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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un biosenzor portabil pentru
determinarea variatiei de masa si/sau a grosimii de strat
ale unor specii biologic active. Biosenzorul conform
inventiei constd dintr-o structurd optoelectronica
echipatd cu sonde detagabile si schimbabile, alcatuita
dintr-un corp (1), o sursa (4) de radiatie monocromatica
de tip diod& laser sau led, o fibrd optica (5) de iradiere,
o tija (6) de legdturd, un cap optic (7) divizor, o piulitd
(8) de strangere, o sond3 (9) schimbabild ce contine
doudsprezece fibre optice (10) dispuse radial in jurul
unei optice (11) centrale, pe capétul plan al sondei (9)
fiind depus un strat (12) subtire de aur peste care este
depus un alt strat (13) subtire de material biologic activ
ceurmeazd a interactiona cu speciile biologice urmarite,
fibra opticd (11) centrald fiind cuplatd cu un detector
(12) optoelectronic de tip Diode-Array legat printr-un
amplificator (13) electronic la o unitate electronicd
digitald de achizitie, prelucrare si afigare date.
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BIOSENZOR PENTRU DETERMINAREA VARIATIEI DE MASA Sl A
GROSIMII DE STRAT

Inventia se refera la un aparat optoelectronic portabil, de tip biosenzor,
folosit pentru determinarea variatiilor extrem de mici de masa si/sau de grosime
de strat ale unor specii biologic active.

In vederea determinarii modificarilor masice si indirect a grosimii filmelor
in zona activa a biosenzorilor este folositd la ora actuald  balanta
piezoelectrica si aparate bazate pe rezonanta plasmonica de suprafata (SPR).

Balanta piezoelectrica se bazeaza pe corelarea frecventei de rezonanta
a unei placute de cuart cu fete plan paralele, pe ale carei suprafete se gaseste
depus un strat subtire de aur, iar peste acesta o substanta biologic activa. La
scufundarea placutei piezoelectrice in mediul analizat substanta activa de pe
fetele plan paralele ale acesteia interactioneaza cu specia urmarita, cea din
urma fiind retinutd pe cele doua fete ale placutei piezolectrice pe care o
ingreuneaza provocind o abatere a frecventei de rezonanta de ordinul MHz
pentru cresteri de masa de ordinul mg ceea ce asigura o rezolutie foarte buna
a metodei. Dezavantajul metodei balantei cu cristal de cuart consta in pretul de
cost relativ mare al piezo - oscilatoarelor aurite pe doua fete, acestea fiind
elemente de uzura si putind fi refolosite numai de citeva ori. La aceasta se mai
adauga faptul ca piezosenzori sint deosebit de sensibili la variatii de
temperatura, determinari exacte necesitind termostatari avansate si scumpe.
De asemenea, piezo-oscilatoarele nu pot fi utilizate ca detectori in celule de
curgere pentru analiza continua in regim de by—pass doarece convertesc cele
mai mici variatii de presiune sau de debit in indicatii eronate de variatie de
masa ale speciei urmarite.

Rezonanta plasmonica de suprafata (SPR-Surface Plasmon Resonance)
foloseste o radiatie monocromatica polarizatd de tip laser care este trimisa
perpendicular pe o fatd a unei prisme echilaterale din sticla de unde cade pe o
suprafata subtire de aur sau argint depusa pe o fatd adiacenta a aceleiasi
prisme, suprafatd de pe care este reflectata total cu un unghi egal cu unghiul de
incidenta. Fotonii radiatiei laser ce cad pe depunerea metalica de aur sau
argint interfera cu electronii liberi ai acestor metale si formeaza un nor de
electrroni liberi denumit “structura plasmonica de suprafatd”. Daca intre
electronii liberi din structura plasmonica si fotonii sursei monocromatice de
iradiere se ajunge la rezonantd din radiatia reflectatd de stratul de aur sau
argint se extrage energia consumata la rezonanta, in spectrul de reflexie
aparind o cadere energetica ce se manifesta printr-o abatere a unghiului de
reflexie a radiatiei ce iese prin cealalta fatd a prismei de sticla, fatd de valoarea
teoretica a unghiului de reflexie data de legile lui Snellius. Aceasta abatere se
manifestd sub forma unui unghi de refractie a carui valoare depinde de
intensitatea rezonantei plasmonice de suprafata. Rezonanta plasmonica se
manifesta energetic si pe partea exterioara a stratului metalic de aur sau argint
printr-un asa numit “cimp evanescent” a carui intensitate reactioneazé extrem
de sensibil la orice modificare de masa ce are loc pe aceasta fata exterioara.
Acest fenomen sta la baza detectiei modificari de masa sau dé grosime de strat
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pe aceasta suprafata. Limita de detectie a modificarilor masice masurabile se
situeaza la nivelul de 10™"° grame (femtograme) acest principiu stind la baza
celei mai sensibile metode de bilant de maséa cunoscute la ora actuala. Pentru
aplicatii concrete pe suprafata senzorului este imobilizat un receptor specific
care urmeaza a interactiona cu un potential ligand urmarit a se determina .
Daca interactiunea intervine creste proportional gradul de incarcare masica a
stratului de metal si tot proportional creste nivelul rezonantei plasmonice de
suprafatd, unghiul de refractie corespunzator acestui nivel fiind masurat
manual fie cu un goniometru optic fie automat prin intermediul unui detector
Diode - Array plasate pe fata prismei unde iese radiatia reflectata si refractata

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in realizarea unui
biosenzor optoelectronic performant, bazat pe rezonanta plasmonica de
suprafata (SPR), care permite determinarea intr-un timp scurt a modificarilor de
masa, respectiv de grosime de strat a unor specii biologic active. n acest scop
este folosit un sistem optoelectronic portabil monobloc ce are la un capat
sistemul electronic de procesare si afigsare date, iar la celalalt capat o sonda
optica, bazata pe fenomenul de rezonanta plasmonica de suprafata, ce se
scufunda in mediul urmarit.

Biosenzorul propriu-zis, ce formeaza obiectul inventiei, este format
dintr-o sursa de radiatie monocromatica de tid LED sau dioda laser ce transmite
radiatia luminoasa printr-o fibra optica flexibila la un cuplor optic ce permite
conectarea rapida si pe rind a unor sonde interschimbabile bazate pe
fenomenul  de rezonanta plasmonica de suprafata , sonde care se prezinta
sub forma unor de tije cilindrice, cu camasa inoxidabila 1in interiorul careia exita
un pat polimeric in care se gaseste distribuit circular un pachet de
dousprezece fibre optice subtiri ( zeci de ym) in jurul unei fibre optice centrale de
diametru mai mare ( sute de ym). La capatul opus fixarii in cuplorul optic
sonda prezintd o suprafata circulara plana pe care este depus un strat subtire
de aur pur, iar peste acesta este depus in laborator un strat subtire ce contine
componentele biologic active ce urmeaza a interactiona cu specia sau speciile
urmarite. In urma iradierii luminoase a stratului subtire de aur dinspre cele
douasprezece fibre optice are loc excitarea plasmonica de rezonanta, iar
raspunsul sistemului este transmis prin fibra optica centrala, printr-un anumit
unghi de refractie, unghi masurat de catre un detector optoelectronic de tip sir
de fotodiode (diode—array), ce are In compunere cca 4.000 de fotodiode.
Detectorul converteste valoarea unghiului de refractie intr-un fotocurent a carui
valoare reflecta marimea acestui unghi care la rindul ei este proportionala cu
modificarea grosimii stratLllul biologic activ. Rezolutia unor asemenea sisteme
poate ajunge pini la 10"°g (femtogram).

Prin aplicarea inventiei se obtin urmatoarele avantaje:

- serealizeaza un biosenzor optoelectronic portabil bazat pe fenomenul de
rezonanta plasmonica de suprafata folosit pentru determinarea cresterilor
de masa sau a grosimii de strat la masurari rapide in -situ

- se pune la punct un sistem de lucru cu chituri interschimbabile folosind in
acest scop niste sonde cu pachete de fibra optica, sistem care permite
pregatirea prealabila a mai multor substraturi active biologic fiind posibil
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lucrul in serie, determinarile  durind in aceste conditii maxim citeva zeci

de secunde fiecare.

- se elimina prisma optica scumpa si voluminoasa din sistemul clasic de
masurare

- folosirea unui detector optoelectronic de tip diode-array, de inalta
rezolutie, face posibilda preluarea concomitenta a tuturor unghiurilor
de refractie cu efecte deosebit de favorabile asupra productivitatii i
asupra posibilitatii urmaririi proceselor de transformare cu cinetica rapida

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legatura cu:

- Figura 1 care reprezintd o vedere a biosenzorului portabil miniatural
bazat pe fenomenul de rezonanta plasmonica de suprafata .

- Figura 2 care reprezintd o schema de principiu a biosenzorului portabil
miniatural bazat pe fenomenul de rezonanta plasmonica de suprafata. a)-
diagrama de inregistrare unica, b)- diagrama de inregistrare in timp.

Biosenzorul pentru determinarea variatiei de masa si/sau a grosimii de strat

conform inventiei este format dintr-un corp 1 prevazut cu display 2 alfanumeric
si tastatura 3, o sursa 4 de radiatie monocromatica de tip dioda laser sau
LED, o fibra 5 optica de iradiere, o tija 6 de legatura, un cap 7 optic divizor, o
piulita 8 de stringere, o sonda 9 schimbabilda cu alte sonde ce fac parte dintr-
un set, fiecare sonda din set fiind formata din douasprezece fibre 10 optice
subtiri  dispuse radial in jurul unei alte fibre 11 optice centrale de diametru mai
mare, un strat 12 subtire de aur depus pe capatul plan al sondei 9 si un strat
13 s ubtire de material biologic activ ce urmeaza a interactiona cu speciile
biologice urmarite, strat depus la rindul lui pe suportul de aur. Fibra optica
centrald 11 este cuplatd cu un detector 14 optoelectronic de tip Diode - Array
legat printr-un amplificator electronic 156 la o unitate electronicd digitala de
achizitie , pretucrare si afisare date.

Modul de lucru cu acest biosenzor este foarte simplu. Se prepara in
laborator componentele biologic active impreuna cu substratul de fixare a
acestora dupa care acestea se intind in strat subtire pe stratul de aur pe tot
setul de sonde interschimbabile disponibile si se usuca la temperatura
prescrisd. Dupa uscare, oricare din sonde poate fi cuplata la aparat prin
fixarea si stringerea acesteia cu piulita 8 pe corpul de legatura 6. Inainte de
scufundarea sondei 9 interschimbabile in mediul biologic analizat se initiaza
electronic o diagrama de rezonanta plasmonica pentru a obtine peak-ul de
calibrare |, fig. 2a, dupa care se scufunda sonda in mediul analitic $i la un timp
prescris se executd o noud inregistrare a unei diagrame de rezonanta
plasmonicd pentru obtierea peak-ului de masurare Il, fig. 2a. Diferenta
ungiulara intre peak-u | si peak-ul |l este convertita electronic fie in unitatii de
variatie masica fie Tn unitati de grosime de strat si afisata electronic pe display-u
2 alfanumeric al aparatului. In cazul urméaririi unei cinetici a evolutiei speciei
biologice vizate se prescrie din tastatura 3 a aparatului timpul de citire, ca
urmare memoria stocheaza perechile de valori masa si /sau grosime de strat in
functie de timpii de citire corespunzatori, iar pe display-ul 2 alfanumeric apare
afisata evolutia graficd a variatiei masei si/fsau a grosimii de strat la fiecare
timp citit.
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REVENDICARE

Inventia  Biosenzor pentru determinarea variatiei de masa si a grosimii
de strat, caracterizata prin aceea ca in vederea realizarii unui biosenzor bazat
pe rezonanta plasmonicd de suprafata, echipat cu sonde detasabile si
schimbabile, este folositd o structurd optoelectronica compacta portabila
formata dintr-un corp (1), o sursa (4) de radiatie monocromatica de tip dioda
laser sau LED, o fibra (5) opticd de iradiere, o tija (6) de legatura, un cap (7)
optic divizor, o piulitd (8) de stringere, o sondd (9) schimbabild ce contine
douasprezece fibre (10) optice dispuse radial in jurul unei alte fibre (11) optice
centrale, un strat (12) subtire de aur depus pe capatul plan al sondei (9), peste
acest strat fiind depus in laborator ori de cite ori este necesar un strat (13)
subtire de material biologic activ ce urmeaza a interactiona cu speciile biologice
urmarite, la rindul ei fibra (11) optica centrala este cuplatd cu un detector (12)
optoelectronic de tip Diode - Array legat printr-un amplificator (13) electronic la
o unitate electronica digitala de achizitie, prelucrare si afisare date.
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