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RO 126496 B1

Inventia se refera la un echipament optoelectronic, pentru determinarea variatiilor
extrem de mici de masa si/sau de grosime activa de strat biologic, cu ajutorul rezonantei
plasmonice de suprafata si constituie o aplicatie de biosenzor.

in vederea determindrii modificarilor masice si, implicit, a grosimii filmelor in zona activa
a biosenzorilor, este folosita, la ora actuala, asa numita balanta piezoelectrica, bazata pe
corelarea frecventei de rezonanta a unei placute de cuart, cu masa depusa pe cele doua fete
plan paralele ale acesteia. Pe cele doua fete, se gaseste depus un strat subtire de aur, iar
peste acesta, o substanta biologic activa. La scufundarea intr-un mediu biologic a placutei
piezoelectrice, substanta activa de pe fetele plan paralele ale acesteia interactioneaza cu
specia urmarita, cea din urma fiind retinuta pe cele doua fete ale placutei piezoelectrice, pe
care o ingreuneaza, provocand o abatere a frecventei de rezonanta de ordinul MHz, pentru
cresteri de masa de ordinul mg, ceea ce asigura o rezolutie finala si o limita de detectie foarte
bune ale metodei. Dezavantajul metodei balantei cu cristal de cuart consta in pretul de cost
relativ mare al piezooscilatoarelor aurite pe doua fete, acestea fiind elemente de uzura, putand
firefolosite un numar limitat de ori, iar lipsa standardizarii dimensionale a piezooscilatoarelor
duce la dependenta de anumiti producatori si, prin aceasta, implicit, la preturi mari. La aceasta,
se mai adauga faptul ca piezosenzori sunt deosebit de sensibili la variatii de temperatura,
determinari exacte necesitand termostatari avansate si scumpe, de asemenea, nu pot fi
utilizati ca detectoriin celule de curgere, pentru analiza continua in by-pass, deoarece traduc
cele mai mici variatii de presiune sau de debit in indicatii eronate de variatie de masa ale
speciei urmarite.

Tot in scopul determinarii grosimii filmelor, in zona activa a biosenzorilor, mai sunt
folosite aparate si echipamente bazate pe rezonanta plasmonica de suprafata (SPR), ce
permite masurarea unor variatii de masa in domeniul 10"15 g sau a unor grosimi de strat in
domeniul nm. Tehnica folosirii rezonantei plasmonice de suprafata (SPR), pentru determinarea
de cresteri de masa si de grosimi de strat, este relativ simpla si consta in transmiterea unei
radiatii monocromatice, emisa de o dioda laser sau de un LED, perpendicular pe latura unei
prisme echilaterale din sticld, latura care este acoperita cu un strat foarte subtire de metal
(zecide nm), de reguld, aur sau argint. Aceste metale au un nor de electroni liberi la suprafata,
denumiti plasmoni. Fotonii de iradiere ai radiatiei monocromatice interfereaza energetic cu
acesti electroni, iar daca sunt indeplinite conditiile rezonantei, o parte din energia radiatiei
monocromatice incidente este consumata, pentru mentinerea starii de rezonanta, radiatiei
reflectate lipsindu-i aceasta energie si, ca atare, aceasta se abate cu un anumit unghi de la
valoarea unghiului normal de reflexie. Valoarea acestui unghi de refractie este direct
proportionald cu intensitatea rezonantei plasmonice de suprafata. Rezonanta plasmonica de
suprafatd are efecte si interferente energetice si pe fata exterioara a metalului depus pe
prisma, prin asa numitul cdmp evanescent, orice modificare de masa extrem de mica, pe
aceasta fata a prismei, se reflecta in modificarea conditiilor de rezonanta si se manifesta prin
deplasarea peak-urilor din pozitia 1 in pozitia 2 (fig. 1), deplasarea acestor peak-uri fiind
proportionala cu cresterea de masa (de grosime de strat) pe suprafata exterioara a stratului
metalic. Rezonanta plasmonica de suprafata are utilizariimportante in bioanalitica, in special,
ca senzori de afinitate in analiza de interactiune biomoleculara fara markeri (BIA), pe suprafata
stratului metalic pot fi imobilizati parteneri de legare foarte diferiti. In cazul clasic, acesta este
un anticorp orientat spre o anumita proteina pe care o leaga, rezultand produse ce provoaca
cresteri masice pe suprafata metalizata a prismei, modificari care sunt sesizate prin fenomenul
de rezonanta plasmonica, care se materializeaza in modificari ale unghiului de refractie al
unei radiatii monocromatice incidente, in functie de masa speciei ce s-a depus pe suprafata
exterioara a metalului de pe prisma. Spre deosebire de piezobalanta, aplicatia rezonantei
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plasmonice de suprafatd poate fi extinsa si la celule de curgere, cu ajutorul acesteia
putdndu-se urmari cinetica diferitelor aplicatii biochimice. In cazul unor masurari unice
expresiile grafice se prezinta sub forma unor reprezentari in coordonate: unitati ale intensitatii
radiatiei reflectate (UR/) in functie de unghiul de refractie (6), iar in cazul unor fenomene
dinamice, masurate prin intermediul unor celule de curgere, expresiile grafice se prezinta sub
forma unor reprezentari in coordonate, unitati ale intensitatii radiatiei reflectate (URI) in
functie de timpul 0. Dezavantajul pe care-| prezinta acest procedeu il constituie faptul ca
activarea suprafetei prismei cu un ligand specific este greoaie, operatia necesita de regula
demontarea, urmata de timpi de uscare, care duc la scaderea productivitatii procesului. De
asemenea, uzura cauzata stratului de aur cu ocazia acestor manipulari duce, dupa un timp,
la necesitatea remetalizarii in vacuum a suprafetei prismei, operatie care este scumpa si
greoaie.

Problema tehnicéa pe care o rezolva inventia consta in determinarea rapida si precisa
a cresterii grosimii de strat, la masurari succesive independente.

in scopul materializarii inventiei, este folosita o structura modificata a aparatului clasic
de rezonanta plasmonica de suprafata, astfel:

- in loc ca aurirea sa fie realizata pe o fata a unei prisme optice, aceasta se rea-
lizeaza pe una dintre fetele plan paralele ale mai multor lamele din sticla optica, lamele ce
au suprafata auritd egald cu cea a unei laturi a prismei. In functie de situatiile analitice con-
crete, partea aurita a lamelelor se trateaza cu acelagi sau cu mai multi liganzi biologici, spe-
cifici, dupa care sunt fixate, pe rand, pe prisma de masurare, folosindu-se, pentru cuplarea
optica, un ulei cu indice de refractie mare;

- Tn locul unui goniometru electronic de mare precizie, echipat cu detector optic,
singular, specific aparatelor clasice, ce are, ca sarcind, cautarea manuald a unghiului de
refractie, obtinut ca urmare a modificarii rezonantei plasmonice de suprafatd, este folosit un
detector optoelectronic de tip diode-array, care determina indicele de refractie instantaneu,
fara cautare unghiulara, cu o rezolutie foarte mare.

Din montajul experimental, pentru masuratori succesive si independente, fac parte
o sursa de radiatie monocromatica de tip dioda laser sau LED prevazut cu un sistem de rotatie
fara divizare unghiulara, un detector optic de tip diode-array si o unitate de calcul cu un
program de achizitie si de prelucrarea datelor, iar la masuratori continue in by-pass, mai sunt
folosite suplimentar o pompa peristaltica, o celula de curgere si furtunuri siliconice, transpa-
rente, cu diametrul interior mic. Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- folosirea unor placute din sticla optica, cu fete plan paralele, din care o fata este
aurita, fixate, pe o prisma din sticla, cu un material lichid transparent, cu indice de refractie
mare, da posibilitatea folosirii succesive si rapide a mai multor lamele, pregatite, in prealabil,
cu material biologic si prin aceasta creste mult productivitatea procesului de analiza;

- evitarea auririi directe a suprafetei prismei scade costurile si timpii morti, datorati
nefolosirii acesteia in timpul procesului de aurire si creste totodata durata de viata a prismei
optice;

- face posibila folosirea aceleiasi echipari a prismei atat la masuratori succesive
independente, cat si la masuratori in situ continue, in regim de by-pass;

- folosirea unui detector optoelectronic de tip diode-array, in locul unui fotodetector
monocelular, montat pe un sistem goniometric de precizie, duce la eliminarea celui din urma,
al carui pret reprezinta circa 2/3 din pretul unui aparat actual de rezonanta plasmonica de
suprafata. in plus un detector diode-array face posibila preluarea instantanee a tuturor
unghiurilor de refractie, eliminand timpii necesari pentru cautarea si masurarea unghiului de
refractie. De asemenea, detectorul de tip diode-array face posibila urmarirea automata a unor
cinetici chimice sau chimico-biologice.
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Se d3, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei, in legatura cu fig. 1, 2 si
3, care reprezinta:

- fig. 1, schema de principiu a fenomenului rezonantei plasmonice de suprafata;

- fig. 2, schema de principiu la folosirea echipamentului pentru determinarea variatiei
de maséala masuratori succesive, independente, pe baza rezonantei plasmonice de suprafata;

- fig. 3, schema de principiu la folosirea echipamentului pentru determinarea variatiei
de masa, la masuratori continue in regim de by-pass, pe baza rezonantei plasmonice de
suprafata.

Echipamentul conform fig. 2, pentru determinarea masei (sau a grosimii de strat) sau
a urmaririi variatiei acestor marimi in timp, este format dintr-o prisma 1, din sticla optica, o
lamela 2, din sticla optica, avand o depunere 3, de aur subtire de inalta puritate pe una dintre
fete, un strat 4, biologic activ, depus pe stratul de aur, un strat 5, subtire, de ulei special, cu
indice de refractie ridicat, folosit pentru cuplarea prismei cu lamela din sticl&, un sistem 6 si
7, de strangere, un corp 8, o sursa 9, de radiatie monocromatica, de tip dioda laser sau LED,
un detector 10, optoelectronic, de tip diode-array, pentru masurarea unghiului de refractie
6, o unitate 11, electronica, centrald, si o unitate 12, de calcul, ce dispune de un soft specific
pentru achizitia si prelucrarea datelor.

Echipamentul pentru determinarea variatiei grosimii de strat, conform fig. 3, este format
dintr-o prisma 1, optica, din sticla, o lamela 2, optica, avand o depunere 3, de aur subtire, de
inalta puritate, pe una dintre fete, un strat 4, biologic activ, depus pe stratul de aur, un strat
5, subtire, de ulei special, cuindice de refractie ridicat, un sistem 6 si 7, de strangere cu colier,
un corp 8, o sursa 9, de radiatie monocromatica, de tip dioda laser sau LED, un detector 10,
optoelectronic, de tip diode-array, pentru masurarea unghiului de refractie 6, o unitate 11,
electronica, centrala si o unitate 12, de calcul, ce realizeaza preluarea si prelucrarea infor-
matiilor de la detectorul (10), optoelectronic, o celuld 13, de curgere, un recipient sau reactor
14 cu speciile biologice urmarite, o pompa 15, peristaltica, actionata cu un motor 16 electric.
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Revendicare

Echipament pentru determinarea variatiei masei gi a grosimii de strat, alcatuit dintr-o
sursa (9) de radiatie monocromatica de tip dioda laser sau LED, o prisma optica (1), un
detector (10) optoelectronic de tip diode-array, pentru masurarea unghiului de refractie, o uni-
tate (11) electronica centrala si o unitate (12) de calcul ce realizeaza preluarea si prelucrarea
informatiilor de la detectorul (10) optoelectronic, caracterizat prin aceea ca, in vederea ma-
surarii succesive, independente, a cresterii de masa sau de grosime de strat activ la bio-
senzori, este folosita o structura bazata pe fenomenul de rezonanta plasmonica de suprafata,
in care prisma (1) optica este lipita, prin intermediul unui strat (5) subtire de ulei, cu indice
de refractie ridicat, de o lamela (2) din sticla optica pe care este depus un strat (3) subtire
din aur pur, iar pe acesta, un strat (4) subtire din material biologic activ, i prin aceea ca,
in cazul folosirii structurii pentru masurari continue a grosimii de strat, este montata o celula
(13) de curgere, alimentatd de o pompa (15) peristaltica, legata in by-pass cu un recipient
sau un reactor (14) ce contine materialul biologic analizat.
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