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CAPITOLUL 1 - INTRODUCERE

1.1. FORMULAREA PROBLEMEI

Cunoasterea campurilor electromagnetice in mediul biomedical este esentiald intr-0
varietate de situatii, inclusiv in interactiunile acestor campuri cu sistemele biologice si in
interferentele electromagnetice cu dispozitivele medicale.

Scopul cercetarilor din aceasta teza 1il reprezinta studiul interactiunii campului
electromagnetic cu mediul biologic in cadrul biosenzorilor, avand in vedere detectia
electrochimicd, modelarea comportamentului electrochimic si integrarea senzorilor in platforme
microfluidice.

Pentru a atinge obiectivul propus, cercetarea se axeaza pe doua directii principale, care
sunt esentiale pentru dezvoltarea tezei de doctorat. Aceste directii sunt:

o  problema detectiei electrochimice, care se bazeaza pe modificarile campului
electric, respectiv a proprietatilor electrice ale mediului de lucru in functie de concentratia
analitului in esantioane biologice. In capitolele 3 si 5, se analizeazi utilizarea spectroscopiei de
impedantd pentru detectarea compusilor organici in esantioane biologice si modelarea
comportamentului electrochimic al materialului biologic si al substratului metalic al electrozilor
folosind circuite electrice echivalente.

o integrarea biosenzorilor in platforme microfluidice, care permit manipularea
fluidelor la scara mica cu ajutorul campului electric, este abordata in capitolul 4. Dispozitivele
microfluidice complexe, cum ar fi cele de tip Lab-on-a-Chip (LoC), includ multiple microcanale
pentru dozarea controlatd a fluidelor utilizand microvalve si micropompe, precum si senzori de
curgere si biofiltre pentru controlul fluxului. Utilizarea unor dispozitive de acest tip, permite
detectarea reactiilor biologice la interfata analitului cu suprafata microsenzorilor, eliminand astfel
necesitatea amplificarii semnalului pentru biodetectia fara etichetare.

1.2. OBIECTIVELE CERCETARII

Obiectivul general al tezei este cercetarea si dezvoltarea unor metode avansate si a unor
dispozitive in domeniul biosenzorilor, cu accent pe interactiunea cdmpurilor electromagnetice cu
mediul biologic. Scopul este obtinerea de cunostinte detaliate si intelegerea interactiunilor cAmp -
substanta Tn aceste domenii si de a contribui la progresul cercetarilor in aceasta directie.

TIn cadrul acestei teze, s-au realizat contributii semnificative in domeniul cercetdrilor
teoretice, prin elaborarea si dezvoltarea unor modele numerice complexe. Aceste modele au fost
propuse cu scopul de a investiga efectele aplicarii unui camp electric asupra fenomenului de
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curgere a fluidelor in microcanale si asupra procesului de transport de masa in sistemele
microfluidice.

Aceasta lucrare aduce contributii practice semnificative prin dezvoltarea unei metode
inovatoare de fabricare a electrozilor folosind imprimarea 3D, obtinand astfel electrozi cu forme si
dimensiuni precise, adaptate cerintelor si nevoilor experimentale din domeniul biosenzorilor,
utilizati pentru detectia si cuantificarea diverselor biomolecule in probele analizate.

1.3. STRUCTURA SI CONTINUTUL TEZEI

Capitolul 1 — Introducere, prezinta contextul si importanta cercetarii.

Capitolul 2 — Stadiul actual privind biosenzorii impedimetrici, realizeaza o analiza
amanuntita a stadiului actual al cercetarilor in domeniul biosenzorilor impedimetrici si descrie
principalele progrese din acest domeniu.

Capitolul 3 — Interactiuni si procese electrice in sistemele de biodetectie bazate pe
biosenzori, al tezei prezintd 0 cercetare a biosenzorilor, dispozitive de analizd a materialului
biologic, cu accent pe principiul lor de functionare si componentele biosenzorilor.

Capitolul 4 — Influenta campului electric asupra curgerii fluidului in microcanale:
aplicatii ale biosenzorilor electrochimici, prezinta in detaliu aplicatiile biosenzorilor
electrochimici 1n detectia si identificarea hibridizarii ADN-ului, acordand o atentie speciald design-
ului biosenzorului ADN integrat intr-un dispozitiv microfluidic.

Tn Capitolul 5 — Caracterizarea proprietdtilor electrice ale electrozilor imprimati 3D,
sunt prezentate si analizate rezultatele referitoare la caracterizarea proprietatilor electrice ale
electrozilor imprimati 3D, cu accent pe dezvoltarea biosenzorilor electrochimici.

Capitolul 6 — Concluzii, cuprinde sinteza si analiza cercetarii efectuate, prezentand
concluziile relevante si perspectivele obtinute in urma studiului.

CAPITOLUL 2 - STADIUL ACTUAL PRIVIND BIOSENZORII
IMPEDIMETRICI

21. METODE ELECTROMAGNETICE 1IN STUDIUL PROCESELOR
BIOMEDICALE

Interactiunea dintre sistemele biologice si campurile electromagnetice a fost abordata in
numeroase lucrdri de specialitate si continua sa reprezinte un subiect de mare interes pentru multi
cercetatori. Aceste cercetdri includ investigarea interactiunii campului electromagnetic cu
tesuturile biologice si sistemele vii, precum si dezvoltarea de aplicatii de diagnostic si tratament.

Studiul biosenzorilor se refera la caracterizarea proprietatilor electrice ale biosenzorilor
electrochimici fabricati prin tehnologia de imprimare 3D. Scopul este de a intelege raspunsul
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electric al acestor biosenzori si de a evalua performanta lor in functie de parametrii electrici
relevanti, cum ar fi conductivitatea sau impedanta electrica.

Cercetarea asupra biosenzorilor se extinde in directia integrarii acestora in platforme
microfluidice, reprezentand o abordare neconventionald in ceea ce priveste simularea mediului in
care au loc procesele biochimice, in comparatie cu metodele traditionale consacrate.

Utilizarea modelarii numerice pentru simularea proprietatilor electromagnetice ale
mediilor biologice aduce un aport semnificativ in intelegerea si analiza acestor medii complexe.
Aceastd abordare permite cercetatorilor sa exploreze interactiunea camp electromagnetic - mediul
biologic, oferind o mai buna intelegere a fenomenelor si proceselor care au loc [1] .

2.2. BIOSENZORII

Biosenzorii sunt o categorie de dispozitive care integreazd tehnologii avansate din
domeniul ingineriei si al biotehnologiilor. Aceste dispozitive pot fi utilizate pentru monitorizarea
sistemelor vii si pot incorpora elemente biologice [3] .

Biosenzorii permit detectarea si masurarea prezentei anumitor molecule ntr-un analit. Tn
cadrul biosenzorului, componentele sau speciile chimice din mediu interactioneaza, iar biosenzorul
detecteazad aceste interactiuni, permitand identificarea si masurarea concentratiei substantei de
interes.

Biosenzorii electrici activi genereaza un semnal electric, tensiune sau curent, ca raspuns
la reactii chimice, de exemplu legarea a doud molecule. Aceste reactii sau interferenta cu campurile
electrice pot provoca schimbari in parametrii electrici ai biosenzorului [9] .

molecula “tinta”

bio-receptor

Analit

)

. Semnal

_) Amplificator %:L—) Procesare ,“I']I.

Afisare si [omv |
Memorare = 2|

semnal

Traductor

Fig. 2.1. Principiul de functionare al unui biosenzor

Conform reprezentarii din Fig. 2.1, un biosenzor este alcatuit dintr-un receptor biologic
cum ar fi enzima, anticorpul, acidul nucleic sau celula, care se leaga de o componenta specifica.
Acesta este asociat cu un traductor care converteste interactiunea receptor-analit intr-un semnal
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masurabil, utilizdnd electrozi si sisteme electrice, termice sau optice, in functie de variatiile
cantitatilor fizice masurate [3] .

In cadrul cercetarilor privind biosenzorii, un element important este electrodul de lucru.
Electrodul de lucru actioneaza drept interfata prin care un cAmp electric poate fi aplicat esantionului
de studiu, permitand interactiunea cu componentele biologice si, de asemenea, este utilizat pentru
masurarea si transmiterea semnalelor electrice detectate.

Caracteristicile semnalelor electrice obtinute sunt influentate de tipul de biosenzor si de
specificul aplicatiei: diagnostic medical, monitorizarea mediului, siguranta alimentard sau
monitorizarea sdnatatii personale. Se pot efectua masuratori de rezistenta sau de capacitate, precum
si de spectroscopie de impedanta electricd intr-o anumitd plaja de frecvente [10] . Tn cadrul
masurdtorilor variatiei impedantei electrice pentru determinarea concentratiei anumitor
biomolecule dintr-un analit, se poate stabili o relatie de proportionalitate intre impedanta electrica
masuratd si concentratia biomoleculelor din analit. Aceasta relatie de proportionalitate este
reprezentatd prin intermediul unei curbe standard [8] , care este o reprezentare matematicd a
corelatiei dintre impedanta electrica masurata si concentratia cunoscuta a biomoleculelor din analit.

Campul electromagnetic se modifica semnificativ in interiorul tesuturilor in comparatie
cu mediul extern. Adancimea de patrundere a cdmpului electromagnetic in tesuturi este influentata
de frecventa si caracteristicile acestor tesuturi. Adancimea de patrundere poate varia considerabil,
de la cativa milimetri la centimetri sau chiar mai mult, in functie de frecventa campului
electromagnetic si de tipul specific al tesutului [12] .

2.3. BIOSENZOR INTEGRAT iN PLATFORMA MICROFLUIDICA

Studiul interactiunii dintre cAmpurile electromagnetice si procesele biochimice, in conditii
similare mediului natural in care se desfasoarad aceste procese, oferd informatii relevante pentru
intelegerea mecanismelor prin care cdmpurile electromagnetice influenteaza aceste procese la nivel
molecular si celular. Integrarea mai multor analize de laborator intr-un "laborator pe chip™ (LOC)
este o evolutie importanta in domeniul biosenzorilor. Acest concept permite efectuarea unor teste
si experimente diverse cu cantitdti mici de probe biologice si reactivi, avand aplicatii in medicina
personalizata, diagnosticul rapid si monitorizarea sanatatii.

Tn procesul de investigare, speciile necunoscute sunt directionate in apropierea peretelui
microcanalului utilizand diverse metode precum difuzia sau curgerea electroosmotica, acest lucru
permitand interactiunea lor cu suprafata de detectie reprezentatd in Fig. 2.2, ceea ce faciliteaza
detectarea si caracterizarea acestora [14] .

Transferul de masa prin difuzie si osmoza se bazeazd pe ecuatiile de difuzie si descrie
miscarea substantelor in functie de gradientul de concentratie sau presiune.

Pentru transferul de caldurd, se utilizeaza legea conservarii energiei. Tn cazul unui
dispozitiv LOC, aceasta Tnseamna ca transferul de energie intre fluid si cdmpul electric poate afecta
comportamentul global al sistemului, dar energia totala a sistemului se conserva.
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Transferul de energie electromagnetica este strans legat de ecuatiile lui Maxwell, deoarece
aceste ecuatii descriu comportamentul campurilor electromagnetice si propagarea undelor

electromagnetice, iar transferul de energic electromagnetica are loc prin intermediul acestor
campuri si unde.
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Fig. 2.2. Miscarea speciilor de ADN 1in vecindtatea peretelui microcanalului

2.4. BIOSENZORI IMPEDIMETRICI IMPRIMATI 3D

Biosenzorii detecteaza substante biologice prin generarea de semnale detectabile, iar
spectroscopia de impedanta electrochimica este o metoda comuna pentru analizarea acestor sisteme
de biodetectie. Modificérile in zona activa conduc la variatii ale impedantei masurate, reflectand
schimbdrile 1n procesele electrochimice si interactiunile de la interfata electrozilor cu electrolitul
[16] .

Pentru a simplifica fenomenele electrice complexe din biosenzori si a permite intelegerea
functiondrii acestora, se folosesc modele de circuite echivalente. Modelul de circuit Randles-

Sevcik reprezinta electrozii biosenzorului si comportamentul lor electrochimic in timpul reactiei
de transfer de electroni, conform Fig. 2.3.
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Fig. 2.3. Model de circuit echivalent Randles-Sevcik [17]

In decursul ultimilor ani, tehnologiile de imprimare 3D au dobandit o importanta
semnificativa in dezvoltarea si fabricarea biosenzorilor. In special, aceste tehnologii au fost larg
utilizate pentru obtinerea electrozilor cu forme si geometrii complexe, esentiali pentru o serie de
aplicatii de biodetectie si n sistemele microfluidice. Electrozii cu forme complexe pot fi optimizati
pentru a imbunatati sensibilitatea si selectivitatea detectarii biomoleculelor specifice.

CAPITOLUL 3 - INTERACTIUNI SI PROCESE ELECTRICE iN
SISTEMELE DE BIODETECTIE BAZATE PE BIOSENZORI

3.1. BIOSENZORI CU EFECTE DE CAMP ELECTROMAGNETIC — DISPOZITIVE
DE ANALIZA A MATERIALULUI BIOLOGIC

Biosenzorii sunt capabili sa detecteze cu precizie si s masoare cantitdti foarte mici ale
unor substante specifice, ceea ce le ofera o sensibilitate crescutd pentru analiza biomoleculelor si
diverse aplicatii medicale.

Biosenzor

Componenta Componenta
biologica fizica

Element

bioreceptor Analit Traductor Amplificator

Fig. 3.1. Schema componentelor unui biosenzor

Biosenzorii utilizeaza elemente de recunoaste biologicd precum enzimele, anticorpii sau
ADN-ul, care se pot atasa de molecule specifice numite analiti, generand o interactiune biochimicd
intre cele doua componente principale, Fig. 3.1. [18-19].

Metodele de detectie pot fi electrice, mecanice sau optice, masurand schimbarile in
proprietatile esantionului datorate prezentei unor specii moleculare necunoscute [21] .

Spectroscopia de impedanta electrochimica consta in aplicarea unei tensiuni sinusoidale
la diferite frecvente si masurarea curentului rezultat. Prin varierea frecventei, se obtine un spectru
de impedanta care cuprinde informatii despre rezistenta si capacitatea interfetei [24] .

3.2. BIOSENZOR CU EFECT DE CAMP
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Specificitatea detectiei, adica capacitatea biosenzorului de a identifica si detecta un singur
tip de molecula dorita, poate fi imbunatatita prin functionalizarea suprafetei senzoriale cu o specie
moleculara complementara cu specia moleculara necunoscuta ce urmeaza a fi detectata [27-28].

Transformarea interactiunii biochimice in semnale masurabile este cruciald pentru
cuantificarea concentratiei sau prezentei moleculelor tinta intr-un esantion, utilizdnd curbe de
calibrare sau parametri de referinta pentru precizie [29] .

3.3. COMPONENTELE UNUI BIOSENZOR

Biosenzorul este un dispozitiv alcatuit din doud componente esentiale si interconectate.
Receptorul si traductorul fizico-chimic, mentionate anterior in Fig. 3.1, formeaza sistemul de
recunoastere moleculara.

Probi Detector Traductor lesire
22)11}?‘11;))10@% (sdnge, urind, ) gt e mrl, ) llnterfa;aﬁ electrica: me_itn'fe 153 ?;gzgicrﬂégfsgsn i‘:}nﬂﬂl
B . _ anticorpi, enzime, celule 1 MG, ARG E, T

) De mediu (ap4, acr, sol) electrozi ¢) Afisa

Fig. 3.2. Sistemul de recunoastere moleculara al unui biosenzor [30]

Traductorul transforma semnalul biochimic rezultat din reactia dintre analit si bioreceptor
intr-un semnal electric masurabil, care poate fi utilizat pentru a determina concentratia sau prezenta
analitului 1n proba, Fig. 3.2.

Procesarea semnalului Tn biosenzori presupune amplificarea semnalului utilizand un
amplificator si apoi transformarea acestuia intr-un semnal. Acest semnal poate fi inregistrat sau
afisat pentru a furniza informatii despre concentratia sau prezenta analitului detectat.

3.4. CLASIFICARE GENERALA

Clasificarea biosenzorilor se bazeaza pe diferite criterii, precum tipul moleculelor
bioreceptoare sau mecanismul de transductie a semnalului, Fig. 3.3.

Biosenzor

Fig. 3.3. Clasificare biosenzori [30]

In functie de bioreceptor, biosenzorii se impart in biosenzori catalitici si biosenzori de
afinitate.

12
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In functie de elementul traductor care converteste semnalul detectat din mediul fizic intr-
o forma de energie masurabild, biosenzorii se clasifica in biosenzori optici, mecanici si biosenzori
electrochimici.

3.4.1. Biosenzori optici

Biosenzorii optici utilizeaza proprietdtile optice ale analitului pentru a genera semnale
luminoase sau schimbari in absorbtie, emisie sau reflexie a luminii. Pentru a obtine rezultate precise
este necesara o calibrare riguroasa si o intretinere adecvata a echipamentului, ceea ce poate implica
costuri suplimentare [31] .

3.4.2. Biosenzori piezoelectrici

Detectarea variatiilor proprietdtilor unei suprafete receptor ca urmare a unei legari intre
biomolecule poate fi realizata prin inregistrarea tensiunii sau frecventei de oscilatie a suprafetei
respective. Utilizarea platformelor piezoelectrice sau cristalelor piezoelectrice ca traductori in
biosenzori se bazeazd pe variatia oscilatiilor generate de depunerea unei mase specifice pe
suprafata cristalului [32] .

3.4.3. Biosenzori termometrici

Biosenzorii termometrici masoarda modificarile de pH rezultate din eliberarea sau
absorbtia de cdldura produsa de procesele enzimatice. Cantitatea de caldurad generata intr-o reactie
enzimatica este proportionald cu concentratia analitului [33] .

3.4.4. Biosenzori electrochimici

Biosenzorii electrochimici sunt cea mai utilizata categorie de biosenzori.

Acesti biosenzori sunt utilizati frecvent in aplicatii precum detectia hibridizarii ADN-ului
sau determinarea concentratiei glucozei. Ei combina sensibilitatea inalta a traductorilor
electrochimici cu specificitatea proceselor de biorecunoastere, generand semnale electrice corelate
cu concentratia analitului si permit monitorizarea proceselor celulare si determinarea concentratiei
analitului in diverse aplicatii [22] .

Acesti biosenzori se remarca prin utilizare simpla, sensibilitate ridicata si posibilitatea de
miniaturizare in comparatie cu alte dispozitive de analiza [31] .

3.5. DETECTIA ELECTROCHIMICA

Electrochimia se ocupa de studiul fenomenelor electrochimice care implica transferul de
sarcind electrica (electroni) intre diverse specii chimice. Aceste reactii pot avea loc la interfata
dintre un electrod si o solutie. Biosenzorii electrochimici utilizeaza specii electrochimice care sunt
consumate sau generate in timpul proceselor biochimice intre componenta biologica activa si
substratul imobilizat pe suprafata electrozilor [34] .
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Detectia electrochimica méasoara schimbarile electrice generate de reactiile electrochimice
pentru a determina concentratia analitilor Tn esantioane biologice, folosind electrozi ca
intermediari. Aceasta tehnica transforma semnalele biochimice in semnale electrice [34] .
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3.5.1. Biosenzori de tensiune

Biosenzorii de tensiune masoara diferenta de potential care apare intre electrodul de lucru
si electrodul de referinta in timpul unei reactii redox care are loc pe suprafata electrodului de lucru.
Aceste masuratori se efectueaza in conditii de echilibru, fard curgerea de curent prin celula
electrochimicd. Metoda de masurare a tensiunii este frecvent utilizatd pentru evaluarea
concentratiilor ionice la suprafata electrodului [35] .

3.5.2. Biosenzori de curent

Biosenzorii de curent sunt dispozitive sensibile care detecteazd si masoara speciile
electroactive prezente intr-o proba biologica. Acesti biosenzori functioneaza pe baza generarii unui
curent electric in timpul unei reactii electrochimice, la aplicarea unei diferente de potential
constante intre doi electrozi. Intensitatea curentului variaza in functie de reactia de oxidare sau
reducere a speciilor electroactive din analit. Un exemplu de biosenzor de curent este biosenzorul
de glucoza [35] .

3.5.3. Biosenzori de impedanta

Biosenzorii de impedantd masoara variatia rezistentei electrice a unei solutii in care se
gaseste analitul. Aceasta variatie este rezultatul unei reactii biochimice specifice intre analit si
componenta biologica activa a biosenzorului. Masuratorile se realizeaza prin aplicarea unui semnal
de curent alternativ de mica intensitate catre o celula electrochimica.

Impedanta masuratad reflectad in mod direct aceastd interactiune si furnizeaza informatii
despre prezenta si concentratia analitului in proba [36] .

CAPITOLUL 4 - INFLUENTA CAMPULUI ELECTRIC ASUPRA
CURGERII FLUIDULUI iN MICROCANALE: CONTRIBUTII SI
APLICATII N CONTEXTUL BIOSENZORILOR ELECTROCHIMICI

4.1. APLICATII ALE BIOSENZORILOR ELECTROCHIMICI PENTRU DETECTIA
SI IDENTIFICAREA HIBRIDIZARII ADN-ULUI

Biosenzorii electrici utilizati pentru studiul hibridizarii ADN-ului sunt dispozitive
analitice care utilizeaza principiile electrochimiei si interactiunilor biochimice pentru detectarea si
masurarea specificd a procesului de hibridizare a monocatenelor de ADN cu secventele
complementare.

Hibridizarea ADN-ului prin reactia clasica de polimerizare in lant se desfasoara in trei
etape distincte: denaturarea, hibridizarea si stabilizarea. Aceasta etapa ajuta la stabilizarea structurii
dublu-catena si amplificarea ulterioara a ADN-ului [37] .

15



Metode electromagnetice in studiul proceselor biomedicale

Utilizarea unor efecte de camp electric si a microfludicii, permite deplasarea controlatd a
moleculelor ADN, facilitand transportul acestora si interactiunea lor cu moleculele imobilizate pe
suprafata de detectie a biosenzorului [38] .

w99 A

Influenta campului electric extern asupra transportului componentelor de ADN tinta” in
dublul strat electric este un fenomen complex si important in domeniul electrocineticii. Helmholtz
a caracterizat pentru prima oara acest transport electrocinetic, stabilind o legatura intre parametrii
electrici si miscarea fluidelor [40] .

Legea Navier-Stokes este o ecuatie fundamentala in mecanica fluidelor si descrie
comportamentul fluidelor in miscare [41] . Pentru a modela miscarea fluidelor sub influenta
campurilor electrice si a interactiunilor cu particule incarcate electric, este nevoie de ecuatii
suplimentare care sa tind cont de aceste aspecte, precum cele care descriu conceptele de
electroosmoza si electroforeza, in cadrul electrocineticii [42] .

Reactiile cinetice se refera la viteza si rata proceselor biochimice implicate 1n hibridizarea
moleculelor de ADN pe suprafata biosenzorului. Acestea includ adsorbtia, legarea si disocierea
moleculelor de ADN, iar viteza reactiilor este direct proportionald cu concentratia moleculelor de
AND imobilizate si cu a celor din electrolit [38],[39] .

4.2. DESIGN-UL UNUI BIOSENZOR ADN INTEGRAT INTR-UN DISPOZITIV
MICROFLUIDIC

Dispozitivele Lab-On-Chip (Loc) reprezintd o solutie integrata care permite realizarea
tuturor activitatilor unui laborator de analiza si diagnostic intr-un singur dispozitiv miniaturizat.

In canalul microfluidic, curgerea este unidirectionald si laminara, asigurand miscarea
ordonata a moleculelor tintd. Lichidul este incompresibil, iar forta electroosmotica si mecanismele
de difuzie si convectie sunt esentiale in miscarea speciilor moleculare in microcanal, cu suprafata
de reactie situatd pe peretele inferior al acestuia, format din placi paralele.

Intr-un canal microfluidic sub influenta unei diferente de potential, are loc interactiunea
dintre campul electric si sarcinile electrice ale particulelor din fluid. In apropierea peretelui
canalului se formeaza un dublu strat electric datorita incarcarilor electrice din fluid. Acest fenomen
creeaza un gradient de potential la suprafata peretelui, contribuind la transportul electrocinetic al
moleculelor incarcate in canalul microfluidic, Fig. 4.1.

Dublul strat electric dezvolta un potential de suprafata denumit potential Zeta, care
reprezintd tensiunea electrica dintre mediul de dispersie (lichidul in care sunt suspendate
particulele) si stratul stationar al fluidului din imediata vecinatate a particulelor [37] . Conform
studiilor, potentialul Zeta mediu are o valoare medie de 25 mV, pentru valori ale pH-ului intre 3-
11, [41] .
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Fig. 4.1. Schema de principiu a unui microcanal fluidic [37]

Grosimea dublului strat electric, descrisd de lungimea Debye, poate varia de la o scala
foarte micd (angstromi, care sunt unitdti de masurd pentru lungimi subatomice) pana la o

dimensiune ce se masoara in zeci sau sute de nanometri (nanometrul reprezentand o miliardime
dintr-un metru) [43] . Valoarea lungimii Debye poate fi cu mult mai mica in comparatie cu

dimensiunile microcanalelor. In acest studiu, iniltimea microcanalului variazi intre 25 si 50 de
microni [45] .

43. MODELAREA CURGERII UNUI FLUID

INTR-UN MICROCANAL
CONTROLATA PRIN CAMP ELECTRIC

4.3.1. Modelul fizic

Modelul fizico-matematic propus exprima fenomene electrocinetice care apar in curgerea
fluidelor conductoare, in special in cazul fluidelor heterogene care contin particule de dimensiuni

micrometrice sau n curgerea pe o suprafata plana sub influenta unui camp electric. Electroosmoza

si electroforeza sunt doua fenomene electrocinetice distincte, care apar in sistemele cu lichide la
aplicarea unui camp electric.
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Miscarea fluidului si a particulelor sub influenta campului electric este descrisd in modelul
fizico-matematic utilizand trei fenomene principale: curgerea fluidului, difuzia si electroosmoza.
Un camp electric static aplicat particulelor incarcate, precum cele dispersate intr-un fluid,
genereaza efecte semnificative asupra miscarii lor datorita fortelor electrice care depind de valoarea
campului si de sarcina particulelor. Aceasta legatura intre migratia particulelor si difuzie consta in
faptul ca migratia particulelor poate influenta gradientii de concentratie si, implicit, procesul de
difuzie.

Problema curgerii fluidului Tntr-un mediu microfluidic implica studiul miscarii fluidului
Intr-un canal sau pe o suprafata sub influenta unor forte externe, cum ar fi presiunea sau gradientul
de viteza. Problema electrostaticd este asociata cu influenta campului electric asupra particulelor
incarcate prezente in fluid. Aceste probleme sunt interconectate si se influenteaza reciproc in cadrul
modelului:

1. In problema de electrostatici, aplicarea unui cAmp electric uniform, genereazi o curgere

electroosmotica care determind o curgere a fluidului conductiv 1n directia cAmpului electric.

Se rezolva ecuatia Poisson pentru a determina distributia sarcinilor electrice in fluid,
avand in vedere campul electric extern determinat de ecuatia Laplace. Pe baza acestei distributii si
a potentialului electric, se calculeaza fortele masice de natura electrica [37] .

2. Problema curgerii fluidului descrie transportul electrocinetic al speciilor incarcate.

Ecuatia de continuitate si ecuatiile Navier-Stokes pentru conservarea impulsului
descriu curgerea laminara, incompresibila si stationara a fluidului [37] .

Difuzia este un fenomen fizic prin care particulele, moleculele sau ionii se deplaseaza de

la 0 zona cu concentratie ridicata la una cu concentratie mai scazutd conform gradientului de
concentratie al solutiei, conform legii lui Fick [42] .

4.3.2. Modelul matematic

Pentru a analiza curgerea fluidului intr-un microcanal, se utilizeazd o geometrie
bidimensionald, ludndu-se in considerare doar douad dimensiuni spatiale in conformitate cu forma
st conditiile fizice ale canalului (lungime, inaltime, materialul peretelui canalului, starea suprafetei
acestuia) [37] .

Modelul matematic al unui sistem electrocinetic implica stabilirea ecuatiilor care descriu
atat potentialul electric @, cat si concentratiile speciilor locale c;.

A. Campul electric extern

In curgerea electrocinetici, potentialul electric intr-un microcanal este compus din doua
componente: unul generat de campul electric extern, o, si altul, cauzat de sarcinile electrice de
ldnga peretii canalului P [37] :

d=@+y (4.1)
Forta motrice care determind curgerea fluidului in microcanal, este rezultatul aplicarii unui
potential electric extern , care este determinat de ecuatia lui Laplace [37] :
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V-(aVp) =0 4.2)

Potentialul electrostatic in microcanal, poate fi calculat folosind ecuatia de tip Poisson,
care exprima relatia dintre potentialul electric ¢ si densitatea de sarcind electrica pe:

V- (eVY) = Z—O (4.3)
Constanta dielectrica €, este permitivitatea electrica a electrolitului si poate varia in functie

de temperatura [37] :

T
€ = 305.7 exp (—m) (4.4)

Densitatea totala de sarcina, se calculeaza cu ecuatia:

e
Pe = —2nyezsinh (kZb—l;f) (4.5)

Densitatea de ioni n, este exprimata in unitati molare si este determinata de echilibrul
dintre sarcinile pozitive si cele negative in sistemul electrocinetic [44] :
Ska

o= 8me2z2)2 (4.6)

Astfel, prin includerea acestor parametri in ecuatia (4.5), putem obtine o descriere mai
detaliatd a densitatii totale de sarcina electrica in sistemul electrocinetic, luand in considerare
influenta valentei particulelor, a temperaturii si a dimensiunilor geometrice ale dublului strat
electric.

B. Curgerea in microcanal sub influenta gradientului de presiune

Interactiunea dintre densitatea neta de sarcind a dublului strat electric si campul electric
extern aplicat genereazd o fortd masica care determind curgerea electroosmotica in sistemul
microfluidic.

o Ecuatia de conservarea masei in sistemul considerat si poate fi scrisa ca:

%Jr (u-V)p=0 (4.7)

o Ecuatia Navier-Stokes descrie conservarea impulsului si poate fi exprimata ca:

p(u-V)u=-Vp+V-MVu) + f, (4.8)

unde u [m/s] este viteza fluidului in directia curgerii in canal, p [kg/m?3] este densitatea fluidului,
n [Pa-s] este viscozitatea dinamici si f,; [N/m3] este densitatea de fortd masica, calculata astfel
[38] ,[38] :
d¢
felx = _pea (4.9)
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0
felx = _pe£ (4.10)

In cadrul modelului unui fluid newtonian, viscozitatea dinamici 1 a fluidului depinde de
temperatura in conformitate cu relatia [37] :

1713
) (4.11)

n=2.761x 10‘6exp<T

In aceasta analiz, viscozitatea dinamicd 1 este consideratd o constantd, iar temperatura
este fixata la o valoare specifica de 300K. Pentru a modela componentele fortei masice de natura
electrica, se iau in considerare conditiile la frontiera, care includ contributia cdmpului electric
extern si potentialul zeta [37] :

€0&rlo
u=
n

Vo (4.12)

{, reprezinta potentialul Zeta la peretele canalului, &y reprezintd permitivitatea electrica a
vidului, iar &, este permitivitatea electrica a electrolitului care poate fi exprimatad in functie de
temperatura utilizand relatia:

T
€ = 305.7exp (—m> (4.13)

4.3.3. Modelarea numerica

In cadrul acestei lucrari, analiza detaliati a fenomenelor care apar la interfata perete canal
— electrolit este realizata prin utilizarea software-ului Comsol Multiphysics 5.6 [47] .

In particular, metodele cu elemente finite bazate pe ecuatiile (4.2), (4.7), (4.8) si (4.11) -
(4.13) sunt aplicate pentru modelarea si simularea detaliata a comportamentului fluidelor in cadrul
canalului si interactiunii acestora cu electrolitul, furnizand informatii esentiale despre vitezele si
profilurile de presiune, distributia de sarcini electrice si alte caracteristici relevante ale sistemului.

Reteaua de discretizare a fost realizatd cu aproximativ 250.000 de elemente patratice
Lagrange [37] . Se impun urmatoarele conditii initiale la momentul initial (t = 0): viteza in directia
X este u = 0, viteza 1n directia y este v = 0, temperatura este T = T,, si concentratia initiala a
moleculelor AND este ¢; = 0.

Problema campului electric extern data prin relatia (4.2) care exprima ecuatia Laplace,
impreund cu conditiile pe frontierd mentionate in tabelul 4.1, respectiv potential electric constant
la intrarea in microcanal, potential electric O[V] la iesirea din microcanal si izolatie electrica pe

peretele de sus si de jos al microcanalului, permite obtinerea unei solutii analitice, in care

potentialul electric este ¢p(x) = % .

O stabilizare rapida a sistemului permite realizarea rapida si precisa a reactiilor biochimice
si ghidarea adecvata a particulelor citre zonele de detectie [46] .
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Tabelul 4.1 este utilizat pentru a stabili conditiile de frontiera, acesta prezentand
urmatoarele conditii:

Tabelul 4.1. Conditii pe frontiera [38]

Peretele de Peretele de

Nr. Intrare Iesire jos sus
' (x=0) (x=Lo) (y=0) (y=2H)
1 Probl. campului _ —0 a_cp =0 6_cp =0
electric extern (ec. 42) ¢~ PO = ay ay
. . Y=g V=g
Probl. campului ; )
2 electric Poisson- y=0 6_1]1 =0 @ZZZjlal @ZZ’;’;’C’Z
Boltzmann (ec. 4.3) ox
Jdu
3 Probl. de curgere (ec. u = uj, — =0 u=0 u=0
47,48) v=0 x v=0 v=0

Rezolvarea problemelor specifice, cum ar fi ecuatia Poisson-Boltzmann pentru dublul
strat electric (ec. (4.2), (4.3)) si analiza curgerii fluidului (ec. (4.7), (4.8)) In cadrul sistemului,
reprezintd un pas important in formularea si validarea modelului matematic al dispozitivelor
microfluidice.

4.4. MODELAREA TRANSFERULUI DE MASA

A. Curgerea electroosmoticd in microcanal

Curgerea electrocinetica Intr-un microcanal, care se bazeazd pe teoria dublului strat
electric si este investigata simultan cu curgerea sub gradient de presiune, poate fi eficient calculata
prin solutionarea ecuatiilor Navier-Stokes si Poisson-Boltzmann pentru distributia potentialului la
suprafata canalului. Aceastd abordare modeleazad o curgere care combina efectul electrocinetic cu
cel sub gradient de presiune sub influenta fortelor masice de natura electrica [37] .

Conservarea energiei este descrisa de ecuatia [46] :
PCy [2T + (V- WT| = V- (kVT) + ¢ +¢. (4.14)

In ecuatia (4.14.) k reprezinta conductivitatea termica a electrolitului, care poate fi scrisa
in functie de temperatura astfel [38] :

k(T) = 0.6 +2.5x 107°T. (4.15)

Caldura generata ca urmare a disiparii energiei electrice intr-un mediu conductor poate fi
scrisd ca [46] :
q=1J%/o. (4.16)
unde, J [A/m?] reprezinti densitatea totald a curentului electric.
21



Metode electromagnetice in studiul proceselor biomedicale

B. Transferul de masd

Ecuatia conservdrii speciilor, aratd ca acestea vor realiza hibridizarea pe suprafata patch-
ului, conform relatiilor (4.2)-(4.5), [46] :

6ci
E + (V ' U)Ci =V (Dn]m) + +uosZiFV ' (CLV(I)) + Ri' (417)

Termenul sursa R; este suma ratei de reactie Rz si R,. Acesti termeni vor fi convertiti in
conditii pe frontierd. R3 si R, reprezintd derivatele temporale ale concentratiilor specifice, ¢, g
[mol] si nespecifice, c;,s [mol] ale moleculelor tintd adsorbite pe suprafata patch-ului.

Aproximarea lui c, s poate fi realizata folosind aproximatia liniard din seria Taylor [38] :

Cos = 2(1 — e, (4.18)

unde coeficientii P si Q sunt calculati cu ajutorul parametrilor k3, k31, k2, k3 din tabelul 4.2 si
al relatiilor:

P = k%CS,m " C2s;max T k%CZ,ns " C2 s, max- (4.19)
Q=kicagm + k3t +kjcons + k3t (4.20)

Tabelul 4.2. Constantele cinetice folosite in simularile numerice [46]

Marime [unitate de masura] Simbol Valoare
Constanta de asociere cinetica pentru hibridizarea directa [1/M-s] k3 1-10°
Constanta de disociere cinetica pentru hibridizarea directa [1/s] k3t 0.49
Constanta de asociere cineticd pentru hibridizarea indirectd a 1 p
. . . k> 1-10
tintelor adsorbite non-specific [1/M-s]
Constanta de disociere cinetica pentru hibridizarea indirecta a _1
. . . k; 0.51
tintelor adsorbite non-specific [1/s]
Concentratia maxima a esantioanelor imobilizate pe suprafata 4
. 2 C2 s max 2.0-10
patch-ului [mol/m?] "
Concentratia maxima a moleculelor adsorbite non-specific pe 4
. 2 C2 ns.max 1.98-10
suprafata patch-ului [mol/m*] e
Constanta de asociere cinetica pentru hibridizarea directa [1/M-s] ki 1-10°
Constanta de disociere cinetica pentru hibridizarea directa [1/s] k3t 0.49

4.5. EXPERIMENTE NUMERICE

Ecuatiile Navier-Stokes si Poisson descriu curgerea incompresibila sub gradient de
presiune si influenta sarcinii statice de pe peretii microcanalului, calculata prin ecuatia Poisson-
Boltzmann. Figura 4.2 ilustreaza campul de curgere intr-un canal cu fluid curgand de la sténga la
dreapta, sub influenta unui camp electric de 200 V si unei diferente de presiune de 1000 Pa. Liniile
de curgere evidentiaza directia curgerii fluidului si modul in care acesta reactioneaza la combinatia

campului electric si gradientului de presiune [46] .
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Fig. 4.2. Curgerea in canal pentru H/L = (5-10* m) / (3-10° m),
Ap = 1000 Pa (de la stanga la dreapta), V=200 V (de la stanga la dreapta) [37] .

Figura 4.3 prezinta profilul de curgere din canal sub diferite caderi de presiune, mentinand
celelalte conditii neschimbate. Se observa ca profilul de curgere in canal respectd modelul Hagen-
Poiseuille [38] , care descrie curgerea laminara a unui fluid intr-un canal. Profilul de viteza este
prezentat la 2.5 mm in interiorul canalului de curgere. Aici, profilul de viteza este stabil si bine
definit, cu un factor de forma (AR) de 0.12, indicand o distributie uniforma a vitezelor in canal,
fara variatii semnificative ale acestora.

10 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Ap =5x10° Pa =

Velocity field - x component [m/s]
(=2
|

4.
1 Ap=12x10’ Pa
2] Ap=10"Pa
] Ap=10Pa
0_ I e ot 1 IMZIl]'PE-II e ot 1

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Channel thickness [mm]

Fig. 4.3. Profilul de viteze pentru cresterea Ap la x = 2.5 mm (de-a lungul
curentului), In regiunea formata complet, AR = 0.12 [37]

Tn figura 4.4, se prezinta profilurile de viteza in acelasi canal, considerand doui influente
simultane: diferenta de presiune de la dreapta la stdnga si directia neschimbata a campului electric
de la stanga la dreapta. Acesta ofera o comparatie a modului in care acesti doi factori influenteaza
distributia vitezelor in canal.

In acest caz, directia curgerii fluidului s-a inversat fatd de primul caz, datorita diferentei
de presiune care actioneaza in directia dreapta-stanga, generand o miscare a fluidului de la dreapta
la stdnga. Astfel, atat campul electric, cat si diferenta de presiune contribuie la curgerea fluidului
in directia opusa.
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Fig. 4.4. Curgerea pentru H/L = (5-10%* m) / (3-10° m),
Ap = 1000 Pa (de la dreapta la stanga), J'= 200 V (de la stanga la dreapta) [37]

Tn Fig. 4.5, sunt examinate profilele de viteza in acelasi canal, in conditiile in care diferite
diferente de presiune actioneaza de la dreapta spre stanga, in timp ce directia campului electric
ramane tot de la stnga spre dreapta.
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Fig. 4.5. Profilele de viteza pentru cresterea Ap la x = 2.5 mm (de-a lungul curentului),
in regiunea complet formata pentru AR = 0.04;
V'=150...200 V (stanga la dreapta) [37] .

Comparand harta de culoare din Fig. 4.4, care arata curgerea de la dreapta la stanga si
mentine directia campului electric de la stinga la dreapta, cu harta de culoare din Fig. 4.2, care
indica curgerea de la stanga la dreapta, observam o inversare generala a directiei curgerii fluidului
in cele doud cazuri. Cu toate acestea, directia campului electric ramdne constantd, de la stanga la
dreapta, in ambele situatii [37] .

Rezultatele numerice au confirmat concordanta cu datele din literatura, de ex. [44] si au
relevat importanta regiunilor adiacente peretilor in curgerea electroosmoticd. Profilurile de viteza
au fost conforme cu teoria Hagen-Poiseuille in canale, iar presiunile si vitezele au fost similare cu
datele experimentale.

Concentratiile celor doua tipuri de hibridizare, specifica si nespecifica, se stabilizeaza in
timp datoritd atingerii unui echilibru intre procesele de asociere si disociere, unde ratele acestor
procese se egaleaza treptat. Acest echilibru duce la stabilizarea concentratiilor, indicand ca sistemul
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a ajuns la un punct de echilibru [46]. Hibridizarea specificd si nespecifica a fost analizata prin
studiul cinetic [38], in special in contextul "epuizarii" moleculelor tinta la nivelul suprafetei patch-
ului. Cele doud mecanisme de hibridizare, specifica si nespecifica, sunt evidentiate in Figura 4.6 la
suprafata patch-ului [46].
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Fig. 4.6. Concentratiile specifice si nespecifice ale moleculelor tinta adsorbite la
suprafata patch-ului [46] .

4.6. CONCLUZII REZULTATE iN URMA SIMULARILOR

Lucrarea aduce contributii semnificative in studiul hibridizarii ADN-ului ntr-un
microcanal si al controlului acestui proces prin intermediul unui cdmp electric aplicat si a debitului

fluidului de lucru. Studiul efectuat exploreaza influenta acestor factori asupra eficientei procesului
de hibridizare a ADN-ului.

Simularile numerice au dezvaluit detalii importante despre comportamentul fluidelor in
dispozitivele de laborator pe chip sub influenta gradientului de presiune si cdmpului electric.
Hibridizarea se produce eficient si rapid, iar concentratiile se stabilizeaza rapid, ceea ce indica un
proces favorabil Tn sistemul microfluidic.
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CAPITOLUL 5 - CARACTERIZAREA PROPRIETATILOR ELECTRICE
ALE ELECTROZILOR IMPRIMATI 3D: CONTRIBUTII IN
DEZVOLTAREA BIOSENZORILOR ELECTROCHIMICI

5.1. PROIECTAREA SI FABRICATIA ELECTROZILOR IMPRIMATI 3D

Biosenzorii electrochimici sunt instrumente avansate pentru detectarea si monitorizarea
analitilor cu importanti biologica sau de mediu. In ultimii ani, biosenzorii au castigat o importanti
tot mai mare in domeniul diagnosticului clinic, fiind folositi in special pentru detectarea bolilor
infectioase si monitorizarea sanatatii [48] .

Fabricarea electrozilor se bazeaza traditional pe tehnici conventionale precum serigrafia
si fotolitografia, care implicd o munca laborioasa, necesita procesare intr-un mediu controlat in
care se mentine un nivel ridicat de curdtenie si puritate si implica mai multe etape utilizand
materiale toxice [50] .

Tn imprimarea 3D a electrozilor, sunt utilizate mai multe tehnici specifice pentru realizarea
electrozilor, precum: imprimarea pe baza de extrudare, imprimarea pe baza de jet de cerneald,
imprimarea asistata de laser [58] .

5.1.1. Proiectarea geometriei electrozilor

Dezvoltarea tehnologiilor de imprimare 3D a permis crearea de electrozi cu geometrii
personalizate si performante imbunatatite, amplificand astfel capacitatea de detectie si precizia
analitica a biosenzorilor [56] .

Electrozii cu un perimetru mai mare prezintd o crestere semnificativd a zonei de
interactiune cu analitii, ceea ce mareste sansele de capturare a unui numar mai mare de molecule
intr-un interval scurt de timp, de exemplu, biosenzorii utilizati pentru detectarea rapida a infectiilor
bacteriene in probele de sange. Aceasta se datoreaza campului electric generat de electrozi, care se
extinde 1n proximitatea perimetrului si influenteaza zona inconjuratoare.

Sunt realizate diverse configuratii ale electrozilor de lucru, care includ o gama variata de
forme, geometrii si dimensiuni diferite: forma circulara, forma patrata, forma de angrenaj, forma
stelatd, forma S, forma Fibonacci [57] .

5.1.2. Metoda de fabricatie

Se pot utiliza mai multe tehnici de imprimare 3D pentru electrozi si anume, imprimarea
pe baza de extrudare, imprimarea pe baza de jet de cerneald si imprimarea asistata de laser[58] .
Procesul de fabricatie utilizat pentru realizarea electrozilor este prezentat in [59] .

a. Substratul

Pentru fabricarea electrozilor, s-a utilizat o folie adeziva de poliamida (Kapton®) [59] cu
o grosime de 50 um. Pentru a asigura aplicarea foliei de Kapton fara bule de aer sau cute, este
necesar sa se utilizeze o suprafata plana si uniforma ca suport solid [60] .
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b.  Cerneala pe baza de carbon

Cerneala pe bazd de carbon ste un excelent conductor electric, mentine forma si aderenta
in imprimarea 3D, si este biocompatibila, fiind potrivitd pentru utilizare in contact cu organismul
fara riscul de reactii adverse [60] .

C. Parametrii de printare

Presiunea de extrudare (p) determina forta aplicata asupra materialului in timpul
procesului de extrudare. Viteza de imprimare a capului se refera la viteza cu care se deplaseaza
capul de imprimare n timpul procesului de depunere a materialului. /ndltimea stratului se refera
la grosimea fiecarui strat imprimat in cadrul procesului de extrudare.

d.  Crearea fisierului G-code

Procesul de proiectare a configuratiilor electrozilor se realizeaza prin intermediul unui
software de proiectare asistata de calculator (CAD), cu ajutorul caruia sunt generate modele 3D ale
acestora.

e. Post-procesare

Pentru a imbunatati conductivitatea si stabilitatea electrozilor imprimati, se aplicd un
tratament termic uniform la 140°C timp de 30 de minute, elimindnd umezeala si consolidand
materialul, Imbunatatind totodata proprietatile conductoare.

f. Functionalizarea suprafetei electrodului. Imobilizarea anticorpilor

Receptorii biologici pot fi imobilizati pe suprafata traductorului folosind diverse
proceduri, inclusiv imobilizarea Tn spatele unei membrane permeabile pentru analit, Tntr-o matrice
polimerica, Tn monostraturi sau membrane lipidice, adsorbtie directa, legare covalenta sau legare
incrucisata [62]

5.2. CARACTERIZAREA PARAMETRILOR ELECTRICI CU AJUTORUL
SPECTROSCOPIEI DE IMPEDANTA ELECTRICA

5.2.1. Setarea aparaturii

Un potentiostat este un dispozitiv utilizat in electrochimie pentru a controla si monitoriza
procesele electrochimice care au loc pe suprafata electrozilor. Acesta permite aplicarea unui
potential controlat intre electrozi si masurarea curentului rezultat in timpul reactiilor
electrochimice.

Tn cadrul experimentului, s-au testat sase variante diferite de electrozi imprimati, asa cum
sunt prezentate Tn Figura 5.1. Scopul acestui experiment a constat in determinarea parametrilor
electrici optimi pentru fiecare configuratie de electrod. Realizarea traseelor electrice si a suprafetei
electrozilor s-a realizat utilizdnd o cerneald pe baza de carbon, caracterizati de o buna
conductivitate electrica ce asigura un transfer eficient al curentului electric intre electrozi.
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(@) (b) (d) M (e)

(c)
Fig. 5.1. Configuratii ale electrozilor de lucru: a) Cerc; b) Patrat; c) Roata
dintatd; d) Stea; €) Forma “S”; f) Fibonacci [54] .

Figura 5.2 prezinta o configuratie cu 3 electrozi utilizata in cadrul experimentului: un
electrod de lucru (WE) imprimat in 3D, un electrod de referintd standard (RE) Metrohm LL-
Ag/AgCl si un electrod auxiliar (CE) fabricat dintr-o foita subtire de platind. Aceasta configuratie
permite controlul si masurarea precisa a potentialului electrodului de lucru in raport cu electrodul
de referintd, in timp ce electrodul auxiliar furnizeaza in mod constant electroni pentru sustinerea

reactiei electrochimice.

Fig. 5.2. Suport pentru celula cu 3 electrozi: a) Electrod (WE) imprimat 3D; b) Solutie redox; c) Electrod
auxiliar/counter (CE); d) Electrod de referintd (RE) [54] .

5.2.2. Conditii experimentale pentru caracterizarea electrozilor imprimati 3D

Experimentele s-au desfasurat pe electrozi de lucru imprimati 3D, plasati intr-un electrolit
continand ferocianura de potasiu (K4[Fe(CN)6]). Acest compus a servit drept analit, permitand
desfasurarea reactiilor electrochimice la suprafata electrozilor si generand un curent electric
masurabil n acest mediu electrochimic.

Atunci cand se evalueaza comportamentul electrochimic al unui sistem intr-un anumit
mediu reactiv, temperatura are un rol important, deoarece proprietatile electrochimice pot varia
odata cu ea [54] .
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5.2.3. Masuratori electrice

Voltametria ciclicd furnizeaza informatii despre comportamentul electrozilor in functie de
potentialul aplicat, inclusiv potentialele de oxidare si reducere, viteza de transfer de electroni si
caracteristicile suprafetei. Spectroscopia de impedanta electrochimica (EIS) masoara raspunsul
electrochimic la diferite frecvente [54] .

Parametrii masurati in spectroscopia de impedanta electrochimica (EIS) includ méarimea
si faza impedantei, care reflectd caracterul rezistiv sau capacitiv al sistemului electrochimic. De
asemenea, se pot determina si componentele reale si imaginare ale impedantei, care indica
proprietati specifice ale interfetei electrod-electrolit, cum ar fi rezistenta de transfer de sarcina,
capacitatea dublului strat si impedanta Warburg, care reflecta difuzia ionilor in solutie.

Impedanta Warburg este un element de circuit asociat cu procesul de difuzie a speciilor
electroactive si deplasarea acestora catre suprafata unui electrod [66] .

5.3. REZULTATE EXPERIMENTALE

Spectroscopia de impedanta electrochimica (EIS) a fost utilizatd pentru a examina
influenta geometriei electrozilor de lucru asupra performantei biosenzorilor cu trei electrozi.
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Fig. 5.3. Reprezentarea graficului Nyquist pentru raspunsul de impedanta - Tabelul 5.1

Experimentele au acoperit un interval de frecvente de la 0,1 Hz la 100 kHz, iar datele
electrochimice au fost inregistrate prin intermediul unei conexiuni intre electrodul de lucru,
electrolit si un potentiostat. Raspunsul impedantei a fost investigat utilizand ferocianura de potasiu
ca electrolit. S-au testat sase suprafete active diferite ale electrozilor de lucru pentru a analiza
efectul variatiei ariei active a acestora. Raspunsul impedantei a fost analizat prin intermediul unui
grafic Nyquist, prezentat in Fig. 5.3. Graficul releva competitia dintre procesele de difuzie la
suprafata si in volum, cuplate cu procesele de transfer de sarcina electrica [61 , 64] .

Unghiul de faza este diferenta de faza intre doua semnale sau forme de unda. Acesta poate
fi exprimat 1n grade sau in radiani si reflecta diferenta de faza a unui semnal sau a unei forme de
undi in comparatie cu un semnal sau o formi de unda de referintd. In cazul biosenzorilor

29



Metode electromagnetice in studiul proceselor biomedicale

electrochimici, unghiul de faza poate indica schimbari in interactiunile dintre analit si bioreceptorul
imobilizat pe suprafata electrozilor [67] .
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de sarcina : demasa
Ca L
frecvente frecvente
mari Joase
®, ,, o,
t : -
< : —>
. . h
R ' 7
i 2

Fig. 5.4. Reprezentarea diagramei Nyquist

In cadrul fiecarei configuratii, s-au determinat parametrii electrochimici. Rezistenta de
transfer de sarcina (Rct) rezultd din transferul de electroni intre electrod si solutie. Rezistenta
transferului de sarcina, reprezentatd in diagrama Nyquist din fig. 5.4., reprezentata de diametrul
semicercului, apare in zona de frecvente joase fiind folosita pentru a evalua eficienta procesului de
transfer al electronilor la interfata electrod— electrolit [67] .

Elementele de faza constantd (CPEs) sunt modele matematice utilizate pentru a descrie
comportamentul neideal al suprafetei electrozilor in electrochimie. Acestea sunt reprezentate prin
termenii Q si n, unde Q este constanta de faza si n este exponentul de faza.

Impedanta elementului de faza constanta Z.pg, este data de ecuatia [65] :

Q= ZCPE(w) = [C(fw)n]_l (5.1.)

Unde j este un numir imaginar si w [rad-s™] este frecventa unghiulari.

Rezistenta de polarizare, Rp reprezintd opozitia sistemului electrochimic la variatia de
tensiune, reflectand cat de eficient raspunde sistemul la aceste schimbari.

Impedanta imaginara maximd (Z"max) este o componentd importantd a impedantei
electrochimice, care indicd punctul in care capacitdtile de stocare a energiei sunt maxime la o
anumita frecventa.

Capacitatea dublului strat electric, Cai, reprezinta capacitatea de stocare a sarcinii electrice
la intefata dintre electrod si electrolit [67] .

Tabelul 5.1 Proprietitile electrice ale electrozilor de lucru

max Z""max Ret Rp Cdl YO0
° €] €] [€2] [mF] [CPE]
S1 03.04 Cerc 77.48 17308 20660 40474 3.07 1.51E-06 0.94
S3 03.04 Cerc 73.65 17035 17279 40600 291 1.51E-06 0.94
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S2 03.04 Cerc 64.30 10189 11933 20722 6.69 3.61E-06 0.91
S2 22.03 Fibonacci 63.62 6434 7677 15451 2.61 1.40E-06 0.94
S7_21.03 RoataDintata ~ 64.68 5460 6453 13020 1.96 1.04E-06 0.95

S5 03.04 Patrat 62.90 4670 6027 11187 1.67 8.77E-07 0.95
S6 22.03 Stea 63.06 5014 5658 12400 2.81 1.53E-06 0.94
S3 22.03 Forma-S 63.88 3609 4434 8457 1.80 9.57E-07 093
S4 03.04 Patrat 57.52 3573 4014 8760  1.58 9.13E-07 0.95
S6_03.04 Patrat 65.13 3118 3579 7056  1.77 9.50E-07 0.96

Pe baza datelor obtinute din reprezentarea graficului Nyquist, este creat un model de
circuit echivalent pentru un biosenzor, conform Figurii 5.5 [54] .

R
R=433 Q O
CPE
Y0=877nMho*s"N
N=0.947

Fig. 5.5. Circuitul Randles pentru electrozii S5_03.04.2023 [54]

Relatia dintre intensitatea curentului si tensiunea aplicata celor 10 electrozi de lucru testati
este ilustrata in fig. 5.6, intr-un grafic de voltametrie ciclica. Se poate observa ca in voltamograma
ciclicd apar atat varfuri de oxidare, cét si de reducere.

Diferenta de faza (), admitanta elementului de faza constanta Ycpe si numarul N sunt
marimi care reflecta comportamentul electrochimic al sistemului (prezentate in tabelul 5.1.) si sunt
influentate de modificarile parametrilor sistemului. Au fost efectuate masuratori de voltametrie
ciclicd (CV) utilizand o gama de potentiale de la -0,4 V 1a 0,4 V si o viteza de scanare de 100 mV/s.
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Fig. 5.6. Graficul de voltametrie ciclica pentru senzorii enumerati in Tabelul 5.2 [54] .
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Conform rezultatelor experimentale, electrozii cu forma circulara au inregistrat cele mai
mari valori ale rezistentei de transfer de sarcina Ret, conform Figurii 5.7, ceea ce indica un transfer
mai lent al sarcinii in comparatie cu electrozii cu forma patrata, care au prezentat cele mai mici
valori ale Rgt.

Aceastd Incetinire a transferului de sarcind poate afecta capacitatea de detectare si
raspunsul la variatii ale unor proprietéti specifice precum temperatura, concentratia analitului si
pH-ul solutiei electrolitice. Pentru detectarea in astfel de conditii, pot fi necesare potentiale mai
mari sau timpi de masurare mai lungi.
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Fig. 5.7. Graficul variatiei R.; pentru senzorii enumerati in Tabelul 5.1 [54] .

Masuratorile de voltametrie ciclicd genereaza varfuri distincte in graficul curentului
inregistrat, reprezentand procese electrochimice specifice precum oxidarea si reducerea speciilor
chimice la electrozi. Iniltimea vérfului reprezinti valoarea maximi a curentului inregistrat in
timpul reactiilor electrochimice, reflectand astfel intensitatea si importanta acestor procese [65] .

Analiza datelor din Tabelul 5.2 indica faptul ca geometriile cu perimetru mai mare
prezintd o rezistenta de transfer de sarcind mai mica si un curent maxim mai mare in comparatie
cu cele cu un perimetru mai mic. Aceasta sugereazd cd perimetrul este un factor esential in
determinarea performantei electrochimice a sistemului.

Tabelul 5.2 Suprafata, perimetrul si curentul maxim al
electrozilor de lucru in functie de geometrie

Denumire electrod Aria [mm?] | Perimetrul [mm]| Varful i, [A]
S6 22.03 Stea 18.7 18.746 4.3347E-05
S3 22.03 Forma-S 10.5 36.4 3.8249E-05
S2 22.03 Fibb 12.8 33.8 3.5004E-05
S5 03.04 Patrat 16 16 3.4988E-05
S4 03.04 Patrat 16 16 3.4847E-05
S7 21.03_RoataDintata 16.4 25.462 3.4625E-05
S6 03.01 Patrat 16 16 2.5894E-05
S3 03.04 Cerc 12.5 12.566 5.6728E-06
S1 03.04 Cerc 12.5 12.566 5.5674E-06
S2 03.04 Cerc 12.5 12.566 4.2851E-06
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5.4. CONCLUZII

Acest studiu se concentreaza pe caracterizarea proprietatilor electrice ale biosenzorilor
imprimati 3D, cu accent pe diverse configuratii ale electrozilor de lucru. Folosind tehnici precum
spectroscopia de impedanta electrica si voltametria ciclica, am investigat influenta caracteristicilor
geometrice asupra performantei electrochimice a acestor electrozi. Simplificand procesul de
fabricatie prin imprimarea doar a electrozilor de lucru si a traseelor electrice asociate, am redus
costurile si am utilizat resursele mai eficient. Electrozii de lucru sunt responsabili de reactiile
electrochimice si generarea curentului electric in cadrul proceselor electrochimice, in timp ce
traseele electrice asigurd conexiunea intre electrozi si potentiostat.

Forma electrozilor are un impact semnificativ asupra distributiei campului electric si a
interactiunii cu analitul. Forme complexe, cum ar fi roata dintatd sau forma Fibonacci, pot crea
distributii neuniforme ale campului electric, in timp ce forme simple, cum ar fi cercurile sau
patratele, favorizeaza o distributie uniforma. Aceste diferente in distributia cdmpului electric pot
influenta modul in care analitul interactioneaza cu suprafata electrozilor, avand un impact asupra
eficientei detectiei analitului.

Procesul de imprimare 3D introduce variatii in porozitatea si compozitia electrozilor.
Densitatea pastei de carbon, grosimea stratului activ, uniformitatea depunerii pastei si metoda de
fixare a electrozilor au un impact asupra raspunsului electrochimic. Erorile de masurare pot aparea
din mai multe motive, iar recunoasterea si luarea in considerare a acestor surse de eroare in cadrul
experimentului sunt importante pentru obtinerea unei intelegeri cuprinzatoare a rezultatelor [54] .

In concluzie, designul electrozilor cu forma patrata prezintd avantaje evidente in ceea ce
priveste performanta electrochimica, in special valoarea rezistentei de transfer de sarcind (Rct).
Electrozii cu forma patratda ofera un transfer de sarcind mai eficient intre electrozi si solutia
analitului, ceea ce imbunatateste performanta biosenzorilor.

CAPITOLUL 6 - CONCLUZII SI PERSPECTIVE

6.1. CONCLUZII

Tn ultimii ani, conceptul de laborator-pe-chip, initial dezvoltat in mediul academic, a
cunoscut o evolutie remarcabila si a fost implementat cu succes n produse comerciale.

Aceastd tezd se concentreaza pe analiza modului in care metodele electromagnetice
avansate sunt aplicate 1n cercetarea proceselor biomedicale, cu o atentie speciald acordata
dezvoltarii biosenzorilor electromagnetici utilizati pentru detectarea particulelor biochimice.
Scopul principal al tezei a constat in studiul interactiunilor cdmpului electromagnetic cu mediul
biologic, pentru detectia si analiza proprietatilor particulelor biochimice.

Cercetarea s-a orientat pe doud domenii principale de analizd: modelarea efectelor
aplicarii unui camp electric asupra modului de curgere a fluidelor in structurile microfluidice si
proiectarea si fabricarea unor electrozi folositi in constructia biosenzorilor electrochimici.

Modelarea interactiunilor dintre cdmpurile electromagnetice si comportamentul fluidelor

in structurile microfluidice a dezvaluit fenomene complexe si interactiuni subtile care sunt dificil
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de observat experimental. Acest demers a contribuit semnificativ la intelegerea proceselor fizice
din biosenzorii integrati in platforme microfluidice, cum ar fi deplasarea fluidelor in microcanale,
transportul de molecule si interactiunile biomoleculelor cu suprafetele functionale ale
dispozitivelor microfluidice in contextul reactiilor electrochimice.

Prin proiectarea si fabricarea electrozilor pentru biosenzorii electrochimici folositi in
detectia concentratiei ionilor dintr-o solutie, s-au obtinut electrozi cu geometrii precise si adaptate
cerintelor experimentale specifice biosenzorilor electrochimici.

6.2. TNDEPLINIREA OBIECTIVELOR CERCETARII

In Capitolul 1, se face o introducere in tematica tezei, prezentind conceptele de bazi legate
de utilizarea metodelor electromagnetice in cercetarea proceselor biomedicale.

Capitolul 2 se concentreaza pe analiza stadiului actual al cercetarilor din domeniul
biosenzorilor, integrarii lor in platforme microfluidice si evolutiei tehnologiei de imprimare 3D
pentru a realiza electrozi avansati.

Capitolul 3, prezintd problematica biosenzorilor, acordand o atentie deosebitd aspectelor
legate de clasificarea, structura si functionarea acestora. Metodele de detectie electrica sunt
prezentate ca o componentd centrald a biosenzorilor, evidentiind cum acestea transforma
interactiunile biochimice in semnale electrice masurabile.

Capitolul 4 este dedicat modelarii fizico-matematice si analizei interactiunilor si
cuplajelor complexe dintre cAmpul electromagnetic, curgerea fluidului si particulele incarcate
electric aflate intr-un mediu microfluidic, subliniind influenta campului electric asupra
electroosmozei si a altor fenomene.

Rezultatele principale ale acestui studiu includ identificarea impactului campului electric
asupra curgerii sub gradient de presiune, observarea profilurilor de viteza in functie de variatia
presiunii, sublinierea importantei regiunilor adiacente peretilor canalului, validarea eficacitatii
procesului de hibridizare si confirmarea rezultatelor obtinute prin comparatie cu datele
experimentale relevante din literatura.

In capitolul 5 a fost analizat potentialul spectroscopiei de impedanti ca metoda de
cercetare pentru identificarea compusilor biochimici. Aceastd metoda oferd date semnificative
despre comportamentul diferitelor biomolecule dintr-un sistem, prin monitorizarea variatiei unor
parametri fizici caracteristici componentelor sistemului studiat.

6.3. CONTRIBUTII ORIGINALE

Am analizat campul electric generat de sarcinile electrice apropiate de peretii canalului,
cunoscut sub denumirea de potentialul dublui strat electric, care apare la interfata dintre peretele
canalului si electrolit. Am determinat cum acest camp electric, aplicat de-a lungul canalului,
interactioneaza cu densitatea de sarcina electrica.
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Pe de alta parte, aceastd interactiune genereaza aparitia unor forte de naturd electrica, ce
determinad o curgere electroosmotica in sistemul microfluidic.

Un alt aspect important al cercetarii se concentreaza pe modelarea transferului de masa
intr-un microcanal cu curgere electroosmotica. Acest studiu combina curgerea electrocinetica, care
se bazeaza pe teoria dublului strat electric, cu curgerea sub gradient de presiune intr-un microcanal,
folosind ecuatiile Navier-Stokes si ecuatiile Poisson-Boltzmann pentru a analiza fenomene subtile
si interactiuni complexe care nu pot fi usor observate experimental.

S-a observat ca aplicarea unui camp electromagnetic poate influenta variatia proprietatilor
dublului strat electric, ceea ce, la randul sau, afecteaza interactiunile dintre particulele din electrolit
si suprafata electrodului. Aceste modificari pot avea un impact semnificativ asupra
comportamentului particulelor, deschizand posibilitatea de a controla selectiv miscarea si
capturarea acestora Tn diverse zone ale microcanalelor.

In cadrul cercetirii a fost analizat, de asemena, echilibrul termic al sistemului, folosind
ecuatia de cdldura. S-a constatat ca sursele de cdldura generate de vascozitate si efectul Joule sunt
suficient de mici pentru a mentine sistemul la o temperatura constanta de 300 K.

Studiile numerice realizate au adus o perspectiva imbunatatita asupra mecanismelor care
stau la baza comportamentului fluidelor si proceselor de transport in medii microscopice.

Contributiile semnificative in sfera practica s-au concretizat prin optimizarea procesului
de fabricatie a electrozilor pentru biosenzori, prin intermediul tehnologiei de imprimare 3D
utilizdnd materiale pe baza de carbon. Aceasta abordare a permis obtinerea de electrozi cu
"geometrii" precise, adaptate cerintelor experimentale din cadrul biosenzorilor.

Caracterizarea proprietatilor electrochimice ale electrozilor s-a realizat prin spectroscopia
de impedanta electrochimica (EIS), o tehnica ce ofera informatii detaliate despre comportamentul
electrozilor in interactiune cu mediul biologic sau analitii.

6.4. DISEMINAREA REZULTATELOR

Rezultatele cercetdrii au fost diseminate prin publicarea a trei lucrari stiintifice. Doud
dintre aceste lucrari au fost prezentate in cadrul conferintei ATEEE. A treia lucrare a fost publicata
in RRST-EE (Revue Roumaine des Sciences Techniques, Série Electrotechnique et Energétique),
0 revista recunoscuta cu o vizibilitate larga in comunitatea academica.

Prin combinarea cunostintelor din ingineria electrica aplicate in tehnologiile microfluidice
si cercetarea biomedicald, s-a deschis o perspectivd inovatoare in domeniul detectiei si analizei
moleculare. Pe de o parte, ingineria electrica a adus in prim-plan metode care permit manipularea
fluidelor la scarda micrometrica sub influenta unui camp electric extern. Cercetarile viitoare pot
integra simularea matematica pentru a completa studiile experimentale obtinute in practicd asupra
electrozilor imprimati 3D, oferind o perspectivd mai cuprinzatoare asupra comportamentului
electrozilor si a potentialului lor in diferite aplicatii.
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GLOSAR DE TERMENI SPECIFICI

1.

10.

11.
12.

Adsorbtia - reprezinta procesul prin care moleculele, ioni sau atomi se ataseaza si se aduna
pe suprafata unui material solid sau lichid. Aceasta are loc atunci cand speciile chimice din
mediul inconjurdtor (numite adsorbati) se leagd sau "aderd" la suprafata materialului
(numit adsorbent) prin intermediul fortelor intermoleculare.

Bistrat lipidic - reprezintd o structura formata din doua straturi de molecule lipide, cu
capetele polare orientate spre exterior si cozi nepolare orientate spre interior. Aceasta
structura este esentiala in biologie si medicind, oferind o bariera fizica si chimica intre
mediul intern si extern al celulei.

Canal ionic - este un tip special de proteine care formeaza pori sau canale in membranele
celulelor. Aceste canale permit ionilor sa treaca prin membrana si sunt selective pentru
anumiti ioni fiind reglate de diferiti factori, cum ar fi variatiile de tensiune sau concentratia
de ioni in mediu.

Canale activ - este un tip de canal ionic care necesita energie pentru a functiona si a permite
trecerea ionilor prin membrand. Acest tip de canal este reglat si controlat de catre celula si
poate fi deschis sau inchis in functie de diferite semnale sau stimuli.

Canale pasiv - este un tip de canal ionic care permite trecerea ionilor prin membrana in
mod pasiv, fard a necesita o consumare de energie din partea celulei. Acest tip de canal se
deschide si se inchide in functie de diferentele de potential electric sau de concentratia de
ioni in mediul inconjurator, permitand astfel trecerea ionilor intr-o maniera determinata de
conditiile externe.

Complex dublu-catenar — este o structurd moleculard formatd din doua catene
compelmentare de acizi nucleici (ADN/ARN) care se ataseazd una de cealaltd prin
intermediul legaturilor de baza complementare.

Curgere electroosmotica — este un fenomen electrochimic care are loc in sistemele
microfluidice sau capilare. Este generata de aplicarea unui camp electric asupra unui fluid
conductiv intr-un microcanal inducand un flux net de lichid, care se deplaseaza in directia
opusa migratiei ionilor.

Desorbtia - este procesul opus adsorbtiei si se refera la eliberarea adsorbatilor (molecule,
ioni sau atomi) de pe suprafata adsorbentului. In timpul desorbtiei, speciile chimice care s-
au legat sau au fost adsorbite pe suprafata adsorbentului sunt eliberate si revin in mediu.
Acest proces poate fi declangat prin schimbarea conditiilor externe, cum ar fi modificarea
temperaturii, presiunii sau concentratiei de substantd adsorbanta.

Hibridizarea - reprezinta procesul de asociere a doud molecule de acizi nucleici (ADN sau
ARN) complementare intre ele, forméand astfel o structura cunoscutd sub numele de dubla
catena sau dubli elice. In timpul hibridizarii, bazele azotate de pe cele doui catene se leaga
prin perechi de baza complementare (adenina cu timind in cazul ADN-ului sau adenina cu
uracil Tn cazul ARN-ului si guanina cu citozina), stabilind legaturi chimice puternice.
Mediul extracelular - reprezinta spatiul din jurul celulelor organismelor vii, care le
inconjoara si le separa.

Mediul intracelular — este spatiul din interiorul celulei.

Membrana celulard - reprezinta o structura fundamentala a celulelor vii, care delimiteaza
continutul celular de mediul extracelular in care se afla. Este o membrana subtire, flexibila
st elastica, compusa dintr-un dublu strat lipidic si proteine, care indeplineste diverse functii
esentiale pentru viata celulara.

36



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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Microarray - este un dispozitiv analitic utilizat pentru a detecta si cuantifica simultan
prezenta si cantitatea unor molecule biologice specifice, cum ar fi fragmente de ADN,
ARN, proteine sau alte molecule biologice, intr-o proba biologica. Acest dispozitiv consta
intr-o suprafata solida (de obicei o lamela de sticla sau silicon) pe care sunt fixate in mod
controlat si ordonat mii sau chiar milioane de microsonde. Aceste microsonde contin
secvente specifice de ADN sau ARN, cunoscute sub numele de probe, care sunt proiectate
pentru a cauta molecule specifice din proba analizata.

Molecula monocatenara — reprezinta o singura catend de acizi nucleici (ADN/ARN) care
nu este asocitd cu o adoua catend complementara prin legaturi de baza.

Secventierea - este un proces complex si esential in biologie moleculara, care consta in
determinarea ordinii precise a bazelor azotate (adenind, timina, citozind si guanind) dintr-
o molecula de acizi nucleici (ADN sau ARN). Aceasta implica citirea si inregistrarea
secventei nucleotidelor dintr-o catend monocatenara de ADN sau ARN, permitand
identificarea exacta a ordonarii acestor nucleotide.

Stare conformationald - reprezintd o configuratie sau structura specifica in care se gaseste
o moleculd, proteina sau alt tip de macromoleculd, in functie de interactiunile si legaturile
dintre atomii si gruparile sale.

Proteine - sunt molecule complexe esentiale pentru viatd, alcatuite din lanturi de
aminoacizi conectati in secvente unice. Ele reprezintd una dintre cele mai diverse si
importante clase de macromolecule din organismele vii.

Rata de hibridizare — reprezinta viteza cu care moleculele monocatenare de ADN/ARN
formeaza perechi de baze complementare intre ele pentru a forma structura dublu-catenara
de acizi nucleici. Aceasta ratd masoara cat de rapid se realizeaza procesul de legare intre
moleculele monocatenare cu secventele lor complementare.

Transport celular - se refera la miscarea substantelor in si din celule in cadrul organismelor
vii. Existd doud tipuri principale: transportul pasiv si transportul activ.
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