 8.5, se constata faptul ca senzorul
prezinta stabilitate, prin faptul ci mai multe cicluri masurate se suprapun
perfect.

Urmatoarea etapd o reprezintd verificarea metodelor de functionalizare
specificd a pilonilor din camera de captura. Pentru functionalizare, se foloseste o
proteind de blocare - albumind sericd bovina, care are rolul de a bloca situsurile
rdmase nereactive pentru a indeparta legaturile nespecifice.

Toate solutiile care contin albumina sericd bovina (BSA) pot inhiba sau interfera
(impuritati precum proteazele, proteine de legare, receptori solubili etc.) cu detectia
anumitor analiti. De aceea, s-a utilizat o solutie simpla de tampon fosfat salin (PBS)
cu pH=7,1.

BSA este o proteina mica, stabild, moderat non-reactiva, fiind astfel utilizata ca
blocant, care are rolul de a imobiliza anticorpii [A6]. Pentru procesul care foloseste
anticorpi pentru identificarea antigenelor din celule, sectiunile de tesut sunt adesea
incubate cu blocante ale BSA pentru a lega situsuri de legare nespecifice. Astfel,
anticorpii se vor lega doar de antigenii de interes. De asemenea, aceastd proteina
imbunatateste sensibilitatea prin scaderea zgomotului de fond.

S-a introdus proteina G (BSA), s-a lasat la incubat 30 min si apoi s-au clatit
cipurile facand cate doud spalari in solutia de tampon fosfat.

Urmatoarea etapd a constat in imobilizarea anticorpilor specifici pentru
fiecare subpopulatie.

Anticorpii sunt molecule de natura proteica produse in limfocite. Ei sunt capabili
sd depisteze antigenii (markeri specifici - particuld strdind de organism) si si i
indeparteze.
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Imobilizarea proteinelor si realizarea reactiei antigen-anticorp pe suprafete
solide este influentatd de factori de mediu precum: umiditate, temperaturad, pH-ul
solutiilor tampon dar si de tipul si marimea suprafetei utilizate. Anticorpii au fost
injectati cu ajutorul unei seringi In interiorul camerei de selectie si captura.

Anticorpii folositi pentru testarea dispozitivului lab-on-a-chip sunt anticorpi
anti-CD4, anti-CD3 si anti-CD8 meniti sa captureze specific limfocitele tintad —
limfocitele ,,T”. Grefarea anticorpilor nu a fost realizatd covalent, dar afinitatea
ridicatd a proteinei G pentru anticorpii anti-CD determind imobilizarea orientatd a
antigenilor.

S-au folosit 40 pL anti-CD4 (anti-CD4, anti-CD8 si anti-CD3) concentratie 5
ug/ml care se incubeaza 18h la 4 °C.

in etapa urmitoare, dupd adiugarea concentratiilor de anticorpi, au fost
introduse 1n solutia tampon fosfat (PBS = 7,1) antigenele (CD3+, CD4+ si CD8+) de
diferite concentratii cunoscute.

Electrozii functionalizati anterior cu anticorpii specifici au fost incubati cu
fiecare concentratie de antigene timp de 30 de minute la temperatura de 37 °C dupa
care a fost citit raspunsul (rezistenta de transfer de sarcind electricd — Rct) pentru
fiecare concentratie a antigenelor (CD3+, CD4+ si CD8+) folosind spectroscopia de
impedanta electrochimica (EIS).

Scopul analizei datelor prin EIS este determinarea naturii proceselor de electrod
si parametrii lor caracteristici. Transferul sarcinii conduce la ambele componente,
atat componenta faradaicd, cat si cea nefaradaicad. Componenta faradaica apare la
transferul electronilor in urma unei reactii la interfata electrod — electrolit prin
depasirea unei bariere de activare la un potential standard de electrod, numita
rezistenta de transfer de sarcind (R.). Curentul nonfaradaic rezulta prin incarcarea
condensatorului format de dublul strat electric (Ca). Rct este egal cu raza fiecarui
semicerc din Figurile 8.6 - 8.11. Aceste semicercuri se numesc diagrame Nyquist (-
Zi vs Zr), care indicd prezenta doar a proceselor de schimb de sarcini electrice la
interfata electrozilor cu electrolitul, fiind total absente alte fenomene, ca exemplu
difuzia, adsorbtia, etc. Diagrama Nyquist indica variatia reactantei capacitive (Zi)
guvernatd de procese nefaradaice in functie de rezistenta reald (Zr) guvernatd de
procese faradaice. Ele sunt reprezentate in Figurile 8.6 - 8.11.

Masuratorile de impedantd electrochimica sunt senzitive la reactivitatea
neuniformd a suprafetelor, care poate fi cauzatd de heterogenitatea suprafetelor,
transferul de masd neuniform sau curentul indus de geometria electrozilor si
distributiile de potential electric. Procesele care implica transferul electronilor intre
electrod si electrolit au loc la frecvente mari, iar efectele lor se citesc in partea dreapta
a diagramei Nyquist. Procesele care implicd transfer de masa, adsorbtii, efectul
porozitatii electrozilor sau structura membranelor celulare se citesc in partea stanga
a diagramei Nyquist.
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Pentru CD4+ s-au utilizat concentratii intre O - 800 ng/ml prezentate in diagrama
Nyquist (Fig. 8.6).

Fig. 8.6. Diagramele Nyquist (-Zi vs Zr) dupa adaugarea de concentratii de CD4+ cunoscute
(introduse in solutie tampon fosfat, pH=7,1) [M16]

Concentratiile de antigene adaugate sunt:

L. negru - tampon fosfat salin simplu (0 ng/ml); VL. albastru deschis - 200 ng/ml;

IL. negru - 12,5 ng/ml; VIL albastru inchis - 300 ng/ml;
III. negru - 25 ng/ml; VIII. vernil - 400 ng/ml;
IV. rosu - 50 ng/ml; IX. verde - 800 ng/ml.

V. portocaliu - 100 ng/ml;

Pentru CD3+ s-au utilizat concentratii intre O - 100 ng/ml prezentate in diagrama
Nyquist (Fig. 8.7). Se poate observa faptul ca parabolele au crescut odata cu cresterea
concentratiilor.

Fig. 8.7. Diagramele Nyquist (-Zi vs Z:) dupa adaugarea de concentratii
de CD3+ cunoscute (introduse in solutie tampon fosfat, pH=7,1) [M16]
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Concentratiile de antigene adaugate sunt:

L. rosu tampon fosfat salin simplu (0 ng/mL); V. vernil - 6,25ng/ml;
II. verde - 0,3 ng/ml; VI. maro - 25 ng/ml;
IIL. roz - 0,75 ng/ml; VIL bleu - 50 ng/ml;
IV. negru - 1,87 ng/ml; VIIL. gri - 100ng/ml.

Toti senzorii s-au comportat similar, valorile medii pentru CD4+ si CD3+ R
fiind de 50,16 £ 5 kQ iar valorile R Inregistrate pentru CD8+ fiind de 10,40 kQ +
0,10 kQ. Aceste valori medii au fost stabilite prin masurarea a zece electrozi si
folosind aceeasi procedura. Coeficientul de variatie intre masuratori a fost mai mic
de 15 %. Din diagramele Nyquist, se preiau rezistentele de transfer de sarcind (raza
fiecarui semicerc) pentru fiecare concentratie, iar din valoarea reactantei capacitive,
se determind capacitatea stratului dublu electric (Car). Reactanta capacitiva este egala
cu:

Zi=Q2nv-Ca)’! (8.1.)

unde v este frecventa (Hz), iar Cq este capacitatea stratului dublu electric format la
interfata electrodului de lucru cu electrolitul (F).

Electrozii functionalizati pentru detectia antigenilor CD8+ au putut decela
diferente de concentratii la nivel de picograme pe mililitru, asa cum se observa in
Fig. 8.8.

Pentru subpopulatia CD8+, senzorii s-au comportat diferit fatd de CD3+ si
CD4+, in sensul ca media rezistentei de transfer a electronilor la interfata electrod-
electrolit a fost mai mica. Acest lucru poate avea loc datoritd porozititii mai mari a
antigenei, care permite patrunderea mai usoara a ionilor redox.

Fig. 8.8. Diagramele Nyquist (-Zi vs Z:) dupa adaugarea de concentratii
cunoscute de CD8+ (introduse in solutie tampon fosfat, pH=7,1) [M16]
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Concentratiile de antigene addugate sunt:

I. mov - 0 ng/ml;
IL.gri - 31,25 pg/ml;
IL.rosu - 62,5 pg/ml;
IV. vernil - 125 pg/ml;
V. roz - 250 pg/ml;
VL. gri - 1000 pg/ml.

Se observa din Figura 8.6 ca la concentratii mai mari (1 ng/mL) apar si alte efecte
la interfata cu electrodul, si anume difuzii ale speciilor ionice, dar senzorul raspunde
la concentratii mici de antigene adaugate (de ordinul pg/mL).

Din Figurile 8.6 - 8.8 se observa cresterea rezistentei de transfer de sarcina si
scaderea capacitatii stratului dublu electric cu concentratia antigenelor.

Curbele de calibrare (Fig. 8.9 - 8.11) au fost construite pe baza semnalului
electrochimic normalizat obtinut din diagramele Nyquist si raspunsurile date de R, -
rezistenta de transfer electronic la interfatd date de software-ul potentiostatului.

In curbele de calibrare s-a notat cu Reg rezistenta transferului de sarcina pentru
electrolit, iar cu Rei rezistenta transferului de sarcind corespunzatoare fiecarei
concentratii. Pe axa orizontala a graficelor au fost puse concentratiile antigenelor, iar
pe axa verticald raportul Rci/Rcio. Rezistenta transferului de sarcind se mareste
proportional cu cresterea numarului celulelor (concentratia). in functie de marimea
rezistentei la transferul de sarcind la o anumitd concentratie a unui tip de celule, se
determind numarul acestora.

Fig. 8.9. Curba de calibrare rezistiva normalizata (Reti / Reto)
in functie de concentratia CD4+: Model linear cu concentratiile adaugate,
intervalul concentratiilor fiind intre 0 ng / mL - 400 ng / mL,
R2=0,979 [M18], [S13]
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Fig. 8.10. Curba de calibrare rezistiva normalizata (Rcti/ Reto)
in functie de concentratia CD3+: Model linear cu concentratiile adaugate,
intervalul concentratiilor fiind intre 0 ng / mL - 25 ng / mL, R?>= 0,966

Fig. 8.11. Curba de calibrare rezistiva normalizatad (Reti/ Reto)
in functie de concentratia CD8+: Model linear cu concentratiile adaugate,
intervalul concentratiilor fiind intre 0 ng / mL - 1000 pg / mL, R? = 0,958

Rezistenta la transfer electronic este direct proportionalda cu logaritmul
concentratiei adaugate. Raspunsul dat de electrod cu solutia tampon fara introducerea
antigenelor a fost considerat zgomotul (Rew) In timp ce raspunsul dat de standarde
(Reti) este semnalul inregistrat pentru fiecare concentratie.

Raportul Rei / Reo a fost calculat gi reprezentat prin logaritmul fiecarei
concentratii de antigen. Cu alte cuvinte, fiecdrui raport Rei/ Reo 11 corespunde o
anumitd concentratie, iar fiecdrei concentratii 1i corespunde un anumit numar de
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celule, deci prin extrapolare, fiecarui raport Rei/Rew 11 corespunde un anumit numar
de celule.

In conditii optime, prin aceasti metod, s-a obtinut o curba de regresie liniara
(Fig. 8.9) cu un coeficient de corelatie (R?) de 0,979 cand intervalul de concentratie
este cuprins intre 0 si 800 ng/mL pentru CD4+.

S-a obtinut o regresie liniard cu logaritmul fiecarei concentratii CD3+ adaugat,
cu un coeficient de corelatie de 0,966 (Fig. 8.10).

In cazul detectiei de CD8+, concentratiile de anticorpi au fost exprimate in
pg/mL, deci diferenta de la o concentratie la alta este foarte micd Tn comparatie cu
celelalte doud antigene unde domeniile de concentratii au fost de ordinul
nanogramelor.



9.

FABRICAREA SI TESTAREA PROTOTIPULUI
IMBUNATATIT AL DISPOZITIVULUI MICRO-
ELECTRO-MECANIC

9.1. PROBLEME APARUTE LA FABRICAREA
DISPOZITIVULUI MICRO-ELECTRO-MECANIC,
MODEL EXPERIMENTAL

Pentru fabricarea dispozitivului micro-electro-mecanic, model experimental, s-
a folosit un lot de cinci plachete de siliciu. Pe fiecare placheta au fost dispuse patru
dispozitive microfluidice, rezultand astfel 20 de buciti.

Dintre acestea, dupa depunerea argintului, s-au folosit mai departe, pentru
urmatoarele etape, patru plachete, care au avut in total 11 dispozitive conforme.

In etapa de depunere a fotorezistului SU-8, la una dintre plachete, fotorezistul
nu a avut aderenta. Astfel, au ramas doar trei plachete, cu un total de noua dispozitive
functionale.

In urma etapelor de inspectie intemediard si finald a procesului tehnologic de
fabricatie a dispozitivului micro-electro-mecanic, model experimental, s-au identificat
acele etape critice (deficitare) ale procesului tehnologic. Astfel, s-a constatat ca:

e nu s-arealizat o adeziune buna a argintului la substratul de aur;
e nu s-arealizat o adeziune buna a fotorezistului SU-8 la substratul de siliciu.

Problemele aparute in prima etapa criticd mentionatd, se pot datora unor cauze
diverse. In cazul depunerii argintului, acesta a fost depus doar pe suprafata
electrodului de referinta al senzorului electrochimic.

Datorita faptului ca aceastd suprafatd are dimensiuni extrem de reduse (maxim
10 nm), depunerea argintului poate fi realizatd cu dificultate. S-a constatat faptul ca
in unele cazuri argintul nu a avut aderentd, suprafata fiind foarte mica, iar in alte
zone, acesta s-a exfoliat. In concluzie, dimensiunile extrem de reduse ale suprafetei
de depunere au ca rezultat imposibilitatea realizarii unei bune adeziuni a argintului,
ceea ce reprezintd una din cauzele depistate.

O a doua cauzi poate fi reprezentatd de nerespectarea parametrilor tehnologici
de fabricatie (posibile valori diferite) in procesul de depunere a argintului. Acesta ar
putea fi cazul plachetei de siliciu care nu a avut nici un dispozitiv functional. Pentru
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aceasta placheta, depunerea s-a facut separat, deoarece pe echipamentul de depunere
Neva-EVD 500A [*9], se pot folosi doar patru plachete de 4 inch pentru o depunere.

Cea de-a doua etapa critica precizata a apartinut procesului de fotolitografie
pentru fotorezistul SU-8, care nu s-a depus conform. S-a constatat faptul ca
fotorezistul SU-8 nu a avut aderenta la una dintre plachete. Fotorezistul SU-8 a fost
folosit la ultima masca pentru a fabrica partea microfluidica: canalele si pilonii pe
care se atageaza anticorpii specifici limfocitelor de tip ,,T”.

In ciuda faptului ca fotorezistul SU-8 are un continut ridicat de epoxi, care da o
adeziune puternicd la multe tipuri de substraturi, pot exista citeva cauze care
impiedica SU-8 sa adere la placheta, care ar putea fi:

e grosimea stratului nu a fost aleasa corect;

o ctalarea fotorezistului nu a fost efectuatd corespunzator;

e au existat anumite imperfectiuni ale substratului pe care se depune argintul;

o cste posibil ca placheta sa fi fost contaminata;

e a existat o umiditate prea mare in camera unde s-a efectuat procesul de
fotolitografie.

Pentru eliminarea etapelor critice constatate, ceea ce reprezintd un grad ridicat
de importanta, s-a Imbunatatit procesul tehnologic in etapa urmatoare a procesului
de cercetare- dezvoltare.

9.2. iMBUNATATIRI ALE PROCESULUI DE FABRICATIE A
DISPOZITIVULUI MICRO-ELECTRO-MECANIC

in urma testelor si verificarilor efectuate au fost stabilite etapele de imbunatitire a
procesului de fabricatie a dispozitivului micro-electro-mecanic, prototip imbunatatit.
Astfel, s-au realizat optimizari ale etapei tehnologice de depunere a argintului si de
depunere a fotorezistului SU-8.

9.2.1. imbunititiri ale depunerii argintului

Pentru a elimina problemele intdmpinate in cadrul executiei dispozitivului, s-au
inlocuit senzorii electrochimici cu senzori care contin electrozi de lucru interdigitati.

S-a modificat suprafata de depunere, inlocuind suprafata cu dimensiune de 10
nm cu o suprafatd mai mare, de 200 nm, ceea ce a permis remedierea problemei
aderentei argintului. La inspectiile intermediare ulterioare din procesul de fabricatie
a protipului, s-a constatat ca argintul nu s-a mai desprins de pe suprafata electrodului
de referintd. A fost ales acest tip de senzori, pentru ca prezintd avantajul unei
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9.2.2. imbunititiri necesare pentru cresterea aderentei
fotorezistului SU-8

In ceea ce priveste aderenta fotorezistului SU-8, s-a imbunitatit procesul de
tratament termic.

Procesul de depunere a fotorezistului a fost imbunatatit prin selectarea valorilor
specifice pentru acceleratie, viteza de centrifugare si timp de rotire. De asemenea, s-
au modificat temperaturile tratamentului termic. in Tabelul 9.1 este redatd
comparatia intre etapele tratamentului termic pentru fotorezistul SU-8 efectuate
anterior si cele Imbunatatite.

Tabelul 9.1. Etapele de etalare, expunere si tratamente termice
la depunerea SU-8 si imbunititirea acestora

Tratament realizat Tratament imbunatatit
Etalare: 4000 rot/min 3000 rot/min
Tratament termic realizat 3 min - 65°C 3 min - 65°C
dupa etapa de etalare: 6 min - 45 °C 6 min - 95 °C
Aliniere / Expunere (12 s)

Tratament termic realizat 2 min - 65°C 2 min - 65°C
dupa etapa de expunere: 7 min - 45 °C 7 min - 95 °C
Developare: Imin30s+10s 3 min
Tratament termic final: 30 min - 180 °C 30 min - 250 °C

9.3. REALIZAREA PROTOTIPULUI iMBUNATATIT AL
DISPOZITIVULUI MICRO-ELECTRO-MECANIC

Procesul de proiectare in inginerie, consta in activitati asociate, care se pot repeta
pana la obtinerea unui proiect final. Astfel, poate fi parcurs un intreg ciclu al
procesului pentru a selecta o varianta preliminara. Apoi, activitatile se pot repeta,
pentru a dezvolta, pe baza variantei preliminare, un proiect detaliat [D5].

Astfel, primul dispozitiv micro-electro-mecanic care a fost realizat, a fost numit
model experimental. Pentru imbunatatirea dispozitivului micro-electro-mecanic, s-
au inlocuit senzorii electrochimici compusi din electrozi simpli cu senzori
electrochimici care contin electrozi interdigitati. Odatd cu inlocuirea senzorilor
anteriori, s-a modificat si proiectul dispozitivului. Pentru noul dispozitiv, prototip
imbunatatit, au fost folosite patru masti, dupd cum urmeaza:

e Prima mascd (M1) — realizarea senzorilor din titan-aur;

e A doua mascid (M2) — realizarea electrozilor de referinta din argint;

e A treia mascd (M3) — depunerea unui strat de oxid de pasivare;
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Aceastd masca nou introdusa in raport cu procesul tehnologic anterior, aferent
modelului experimental, a avut scopul de a folosi stratul de oxid ca strat intermediar
intre bratele electrozilor de lucru realizati din aur si canalul microfluidic, deoarece a
existat o zond n care acestea s-au suprapus. Pentru a nu exista contact direct intre
cele doua zone, s-a depus acest strat.

e A patra mascd (M4) —realizarea partii microfluidice cu ajutorul fotorezistului
SU-8.

In Fig. 9.1 sunt prezentate etapele fluxului tehnologic pentru noul dispozitiv.

Legenda:
siliciu
oxid de siliciu
fotorezist
titan-aur
argint
oxid de pasivare
SU-8
PDMS

Fig. 9.1. Fluxul tehnologic [M17] :
1 — reprezinta alegerea substratului de siliciu; 2 — etapa de depunere a oxidului de siliciu;
3 — depunerea fotorezistului prin utilizarea primei masti; 4 — depunerea stratului de Ti — Au;
5 — procesul de lift — off; 6 — depunerea fotorezistului prin utilizarea celei de a doua masti;
7 — depunerea stratului de Ag; 8 — procesul de lift — off; 9 — depunerea stratului de oxid
|prin utilizarea celei de a treia masti; 10 — corodarea oxidului; 11 — depunerea fotorezistului SU — 8
prin utilizarea celei de a patra masti; 12-depunerea capacului de PDMS.

9.3.1. Proiectarea dispozitivului micro-electro-mecanic,
prototip imbunatatit

Proiectarea prototipului imbunitatit s-a realizat in programul CleWin5. in
comparatie cu modelul experimental, pentru care au fost proiectate trei masti, pentru
acest nou dispozitiv s-au proiectat patru masti.
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Prima masca — realizarea senzorilor din titan-aur

Masca 1 (M1) acopera cele patru dispozitive micro-electro-mecanice identice (Fig.
9.2). Aceastd masca contine senzorii electrochimici: senzorii de masurare a intrarilor si
senzorii de masurare a iesirilor, materialul folosit pentru acesti senzori fiind titan-aur.

sk

Fig. 9.2. Prima masca (M1) proiectata a dispozitivului micro-electro-mecanic

in Fig. 9.3. se prezintd imaginea mirita aferentd unui singur dispozitiv din cele patru.

Fig. 9.3. Imaginea marita proiectatd a zonei unui dispozitiv de pe masca M1

Masca pe care au fost proiectati senzorii contine patru dispozitive, cu
dimensiunile de 31400 um x 39500 pm. Fiecare senzor are In componenta sa patru
pad-uri (suporti), de dimensiuni 3000 um x 3700 pum, cu distanta egala intre ele, de
500 pm. Cu ajutorul acestor pad-uri se realizeaza conexiunea electrica.

Senzorii electrochimici se realizeaza folosind trei tipuri de electrozi, precum in



182 Procese de fabricatie a sistemelor micro-electro-mecanice cu aplicatii in medicind

cazul precedent, al modelului experimental. Acestia sunt: electrodul de lucru
(,,working electrode”- WE), electrodul de referintd (“reference electrode”- RE) si
electrodul de numarare ,,counting electrode” - CE).

Electrodul de lucru a fost realizat din doua perechi de electrozi metalici in forma
de pieptene. Latimea electrodului de referintd a fost de 200 um, iar cea a electrodului
de numarare de 195 pm. Dimensiunile stabilite pentru electrozii de lucru au fost
[M17]: a) Dimensiunea unui digit - 20 pm ; b) Lungimea digitilor - 285 pum ; c)
Distanta dintre digiti - 5 um ; d) Latimea unui digit - 10 pm.

Electrozii interdigitati (IDA) sunt utilizati pentru detectarea si analiza reactiei
compusilor testati. Atat electrozii generatori, cat si colectorii se gasesc pe acelasi plan.
Dimensiunile reduse ale microelectrozilor provoaca o perturbare minima a esantionului,
care poate permite monitorizarea fenomenelor care au avut loc Intr-o singura celula.

Cand latimea digitului si distanta electrodului devin mici, eficienta ciclului redox al
moleculei intre doud benzi de electrozi creste, astfel incat curentul de reactie
electrochimica este amplificat; constructia specifica a interdigitului a permis aceasta
amplificare. Interdigitul poate oferi o amplificare suplimentara a curentului. Electrozii
interdigitati au curenti de Incarcare mici, caddere mica de tensiune si ating rapid o stare
stabild. In Fig. 9.4, se poate observa imaginea miriti a senzorului electrochimic.

Fig. 9.4. Imaginea marita proiectatd a senzorilor de pe prima masca (M1)

A doua masca proiectata pentru realizarea electrozilor de referinta
din argint

A fost necesara depunerea de argint pe suprafata unui singur electrod, si anume
pe cel de referinta. In Fig. 9.5 este prezentatd o imagine a cele de-a doua masti,
proiectata in CleWin5.
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Fig. 9.5. A doua masca (M2) proiectata a dispozitivului micro-electro-mecanic

Dat fiind faptul ca la scard normala, electrodul de referinta nu este vizibil, este
redatd o imagine marita a electrodului in Fig. 9.6.

Fig. 9.6. Imaginea maritd proiectata a electrodului de referinta
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A treia masca proiectata pentru depunerea unui strat de hidrogen
silsesquioxane (hydrogen silsesquioxane -HSQ)

Aceastd operatie a constat in depunerea unui oxid pe toatd suprafata plachetei,
lasand libere doar zonele de contact si portiunea pe unde trece microcanalul peste
senzor si electrozi. In Fig. 9.7 se reda o imagine a celei de-a treia masti proiectate,
unde se observa dispunerea celor patru dispozitive.

CCCA R

e e e e e e A A

Fig. 9.7. A treia masca (M3) proiectata a dispozitivului
micro-electro-mecanic

In Fig. 9.8 se prezintd zona aferentd unui singur dispozitiv micro-electro-
mecanic, la scara marita.

Fig. 9.8. Imaginea marita proiectata a zonei unui dispozitiv de pe masca M3



9. Fabricarea si testarea prototipului imbunatdatit al dispozitivului ... 185

Prin suprapunerea celor trei masti realizate, se pot observa in Fig. 9.9, zonele in
care oxidul depus a fost corodat in etapa de fabricare. Acestea sunt reprezentate cu
litera ,,A” pentru zonele de contact si cu litera ,,B” pentru zona prin care trece
microcanalul peste senzori.

Fig. 9.9. Imaginea marita proiectata a zonelor ramase libere dupa etapa de corodare

A patra masca proiectata pentru realizarea partii microfluidice cu
ajutorul fotorezistului SU - 8

Aceastd masca (M4) a fost proiectatd pentru realizarea microcanalelor de
curgere, camerei de selectie si captura si a canalelor de numarare (Fig. 9.10).

Masca cuprinde:

A.1. Pentru sange;
A.2. Pentru solutia de lizare a
eritrocitelor din sange;
A.3. Pentru solutia de stopare
a lizarii;
A.4. Pentru stocarea celulelor
ramase
B. Microcanalele;
C. Camera de selectie si captura.

Fig. 9.10. A patra masca proiectatd (M4) a dispozitivului
micro-electro-mecanic
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e Proiectarea semnelor de aliniere a mastilor

Semnele de aliniere reprezinta suportul principal in alinierea exacta a celor patru
masti fotolitografice ale dispozitivului micro-electro-mecanic. Fiecare mascé contine
semne de aliniere, utilizate pentru mentinerea in pozitie corectd a mastilor.

Fiecare culoare corespunde fiecarui layer al mastilor, iar cifrele corespund
efectiv magtilor la care face referire semnul: pentru Masca 1: cifra 1 si culoarea
galbend; pentru Masca 2, cifra 2 si culoarea portocalie; pentru Masca 3, cifra 3 si
culoarea verde; pentru Masca 4, cifra 4 si culoarea albastra. Semnele de aliniere
folosite la cele patru masti sunt redate in Tabelul 9.2.

Tabelul 9.2. Semnele de aliniere ale celor patru masti

— la stanga plachetei — la dreapta plachetei

Grup de semne de aliniere specifice pentru masca M1

- la stanga plachetei - la dreapta plachetei

Grup de semne de aliniere specifice pentru masca M2

- la stanga plachetei - la dreapta plachetei

Grup de semne de aliniere specifice pentru masca M3

- la stanga plachetei - la dreapta plachetei

Grup de semne de aliniere specifice pentru masca M4
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9.3.2. Modelarea procesului de fabricatie a dispozitivului
micro-electro-mecaanic, prototip imbunatatit

Modelarea procesului de fabricatie a prototipului imbunatatit s-a realizat cu
ajutorul programului SEMulator3D Manager. S-a creat un fisier nou ,,.vproc”
(Fig. 9.11) 1n care au fost introduse toate etapele procesului de fabricatie imbunatatit,
impreuna cu parametrii specifici acestora in vederea realizarii modelarii procesului.

Semnificatia etapelor:

0 - placheta de siliciu;

1 - cresterea termica a oxidului;

2 - etalarea fotorezistului;

3 - expunerea fotorezistului,

4 - indepartarea fotorezistului,

5 — depunerea titanului

6 - depunerea aurului;

7 - procesul de lift-off;

8 - etalarea fotorezistului;

9 - expunerea fotorezistului,

10 - indepartarea fotorezistului,

11 - depunerea argintului;

12 - procesul de lift-off;

13 - salvare;

14 - depunere oxid;

15 - corodare oxid;

16 - etalare fotorezist;

17 - expunere fotorezist;

18 - indepartare fotorezist
expus.

Fig. 9.11. Fisierul .vproc cu etapele modelarii procesului de fabricatie a prototipului imbunatatit

Modelarea a fost realizatd conform etapelor stabilite. Astfel, in Fig. 9.12 se poate
observa modelarea dispozitivului micro-electro-mecanic, prototip imbunatatit.

In Figurile 9.13 - 9.19, sunt redate imagini ale procesului de modelare. in Fig
9.13 sunt prezentate imagini vazute in planul ,,home view” (Fig. 9.13.a) si ,,top view”
(Fig. 9.13.b) ale prototipului Imbunatatit al dispozitivului micro-electro-mecanic,
rezultat in urma procesului de modelare a fabricatiei. In Fig. 9.13.a. sunt notate toate
elementele componente ale dispozitivului micro-electro-mecanic, prototip
imbunatatit care au fost modelate.

Sunt evidentiate cu Z1 si Z2, zonele in care s-ar fi realizat contactul direct dintre
bratul electrodului de lucru si microcanal, daca nu s-ar fi fabricat masca M3. Acest
contact ar fi putut da rdspunsuri false ale senzorilor.
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Fig. 9.12. Modelarea procesului de fabricatie a dispozitivului micro-electro-mecanic, prototip
imbunatatit

Fig. 9.13. Dispozitivul microfluidic
modelat:
a) ,,home view” si b) ,,top view”
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Semnificatiile notatiilor din figura 9.13 sunt urmatoarele:

1 A reprezinta nanoportul pentru introducerea sangelui;

1B — nanoportul pentru introducerea solutiei de lizare;

1C — nanoportul pentru introducerea solutiei de stopare a lizarii;

1D — nanoportul pentru colectarea resturilor celulelor/solutiilor;

2 — microcanal;

3 — camera de selectie si captura;

4A — senzor de numarare a intrarilor;

4B — senzor de numadrare a iesirilor;

5(A, B) — paduri pentru conectarea electrica;

6 — fire de aur;

7 — suporti pentru conexiuni electrice.

Z1, 72 — zonele 1n care s—ar fi realizat contactul dintre electrod si microcanal,
daca nu se proiecta masca M3.

In Figurile 9.14 - 9.19, sunt redate imagini ale procesului de modelare, pentru
fiecare masca. In Fig. 9.14, se prezintd o imagine a primei masti modelate.

Fig. 9.14. Prima masca (M 1) modelata a dispozitivului micro-electro-mecanic,
prototip imbunatatit

In Fig. 9.15 se prezinti o imagine a celei de-a doua misti modelate.

In Fig. 9.16 se prezinti o imagine a celei de-a treia misti modelate, iar in Fig.
9.17 se prezintd o imagine a detaliilor marite A si B din Fig. 9.16.

In Fig. 9.18, se prezinti o imagine a celei de-a patra masti modelate.
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Fig. 9.15. A doua masca (M2) modelata a dispozitivului micro-electro-mecanic,
prototip imbunatatit, cu indicarea zonelor de depunere a argintului

Fig. 9.16. A treia masca (M3) modelata a dispozitivului micro-electro-mecanic,
prototip imbunatatit, cu indicarea zonelor lasate libere in dreptul senzorilor,
marcate A si B
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Fig. 9.17. Imagini marite ale detaliilor A — senzorul de intrare si B — senzorul de iesire

Fig. 9.18. A patra mascd (M4) modelata a dispozitivului micro-electro-mecanic,
prototip imbunatatit
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In Fig. 9.19 se prezinti o imagine a celor patru misti modelate, suprapuse ale
dispozitviului mirco-electro-mecanic, prototip imbunatatit.

Fig. 9.19. Cele patru masti modelate ale dispozitivului micro-electro-mecanic,
prototip imbunatatit, suprapuse

Programul SEMulator3D a indicat faptul cd modelarea procesului de fabricatie
este conforma, ceea ce a permis trecerea la procesul de fabricatie propriu-zis.

9.3.3. Procesul de fabricatie a mastilor

O prima etapa a procesului tehnologic de executie fizicd a dispozitivului
micro-electro-mecanic o constituie scrierea prin fotolitografie a mastilor. In
Tabelul 9.3, sunt prezentate cele patru masti fotolitografice de 5 inch folosite in
realizarea dispozitivului.

Tabelul 9.3. Cele patru misti ale dispozitivului microfluidic, prototip imbunaitatit

Proiectare Fabricare

Masca M1:
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Tabelul 9.3 (continuare)

Proiectare

Fabricare

Masca M2:

Masca M3:

Masca M4:
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Mastile au fost realizate cu ajutorul echipamentului DWL-66fs [*9], [*17].
Urmarind etapele fluxului tehnologic stabilit anterior, dupa obtinerea mastilor, s-
a abordat fabricarea efectiva a dispozitivului.

9.3.4. Executia dispozitivului micro-electro-mecanic,
prototip imbunatatit

Pentru fabricarea dispozitivului micro-electro-mecanic, prototip imbunatétit, s-
a folosit un lot de patru plachete realizate din siliciu cu orientare <111> si cu
dimensiunea de 4 inch, diametru de 100 mm si o rezistivitate de 1 ~ 10 ohm cm, ca
substrat pentru fabricare (Etapa 1).

A urmat depunerea unui strat de dioxid de siliciu crescut termic (100 nm) intr-
un mediu uscat la 1000 °C in cuptorul Centrotherm E1200 HT (Germania) [*17]
(Etapa 2).

Stratul de SiO, serveste ca strat de izolatie intre siliciu de tip p si straturile
metalice. Prima mascd a fost utilizatd pentru a defini electrozii senzorilor pe
fotorezistul negativ ma-N 1420 (Etapa 3). Acesta a fost depus cu ajutorul spinner-
ului Suss MicroTec [*17] (Fig. 9.20) la 3000 rpm. Dupa depunerea fotorezistului, a
avut loc un tratament termic de 2 minute in etuva Heraeus [*9], [*31] incalzita la 100
°C (Fig. 9.21). Tratamentele la temperaturi Inalte Imbundtitesc aderenta
fotorezistului.

Fig. 9.20. Etalarea fotorezistului Fig. 9.21. Tratament termic Fig. 9.22. Echipamentul
negativ ma-N 1420 in etuva Heraeus de aliniere si expunere
MAG6 /BA6

Pentru toate procesele de fotolitografie, s-a utilizat acelasi echipament de
aliniere si expunere ca si in cazul precedent, si anume, echipamentul MA6/BA6
SUSS MicroTec [*9], [*17] (Fig. 9.22). Alinierea a fost facuta folosind semnele
inscriptionate pe masti (Fig. 9.23). Expunerea a durat citeva secunde (Fig. 9.24).
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Ultima etapa a procesului de fotolitografie, a fost datd de developarea fotorezistului
timp de 1 min si 5 s In developantul specific, ma-D 533/S (Fig. 9.25).

Fig. 9.23. Alinierea efectuata Fig. 9.24. Expunerea Fig. 9.25. Developarea
folosind semnele de aliniere mastilor cu solutie ma-D

Fotorezistul care nu a fost acoperit de masca a fost expus la UV si apoi s-a
indepartat, lasand libere zonele unde a fost depus urmatorul material.

Dupa procesul de fotolitografie, a fost depus un strat subtire de Ti-Au (30 nm -
300 nm) pe toatd suprafata plachetei. Depunerea metalicd a fost facutd prin
pulverizare, folosind echipamentul Neva-EVD 500A (Etapa 4) [*9].

Materialul nedorit a fost indepartat prin procesul de lift-off (Etapa 5). In cazul
acestui proces, plachetele au fost scufundate intr-un recipient umplut cu acetona si
cu substanta folosita pentru eliminare (‘“negative remover”) (Fig. 9.26). Fotorezistul
folosit ca material de sacrificiu a fost detasat si indepartat impreund cu materialul
depus pe el (Fig. 9.27). Grosimea depunerii stratului metalic depinde intotdeauna de
procesul ulterior de lift-off [M17]. In Fig. 9.28 este prezentati o imagine a unei
plachete dupa realizarea procesului de lift-off.

Fig. 9.26. Scufundarea plachetei  Fig. 9.27. Realizarea procesului Fig. 9.28. Placheta dupa
in solutia pentru lift-off de lift-off procesul de lift-off
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Dupa procesul de lift-off, a avut loc inspectia intermediara, realizata cu ajutorul
microscopului optic Leica DM LM (Leica Microsystems, Germania) [*9], [¥29]. In
Fig. 9.29 se pot vedea senzorii la diferite mariri. Toate dispozitivele prototip supuse
inspectiei intermediare s-au dovedit conforme.

Fig. 9.29. Imagini ale depunerii stratului de Ti-Au la dimensiuni de a) x5 [M17] si b) x10

Dupa ce s-a realizat depunerea stratului de Ti-Au, s-a depus un al doilea strat de
fotorezist negativ (Etapa 6), pentru a imprima imaginea de pe cea de-a doua masca.
Depunerea de 100 nm de argint s-a realizat prin evaporare cu fascicul de electroni,
echipamentul folosit fiind Neva-EVD 500A [*9] (Etapa 7) (Fig. 9.30 - 9.32).

Fig. 9.30. Atasarea plachetelor Fig. 9.31. Etansarea Fig. 9.32. Procesul de
in echipamentul Neva-EVD echipamentului depunere realizat cu ajutorul
500A Neva-EVD 500A echipamentului Neva-EVD
500A

A urmat un alt proces de lift-off, astfel incat argintul a rdmas depus doar pe
electrodul de referintd (Etapa 8) al senzorilor interdigitati.

Clorurarea Ag, avand scopul de a crea electrozi stabili s-a facut folosind un
oxidant puternic, FeCl;. Dupa depunerea Ag, fiecare placheta a fost Inmuiata in
solutie apoasa 1% de clorura ferica timp de 20 minute.

Dupa etapa de depunere, s-a realizat inspectia intermediard cu ajutorul
microscopului optic Leica DM LM (Leica Microsystems, Germania) [*9], [¥29]. in
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Fig. 9.33 sunt prezentate imagini ale inspectiei intermediare, captate la marire de x10
si x5.

Fig. 9.33. Depunerea de Ag a) imagine la marire x10 si b) marire x5

A treia masca a fost utilizatd pentru a acoperi Intreaga suprafatd cu un oxid de
pasivare, denumit ,,hydrogen silsesquioxane” (HSQ) (Etapa 9), lasand libere zonele
din dreptul senzorilor si zona pad-urilor (pentru a putea realiza conexiunile viitoare)
dupa ce are loc procesul de corodare (Etapa 10).

Pentru aceastd masca, s-au depus 100 nm HSQ la 1000 rpm. S-a facut un
tratament termic de 2 min la 250 °C, dupa care s-a depus un strat de fotorezist pozitiv
HPR 504 la 3000 rpm. In continuare, a fost facut un alt tratament termic de 1 min la
100 °C. Apoi, a fost aliniatd si expusa a treia masca (4,5 s). Fotorezistul s-a developat
in developant HPRD, pe cand HSQ s-a inlaturat folosind acid fluorhidric cu clorura
de amoniu timp de 15 s (Fig. 9.34). Dupa corodare, a avut loc inspectia intermediara,
folosind microscopul optic Leica DM LM (Leica Microsystems, Germania) [*9],
[*29]. In Fig. 9.35 sunt redate doud imagini la marire de x5, ale celor doi senzori:
senzorul de intrare si cel de iesire.

Fig. 9.34. Inliturarea Fig. 9.35. Depunerea oxidului :
HSQ 1n acid fluorhidric a) senzorul de intrare [M17], b) senzorul de iesire
si clorura de amoniu

Cea de-a patra mascé a fost folositd pentru a fabrica partea de microfluidica:
canalele microfluidice si pilonii din camera de selectie si capturd. Pentru aceasta
etapa, s-a depus un strat de 50 nm de fotorezist negativ SU-8 2050 la 3000 rpm (Etapa
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11) (Fig. 9.36). S-a realizat un tratament termic de 3 minute, la 65 °C, marind apoi
temperatura la 95 °C pentru alte 6 minute. Apoi a fost expusa a patra masca (10 s),
urmata de un alt tratament termic (2 min - 65 °C si 7 min - 95 °C). Dupa developarea
in care a fost indepartat fotorezistul (1 min, 30 s), s-a realizat tratamentul termic final,
la 250 °C, timp de 30 min, folosind echipamentul Torrey Pines Echo Term HS60-2
[*9], [*35] pentru a intari fotorezistul SU-8 (Fig. 9.37).

Fig. 9.36. Etalare fotorezist SU-8 Fig. 9.37. Tratament termic final al plachetei

Dupa ce au fost realizate aceste etape, au fost observate microscopic depunerile
realizate. A avut loc inspectia intermediard a microcanalului, a nanoporturilor si a
pilonilor din camera de capturd, folosind microscopul optic Leica DM LM (Leica
Microsystems, Germania) [*9], [*29] (Figurile 9.38 - 9.40).

Ultima etapa (Etapa 12) a fost cea de realizare a capacului de PDMS, care s-a
pozitionat deasupra dispozitivului. Acesta nu trebuie sa acopere contactele electrice
(“pad”-urile).

S-a optat pentru un capac de PDMS mai gros, pentru a asigura stabilitatea
nanoporturilor. Capacul se ataseazd fiecdrui dispozitiv individual, dupa ce
dispozitivele au fost separate cu ajutorul echipamentului de taiere DAD 322 [*17].

Fig. 9.38. Imagini alaturate ale microcanalului si senzorilor, marire x5
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Fig. 9.39. Senzorii si pilonii din camera de Fig. 9.40. Nanoport, marire x50
selectie si captura, marire x5

A fost folosita o plachetd in scop experimental. Pe aceasta, s-a depus capacul de
PDMS prin metoda folosita anterior, pentru realizarea dispozitivului micro-electro-
mecanic, model experimental. S-a depus un strat mai subtire, pentru a putea face
ulterior o comparatie in ceea ce priveste rezistenta plachetelor la efectele de mediu.

in Fig. 9.41 - 9.42 sunt prezentate doua imagini cu PDMS realizat prin metoda
descrisa anterior, in Capitolul 7. Dupa ce a fost depus PDMS-ul in suportul specific,
acesta a urmat un tratament termic de durificare. Odata intdrit, s-au pozitionat cate
doua dispozitive peste acesta (Fig. 9.41), pentru a marca forma care va fi decupata.
Dupa ce a fost taiat si supus tratamentului

Fig. 9.41. Dispozitive microfluidice pozitionate Fig. 9.42. Capacul de PDMS atasat
deasupra stratului de PDMS pentru a stabili dispozitivelor microfluidice
dimensiunile care au fost taiate

Pentru a doua forma de depunere, a fost folositd aceeasi concentratie: 2 ml
substanta Silicone Elastomer Curing Agent si 20 ml Silicone Elastomer — Base. Dupa
omogenizarea celor doud solutii componente ale PDMS-ului, acesta a fost plasat intr-
un exsicator timp de 20 de min (Fig. 9.43). Exsicatorul a fost folosit pentru a elimina
toate bulele de aer care s-au format in PDMS. S-a incilzit etuva in prealabil la 90 °C
(aprox. 15 min). Apoi s-a folosit o plachetd de PMMA ca suport pentru a turna
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PDMS-ul (Fig. 9.44). Dupa turnarea acestuia in suportul de PMMA, a fost introdus
in etuva Heraeus [*31], la temperatura de 90 °C timp de 60 min (Fig. 9.45).

Fig. 9.43. Exsicatorul Fig. 9.44. Suportul de Fig. 9.45. Tratament termic al PDMS
folosit pentru eliminarea PMMA peste care se folosind etuva Heracus
bulelor de aer din PDMS toarnd solutia de PDMS

Dupa intarirea PDMS-ului, s-au trasat orificiile pentru nanoporturi, cu ajutorul
unei seringi speciale folositd pentru gauri microfluidice. Apoi, au fost lipite
nanoporturile cu ajutorul unei rasini.

PDMS-ul a fost taiat la dimensiunile dorite. Capacul de PDMS a fost supus unui
tratament cu plasma pentru aderentd, folosind echipamentul Etchlab 200 (20 Pa, 90
°C) [*17].

Dupa finalizarea tratamentului, capacul a fost atasat dispozitivului micro-
electro-mecanic, prototip imbunatatit.

Odata ce a fost lipit capacul de PDMS, s-au atasat nanoporturile. Astfel, in
Fig. 9.46 se poate observa o imagine a dispozitivului microfluidic inainte de atasarea
nanoporturilor.

In Fig. 9.47. este redati o imagine a dispozitivului microfluidic cu nanoporturile
atasate.

Fig. 9.46. Indicarea orificiilor pentru Fig. 9.47. Dispozitivul microfluidic prototip
nanoporturi imbunatatit cu nanoporturi atasate
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Cu aceastd etapd, s-a incheiat procesul tehnologic de fabricatie a
prototipului Tmbunatatit al dispozitivului microfluidic pentru determinarea
limfocitelor T, dupa care protipurile realizate au fost supuse testelor de
functionare specifice.

9.4. TESTAREA PROTOTIPULUI iMBUNATA’[IT AL
DISPOZITIVULUI MICRO-ELECTRO-MECANIC

Testarea dispozitivului micro-electro-mecanic, prototip Imbunatatit, s-a realizat
conform etapelor metodologice, stabilite in Fig. 9.48. Aceste etape sunt similare cu
cele ale modelului experimental, la care se adauga cele referitoare la curgerile in
circuitele microfluidice si testele mecano-climatice de fiabilitate.

Fig. 9.48. Etape de testare a dispozitivului micro-electro-mecanic, prototip imbunatatit

In cadrul etapei de ,Verificare” sunt selectate dispozitivele cu senzori
functionali care au permis trecerea curentului, urmatd de verificarea stabilitatii
acestora. Dacd senzorii sunt instabili, ei nu vor fi utilizati deoarece vor da rezultate
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diferite pentru fiecare testare. Pentru senzorii instabili, raspunsul va fi notat cu ,,N”
(neconform). Acesti senzori nu vor fi utilizati mai departe.

La testarea prototipului imbunatatit, testele efectuate au fost efectuate pe acelasi
echipament, ca la modelul experimental, echipament Keithley 2700 Multimeter/Data
Acquisition System (Keithley, USA). Toti senzorii, au primit calificativul conform.

Pentru senzorii functionali, raspunsul a fost notat ,,C” (conform) si s-a trecut la
etapa urmitoare, de functionalizare a dispozitivului. In cadrul acestei etape, s-au
atasat anticorpii, iar ulterior, s-au incubat diferite concentratii de antigene CD3+,
CD4+, CD8+. Dupa ce au fost lasati la incubat, senzorii au fost verificati. Daca
imobilizarea si incubarea au avut loc, se trece la etapa urmatoare. In caz contrar, se
realizeaza din nou cele doud operatii de imobilizare/incubare.

Testele de curgere a fluidelor sunt premergatoare testelelor de functionalizare si
au ca obiect verificarea parcurgerii in intregime a circuitelor microfluidice cu zone
critice In care sunt pozitionati senzorii la intrarea si la iesirea din camera de selectie
si captura, precum si camera in sine.

A fost testatd functionalitatea senzorilor conformi cu ajutorul metodei de
spectroscopie de impedantd electrochimica. Daca raspunsurile date de diagramele
Nyquist sunt favorabile, se va trece la etapa de testare mecano-climaticd a
dispozitivului.,

Daca dispozitivul raspunde la toate procedeele de testare, atunci este un
dispozitiv functional. in cazul in care se inregistreaza raspunsuri nefavorabile la una
dintre testari, dispozitivul nu este functional.

9.4.1. Stabilitatea senzorilor

Testarea stabilitatii senzorilor s-a realizat cu ajutorul potentiostatului din dotarea
IMT [*9]. Cei trei electrozi - electrodul de referinta, electrodul de numarare si unul
dintre electrozii de lucru au fost conectati la echipament cu ajutorul clestilor (Fig.
9.49.a).

Pentru testare, s-a pus cate o picatura de solutie specifica peste zona de interes a
fiecarui senzor cu ajutorul unei pipete (Fig. 9.49.b). Solutia redox folosita a fost
aceeasi ca la testarea modelului experimental: SmM Fe (CN)g * si SmM de Fe (CN)s
3 (ferocianura si fericianura).

In Fig. 9.50.a si Fig. 9.50.b. sunt prezentate imagini ale solutiei redox depusi pe
zonele de interes ale senzorilor de intrare si de iesire.

Dupa ce s-a depus picatura de solutie redox, s-au realizat diagramele de
voltametrie ciclica. In Fig. 9.51 si 9.52 sunt redate curbele de voltametrie ciclica
pentru cei doi senzori, care au fost obtinute la acelasi domeniu de frecvente: 1 mHz
— 0,1 KHz. Potentialul aplicat a fost de: -0,2 + 0,2 V, la o vitezi de scanare de 0,05
Vis.
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Fig. 9.49. Pregatirea senzorilor pentru testarea cu ajutorul impedantei a) atasarea clestilor
pentru realizarea conexiunilor, b) turnarea picaturii de solutie redox cu ajutorul unei pipete

Fig. 9.50. Picatura de solutie redox depusa pe zona de interes a senzorului de masurare :
a) a intrarilor, b) a iesirilor

Fig. 9.51. Determinarea curbelor de voltametrie ciclica pentru senzorul de intrare :
a) potentiostatul PGSTAT204; b) curbele de voltametrie ciclica.
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Fig. 9.52. Determinarea curbelor de voltametrie ciclica pentru senzorul de iesire :
a) potentiostatul PGSTAT204; b) curbele de voltametrie ciclica

In fiecare dintre graficele reprezentate in Fig. 9.51.b si 9.52.b., sunt redate mai
multe curbe realizate la viteza de scanare de 0,05 V/s. Suprapunerea perfecta a
curbelor de voltametrie ciclica indica stabilitatea senzorilor. Daca senzorii nu sunt
stabili (nu prezinta repetabilitea masuratorilor), ei nu pot fi folositi.

9.4.2. Testarea curgerilor microfluidice

Testarea curgerii fluidelor se realizeazd dupa functionalizarea suprafetei
capacului de PDMS si dupa ce acesta a fost atasat dispozitivului. Pentru a verifica
sistemul de curgere In microcanale, s-a folosit un colorant (Fig. 9.53). Colorantul a
fost introdus prin fiecare nanoport individual.

Fig. 9.53. Testarea curgerii fluidice :
a) imagine inainte de introducerea colorantului si b) imagine dupa introducerea colorantului
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In cazul in care curgerea fluidelor nu ar fi avut loc prin microcanale, ar fi dus la
concluzia ci nu existd o inchidere etansd a capacului. In aceasti situatie, ar fi fost
necesar sa se reia tratamentul de functionalizare a suprafetelor in plasma.

Prin aceastd testare, s-a validat modelarea si simularea cu elemente finite a
curgerii in circuitele microfluidice prezentata anterior.

9.4.3. Testarea functionalitatii senzorilor cu ajutorul
spectroscopiei de impedanta electrochimica

e Materiale si metode

Pentru solutiile de lizare si de stopare a lizérii, au fost folosite aceleasi
concentratii de substante precum in cazul modelului experimental (Tabelul 9.4):

Tabelul 9.4. Solutiile folosite

Solutia de lizare Solutia de stopare a lizarii

10X RBC Lysis Buffer (Multi-species) Tampon fosfat salin cu pH 7,1

Testele au fost realizate individual pentru fiecare tip de celula, folosind anticorpi
specifici fiecarui tip de subpopulatie de celule imobilizate.

S-au adaugat 40 pL solutie cu anti CD3, CD4, si CDS8 cu concentratie 5 pg/ml
si s-au incubat timp de 18 h la 4 °C. Electrozii functionalizati, s-au clatit cu PBS.
Astfel, au fost pregatite cipurile pentru absorbtia antigenelor CD.

Concentratiile de antigen folosite au fost:

= CD3+, concentratie 0,75 ng/mL;

* CD4+, concentratie 3 ng/mL;

* CDB8+, concentratie 3 ng/mL.

Acestea au fost incubate timp de 20 de minute. Dupad incubarea
antigenelor, s-au spalat foarte bine cipurile cu PBS.

* Masuratorile de impedanta

Pentru a verifica imobilizarea anticorpilor si cuantificarea antigenelor, s-a folosit
spectroscopia de impedanta prin Inregistrarea diagramelor Nyquist. Masuratorile EIS
au avut loc la potential de echilibru (potential generat intre electrozii scufundati in
electrolit), la un domeniu de frecvente cuprinse intre 100 mHz — 100 kHz.

In Figurile 9.54 - 9.56 sunt prezentate graficele Nyquist dupa imobilizarea
Proteinei G, imobilizarea anticorpilor si dupd reactia cu concentratia specifica a
antigenelor. In cadrul acestor experimente electrozii au fost functionalizati cu
proteina G, care este poroasd, motiv pentru care rezistenta de transfer de sarcina apare
numai la frecvente mari (zeci de kHz), iar la frecvente mai mici apar fenomene de
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a ionilor. Aceste efecte sunt reflectate de diagramele Nyquist din Figurile

9.54 - 9.56 in care apar semicercuri de raze foarte mici in zona frecventelor mari
urmate de curbe cu raze de curburd mari la frecvente mai mici.

in Fig. 9.54 sunt prezentate graficele pentru subpopulatia CD3+, in Fig. 9.55

sunt prezentate cele pentru subpopulatia CD4+, iar in Fig. 9.56 sunt prezentate
graficele pentru subpopulatia CD8+.

Fig. 9.54. Diagramele Nyquist pentru Fig. 9.55. Diagramele Nyquist pentru
antigenul CD3+ [M17] antigenul CD4+ [M17]

Fig. 9.56. Diagramele Nyquist
pentru antigenul CD8+ [M17]

S-a notat cu Rey rezistenta transferului de sarcina pentru proteina G, iar cu

Rei rezistenta transferului de sarcind corespunzatoare fiecarei antigene (CD3+, CD4+,

CD8+).

unde

— pentru CD3, Ret / Reo=0,85/0,07 = 12,14;

— pentru CD4, Ret / Re=0,9/0,7=1,28;

— pentru CDS, Ret / Reo = 8,5/ 0,6 = 14,16.

Din spectrele de impedantd electrochimice, s-a constatat ca dispozitivul

micro-electro-mecanic, prototip Tmbunétatit, are o sensibilitate mare pentru detectia
numarului limfocitelor T.
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In cazul functionalizarii, pentru a detecta subpopulatiile CD3+, CD4+,
CD8+, a fost posibild detectia unei diferente intre rezistente chiar si atunci cand
diferentele Intre concentratii au fost foarte mici, de ordinul ng/ml.

9.5. INTEGRAREA CIPULUI MICROFLUIDIC
INTR-UN DISPOZITIV PORTABIL

Masa si dimensiunile reduse (Fig. 9.57 - 9.59), fac ca dispozitivul micro-electro-
mecanic, prototip Imbunatatit, fabricat sa permitd integrarea sa intr-un dispozitiv
portabil.

Fig. 9.57. Determinarea Fig. 9.58. Prototipul imbunatétit al dispozitivului micro-electro-
masei dispozitivului micro- mecanic realizat fizic
electro-mecanic, prototip
imbunatatit
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Fig. 9.59. Dimensiunile dispozitivului microfluidic:
a) lungime, b) latime

Faptul ca acest dispozitiv folosit pentru detectie celulara este portabil, reprezinta
un avantaj major. Pentru ca testarea cu ajutorul dispozitivului micro-electro-mecanic
sd nu aiba loc numai in centrele/institutiile specializate ce detin echipamente speciale
pentru determinarea impedantei, s-a cautat o rezolvare a acestei probleme.

Dispozitivul poate fi conectat la o placd de achizitie de date, echipatd cu un
microcontroler specializat In spectroscopie de impedanta.

KIT-ul de dezvoltare a software-ului furnizat pentru placa de dezvoltare,
poate fi instalat pe dispozitive portabile, precum: laptop, tableta sau telefon
inteligent.

Odata ce programul este instalat si parametrii sunt setati, interpretarea
rezultatelor se poate face direct, in doar cateva minute.

Aceasta placa poate converti si analiza datele obtinute cu ajutorul impedantei.
Dispozitivul micro-electro-mecanic a fost conectat la placd prin legarea cu fire de
aur.

La randul ei, placa este conectatd la un calculator prin cablu USB. Apoi, se
instaleaza software-ul si se ruleazd programul. Se foloseste acelagi domeniu de
frecventa ca si la echipamentul cu ajutorul céaruia a fost testat dispozitivul, acesta
fiind setat din calculator (Fig. 9.60).

Interpretarea rezultatelor se face folosind curbele de calibrare obtinute de caitre
institutii medicale specializate, testand un numar suficient de pacienti — cerinta
obligatorie pentru o interpretare statistica.

Orice ambulantd sau cabinet medical pot fi dotate cu un astfel de dispozitiv, el
fiind re-utilizabil. De asemenea, daca cineva doreste sa aiba un asemenea dispozitiv
acasd, poate interpreta personal rezultatele, intrucat nu este nevoie de personal cu
pregatire specializata pentru acest lucru [O3].
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Fig. 9.60. Conectarea la laptop prin cablu USB a plécii de control

9.6. TESTE MECANO-CLIMATICE DE FIABILITATE
PENTRU DISPOZITIVUL MICRO-ELECTRO-MECANIC

Testele de fiabilitate prezintd o importantd majord in cadrul dezvoltarii
unui dispozitiv MEMS portabil [B7].

Unul dintre atributele cerute pentru dispozitivele portabile este dat de gradul de
fiabilitate marit. Pentru a demonstra capabilitatea si eficacitatea dispozitivului
microfluidic de a fi utilizat ca un dispozitiv portabil, s-au efectuat teste in conditii de
solicitare similare sau apropiate de cele intalnite intr-un mediu de functionare real
[T1].

A. Teste de vibratii

Un test de vibratii este foarte important in cazul unui dispozitiv portabil, care
poate fi transportat cu diverse mijloace, a caror motoare de actionare pot induce
vibratii. Dispozitivul micro-electro-mecanic prin natura sa are un anumit grad de
fragilitate, care poate genera rezultate false.
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Echipamentul utilizat pentru testarea la
vibratii a fost ,,Shaker Tira TV 55240/LS-180” si
wamplificator Tira A101 1 010 (Tira, Germania)
[*17].

Echipamentul Tira are domeniul de frecventa
Dc-3000Hz; acceleratiec maximad sinusoidal/
aleatoare/soc: 59/59/119 g, si amplitudine maxima
varf la varf: 50,8 mm. Masa maxima a unui
dispozitiv testat este de 50 kg [*17]. Echipamentul
este prezentat in Fig. 9.61.

Pentru efectuarea testelor, a fost necesara
fixarea probei pe masa de control. Pentru a
realiza acest lucru, s-a folosit un dispozitiv de
fixare pe masa de vibrat, care a fost realizat cu
ajutorul unei imprimante 3D Printer cu
fotopolimerizare (model ,,SLS Formiga P100,
EOS, 2008”) din cadrul IMT [*17], prezentat in
Fig. 9.62.

Dupa ce dispozitivul microfluidic a fost
agezat in suportul realizat prin fabricatie aditiva
(Fig. 9.63), suportul a fost fixat in echipamentul
Tira. Fig. 9.61. Echipamentul Shaker Tira

TV 55240/LS-180 si amplificator Tira

Prinderea suportului cu ajutorul unor
A101 1010 [*17]

suruburi, in echipamentul de testare a vibratiilor,
este prezentatd in Fig. 9.64.

Fig. 9.62. Suportul fabricat cu ajutorul Imprimantei 3D pentru testarea la vibratii
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Fig. 9.63. Prinderea dispozitivului in suportul fabricat cu ajutorul tehnologiei 3D printing

Fig. 9.64. Testarea dispozitivului
micro-electro-mecanic la vibratii

Incercarile s-au efectuat avand ca baza normativele 6AA-TE 100535 si PM —
LEM-10 Ed 8 Rev 3 [*19], 1a o temperaturd ambianta de 25 °C si o umiditate relativa
de 37 %. Parametrii stabiliti pentru vibratii au fost:

» dela20Hz la 80 Hz +3dB/octava, 0,04 G*/Hz;

= dela 80Hzla 350 Hz; 0,04 G*/Hz;

= de la 350Hz la 2kHz -3dB/octava.

Graficele rezultate Tn urma testarilor sunt prezentate in Fig. 9.65 si in Fig. 9.66.

a. Vibratii aleatoare pe axa X:
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Fig. 9.65. Rezultate vibratii aleatoare pe axa X

b. Vibratii aleatoare pe axa Y:

Fig. 9.66. Rezultate vibratii aleatoare pe axa Y

Valorile obtinute pentru testarea care a durat 1:10:38, functionand la nivel
maxim de 100 % timp de 10 minute sunt prezentate in Tabelul 9.5, 1a fel si frecventele

canalelor.
Tabelul 9.5. Parametrii obtinuti la testirile la vibratii

Frecventa G?/Hz dB/Octave
20 Hz 0.009829 3
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80 Hz 0.03913 0
350 Hz 0.03913 -3
2000 Hz 0.006889
Axax
Ch2 0.002628 G RMS 0.001016 G RMS
Ch3 0.004935 G RMS 0.001976 G RMS
Ch2 20 mV/G
Ch3 11 mV/G
Axay
Ch2 0.003346 G RMS 0.000997 G RMS
Ch3 0.005038 G RMS 0.001913 G RMS
Ch2 20 mV/G
Ch3 11 mV/G

In urma rezultatelor obtinute, s-a constatat prin examinare vizuald si la
microscop faptul ca dispozitivul nu a suferit deteriorari.

B. Teste de socuri termice

Testele de temperaturd si umiditatea sunt considerate factori cheie ai testarilor
similare cu acelea din mediul real [B7]. Aceste teste la socuri termice, conform
normelor MIL-STD-810, s-au realizat pentru a vedea daca capacul de PDMS s-a
desprins sau nu de pe dispozitivele micro-electro mecanice, prototip imbunatatit
[*19]. Pentru aceste teste, s-au folosit doua dispozitive, cu capac PDMS de diferite
grosimi unul cu strat de aprox. 5 mm si altul cu strat subtire cu grosime de apoximativ
1 mm (Fig. 9.67).

Testele de temperatura au constat in realizarea a sase cicluri termice de la -30 °C
la +60 °C, folosind echipamentul CH 250 Angelantoni (Agilent Technologies, USA)
[¥17]. Acest echipament, contine o camera climatici in care temperatura si
umiditatea sunt controlate. In acest tip de camera, se pot realiza incerciri combinate:
vibratii + conditii de clima. Plaja de temperaturi se situeaza intre -40 °C si +180 °C.
Domeniul umiditatii relative este de 20 - 95% (intre 10 si 80 °C), iar viteza maxima
de incélzire/racire este de 2 °C/min.

Testarile pe echipamentul CH 250 Angelantoni (Fig. 9.68.a.) se realizeaza
folosind norme specifice (Fig. 9.68.b).
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Fig. 9.67. Introducerea celor doua probe in camera de testare :
D1 — dispozitiv micro-electro mecanic cu strat gros de PDMS; D2 — dispozitiv
micro-electro mecanic cu strat subtire de PDMS

Fig. 9.68. Testarea termica :
a) interfata echipamentului CH 250 Angelantoni, b) cerintele normelor MIL-STD-810G
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in Tabelul 9.6, sunt prezentate datele obtinute din realizarea ciclurilor termice.

Tabelul 9.6. Parametrii ciclurilor termice efectuate

Timp 05 10 |15 |20 (25 |30 (35 |40 |45 |50 55 60
[min]
Temperatura [ -252 |-27,1 [-8 |16 [373 |555 (272 |36 |85 |-148 [-194 |[-228
[°C]
Umiditate 314 [33,7 |95 |67 [333 |21 107|144 |[183 |212 |247 |284
(o]
Variatiile de temperatura sunt prezentate in Fig. 9.69.
60
50
o 40
S 30
2 20
35
& 10
g 0
£-10 0 10 20 30 40 60 70
— -20
-30
-40
Timp [min]

Fig. 9.69. Variatiile de temperatura pentru ciclurile termice

Dupa ce s-au incheiat cele sase cicluri termice, au fost scoase cele doua
dispozitive micro-electro-mecanice (D1, D2) din incinta camerei de testare si s-a
realizat inspectia acestora. S-a constatat faptul ca dispozitivul D1 - cu capac PDMS
gros nu a suferit nici o modificare, pe cand D2 - cu strat subtire de PDMS, a avut
locuri in care stratul de PDMS s-a desprins, dupa cum se poate observa in Fig. 9.70.

Fig. 9.70. Inspectia celor douad dispozitive dupa realizarea ciclurilor termice
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Astfel, in urma inspectiei intermediare, s-a decis folosirea capacului de PDMS
cu strat de grosime 5 mm, care a rezistat la variatii mari de temperatura, depasind cu
mult conditiile de utilizare uzuale, de laborator.

Dispozitivul micro-electro-mecanic realizat a trecut de la etapa de dezvoltare
(TRL2) la etapa de fabricatie, care a fost validata in laborator (TRL4). Prin testele de
fiabilitate efectuate in conditii similare sau apropiate de acelea din mediul de
functionare real, s-au creat conditii de trecere la niveluri de maturitate superioare,
TRL 5 si TRL 6 [*32], [*36].

9.7. REALIZAREA UNUI SENZOR DE UMIDITATE
PENTRU MONITORIZAREA CONDITIILOR DE PASTRARE
A DISPOZITIVULUI MICRO-ELECTRO-MECANIC

In cazul dispozitivelor biomedicale, foarte importante sunt conditiile in care
aceste dispozitive sunt depozitate. Un factor important il reprezintd umiditatea.
Aceasta se poate monitoriza cu ajutorul senzorilor de umiditate.

Datorita faptului cd problemele intdmpinate n cadrul fabricarii dispozitivului
micro-electro-mecanic pot avea drept cauza umiditatea, s-a decis realizarea unui
senzor de umiditate cu strat senzitiv nou. Senzorul se doreste a fi mult imbunatatit
fata de senzorii existenti pe piatd. Acesta poate fi folosit ca dispozitiv independent,
pentru monitorizarea umiditatii in camerele in care au loc procesele tehnologice.

Dintre materialele folosite in constructia MEMS-urilor fac parte materialele pe
baza de carbon, prezentate in cadrul lucrarii, cat si materiale noi, ce au la baza aceste
materiale carbonice.

Aceste combinatii de materiale au fost folosite pentru depunerea stratului
senzitiv. Grafena, nanohornurile carbonice (CNH) sau nanotuburile carbonice (CNT)
au proprietatea de a se adapta micro-dispozitivelor folosite in sanatate.

Dintre combinatiile noi de materiale cercetate in cadrul IMT, care au fost folosite
cu succes pentru realizarea unor senzori de umiditate, se mentioneazd compozitia
realizatd din polivinilpirolidona (PVP) si nanohornuri de carbon oxidate - oxCNH
(171, g/ g) [S1].

Dispersia s-a realizat cu 2 mg de oxCNH 1n 3 ml alcool izopropilic, care au fost
supuse unei etape de ultrasonificare. Domeniul acusticii care cuprinde undele de
inalta frecventd, cu valori peste 20kHz, este reprezentat de ultrasunete [M15].

Etapa de ultrasonificare a fost realizatd cu echipamentul Hielscher Ultrasonics
UP200 St [*9], folosind o frecventa de lucru de 45 kHz, timp de 30 min. Puterea
maxima pe care acest echipament o poate atinge este de 200 W. Ultrasonificarea ajuta
la obtinerea unui strat omogen. Stratul senzitiv de detectie a umiditatii trebuie sa fie
omogen si grosimea acestuia trebuie sa fie optimizata pentru a obtine un raspuns
rapid si stabil. Vibratiile longitudinale ale sonotrodului pe directia z au amplitudinea
in intervalul dimensional de 9 - 240 um [C16].
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S-au adaugat 2 mg PVP 1n prima dispersie si au fost supuse din nou procesului
de ultra-sonificare.

Solutia obtinuta a fost testata atat pe un senzor comercial cat si pe unul realizat in
cadrul IMT, pentru a putea realiza o comparatie si a vedea care substrat este optim.

Senzorul cu noul strat senzitiv depus, testat anterior [$3], a fost fabricat n cadrul
IMT. S-au stabilit dimensiunile pentru senzorul Si/SiO, (Fig. 9.71) dupa care a fost
proiectat in programul special de /ayere folosit pentru scrierea mastilor - CleWinS5.
Dimensiunile senzorului au fost de 20 x 11mm (Fig. 9.72). Senzorul are 100 de
perechi de electrozi interdigitati. Pentru acest senzor, a fost necesara fabricarea unei
singure masti [M25].

Fig. 9.71. Proiectarea senzorului [M25] Fig. 9.72. Dimensiunile
senzorului [M25]

Fluxul tehnologic cu substratul si dispunerea straturilor de materiale depuse
(Fig. 9.73), dupa care au fost realizati senzorii, este unul care contine un numar redus
de etape. S-a ales ca substrat o plachetd de siliciu, peste care s-a depus un strat de
oxid de siliciu (SiO;) de 1 pm. Apoi a urmat etapa de fotolitografie: 1) depunerea
fotorezistului; 2) alinierea si expunerea mastii; 3) developarea. S-au depus apoi
succesiv 10 nm crom (Cr) si 100 nm aur (Au). S-a realizat un proces de lift-off pentru
a inlatura materialul nedorit de pe placheta precum si fotorezistul ramas. Astfel, au
ramas pe placheta doar zonele de interes [M25].

Cr/Au

Fotorezistor Fig. 9.73. Dispunerea straturilor
din cadrul fluxului tehnologic de realizare
a senzorului de umiditate

Oxid de Siliciu

Siliciu
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Pentru testare, s-a folosit un echipament de determinare a umiditatii, marca
proprie IMT Bucuresti [M24]. Echipamentul foloseste un senzor comercial Sensirion
[*41]. In Fig. 9.74 sunt prezentate rezultatele obtinute pentru testarea la umiditate cu
un strat senzitiv depus [$3].

R - curba pentru PVP/oxSWCNHS 1/1
RH - curba ce corespunde senzorului comercial folosit ca referinta

Fig. 9.74. Raspunsul senzorului comercial (albastru) si al senzorului
fabricat cu substrat de siliciu cu un strat depus (portocaliu) [S3]

Din acest grafic, se poate observa raspunsul liniar dat de senzorul fabricat pe
substrat de siliciu in comparatie cu senzorul comercial. Se constata faptul ca senzorul
raspunde la variatiile de umiditate.

Senzorii comerciali sunt senzori flexibili din substrat de plastic care contin
electrozi interdigitati din aur. Dimensiunile senzorilor au fost de 22,8 x 7 x 0,175
mm, cu interdigiti ce au dimensiuni de 50 pm. Acesti senzori au fost achizitionati de
la firma Dropsens (Metrohm DropSense, Ovideo, Spania) [*28].

Dispersia rezultata a solutiei PVP / Ox-SWCNHs a fost depusa in opt straturi
succesive prin metoda ,,turnare prin picurare” pe structurile de detectie interdigitata
(interdigital transducer - IDT) ale ambelor tipuri de senzori. S-au depus opt straturi
pentru testare.

Pentru senzorul din poliamida, s-a obtinut o rezistenta de 6,3 kQ la opt straturi
depuse (Fig. 9.75).

Apoi, senzorul a fost testat la umiditate (Fig. 9.76), folosind drept comparatie
senzorul de umiditate comercial - Sensirion.
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Fig. 9.75. Rezistentele obtinute pentru cele opt straturi [M24]

Fig. 9.76. Echipamentul folosit pentru determinarea umiditatii [M24]

in graficul din Fig. 9.77, sunt prezentate rispunsurile senzorului cu substrat de
poliamida peste care s-au depus cele opt straturi (albastru), in comparatie cu senzorul
comercial Sensirion (portocaliu).

R - curba pentru PVP/oxSWCNHS 1/1
RH - curba ce corespunde senzorului comercial folosit ca referinta

Fig. 9.77. Raspunsul senzorului comercial (albastru) si al senzorilor
fabricati cu substrat de siliciu (portocaliu)
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Fig. 9.78. Depunerea
stratului senzitiv

Din graficele prezentate, se poate observa un
raspuns adecvat la ambii senzori si sensibilitate RH buna
a senzorilor comparativ cu senzorul comercial, atunci
cand RH variaza de la 0 % pana la 90 % in mediu de aer
umed. Diferenta dintre cei doi senzori este data de faptul
ca senzorul pe substrat de siliciu are avantajul constand
intr-un raspuns liniar [M24], [M25], [S1]. Din aceasta
cauza, acest senzor a fost utilizat in testele urmatoare,
testari mecanice.

S-au depus opt straturi de solutic PVP/oxCNH
folosita ca strat senzitiv in zona de interes prin metoda
de ,,picurare” (Fig. 9.78) si pentru senzorul Si/SiO,.
Fiecare strat depus contine 2 pL de solutie. Dupa fiecare
depunere, s-a masurat rezistenta electrica (Fig. 9.79) cu
echipamentul Keithley 2700 Multimeter/Data Aquisition
System [*9] (Fig. 9.80).

Fig. 9.79. Determinarea Fig. 9.80. Echipamentul Keithley
rezistentelor [M25] 2700

Valorile rezistentelor senzorului fabricat pe siliciu sunt redate in Tabelul 9.7.

Tabelul 9.7. Rezistentele celor opt straturi [M25]

Nr. straturi

1S

28

35 48 38 6S 78 8S

R[Q] 838

827

814 798 742 705 640 562

S-a constatat diferenta rezistentelor dintre straturile depuse pe siliciu si cele
depuse pe poliamida (Fig. 9.75 si Tabelul 9.7). Aceste diferente sunt date de
dimensiunile interdigitilor (50 um vs. 10 pm). Din aceasta cauza, senzorii cu substrat
din plastic au rezistente mai mari.

Straturile de nanocompozite bazate pe ox-SWCNHs / PVP, care s-au dovedit a
fi straturi excelente de detectare a umiditétii relative (RH), au fost testate mecanic si
termic. Scopul testelor este dublu: a) sa identifice corelatia dintre proprietatile lor
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mecanice si electrice, permitand astfel un proiect viitor optimizat al unui senzor RH,
pe un substrat rigid; b) verificarea rezistentei la mediu.

Grosimea stratului depus a fost masurata cu echipamentul Nova NanoSEM
630 (FE-SEM, FEI Company, SUA) [*17]. Aceasta a fost de circa 200 nm.
Nanohornurile se asaza unul langa altul, ocupand spatiile libere pe masura ce numarul
straturilor creste, formand astfel un strat continuu (Fig. 9.81 - 9.83) [M25].

Fig. 9.81. Imagini SEM pentru proba cu un strat [M25]

Fig. 9.82. Imagini SEM pentru proba cu patru straturi [M25]
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Fig. 9.83. Imagini sem pentru proba cu opt straturi [M25]

Totodata, a fost studiatd si reactia senzorilor la testdri mecanice si termice.
Testarea mecanica a fost utilizatd pentru a determina ciclul de viata al materialelor
sau componentelor. Testarea a fost efectuatd pe structurile Si/SiO; cu IDT (20 x 11
mm). Probele au fost diferentiate prin numarul de straturi obtinute prin "turnare prin
picurare" (de la 1 la 8 straturi).

Fiecare proba a trecut printr-un test de sarcind compresiva, utilizind aparatul
Mecmesin Multitest 2.5-1 (United Kingdom) [*9], [*25] (Fig. 9.84).

Fig. 9.84. Echipamentul MecmesinMultitest [M25]
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Sarcina maxima pentru teste a fost fixatd la 20 N. Aceasta valoare a fost stabilita

in urma testelor efectuate, in cadrul carora s-a determinat ca valoarea sarcinii maxime
de rupere a fost de 23 N (Fig. 9.85) [M25].

Fig. 9.85. Distrugerea esantionului la o forta de 23 N [M25]

Datele din raspunsurile tipice (forta de incircare vs. deplasare) din testele
mecanice au fost colectate si analizate in continuare (Fig. 9.86 pentru proba cu un
strat (1S) si Fig. 9.87 pentru proba cu opt straturi — 8S). In primul rand, trebuie
remarcat faptul ca panta celor doud caracteristici se schimba in timpul masuratorilor
(la aproximativ 10 N pentru proba 1S si la aproximativ 8 N pentru proba 8S) [M25].

Fig. 9.86. Raspunsul la testele mecanice pentru proba cu un strat [M25]
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Fig. 9.87. Raspunsul la testele mecanice pentru proba cu opt straturi [M25]

Analizand cele doud grafice, se poate observa cd valorile deplasarilor
deformatiilor sunt destul de diferite intre cele doua probe: 0,11 mm in cazul 1S si 0,
20 mm pentru proba 8S la forta de incarcare maxima, de 20 N. Modulul de elasticitate
al lui Young (E) a fost determinat folosind ecuatia:

o(e) F/A

E = =
3 AL/Lgy

(10.1.)

unde: o este efortul unitar; & — deformatia relativa; F — forta exercitata asupra probei;
AL — variatia dimensiunii probei; Lo — dimensiunea initiala a obiectului; 4 — aria
probei pe care a fost aplicata F.

Modulul de elasticitate (E) a fost calculat pentru domeniul liniar pentru probele
ce contin unu si opt straturi (Tabelul 9.8).

Tabelul 9.8. Modulul de elasticitate al lui Young [M25]

FN) AL (mm) Lo (mm) A (mm?) E (MPa)
Nr. de straturi
1 10 0.06 20 484 6.88
8 4 0.06 20 484 2.75

S-au analizat toate cele opt grafice rezultate in urma experimentelor mecanice,
iar rezultatele au fost cumulate in graficul prezentat in Fig. 9.88.

Rezultatele experimentelor efectuate au indicat o schimbare a proprietatilor
mecanice ale straturilor sensibile cu grosimea (adicd o scadere a modulului lui
Young). Valoarea elasticitatii senzorului cu stratul sensibil care consta din opt straturi
a fost £ = 3,99 MPa (redusa de la 8,33 MPa pentru 1S). Acest comportament a fost
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insotit de schimbari ale rezistentei electrice a straturilor, de la 838 Q la 562 Q, dupa
cum se poate observa si in graficul din Fig. 9.87 [M25].

Fig. 9.88. Graficul de deplasare in functie de sarcina [M25]

Pentru a investiga schimbarile potentiale induse de temperatura, a fost utilizat
un compresor Cryogenics 8200 (model CCS-450) [*9] pentru testarea la temperaturi
sub 50 °C (Fig. 9.89). S-au folosit doua probe (unu si respectiv opt straturi) pentru
testare, pentru a evalua reactia stratului sensibil la diferite temperaturi ale mediului.
Probele colectate (Fig. 9.90) au fost supuse apoi unui tratament termic de +50 °C,
folosind un cuptor termic Memmert (Memmert, Germania) [*9], [*26] (Fig. 9.91).

Fig. 9.89. Echipamentul Fig. 9.90. Fig. 9.91. Cuptoare termice
Cryogenics 8200 Colectarea probelor Memmert

Imaginile de microscopie optica, realizate cu microscopul Leica DM LM (Leica
Microsystems, Germania) [*9], [¥29] inainte si dupa experimentele de temperatura la
+50 °C si -50 °C sunt prezentate in Fig. 9.92. Nu au fost inregistrate diferente
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semnificative pentru probele expuse la temperaturi extreme, astfel incat nu au fost
necesare teste suplimentare.

Proprietatile functionale ale straturilor au fost complet pastrate dupa testele
termice [M25].

Fig. 9.92. Imagini realizate cu ajutorul microscopului optic
dupa realizarea testelor termice [M25]

Folosirea filmului de strat senzitiv nou ii confera senzorului citeva avantaje
semnificative, printre care:
e proprietdti mecanice superioare;
raspuns rapid la variatii ale umiditatii relative;
sensibilitate crescuta;
stabilitate;
dimensiuni reduse;
costuri de productie rezonabile.



10.

CONCLUZII

In urma analizei critice a stadiului actual al domeniului abordat din prima parte
a lucrarii si a desfasurarii activitdtilor de cercetare din partea a doua cu privire la
realizarea modelului experimental si a prototipului imbunatatit al dispozitivului
microfluidic pentru determinarea limfocitelor T, s-au desprins urmatoarele concluzii
finale:

1.  BioMEMS-urile sunt aplicabile la determinarea limfocitelor T avand mai
multe avantaje principale fatd de aparatura conventionald, care constau in: reducerea
volumului probelor; consum energetic si costuri reduse; portabilitatea si reutilizarea
dispozitivelor; procesarea rapida a probelor si implicit timpul de reactie scurt pentru
diagnosticare si acordarea tratamentelor.

2. Materialele folosite in constructia bioMEMS-urilor sunt clasificate in
materiale de substrat si de depunere. Siliciul este folosit pe scara larga sub forma de
substrat si metalele, compusii metalici, materialele ceramice si polimerice, ca
materiale de depunere. Noua tendinta de dezvoltare a bioMEMS-urilor este legata de
materialele carbonice, reprezentate de grafena si derivatele acesteia, nanohornuri si
nanotuburi carbonice etc.

3. Microtehnologiile folosite la fabricatia bioMEMS-urilor, in diverse etape,
unele chiar in cazul realizarii dispozitivului microfluidic pentru determinarea
leucocitelor T sunt:

e prelucrarile fotochimice realizeaza precizie ridicatd, avand la baza procesul
de fotolitografie pentru selectarea suprafetelor de prelucrat cu ajutorulor
mastilor, utilizdndu-se substante de tip fotorezist; prezintd avantajul
productivitatii ridicate ca urmare a prelevarii simultane a materialului pe
intreaga suprafata expusa procesului de corodare chimica selectiva;

e prelucrarea cu radiatie laser (LBM) este utilizatd pentru scrierea directd a
madstilor, prin utilizarea laserilor cu lungime de unda redusa, in domeniul
UV, asigurand un diametru redus al spotului si implicit o densitate mare de
energie pe suprafata prelucrata,

e prelucrarea cu fascicul de electroni (EBM) este folosita la litografie prin
scriere directa (scanare matriciala a suprafetei) si proiectarea fasciculului
prin deflexie electromagnetica, dar si la depunerea materialelor din
componenta bioMEMS-urilor in straturi subtiri;

e prelucrarea cu fascicul de ioni (IBM) este utilizatd la depunerea materialelor
din structura bio-MEMS-urilor in straturi subtiri sau indepartare de material
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sub forma corodarilor uscate, prin ,,Reactive Ion Etching” (RIE) si ,,Deep
Reactive Ion Etching” (DRIE);

e prelucrarea cu plasma (“Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition”™ -
PECVD) este folositd pentru depunerea materialelor sub forma filmelor
subtiri, spre exemplu, SiC amorf (A-Si) si grafena verticala (VG), utilizate
ca substraturi de cultura celulara la aplicatiile bioMEMS.

4. Biodispozitivul pentru numararea limfocitelor de tip T din sange proiectat si
modelat este structurat In urméatoarele parti componente: (1) nanoporturile pentru
introducerea probei de sange, solutiei de lizare a eritrocitelor, solutiei pentru oprirea
lizarii; (2) circuitele microfluidice pentru lizarea eritrocitelor si pentru oprirea lizarii;
(3) camera de selectie si capturd a leucocitelor de tip CD3+, CD4+ sau CD 8+; (4)
senzorii de impedanta electrochimica pentru numararea intrarilor si iesirilor celulelor
in si din camera de selectie si capturd; (5) rezervor de acumulare a celulelor la iesirea
din camera de selectie si captura.

5. Pentru modelul experimental al dispozitivului microfluidic s-au proiectat trei
masti in programul CleWinS5: (1) pentru depunerea titan-aur; (2) pentru depunerea
argintului; (3) pentru depunerea fotorezistului SU-8; a fost modelat procesul de
fabricatie al modelului experimental cu ajutorul programului SEMulator3D.

6. A fost realizatd in Comsol Multiphysics, modelarea si simularea numerica a
curgerii celor trei tipuri de fluide in circuitele de lizare si oprire a lizérii, in canalele
de numadrare corespunzitoare senzorilor electrochimici si in camera de selectie si
capturd; rezultatele simularii au aratat ca geometria proiectata indeplineste conditiile
de timp de parcurgere a circuitelor microfluidice pentru realizarea procesului de
lizare a eritrocitelor si stopare a lizérii; rezultatele obtinute au fost validate in urma
testelor functionale ulterioare, post-fabricatie.

7. A fost fabricat modelul experimental al dispozitivului microfluidic utilizand
un lot de cinci plachete de siliciu, pe care au fost dispuse cate patru dispozitive (20
bucati), pe baza succesiunii etapelor modelate anterior cu ajutorul SEMulator3D.
Dupa fiecare etapa de fabricatie, s-au efectuat inspectii intermediare, eliminandu-se
produsele neconforme. La finalul procesului de fabricatie, au rdmas doar noud
dispozitive microfluidice — model experimental conforme.

8. A fost testat modelul experimental al dispozitivului microfluidic pe baza
metodologiei de testare elaborate, parcurgand mai multe etape; verificarea
conductivitdtii electrice a senzorilor; verificarea stabilitatii in functionare a senzorilor
si in final, a functionalitatii acestora. A fost demonstratd functionalitatea
dispozitivelor lab-on-a-chip pentru detectia electrochimica a celor trei subpopulatii
limfocitare: CD4+, CD3+ si CD8+, ceea ce constituie atingerea obiectivul principal
al lucrarii: fabricarea unui dispozitiv bioMEMS functional care sd determine numarul
limfocitelor T din sange.

9. In urma inspectiei calititii etapelor de executie ale dispozitivului micro-
electro-mecanic, model experimental, s-au identificat doud probleme majore care au
condus la neconformitati critice: (1) lipsa de aderentd a argintului la placheta de
siliciu; (2) lipsa de aderenta a fotorezistului SU-8 la placheta.
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10. Aceste probleme au fost rezolvate la realizarea prototipului imbunatatit al

dispozitivului microfluidic pentru determinarea limfocitelor prin: cresterea
dimensiunii suprafetei electrozilor (interdigitati) de referinta pe care a fost depus
argintul; Tmbunatatirea tratamentului termic al plachetei pe care a fost depus
fotorezistul SU-8.
s-a generat in programul CleWin5, un model nou de dispozitiv in faza de prototip
imbunatdtit, obtinut prin integrarea unor senzori electrochimici interdigitati pe
platforma microfluidica. Procesul de fabricatie a fost modelat din nou in programul
SEMulator3D, rezultatele obtinute fiind validate la testarile post-fabricatie ale
prototipului.

12. Pentru prototipul imbundtdtit al dispozitivului microfluidic, s-au fabricat
patru misti: (1) pentru depunerea stratului de titan-aur folosit la constructia
senzorilor; (2) pentru depunerea stratului de argint pentru electrodul de referinta; (3)
pentru depunerea unui strat de oxid care a blocat contactul dintre aur si microcanal
in zonele nedorite; (4) pentru depunerea fotorezistului SU-8 cu ajutorul céruia s-au
realizat circuitele microfluidice.

13. Aplicand metodologia elaboratd de testare a profotipul imbundtatit, s-au
parcurs etape similare celor aferente modelului experimental, la care s-au adaugat
testarea curgerii microfluidice si testarea functionalitdtii senzorilor prin
spectroscopia de impedanta electrochimica. In urma analizarii diagramelor Nyquist
obtinute, s-a constat faptul ca dispozitivul micro-electro-mecanic, poate detecta cu
sensibilitate ridicata cele trei subpopulatii limfocitare: CD4+, CD3+ si CD8+, ceea
ce constituie confirmarea indeplinirii obiectivului principal al lucrarii.

14. Dispozitivul microfluidic pentru determinarea limfocitelor T a fost integrat
intr-un dispozitiv portabil si supus unor teste de fiabilitate specifice, de vibratii si
socuri termice. Rezultatele obtinute, apropiate de cele intalnite intr-un mediu de
operare real, au prezentat conformitatea ceruta unor asemenea echipamente.

15. Au fost parcurse etape de cercetare care au facut trecerea de la nivelul de
maturitate tehnologicd, TRL2, faza de concept a dispozitivului microfluidic de
determinare a limfocitelor T la nivelul de maturitate tehnologica, TRL 4, faza de
validare a operarii si tehnologiei de fabricatie a dispozitivului microfluidic la nivel
de laborator si au fost create premise pentru trecerea la nivelurile de maturitate
tehnologica TRL 5 si TRL 6, prin validarea operarii dispozitivului in conditii
similare, respectiv apropiate de cele intalnite in mediul de functionare real.
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