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DESCRIZIONE dell'invenzione industriale dal titolo:

"Dispositivi microfluidici per applicazione in cam-
po biomedicale, fabbricati in materiale polimerico
composito™”

Di POLITECNICO DI TORINO, nazionalita italiana,
Corsoe Duca degli Abruzzi, 24, 10129 TORINO
CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICERCHE, nazionalita
italiana, Piazzale Aldo Moro, 7, 00185 RCOMA

Inventori designati: Candido Fabrizio PIRRI, Marzia

QUAGLTO, Stefano BIANCO, Matteo COCUZZA, Alberto

TAGLIAFERRO

Depositata il: 16 Marzo 2010
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DESCRIZIONE

La presente invenzione si riferisce a sistemi
e/o dispositivi miniaturizzati di tipo microfluidi-
co, in particolare del tipo denominato con il ter-
mine lab-on-a-chip (nel sequitc LOC), utilizzati
per applicazioni biomedicali e simili.

Tipicamente, tali dispositivi comprendono aime-
no un primo ed un secondo substrato, .collegati 1'u-
no all'altro in relazione affacciata lungo rispet-
tive superfici complementari di reciproco contatto
e definenti congiuntamente una camera o un condotto

fluidico interno al dispositive, con almenc un in-
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gresso ed un'uscita comunicante con detta camera o
condotto per l'introduzione e, rispettivamente, il
prelievo di un campione sottoposto a processo in-
ternamente al dispositivo.

Nella produzione industriale di tali microdi-
spositivi, trovano larga applicazione i materiali
polimerici, in particolare materiali polimerici
trasparenti, tra cui in particolare polimeri ela-
gtomerici, in quanto il loro impiego consente la
realizzazione del microdispositivo con tecnologie
di lavorazione semplici ed economiche, quali repli-
ca moulding, colata e stampaggio ad iniezicne.

Tuttavia, 1 materiali polimerici attualmente
impiegati presentano in generale una bassa conduci-
bilita termica. L'inerzia termica di questi mate-
riali & un importante fattore limitante nella dina-
mica di esecuzione di protocolli termici complessi,
utilizzata ad esempio in dispositivi per applica-
zioni biomedicali.

Lo scopo primario della presente invenzione &
guello di fornire dispositivi microfluidici del ti-
po sopra citato che presentano migliori proprieta
termiche, ma che possono essere ottenuti con 1'im-
piego di materiali polimerici, utilizzando cosi per

la loro produzione le convenzionali tecniche di



processo e di lavorazione dei materiali plastici.

In particolare, uno scopo dell'invenzione &
quello di fornire dispositivi microfluidici aventi
migliori caratteristiche di conducibilita termica,
senza che siano negativamente alterate le caratte-
ristiche chimico-fisiche dei materiali plastici ti-
pilicamente impiegati e che 1i rendono vantaggiosi in
gquesto tipo di applicazione, quale in particolare
la compatibilitd chimico/fisica con le sostanze con
cui il dispositivo deve entrare in contatto, le ca-
ratteristiche di bagnabilita, senza causare inibi-
zioni di reazioni chimiche e senza sostanzialmente
modificare le caratteristiche di 1lavorazione dei
materiali.

In vista di tali scopi, costituisce oggetto
dell'invenzione un dispositivo microfluidico avente
le caratteristiche definite nelle rivendicazioni
che seguono.

L'invenzione supera 11 problema della bassa
conducibiliti termica dei materiali polimerici, mo-
dificando le caratteristiche di tali materiali gra-
zie all'introduzione di nanotubi &i carbonio, pro-
ponendo cosi l'impiego di un materiale composito a
matrice polimerica rinforzato con nanotubi di car-

bonio.



In particolare, nei dispositivi secondo 1'in-
venzione, i substrati che nel dispositivo micro-
fluidico definiscono congiuntamente il canale (o 1
canali) e la camera (camere) microfluidiche sono
realizzati integralmente con i suddetti materiali
compositi.

I1 materiale composito a matrice polimerica
rinforzato con nanotubi di carbonio mostra proprie-
td di trasporto di calore migliori di guello del
polimero di partenza. Tale miglioramento si riflet-
te in una maggior wvelocita del dispositivo (LOC)
nel raggiungimento delle temperature desiderate in
cicli di riscaldamento/raffreddamento rispetto a
quanto ottenuto con il polimero puro.

L'entitd del cambiamento indotto & correlato
alla quantitd di nanotubi di carbonioc introdotti ed
alla quantitd e qualitd della dispersione del rin-
forzante nella matrice. Il miglioramento del com-
portamento del materiale riguarda inoltre anche la
migliore uniformita di riscaldamento e raffredda-
mento del materiale, con un aumento della stabilita
e del controllo del comportamento termico del di-
spositivo (o sistema) microfluidico finale.

Di conseguenza, il comportamento termico com-

plessivo del materiale composito consente benefici



rilevanti in applicazioni termiche statiche (grazie
alla migliore uniformitd di riscaldamento e raf-
freddamento) e dinamiche (grazie alla migliore con-
ducibilita termica).

I1 miglioramento nel comportamento termico in
condizioni dinamiche si traduce direttamente in una
maggiore rapiditd di esecuzione dei protocolli ri-
chiesti (ad esempio in ambito biomedicale), soprat-
tutto nel caso di termociclature e/c nell'aumento
dell'efficienza delle reazioni chimiche/biologiche
previste, grazie alla riduzione dei tempi di perma-
nenza delle soluzioni a temperature intermedie ri-
spetto a quelle di attivazione delle reazioni.

La migliore uniformita termica consente un mag-
gior livello di precisione nel gestire le fasi di
mantenimento delle temperature di termostatazione,
con la riduzione dei gradienti termici ed un mi-
glior controllo delle vreazioni chimiche/biologi-
che/biomedicali in LOC.

La matrice polimerica di partenza pud essere un
gqualunque polimero che mostri:

- compatibilitd chimico/fisica con le sostanze
con cul il dispositivo deve entrare in contatto;
- compatibilitd chimico/fisica con i nanotubi di

carbonio che in essa vengono inseriti;



-  buon livello di bagnabilita della superficie
(pura o trattata) dei nanotubi di carbonio, tale da
garantire una sufficiente continuitd nella trasmis-
sione del calore all'interno del materiale composi-
to risultante;

- di non inibire reazioni chimiche di fondamen-
tale importanza per l'esecuzione dell'attivita per
la quale il dispositivo & stato ideato;

- di avere temperature caratteristiche di lavo-
razione (temperatura di transizione vetrosa, tempe-
ratura di softening, temperatura di fusione, tempe-
ratura di degradazione, ecc.) compatibili con le
temperature previste dall'attivitd per la quale il
dispositivo & stato ideato e con i1 nanotubi di car-
bonio che in esso vengono inseriti (anche even-
tualmente trattati in superficie e/o funzionaliz-
zati}.

In particolare, 1 materiali polimerici preferi-
ti per la matrice comprendono elastomeri ed elasto-
meri termoplastici, tra cui in particolare polidi-
metilsilossano, perfluorocetilene, poliisoprene, po-
libutadiene, poliisobutilene, poliisoprene alogena-
to, polibutadiene alogenato, poliiscbutilene aloge-
nato, termopolimeri EPDM (etilene-propilene-diene},

copolimeri stirenici a blocchi o leghe elastomeri-



che; sono tuttavia altresi contemplati materiali
plastici non elastomerici, come ad esempio PMMA
(PoliMetilMetAcrilato), COC (Copolimero di Olefine
Cicliche), PVDF (PoliVinildenFluoruro), PEO (Po-
1i0ssgiEtilene), PEDOT (PoliEtilenDiOgsiTiofene),
PEDOT:PSS (lega di PoliEtilenDiOssiTiofene e Poli-
StirenSulfonato), PANI (Polianilina)}, PC (PoliCarbo-
nato), PS (PoliStirene).

I nanotubi di carbonio inseribili nella matrice
devono permettere di migliorare 1la conducibilita
termica della matrice. Dal punto di wvista chimi-~
co/fisico:

- possono essere a parete singola (SWCNTs), a pa-
rete multipla (MWCNTs), oppure appartenere (ma non
limitatamente) alle altrxe catalogazioni correlate
riportate in letteratura (double-wall carbon nano-
tubesg, buckytubes, fullerene tubes, tubular fulle-
renes, graphite fibrils, ecc.);

- possono essere cresciuti mediante qualsiasi
tecnica, quale ad esempio (ma non limitatamente)
crescita ad arco, sintesi da fiamma, ablazione tra-
mite laser, oppure attraverso decomposizione chimi-
ca da fase vapore, sia assistita tramite plasma che
non; 1 processi di crescita wutilizzati possono

sfruttare o meno la presenza di un catalizzatore



metallico;
- possono avere caratteristiche elettriche sia
metalliche che di semiconduttore;
- possono essere soggetti a trattamenti post-cre-
scita ad alta temperatura (annealing) per ottimiz-
zarne le proprietd;
- posSSono essere O meno processati per ottenere
una specifica dimensione media, sia in termini di
lunghezza che di diametro;
- possono essere eventualmente {ma non necessa-
riamente) funzionalizzati o trattati in superficie
(alle estremitid dei tubi e/o sulle pareti laterali)
per via fisica e/o chimica al fine di ottimizzarne
proprietd e/o ottimizzare la bagnabilitd;
- possono essere o meno trattati tramite surfat-
tante per migliorarne la dispersione;
- possono essere dispersi in forma di polvere,
oppure inseriti sotto forma di crescite orientate
(tappeti, colonne, bundles, ecc.);
- possono essere ingeriti direttamente nel poli-
mero o preventivamente in un solvente o altra so-
stanza, compatibile con la chimica del polimero, e
poi inseriti nell’elastomero finale.

Tipicamente, i nanotubi di carbonio sono uti-

lizzati nella matrice polimerica in quantita da



0,1% a 10% in peso, preferibilmente da 0,1% a 5% in
peso.

I1 composito pud essere preparato secondo la
metodologia pit idonea in base alle caratteristiche
del polimero che costituisce la matrice. I1 mate-
riale composito pud essere preparato mescolando ma-
nualmente {con passaggio in mortaio) o con strumen-
tazione apposita i nanotubi di carbonio con il po-
limero, in base alla gqualita finale della disper-
sione che si vuole ottenere, oppure infiltrando con
polimero le strutture di nanotubi di carbonio su
supporto.

In particolare, nel caso di matrici di materia-
1i elastomerici o di resine bicomponenti, in parti-
colare per PDMS, la preparazione del materiale com-
posito e del substrato di composito polimerico pre-
vede preferibilmente la procedura seguente:

a) inserimento dei nanotubi di carbonio nella per-
centuale di interesse nell'agente reticolante ({mi-
scelazione manuale mediante spatola o con ultrasuo-
ni);

b) inserimento del polimero nella prima miscela
(miscelazione manuale mediante spatola o con ultra-
guoni) ;

c) dispersione mediante miscelazione (e. g. manua-



le), mediante pestelli e mortaio o altri sistemi di
mescolamento/dispersione meccanici che facciano uso
di ultrasuoni o altro sistema noto nello stato del-
la tecnica;
d) degasaggio (eventualmente in vuoto) del compo-
sito;
e)] colatura in stampo;
f} degasaggio {eventualmente in vuoto);
g) reticolazione, condotta in temperatura in forno
o su piastre e permanenza alla temperatura di reti-
colazione per un tempo sufficiente all'ottenimento
del materiale reticolato, o a temperatura ambiente
se la composizione dell'elastomero lo consente. La
reticolazione finale potra altresl avvenire con mo-
dalita differenti da quella indotta termicamente
(ad es. reticolazione foto-assistita nel caso di
polimeri foto-reticolanti).

Pogssono essere o meno utilizzate strumentazioni
o procedure che consentano, dopo l'eventuale mesco-
lamento, di conservare o ulteriormente migliorare
la dispersione dei CNTs nella matrice sino al com-
pletamento del processo di preparazione del compo-
sito finale, nonché procedure per 1l'allineamento
fisico dei nanotubi stessi.

Ottenuto i1 materiale composito, la fabbrica-



zione del dispositivo utilizzando tale materiale
segue la tecnologia e i passi di processo pit ido-
nei per la realizzazione. Il dispositivo LOC viene
realizzato nella forma voluta, ad esempic (ma non
necessariamente}) attraverso casting in stampi per
compositi in matrice in resina, termoindurente o
elastomero o lavorazione mediante Hot Embossing o
altra tecnica basata su applicazione di pressione
con © senza riscaldamento.

Le geometrie delle strutture di nanotubi di
carbonio infiltrati con polimero su supporto posso-
no essere definite tramite tecniche di litografia
(ma non necessariamente). Il distacco delle strut-
ture dal supporto pud essere successivo alla defi-
nizione delle geometrie.

Nei disegni annessi:

- la fig. 1 & una fotografia che illustra due e-
sempi di dispositivo LOC per l’esecuzione di un
protocollo biologico esemplificativo (si sceglie la
reazione di amplificazione di DNA denominata Pol-
ymerase Chain Reaction - PCR) con struttura a came-
ra di reazione connessa a due fori di alimentazione
e di estrazione;

- la fig. 2 & un diagramma che riporta il con-

fronto dell'andamento in temperatura su un campione



in PDMS puro (10:1), due campioni in composito
PDMS/CNTs con 0,1% e 0,5% di CNTs, comparati con
l'andamento della temperatura misurata direttamente
sul termociclatore; e

- la fig. 3 & una fotografia che illustra 1l'esito
della corsa elettroforetica condotta sui campioni
trattati nella sperimentazione che segue, in cui:

1) condizioni standard (riferimento);

2} in dispositivo LOC fabbricato in PDMS;

3) e 4) in dispogitivi LOC fabbricati in compo-

sito PDMS/CNTs con concentrazioni pari a 0,5%
e 0,1% in peso, rispettivamente, di CNTs.

Si intende che la rappresentazione della fig. 1
& puramente esemplificativa in relazione ad un LOC
formato da due substrati accoppiati, realizzati con
il materiale secondo 1‘'invenzione definenti una ca-~
mera microfluidica.

I1 principio secondo 1l'invenzione & naturalmen-
te applicabile a dispositivi microfluidici di altra
conformazione ed eventualmente anche a dispositivi
che comprendono una pluralita di substrati impila-
ti, definenti circuiti microfluidici o camere di
reazione a diversi livelli.

Al fine di dimostrare l'ottimale comportamento

termico di dispositivi microfluidici fabbricati con



compositi caricati con nanotubi di carbonio, & sta-
ta condotta a titolo di esempio un'analisi in due
fasi, in seguito riportate come punto 1 e punto 2.
Nella prima fase (punto 1) si & verificato il
comportamento del materiale scelto e si & poli ana-
lizzato (punto 2} 1l'applicazione in un protoceollo
biologico specifico.
1. Scelta, a solo scopo dimostrativo, di compositi
polimero-CNTs a diversa percentuale di carica e va-
lutazione del comportamento termico guando sotto-
posti a termociclatura; confronto con il comporta-
mento del polimero puro:
- la scelta ricade su un composito avente come
matrice polimerica il polidimetilsilossano (PDMS)
e, come rinforzante, MWCNTs inseriti in percentuale
-in peso pari allo 0,1% e alloIO,S%; la scelta & le-
gata alla relativa semplicita del processo di
casting dell'elastomero e alla sua ottima compati-
bilitad biologica e chimica in impieghi in campo
biomedicale;
- il protocollo di termociclatura prevede il pas-
saggio attraverso tre temperature e una ripetizione
per 15 cicli;
- la prova & considerata di esito positivo se i

compositi caricati con CNTg mostrano un miglior



raggiungimento delle temperature di regime e/o un
minor tempo nel compimento del numero totale di ci-
cli, rispetto al materiale in PDMS puro.

2. Preparazione di un dispositivo microfluidico a
scopo esemplificativo, utilizzando i compositi di
cui al punto 1. Verifica del miglioramento delle
prestazioni rispetto a un dispositivo simile fab-
bricato con polimero non rinforzato:

- la scelta ricade sulla fabbricazione di un di-
spositivo microfluidico del tipo LOC;

- si sceglie di fabbricare un LOC adatto a rea-
lizzare amplificazione di DNA secondo la reazione
Polymerase Chain Reaction (PCR); questo protocollo
biologico & uno dei meglio studiati tra quelli che
richiedono passaggi termici complessi e costituisce
un riferimento affidabile e commercialmente inte-
ressante per la fase di verifica;

- il profilo termico richiesto nella termocicla-
tura della reazione PCR richiede il passagglo at-
traverso tre temperature e una ripetizione per 45
cicli;

- la prova & considerata di esito positivo se 1
compositi caricati con CNTs mostranc un risultato
migliore (aumento di efficienza del dispositivo e/o

riduzione dei tempi richiesti) nell'amplificazione



di DNA rispetto al materiale in PDMS puro. La veri-
fica avviene attraverso corsa elettroforetica.

Il PDMS & un polimero elastomericeo, disponibile
commercialmente come prodotto bi-componente. La
preparazione del dispositivo avviene attraverso 1
seguenti passi:

- miscelazione del polimero con un agente retico-
lante;

— primo degasagglo;

e passaggio in stampo, in cui si wversa la miscela
in uno stampo con geometria duale rispetto a quella
dell'oggetto che si vuole ottenere;

- secondo degasagglio;

- riscaldamento in stampo per reticolazione ad
una temperatura compatibile con quella del materia-
le che forma lo stampo stesso {ugsualmente 75°C per
45 minuti) .

Nella preparazione del composito a scopo dimo-
strativo con matrice in PDMS si procede all'inseri-
mento dei nanotubi di carbonio. La quantita di CNTs
viene calcolata come percentuale in peso. La misce-
lazione avviene prima nell'agente reticolante (1
parte in peso dell'elastomero finale) e successiva-

mente nel polimero (10 parti in peso dell'elastome-



ro finale).

La miscelazione & eseguita per via manuale in
modo da promuovere componenti meccaniche di taglio
che favoriscano la dispersione dei nanotubi di car-
bonio (ad esempio mediante pestelloc e mortaio), per
un totale di unfora circa di trattamento. Il compo-
gito cosi ottenuto viene colato negli stampi, sot-
toposto ad un secondo degasaggio e infine ad even-
tuale riscaldamento per promuovere la reazione di
reticolazione che altrimenti viene condotta a tem-
peratura ambiente. Il campione & quindi estratto
dalloc stampo e pud essere utilizzato.

I campioni preparati nel punto 1 hanno forma
guadrata di lato 1 cm e spessore pari a 1 mm. La
caratterizzazione avviene utilizzando un termoci-
clatore, in cui si imposta la sequenza termica ri-
portata nel punto 1 e si misura in tempo reale
l'effettiva temperatura del materiale.

La misura di temperatura avviene attraverso una
termocoppia, posta sulla superficie del campione
(non a contatto con il riscaldatore).

Si sceglie di variare Ia temperatura del mate-
riale secondo il profilo termico riportato nella
Tabella 1, con il passaggio attraverso tre tempera-

ture e la ripetizione per quindici cicli. Si con-



frontano 1 profili termici ottenuti per un campione
di PDMS puro (composizione 10:1), un campione con
una carica di CNTs dello 0,1% in peso ed un campio-
ne con una carica di CNTs dello 0,5% in peso.

I1 profilo termico del riscaldatore €& misurato
ponendo la termocoppia direttamente a contatto con
il termociclatore. Il risultato dell‘tanalisi & mo-

strato in Fig. 3.

Tabella 1: protocollo termico adottato perx
I'amplificazione del gene ABL.
Mantenimento 95eC 300 s
Step 1 95°C 20s
e e e e 15
Step 2 55°C § 20s
Step 3 g 72°C E 20s
Final elongation 72°C 60 s




RIVENDICAZTIONI

1. Dispositivo microfluidico comprendente almeno
un primo ed un secondo substrato, definenti con-
giuntamente un canale microfluidico, caratterizzato
dal fatto che uno o entrambi di detti substrati so-
no formati integralmente da un materiale plastico
composito, includente una matrice polimerica in cuil
sono dispersi nanotubi di carbeonio.

2. Dispositivo microfluidico secondo la rivendica-
zione 1, caratterizzato dal fatto che detto maté—
riale composito comprenda dallo 0.1% al 10% in pe-
so di nanotubi di carbonio.

3. Dispositivo microfluidico secondo le rivendica-
zioni 1 o 2, caratterizzato dal fatto che detto ma-
.teriale polimerico di matrice & scelto dal gruppo
che consiste di elastomeri termoplastici, tra cui
in particolare polidimetilsilossano, perfluoroeti-
lene, poliisoprene, polibutadiene, poliischutilene,
poliisoprene alogenato, polibutadiene alogenato,
poliiscbutilene alogenato, termopolimeri EPDM (eti-
lene-propilene-diene), copolimeri stirenici a bloc-
chi o leghe elastomeriche.

4. Dispositivo microfluidico secondo la rivendica-
zione 3, caratterizzato dal fatto che & formato in-

tegralmente da polidimetilsilossano includente da
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0,1% a 10% in peso di nanotubi di carbonio.

5. Impiego di un dispositivo microfluidico secondo
una gualsiasi delle rivendicazioni 1 a 4, per la
realizzazione di saggi comprendenti operazioni di
termociclatura.

6. Impiego secondo la rivendicazione 5, per la re-
alizzazione di saggi di PCR (Polymerase Chain Reac-

tion) .



RIASSUNTO

Un dispositivo microfluidico comprende almeno

un primo ed un secondo substrato, definenti con-
giuntamente un canale microfluidico. Detti substra-
ti sono formati integralmente da un materiale pla-
stico composito, includente una matrice polimerica

in culi sono dispersi nanotubi di carbonio.

10138585




fig. 1

temperatura [°C]

Confrondo: rame_PDMS_0.1%_0.5%

haseita rame
0.8% CNTs
0.1% CNTs
PDMS 10:1

T T T
500 1000 1500

tempo [s]

T T
2000 2500

fig. 2







