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Inventia se refera la un biosenzor miniatural, bazat pe efectul de rezonanta plas-
monica de suprafaté (SPR), destinat analizei cantitative specifice, in situ, a unei specii biolo-
gice sau chimice dintr-un mediu lichid sau dintr-un tesut viu.

in vederea determinarii concentratiei unor specii chimice sau biologice din solutii, sunt
folosite metode volumetrice, gravimetrice, spectrometrice, cromatografice, refractometrice,
polarimetrice, electrochimice, precum si metode bazate pe masurarea efectului de rezonanta
plasmonica de suprafata. Aplicatiile efectului rezonantei plasmonice sunt extrem de mari,
acestea acopera practic domeniul medical de investigare si cercetare anticorp-antigen, dar
si problemele de poluare ale mediului, precum si de analitica alimentara.

in vederea determinarii prezentei unor compusi chimici, a unor antigeni in tesuturile
vii, precum si in vederea determinarii naturii tumorilor, se procedeaz3, de regula, la analiza
sangelui, sau in cazul operarii tumorilor, la analiza de tesut prelevat din tumoare. in ambele
cazuri, metodele folosite presupun un caracter invaziv destul de pronuntat, pericole de
infectii, logistica scumpa si timpi de asteptare si de vindecare mari.

La rezonanta plasmonica de suprafata (SPR-Surface Plasmon Resonance), o radiatie
monocromatica polarizata, de tip laser, este trimisa perpendicular pe o fatd a unei prisme
echilaterale din sticld, cade pe o suprafatd subtire din aur sau argint, depusa pe o fata
adiacenta a aceleiasi prisme, de unde este reflectata total, cu un unghi egal cu unghiul de
incidenta. Fotonii radiatiei laser, ce intrd in prisma pe una dintre fetele opuse fetei cu
depunerea metalica, interfereaza cu electronii liberi ai aurului sau ai argintului si formeaza
un nor de electroni liberi, denumit "structura plasmonicéa de suprafata". 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 de argint, se extrage energia
consumata la rezonanta, in spectrul de reflexie aparand o cadere energetica ce se manifesta
printr-o abatere a unghiului de reflexie a radiatiei ce iese prin cealalta fata a prismei de sticla,
fata 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 suprafatd. Rezonanta plasmonica se manifesta si pe partea
exterioara a stratului metalic de aur sau de argint, printr-un aga numit "camp evanescent",
a carui intensitate reactioneaza extrem de sensibil cu orice modificare de masa ce are loc
pe aceasta fata exterioara. Acest fenomen sté la baza detectiei oricarei modificari de masa,
ce are loc pe aceasta suprafata. Limita de detectie a modificarilor masice masurabile se situ-
eazala nivelul de 10™"° grame (femtograme), acest principiu stand la baza celei mai sensibile
metode de bilant de masa, cunoscuta 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, plasat pe fata
prismei unde iese radiatia reflectatd si refractata. Trebuie specificat faptul ca valoarea
rezonantei plasmonice este influentata negativ de variatiile de temperatura, fapt care duce,
data fiind sensibilitatea extrema a metodei fie la necesitatea unor termostatari avansate a
mediului din zona analizata, fie la corectii ale valorilor masurate, in functie de temperatura
de lucru.

Din cererea de brevet de inventie US 2007/0065954, se cunoaste un sistem SPR,
utilizat pentru determinarea prezentei sau a concentratiei antigenelor asociate cu tumorile,
la pacientii cu cancer. Sistemul SPR cuprinde un senzor de suprafata, avand un anticorp
specific, fixat pe un substrat din aur.
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Din brevetul US 5807261, se cunoaste un senzor pentru analizarea non-distructiva,
in vivo, a tesuturilor corpului, a carui constructie este bazata pe folosirea de fibre optice, fiind
redate si mai multe variante constructive corespunzatoare.

Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, consta in cresterea preciziei masura-
torilor de plasmorezonanta, ca metoda de investigare a unor specii biologice sau chimice
dintr-un mediu lichid sau dintr-un tesut viu.

Solutia la aceasta problema consta intr-un biosenzor miniatural, avand o configuratie
specificd ce permite masurarea defazajului intre doua frecvente ale radiatiei electro-
magnetice, care permite transformarea unei marimi non-electice (temperatura in cazul de
fatd) intr-o marime electrica (frecventa in cazul de fatd), cu obtinerea unei rezolutii de masu-
rare de pana la 10°, astfel incat o variatie de 1°C a temperaturii in zona de masurare pro-
voaca o variatie de frecventd masurabila de pana la 10° Hz.

Astfel, in vederea analizei cantitative, specifice, a unei specii biologice sau chimice
dintr-un mediu lichid sau dintr-un tesut viu, cu eliminarea automata a influentei variatiilor de
temperaturéd asupra valorilor masurate, prezenta inventie se referd la un biosenzor
miniatural, format dintr-o sursé de radiatie S, ce contine doua diode 1 si 2, laser, un chopper
3, optic care comuté alternativ cele doua fascicule f, si f,, de radiatie monocromatica, de
frecvente diferite, spre un optocuplor 4, la care este conectata o fibra 5, optica, cu scindare,
prevazutd, la un capat, cu o depunere 6, subtire, de aur, avand grosimea de 30...50 nm si
lungimea de circa 10 mm, peste care este realizatd o depunere 7, subtire, biologic activa,
ce leaga specific specia urmarita, in sensul ca un anumit anticorp prezent pe depunerea de
aur, anticorp care constituie partea biologic activa, leaga antigenul corespunzator specific
acestuia, din mediul cercetat, iar la celdlalt capat, cu o unitate 8, electronica, ce masoara
defazajul intre valorile lungimilor de unda ale radiatiei incidente si valorile lungimilor de unda
ale radiatiei reflectate, si efectueaza, ulterior, raportul celor doua valori ale defazajului, in
vederea eliminarii erorii de masurare, cauzata de influenta temperaturii.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- un sistem de masurare a variatiilor extrem de mici de masa, bazat pe fenomenul de
rezonanta plasmonica de suprafata, este adus la dimensiuni micrometrice, care permit
masurari in situ, in locuri greu accesibile, inclusiv, in tesuturi vii, cu un efort invaziv minimal;

- prin inlocuirea prismei optice de la sistemul clasic, bazat pe fenomenul rezonantei
plasmonice de suprafata, cu o fibra optica, scade pretul de cost al acestor aparate;

- inlocuirea masurarii unghiului de refractie, ca expresie a modificarii masice a speciei
urmarite, cu masurarea defazarii intre valoarea lungimii de unda a radiatie incidente si
valoarea lungimii de unda a radiatiei reflectate, conduce la o crestere importanta a preciziei
de masurare;

- eroarea de masurare, cauzatd de influenta temperaturii, este eliminatad prin
exprimarea valorii marimii masurate ca raport dintre cele doua valori ale lungimilor de unda
a radiatiei reflectate si cele doua valori ale lungimilor de unda ale radiatiei incidente.

In figura, este redatd o vedere de ansamblu a biosenzorului miniatural, conform
inventiei.

in prezenta inventie, este folosit un sistem de generare a rezonantei plasmonice de
suprafat prin folosirea unei fibre optice cu diametrul de circa600 um. La o extremitate, fibra
este cuplatd la o sursa de radiatie monocromatica ce asigura iradierea monocromatica
alternativa a zonei de lucru, cu doua frecvente fixe, diferite ca valoare, cuprinse in domeniul
vizibil, una dintre frecvente fiind situata in domeniul spectral albastru si cealaltd in domeniul
spectral rogu. La cealaltd extremitate, fibra opticd are depus un film subtire de aur, cu
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grosimea de circa 30...50 nm, pe o lungime de circa 10 mm, filmul fiind depus atat pe partea
frontald, cat si pe partea cilindrica a fibrei. Pentru masuratori, suprafata aurita se acopera cu
un strat subtire de ligand specific speciei care urmeaza a se determina (de exemplu, la folo-
sirea senzorului intr-un sistem de detectare imunologic, pe stratul de aur se vafixa anticorpul
care va lega in timpul procesului de analiza antigenul specific). Dat fiind faptul c3, la fibrele
optice al caror diametru este cu circa trei ordine de marime mai mare decéat ordinul de
marime al frecventei radiatiei electromagnetice transportatd, transmisia luminii se face prin
reflexii repetate pe peretii fibrei, precum si a faptului ca, in zona aurita a fibrei optice, sunt
provocate reflexii multiple, dupa intoarcerea completa a radiatiei reflectate de pe stratul de
aur, in fibra optica, se obtine o defazare pronuntata a lungimii de unda a acesteia, fata de
lungimea de unda a radiatiei incidente. Valoarea acestei defazari este o masura a intensitatii
rezonantei plasmonice, respectiv, a masei (concentratiei) speciei urmarite ce se gaseste pe
partea exterioara a filmului de aur, in spet, a antigenului legat de anticorp.

Pezenta inventie elimind eroarea datd de influenta temperaturii asupra valorii
masurate, prin folosirea a doua lungimi de unda diferite pentru iradiere si folosirea, ca
masura a intensitatii rezonantei plasmonice de suprafata, a valorii raportului celor doua valori
ale defazari lungimii de unda a radiatiei reflectate, faté de cele doua valori ale lungimilor de
unda ale radiatiei initiale. Valorile defazarilor acestor doua lungimi de unda, provocate de
aceeasi modificare masica, sunt diferite, deoarece cele doua radiatii au frecvente (energii)
diferite, in schimb, efectul influentei temperaturii asupra valorii masurate este acelasi, in
cazul ambelor frecvente, si ca urmare, prin efectuarea raportului matematic al celor doua
valori, aceasta influenta se simplifica, dand valoarea unu care, prin inmultire cu valoarea
masuratorii, nu afecteaza rezultatul acesteia.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei, in legatura cu figura, care
reprezintd schema de principiu a biosenzorului.

Biosenzorul conform inventiei este format dintr-o sursa de radiatie S, ce contine doua
diode 1 si 2, laser, un chopper 3, optic, care comuta alternativ cele doua fascicule f, si f,, de
radiatie monocromatica, de fecvente diferite, spre un optocuplor 4, |la care este conectata o
fibra 5, optica, cu scindare, prevazuta, la un capat, cu o depunere 6, subtire, de aur, pe o
lungime de circa 10 mm si avand grosimea de circa 30...50 nm, peste care este realizata o
depunere 7, subtire, biologic activa, ce leaga specific specia urmarita, iar la celalalt capat,
cu o unitate 8, electronica, ce masoara defazajul intre valorile lungimilor de unda ale radiatiei
incidente si valorile lungimilor de unda ale radiatiei reflectate, si efectueaza ulterior raportul
celor doud valori ale defazajului, in vederea eliminarii erorii de masurare, cauzata de
influenta temperaturii.
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Revendicare

Biosenzor miniatural, pentru analiza cantitativa, specifica, a unei specii biologice sau
chimice dintr-un mediu lichid sau dintr-un tesut viu, cu eliminarea automata a influentei
variatilor de temperaturd asupra valorilor masurate, caracterizat prin aceea ca este
constituit dintr-un ansamblu format dintr-o sursa de radiatie (S), ce contine doua diode (1 si
2) laser, un chopper (3) optic care comuta alternativ cele doua fascicule (f, si f,) de radiatie
monocromatica, de frecvente diferite, spre un optocuplor (4) la care este conectata o fibra
(5) optica cu scindare, prevazuta, la un capat, cu o depunere (6) subtire de aur, avand
grosimea de 30...50 nm si lungimea de 10 mm, peste care este realizatd o depunere (7)
subtire, biologic activa, formaté dintr-un anticorp ce leaga specific specia urmarita, formata
din antigenul corespunzator din mediul cercetat, iar la celdlalt capat, cu o unitate (8)
electronica ce masoara defazajul intre valorile lungimilor de unda ale radiatiei incidente si
valorile lungimilor de unda ale radiatiei reflectate, si efectueaza ulterior raportul celor doua
valori ale defazajului, in vederea eliminarii erorii de masurare, cauzatd de influenta
temperaturii.
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