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DESCRIPCION

Sistema de deteccion y cuantificacion de material bioldgico constituido por uno o mas sensores 6pticos y una 0 mas
fuentes de luz, proceso asociado y aplicaciones relacionadas.

Campo de la Invencién

La presente invencién se relaciona con un nuevo sistema y proceso capaz de analizar muestras moleculares organicas
o soluciones compuestas bilégicas acuosas con base en métodos colorimétricos (deteccion, cuantificacion e
identificacion) utilizando una estructura de silicio amorfo pi’ii'n altamente sensible a la luz visible con una combinacion
de silicio amorfo y semiconductores activos con base en cerdmicas como detectores y nanoparticulas metdlicas como
nanosondas que contienen las especies que se van a analizar, ademas del uso de una luz monocromatica roja o azul
suministrada por un diodo o laser que emite luz. El sistema antes descrito es capaz de detectar y cuantificar las
diferencias colorimétricas producidas por soluciones que contienen nanosondas, preferiblemente oro.

Estas sondas pueden funcionalizarse con oligonucleétidos especificos, complementarios con secuencias de ADN/ARN,
proteinas, y por ejemplo anticuerpos y/o antigenos relacionados con ciertas enfermedades, u otras muestras o
soluciones de composiciones biologicas, y puede aplicarse en diversas areas de la biotecnologia, incluyendo la
biomedicina.

Resumen de la Invencién

La presente invencion se relaciona con un sistema y proceso para la deteccion y/o identificacion cualitativa y cuantitativa
de una muestra o solucién acuosa de composiciones biol6égicas, como por ejemplo secuencias especificas de acidos
nucleicos presentes en muestras bildégicas, que cuando se funcionalizan con nanosondas metdlicas, cambian sus
rangos de absorcién/emision de acuerdo con las reacciones quimicas.

El proceso de deteccion y cuantificacion se basa en la respuesta de un fotosensor, estructuras pi'ii'n singular o
integrada, con base en la tecnologia de pelicula delgada de silicio amorfo, nanocristalino o microcristalino y sus
aleaciones, asi como en los nuevos semiconductores activos ceramicos, tales como 6xidos, amorfos o no amorfos
capaces de detectar 6pticamente la luz absorbida/emitida.

La estructura del fotosensor detecta y cuantifica la variacidon de color, asociada a una referencia (sefial de la fuente de
luz). Esta variacién de color es causada por nanosondas de metal, siendo este preferiblemente oro, cuando se
funcionalizan con la muestra o la solucion acuosa de composiciones bioldgicas, como por ejemplo oligonucleétidos
complementarios a secuencias especificas de ADN/ARN que van a se investigadas.

La respuesta de deteccién corresponde a la diferencia entre los valores de referencia (haz de luz directamente sobre el
sensor) y los valores después de la introduccion del liquido biolégico.

Esta sefial analdgica se condiciona apropiadamente mediante la electronica apropiada y se presenta en forma analdgica
o digital.

La sefial resultante, a través de la seleccion apropiada del algoritmo de calibracién de correccion, es proporcional a la
concentracion de la muestra bioldgica funcionalizada en las sondas.

El sistema referido y el proceso de deteccién y/o identificacién y proceso de cuantificacion resultante del analisis
molecular de la muestra o solucién acuosa de la composicién biolégica tiene aplicacién en biotecnologia, incluyendo
biomedicina, como por ejemplo, en la cuantificacién y detecciéon de secuencias de acidos nucleicos presentes en una
muestra bioldgica.
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Antecedentes de la Invencién

Actualmente, en muchos diagnésticos clinicos y de laboratorio de muestras bilogicas, se requieren sistemas simples de
bajo coste, con la posibilidad de cuantificar cantidades muy pequefias de una forma rapida y confiable.

Entre estos, se pone gran interés en la identificacion de &cidos nucleicos, ADN/ARN, y/o proteinas, por ejemplo
anticuerpos y/o antigenos relacionados con cierta enfermedad.

Los &cidos nucleicos son el material genético de cualquier organismo viviente, que contienen informacion especifica que
permite su caracterizacion completa. Por lo tanto, es posible identificar secuencias caracteristicas para cada ser
viviente, a partir de las cuales puede obtenerse informacion relevante: identificacion de secuencias; identificacion de
mutaciones que pueden causar enfermedades; deteccion de agentes patogénicos tales como bacterias y virus, etc [1].

La mayor parte de las técnicas de caracterizaciéon conocidas para secuencias de ADN/ARN se basan en al hibridizacion
selectiva y especifica de pequefios oligonucledtidos (sondas) con la secuencia complementaria de ADN (objetivo).
Actualmente, los métodos de fluorescencia o radioactividad son los mas utilizados para la deteccidon de secuencias
especificas por hibridizaciéon. Sin embargo, se verifica que estas técnicas son costosas y extremadamente lentas [2, 3].
Ademas, las técnicas de hibridizacion necesitan una cantidad significativa de objetivo para obtener una sefial. Siguiendo
este procedimiento estas técnicas son susceptibles principalmente de aplicarse después de un proceso de amplificacion
del acido nucleico a partir de la muestra en cuestién, a través de la técnica de reaccion en cadena de polimerasa-PCR.
El PCR permite la amplificacién de numero de moléculas de ADN disponible, imitando lo que sucede en el proceso de
multiplicacion de las células en un organismo.

Las nuevas técnicas de amplificaciéon en tiempo real (por ejemplo PCR en tiempo real) ofrecen un alto nivel de
automatizacion y disminuyen el tiempo necesario para la amplificacién y deteccién. Con el uso de estas técnicas,
también es posible obtener resultados cuantitativos.

No obstante, a pesar de los altos costes asociados con los equipos y para las pruebas, estas tecnologias presentan una
gran desventaja, la cual evita un uso mas amplio en los laboratorios, el manejo de muestras, puesto que se requieren
muestras altamente purificadas lo cual requiere personal y laboratorios equipados altamente especializados [4] [5].

Més recientemente, los chips de ADN (microgrupos de sensores integrados) han ganado alguna popularidad. Su
principal aplicacion ha estado en los estudios de expresidén genética, donde los chips ofrecen andlisis simultaneos de
diversos genes para una muestra simple. Basicamente, esta técnica se basa en la hibridizacion simultanea y un alto
numero de muestras con cantidades minimas de muestra.

Ha pesar de todo esto, la etapa de amplificacion es aun requerida. Adicionalmente, el contenido del chip es todavia un
problema que debe resolverse, ademas de que es una tecnologia costosa, puesto que estos chips no son reutilizables

[6].

Se han desarrollado varios métodos colorimétricos para la deteccién de &cidos nucleicos [7-10]. Algunos de estos
métodos se basan en las propiedades 6pticas (resonancia de plasmon en superficie) de oro u otras nanoparticulas
metalicas [11-12], en funcién de su forma y tamafio.

Estas nanoparticulas de oro u otro metal, tal como plata o aleaciones plata-oro son extremadamente sensibles a los
cambios en el medio, presentando una variacién de color, de rojo a azul en el caso del oro. La variacién de color puede
ser el resultado de la agregacion de varias particulas, por ejemplo, mediante la accion de una cadena de ADN no
complementaria.

El cambio de color es una respuesta macroscopica originada a partir de un fenémeno de escala nanomeétrica, cuando el
ADN/ ARN puede comportarse en una forma complementaria o no complementaria. Para cada una de estas reacciones
existe una respuesta de sistema de sensor diferente para la absorcion de la luz incidente.
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Haciéndolo asi, la hibridizacién de sondas de ADN o ARN enlazadas a particulas de oro para la identificacion de
secuencias especificas es una técnica de bajo coste y facil de utilizar, que podria ser una alternativa para los métodos
convencionales. No obstante, aunque la técnica basada en nanoparticulas de oro es bastante sensible y de bajo coste,
aun requiere la necesidad de registrar la variacion de color. Aun mas, si el objetivo presenta solamente un cambio de
color pequefio en relacién con la sonda, la desviacion del pico maximo (color) puede detectarse solamente a través de
equipos con alta sensibilidad, involucrando también algunas limitaciones (tales como la gran cantidad de liquido
bioldgico requerido y la necesidad de una resolucién de alto espectro).

Por otro lado, ademés de la deteccion de la desviacién en relacion al pico, estas técnicas son incapaces de suministrar
informacién cuantificada, en términos de la variacién de intensidad asociada con un color o una desviaciéon de color
dados.

Actualmente, hay varios documentos que describen técnicas relacionadas en esta area:

Asi, el documento correspondiente a la patente US2006127931 se refiere a un proceso de deteccion de la luz
transmitida asociado con varias nanocavidades. En este caso el confinamiento de la luz, asociado a la areas
donde se localizan las particulas, es detectado midiendo la reduccion de la luz transmitida a través de una
estructura fotonica. Este proceso se optimiza para el rango de longitudes de onda entre 1400 y 1600
nanometros. El proceso de las nanocavidades y la guia de onda no se considera en la presente invencion.

El documento de patente DE102004015272 esté& relacionado con biosensores que utilizan CMOS (semiconductor metal-
oxido complementario) como tecnologia que pretende determinar la presencia de ADN que hibridiza con moléculas
objetivo colocadas en el fotodiodo. De esta manera no es posible reutilizar el sensor, ni es posible cuantificar la sefial, ni
es posible es determinar la desviacién de color. Aun ms, no utilizan nanosondas de particulas metdlicas en el proceso
de deteccion. Las sondas/muestras analizadas estdn enlazadas a un electrodo el cual genera una sefial eléctrica. La
estructura es diferente de la propuesta en esta invencion, puesto que se basa completamente en al tecnologia CMOS.
El documento de patente US2005046847 trata de un método para la iluminacion y deteccion de ADN Optica considerada
de bajo costo y respuesta rapida. El sistema se basa en el barrido de grupos integrados de sensores con base en
sistemas microelectromecénicos. En esta invencion, las fuente de luz que se van usar son mdltiples y se conmutan
entre ellas mismas, de tal manera que el mismo biosensor puede ser iluminado por mas de una fuente de luz, o una
fuente de luz puede iluminar varios biosensores. Ademas, utiliza filtros para la discriminacion de las diferentes
longitudes de onda y/o discriminacion de la polarizacion del haz de luz. Finalmente, puede aun incluir microlentes para
enfocar la luz incidente. Sin embargo esta tecnologia no se aplica a los componentes en nanoparticulas y difiere de la
presente invencion en los siguientes aspectos: las propiedades 6pticas de la muestra en estudio tienen que ser
analizadas después de la iluminacion Optica, por lo tanto es necesario un postprocesamiento/analisis de la muestra. No
esta presente en el método la aplicacion de nanoparticulas metalicas/oro. La estructura es formada por dos matrices,
una que contiene las fuentes de luz y la otra que contiene los detectores, por lo tanto es diferente a la presente
invencion.

El documento W00075276 se refiere a un dispositivo para la deteccion de ADN basado en un sensor de arseniuro de
galio. En este caso, la sonda de ADN se absorbe directamente sobre la superficie de una capa superior del sensor, la
cual es una capa conductora de semiconductor degenerada, o una capa aislante o semiaislante.

La deteccién se hace por hibridizacién del ADN con el sensor y se controla por la variacion de la corriente después de la
aplicacion de un campo eléctrico, o viceversa. El material y la estructura utilizados también son diferentes. Por lo tanto,
este sistema es completamente diferente del propuesto por que esta basado en el cambio de conductividad del medio.

El documento DE10142691 reivindica un dispositivo para la deteccién de la reaccién bioguimica y la medicion por
transmision de luz a través de poros del sustrato de reaccion. Esta invencion utiliza silicio poroso y deteccién por
iluminacion, y por tal razon difiere sustancialmente de la invencion reivindicada en el presente documento.

El documento W02004044549 presenta métodos y composiciones para deteccion, en el cual un detector universal, que
contiene sondas, se incuba con moléculas marcadas. Este método hace uso de marcadores pero no especifica el
método de deteccidn usado (colorimétrico, impedancia, etc.).

4
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El documento EP0667398 describe métodos y dispositivos para la deteccion de secuencias especificas de ADN sin
tener que utilizar marcadores quimicos, utilizando solamente técnicas de hibridizacién. La presente invencion difiere del
documento publicado puesto que no existe un método automatico para al deteccién de la hibridizacion, por lo tanto no
existe fuente de iluminacién, ni un dispositivo para capturar la reacciones que suceden. La hibridizacion tiene que ser
registrada visualmente.

El documento DE10161529 describe un biosensor para el registro e identificacion de moléculas de ADN, llevando a
cabo la inmovilizacién de la muestra en una cavidad recubierta con oro que trabaja como sonda, la cual contiene un
fotodiodo. lluminando la muestra, las sefiales Opticas son detectadas por un fotodiodo. Este invencién difiere
sustancialmente de la presente invencién propuesta especialmente con respecto a las sondas conectadas al detector y
también al disefio de la estructura. También la fuente de luz no puede iluminar directamente la unidad de deteccion, lo
gue es diferente de la presente invencion.

El documento EP0248690 trata de métodos y dispositivos para la identificacion de acidos nucleicos virales en ambientes
biolégicos. Aunque se refiere a la posibilidad de utilizar un método colorimétrico, es muy diferente de la presente
invencién por su estructura y método de deteccion.

El documento CN1661094 se relaciona con un método para la deteccion de mutacion de genes por combinacién de:
amplificacion de los alelos especificos, nanosondas de oro y método colorimétricos. Sin embargo, el proceso descrito
difiere sustancialmente del presentado aqui puesto que no especifica el método de deteccion de la hibridizacion. La
hibridizacion sera registrada visualmente. No existe fuente de iluminacién, ni un dispositivo para capturar las reacciones
gue suceden.

El documento US2006014237 presenta un sistema de deteccion para agentes biolégicos por combinacion de: diodos de
emision de luz para exponer intermitentemente las muestras a radiacion electromagnética, circuitos para proporcionar la
exposicion y los fotodetectores para detectar las emisiones fluorescentes resultantes de la exposicién a la radiacion. El
sistema descrito difiere del presentado aqui puesto que no se utiliza para la deteccion de acido nucleicos, ni se usan
procesos de hibridizacién o sondas metélicas y los fotodetectores se utilizan para la deteccién de fluorescencia.

El documento WO 03/046527 describe un sistema donde la sondas inmovilizadas sobre una fibra dptica se exponen a
una muestra la cual por reconocimiento del analito cambia el acoplamiento 6ptico entre una fuente de luz y el detector.
Los detectores utilizados son uniones p/n estdndar que tienen una respuesta maxima alrededor de 800 nm.

El documento US 2005/0157301 describe un sistema de deteccién de fluorescencia donde las muestras son sometidas
a una radiacion, generando fluorescencia la cual se detecta por ejemplo por parte de un fotodiodo. Este detector no
discrimina la longitud de onda.

El documento US2006028955 presenta un analizador Optico para muestras biol6gicas, quimicas y bioquimicas para
medir el nivel de grasa y azlcar en sangre. Este sistema utiliza diodos de laser y fotosensores que permiten que el
analizador lleve a cabo andlisis por medicion de absorbancia. Este sistema difiere del presentado aqui puesto que no es
utilizado para la deteccion de éacidos nucleicos, y por lo tanto no utiliza técnicas de hibridizacion ni nanosondas
metalicas.

El andlisis de las muestras biolégicas, por ejemplo en el caso de especifico de ADN/ARN vy proteinas, se utiliza en
andlisis forense, diagnostico clinico y mercados de laboratorio e investigacion. Actualmente, estas técnicas se utilizan
para la el diagnostico de enfermedades infecciosas, aunque el diagnostico de cancer y la genética (investigacion)
representan areas relevantes de aplicacién. Las principales industrias que usan actualmente métodos de deteccion de
muestras biolégicas, como por ejemplo en el caso especifico de ADN/ARN y proteinas son:

e Organizaciones de defensa - asuntos asociados con la bioseguridad han provocado el incremento de la
investigacion por soluciones rapidas y confiables de pruebas de ADN/ARN, especialmente en los Estados
Unidos.
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e Instituciones medicas = se utilizan para diagnostico medico, ha saber para la seleccion de enfermedades
genéticas o identificacién de agentes patogénicos.

e Organizaciones de investigacion y desarrollo > muchas pruebas moleculares de hacen utilizando deteccion de
ADN para propdsitos de investigacion.

e Centros de salud y laboratorio para seleccion y analisis de enfermedades infecciosas.

e Organizacion Mundial de la Salud.

e Organizaciones gubernamentales y no gubernamentales para la detecciéon, combate y erradicacion de
enfermedades patogénicas.

Ademas de estas industrias, que ya usan métodos de deteccion de muestras bioldgicas, como por ejemplo, en el caso
especifico de ADN/ARN vy proteinas, también hay nuevos segmentos que son capaces de hacer uso de estas pruebas,
tales como:

e Industria de alimentacion - control de calidad a productos, a través de la toma de muestra de productos y
andlisis de laboratorio.

e Industria farmacéutica, pruebas de cuantificacion de la accion de liberacién de farmacos.

e Industria veterinaria/agricola > para la deteccién de agente patogénicos, ha saber en el caso de la industria
agricola para la deteccion de organismos genéticamente modificados.

Las pruebas de muestras bioldgicas, como por ejemplo, en el caso especifico de ADN/ARN y proteinas ya se usan
ampliamente en un amplio campo de aplicaciones, sin embargo, debido a los costos asociados y a las dificultades de
manejo de las muestras, el campo de aplicacion esta limitado.

La presente invencion tiene el objetivo de desarrollar un sistema simple y barato que permita la “sustitucién” de
cualquier sistema de deteccién (por ejemplo, un espectrofotdbmetro convencional) por un fotodetector de alta
sensibilidad, en un amplio rango de longitudes de onda desde el infrarrojo hasta el ultravioleta, capaz de suministrar una
informacion cualitativa y cuantitativa con base de en la hibridizacion especifica y selectiva de sondas funcionalizadas
con nanoparticulas de oro, o cualquier otro metal, para la deteccion de muestras bioldgicas, como por ejemplo, en el
caso especifico de secuencias especificas de ADN/ARN, de una manera mas rapida y, al menos, tan confiable como los
métodos existentes.

Este nuevo método, que combina dos tecnologias, puede llevar a reduccion significativas en costes y en tiempo por
andlisis de muestras biol6gicas, como por ejemplo, en el caso especifico de ADN/ARN, y por lo tanto, permite que este
tipo de pruebas moleculares sean logradas en practicamente cualquier lugar del mundo.

Ademas, también es posible tener una versién autoalimentada del sistema sensor, para aplicaciones de prueba rapida
del tipo SI/NO asociando el fotodetector con un componente que opera en modo fotovoltaico, presentando una
caracteristica de portabilidad al sistema.

Descripcion General de la Invencién

La presente invencion reporta un sistema integrado, con la posibilidad de ser autoalimentado, para la deteccién y
cuantificacion de muestras bioldgicas, por ejemplo, en el caso especifico de secuencias especificas de acidos nucleicos,
hasta aproximadamente docenas de fentomoles, haciendo uso de nanosondas metalicas, preferencialmente oro.

El sistema de deteccion se basa en la respuesta de un sistema sensor 6ptico singular y/o integrado con una fuente de
luz monocromética controlable.

La fuente de luz estd hecha de laseres de estado sélido de baja energia (mayor precision en la respuesta), diodos
emisores de luz organicos o inorganicos, cuyo rango de longitudes de onda cubre el rango del espectro visible (400 a
800 nm), a saber los colores azul, verde y rojo. En este ultimo caso, la luz puede ser incluso colimada y/o pulsada.

En cualquier caso, es posible tener una “fuente de potencia de iluminacion integrada” altamente exacta en cuanto se
refiere a los datos cuantificacion, que involucra aplicaciones fijas.
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La luz emitida puede enfocarse sobre la muestra, con o sin el uso de microlentes. En un caso concreto especifico,
donde el haz de luz tiene una forma circular, las dimensiones del haz de luz incidente estaran siempre por debajo de
hasta 2 mm de didametro, o en el caso donde se proyecta la linea de luz, la anchura de la linea esta por debajo de 2 mm
y la longitud puede ir hasta 100 mm, en funcién del tamafio del sistema sensor integrado usado.

Los valores de la intensidad de la fuente de luz son controlables entre 0.01 mW/cm? hasta 100 mW/cm?.

La fuente de luz puede ser o no pulsada con el fina de eliminar el ruido asociado con la luz ambiental. En este caso la
frecuencia de la sefial pulsada puede variar entre 10 Hz y 2000 Hz.

El sistema fotosensor sencillo o integrado esta basado en la tecnologia de pelicula delgada de silicio nanoamorfa,
nanocristalina o microcristalina y sus aleaciones [14-17] asi como en nuevos semiconductores ceramicos activos
amorfos y no amorfos, tales como éxido de multicomponentes 1IGZO, I1AgZ0O, SnZIO, GZIO, CuOlZ, GITO, etc, capaces
de detectar 6pticamente la luz absorbida/emitida.

Este sistema de fotosensor detecta y cuantifica cambios de color, asociados con una referencia (sefal de la fuente de
luz) causados por nanosondas funcionalizadas con muestras organicas o solucion acuosa de composiciones bioldgicas.

Los fotosensores que se utilizan estan basados en estructuras sencillas o pi'ii'n integradas y/o MIS [18-22].

Para las estructuras de sensores sencillas, son capaces de detectar la luz transmitida en (o “emitida”) a través de la
muestra, generando una sefial eléctrica, corriente o voltaje, cuantificable que es funcién de la intensidad de la fuente luz
utilizada, de la concentracion de la composicién bioldgica que se va a analizar y de la localizacion de la longitud de onda
del pico, para el rango de respuesta espectral del sistema sensor.

Para optimizar la relacién sefial/ruido, la corriente de saturacion de los fotosensores debe ser tan pequefia como se
posible. La sefial medida por los sistemas de fotosensores individuales permite una deteccién cuantitativa y cualitativa
confiable. La confiabilidad y exactitud del método requiere el uso de un minimo de 10 sensores integrados en el mismo
tablero, de tal forma que se determinen limites de control confiables para el conjunto logrado de mediciones llevadas a
cabo (informacion estadistica).

El sistema sensor individual tiene las siguientes caracteristicas funcionales:

a) responsividad de 10 a 108, para niveles de iluminacién entre 0.01 mW/cm? hasta 100 mW/cm?;

b) relacion sefial a ruido mayor de 3 dB, para niveles de iluminacién superior a 0.01 mw/cm?;

c) tiempos de respuesta mayores de 50 ps;

d) corrientes de saturacién menores de 10" A/lcm?;

e) detectividad (unidad cmHz>?/W) superior a 10™ para el pico de la respuesta espectral;

f) posibilidad de desplazar el pico de la respuesta espectral en un rango 100 nm, mediante un dispersion
apropiada del sistema sensor.

En este sistema sensor, el pico de la respuesta espectral se ajusta en un amplio rango (400 a 800 nm) mediante
seleccion apropiada de composicion de la capa fotosensitiva 0 mediante el uso apropiado de estructuras en tandem del
fotodiodo y en un rango mas estrecho (100 nm), variando la polarizacién del sensor.

El sustrato donde el sensor o grupo de sensor esta depositado es transparente para el rango de longitudes de onda de
interés, siendo posible crear microsurcos sobre el lado opuesto, donde el deposito del sensor tiene lugar.

Los microsurcos consisten en obtener cavidades de forma cénica con un diametro inferior a 3 mm y centrados en el
vértice con el centro geométrico del sensor, de tal manera que trabaje como un contenedor de la solucion bioldgica. Por
este método, el acoplamiento optico entre la luz transmitida a través de la muestra al sensor también se optimiza y la
cantidad de composicion biolégica utilizada en el andlisis se reduce sustancialmente.

En el caso de utilizar mas de un sensor individual de estructura pi'ii'n y/o MIS, pueden conectarse, en serie 0 en
paralelo, y la sefial eléctrica resultante, corriente o voltaje, se puede acoplar con los circuitos de acondicionamiento de
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la electronica, integrados con el sensor (aplicacion ASIC-Circuito Integrado Especifico) o conectado externamente al
sensor.

Ademas de utilizar estructuras sencillas, podemos utilizar estructuras integradas, ajustadas para diferentes picos de
respuesta espectral-hasta un méaximo de 4, y con electrodos de salida transparentes, diferenciados por capas activas
diferentes que constituyen los sensores apilados. Este tipo de estructuras permiten el control asociado a la informacion
de un color dado y determina su variacion incremental. En este caso, es posible organizar esta estructura en
disposiciones lineales integradas, para detecciéon multiple y simultanea la cual, ademas de incrementar la confiabilidad,
incrementa la exactitud de los datos cuantificados. Estos significa, que las mediciones son relativas y no absolutas,
siendo por lo tanto independientes de todas y de cualquier variacion de la fotocorriente (fotovoltaje) debida al
envejecimiento o problemas de degradacion del sensor. En el caso del sensor integrado, este esta compuesta bien sea
por grupos de diferentes nanosensores dispuestos en una forma lineal o matricial, o colocados en dos tableros
diferentes, uno encima de otro y desplazados, o sino, producidos sobre el mismo tablero, en un estructura de tandem.
Como un sensor integrado, surge o no la posibilidad de tener la electrénica apropiada para el acondicionamiento de
sefal en bebida.

En cada uno de los tableros de circuitos que contienen los fotosensores, el pico de respuesta espectral se optimiza con
el fin de maximizar la sefial de respuesta para una muestra funcionalizada dada para la fuente de luz correspondiente
seleccionada. Haciéndolo asi se reduce el error del proceso de cuantificacion.

El rango de respuesta de la banda de longitud de onda para cada sensor integrado en un tablero de circuito dado esta
tal que, la intensidad de la sefial asociada con el pico de uno de ellos es al menos 10 veces mayor que la sefal
detectada por otro detector.

Los sensores integrados pueden disponerse en forma lineal o matricial, donde cada uno de los sensores ocupa un area
minima que puede ser alrededor de 0.3 mm?, separados por el doble de la distancia del tamafio del haz 6ptico incidente.

Los sensores integrados pueden estar dispuestos como tdndem o en estructura apilada. En este caso, el sensor que da
hacia la muestra que va a ser analizada (sensor frontal) deberia tener como capa sensible un material con una brecha
Optica y espesor mayor que los otros de los sensores por debajo del mismo.

Los sensores integrados exhiben las mismas caracteristicas funcionales que los individuales.

Por deformacion por polarizacion apropiada es posible desplazar el pico de absorcion bien sea para sensores
individuales o integrados, con el fin de obtener la maxima fotorrespuesta posible para una muestra de prueba dada
(diferencia entre la sefial que viene de la fuente de luz y la sefial detectada por la muestra funcionalizada).

Como fotosensores utilizamos dispositivos basados en semiconductores con pi'ii'n, MIS y otras estructuras similares,
con alta responsividad en el rango de longitud de onda entre los 400 nm y los 800 nm, donde las letras p y n se refieren
a los contactos de carga inyector/colector; la letra i’ es la capa intrinseca basada en una aleacidon que contiene silicio, y
otros materiales tales como carbono. i se refiere a la capa fotosensible con respuesta espectral sintonizable, como una
funcion de su composicion. Para la estructura MIS, M se refiere a un contacto tipo metalico, | se refiere a una monocapa
compuesta de un elemento dieléctrico, con propiedades de alto aislamiento, y S se refiere a al capa fotosensible con
pico de absorcidn sintonizable, como funcién de su composicion.

Los sensores antes descritos utilizan silicio y sus aleaciones como semiconductores activos en formas de estructura
amorfas, nanocristalinas o microcristalinas, asi como 6xidos tales como 1ZO, ZGO, IGZ0, I1AgZO, SnZIO, GZIO, CuOIlZ,
GISnO para trabajar como contactos eléctricos altamente conductivos y transparentes [23-25] y también como un
elemento activo de claves de conmutacion (transistores de pelicula delgada) entre sensores integrados e individuales o
de matriz/arreglo [26-28].

El proceso de produccion de los materiales descritos méas arriba se basa en técnicas quimicas, fisicas o fisicoquimicas,
tales como deposicion de vapor quimico asistida por una radiofrecuencia o plasma de radiofrecuencia ultraalta (PECVD
deposicién de vapor quimica potenciada por plasma); deposicion de vapor quimica asistida por alambre caliente (HW-
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CVD); deposicién de vapor quimica asistida por luz ultravioleta o microondas; desintegracion dc o rf asistida o no por un
campo magnético; sol-gel; recubrimiento por rotacion, pirolisis por aspersién; crecimiento atomico epitaxial; evaporacion
térmica asistida por filamento caliente o haz de electrones; crecimiento electroquimico, chorro de tinta.

Las temperaturas de proceso utilizadas para fabricar los diferentes componentes de los sensores individuales o
integrados (de ahora en adelante siempre denominados sensores) varia entre 20 °C y 400 °C, en funcién de su
funcionalidad y comportamiento eléctrico esperados. De acuerdo a lo que se ha descrito previamente los sensores
pueden producirse en cualquier tipo de sustrato tal como celulésico (papel); polimérico (plastico); vidrio; ceramico y
metalico, teniendo dimensiones méximas de 10 x 10 cm.

La extraccion de sefial de estos sensores se hace utilizando peliculas metélicas altamente conductoras, tales como Cr o
Ag, o peliculas de 6xidos transparentes de alta conductividad, de estructura cristalina o amorfa, tales como ZGO o 1Z0.

En sensores con una estructura pi'ii'n, el contacto p deberia ser suficientemente conductivo y exhibir una brecha 6ptica
que permita la coincidencia apropiada para la siguiente capa semiconductora en la estructura. Ademas, deberia tener
un espesor que permita un control apropiado de la respuesta espectral hacia el rango de longitud de onda de 400 nm.
Por otro lado, el contacto n dopado deberia exhibir también rendimientos similares a los previamente descritos para el
contacto tipo p, pero ahora, para controlar la respuesta espectral en el rango de longitud de onda cercano a la regién
infrarroja cercana (alrededor de 800 nm).

En los sensores con una estructura pi'ii'n, la capa i’ deberia ser hecha de una aleacién (por ejemplo: silicio-carbono, si
se pretende optimizar la respuesta hacia el area de azules o de silicio germanio, si se pretende optimizar el pico de
respuesta hacia el area del infrarrojo cercano). El espesor de esta capa deberia ser tal que deberia permitir el control de
la anchura de la banda de absorcion.

En los sensores con unas estructura pi'ii'n la capa i’ deberia estar hecha de silicio nanoestructurado, cuyo control de la
brecha éptica se hace bien incrementando el contenido de hidrogeno o por adiciéon de pequefios aditivos al proceso de
deposicion, tales como metano o germanio. En esta estas condiciones seria posible controlar la posicion del pico de
respuesta espectral. El espesor de la capa deberia, en estas condiciones, exceder siempre el anterior.

En estos sensores con un estructura pi'i'n, la segunda capa i’ deberia ser hecha de una aleacion (por ejemplo: silicio-
carbono, si se pretenden optimizar la respuesta hacia las de azules, o silicio-germanio si se pretende optimizar el pico
de respuesta hacia el area del infrarrojo cercano). El espesor deberia ser tal que permita controlar la anchura de la
banda de absorcién pero siempre mas pequefio que el anterior. Haciéndolo asi, seria posible tener una estructura con
un rango de respuesta de banda ancha o estrecha. Por otro lado, la sintonizacion final de la posicion del pico se haria
deformando la estructura (directa o inversa).

En los sensores con una estructura pi'ii'n, el espesor total de la estructura puede ser tan delgado como 0.3 micrometros
o tan grueso como 30 micrémetros, en funcién del tipo del materiales utilizados, si es amorfo o microcristalino.

De los sensores con una estructura MIS, la capa M deberia ser hecha de un metal altamente conductivo con una alta
funcion de trabajo (por ejemplo: oro o platino) y suficientemente delgado para ser transparente a la longitud de onda de
luz de interés (tipicamente, el espesor del orden de nanémetros) y al mismo tiempo para garantizar el efecto de
rectificacion deseado.

En los sensores con una estructura MIS, la capa | debe hacerse de un material individual o de multicapas dieléctrico
altamente compacto y denso y con resistividad eléctrica alta (por ejemplo, diéxido de silicio o diéxido de tantalio;
alimina de titanio/oxido) pero suficientemente delgado para permitir el proceso de transporte del portador por
sintonizacion.

En el sensor por una estructura MIS, la capa S deberia estar hecha de una aleaciéon de semiconductora, o no (por
ejemplo: silicio-carbono, si se pretende optimizar la respuesta hacia el area de azules, o silicio-germanio, si se intenta
optimizar el pico de respuesta hacia el area del infrarrojo cercano), lo que permite el crecimiento de una pelicula gradual
o abrupta entre dos capas adyacentes, en términos de brecha 6éptica (la capa | y el contacto “transparente” del
electrodo). El espesor del semiconductor deberia ser tal que deberia permitir el control de la anchura de la banda de
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absorcion. Al hacerlo asi, seria posible tener estructuras con una respuesta de banda de rango amplio o estrecho. Por
otro lado, la sintonizacién fina de la posicion del pico se haria deformando la estructura (directa o inversa).

En términos de sistemas de sensores de capa multiple tAndem/apilados, también pueden contener una estructura de
pasador que trabaje como un dispositivo fotovoltaico, capaz de autoalimentar el sistema. Su integraciéon (numero de
celdas interconectadas en serie y su dimensién) se hace de acuerdo con las especificaciones para la polarizacion
buscada, altamente relevante en sistemas portatiles.

Cualquiera de las estructuras previamente definidas puede ser encapsulada, por ejemplo por laminacion.

La sefial eléctrica (corriente o voltaje) se procesa de tal forma que los resultados mostrados aparezcan en forma
analdgica o digital, como se describié previamente para el caso de sistemas sensores individuales.

Para cada uno de los casos previamente referidos, los sensores producidos tienen una variacion monoténica de
corriente (o voltaje), que es capaz de ser trasladada completamente a una funcion polinémica hasta de grado 4 y ser
linealizada (o representada por una funcion de orden X, en la cual x varia entre 1 y 0.5) por rangos de longitud de onda
bien definidos.

Cualquiera que sea el caso previamente referido, la deteccién puede hacerse en modos de corriente directa o alterna.
En el primer caso es necesario tener en cuenta la fotosefial de fondo de referencia del ambiente, mientras que para el
segundo caso esto no es necesario.

La presente invencion se relaciona con un sistema y el proceso de la deteccion e identificacion cualitativa y/o
cuantitativa de una muestra biolégica o de una solucion acuosa de una composicion biolégica que cuando se
funcionaliza con nanoparticulas metalicas (por ejemplo secuencias especificas de acidos nucleicos presentes en
muestras biol6gicas), cambia su propio rango de absorcidon/emision como funcidn de las reacciones quimicas.

Existe un cambio de color, el cual es una respuesta macroscépica de un fenémeno que ocurre a escala nanométrica.
Para cada una de estas reacciones corresponde una diferente respuesta de absorcién/emision de luz incidente.

La sonda esta compuestas de nanoparticulas de metal con tamafios de didmetro entre 5 y 30 nanémetros unidas por
ejemplo a una secuencia conocida de ADN/ARN de acuerdo con el estado de la técnica [9, 11, 13] que exhiben un color
gue depende de la composicién metélica, tamafio y geometria tales como nanoparticulas de oro o aleaciones de oro.
En el caso de nanoparticulas de oro el color es rojo. En este caso el pico absorcion se localiza entre 500 y 550
nanometros, de acuerdo con la resonancia plasmddica de la superficie. Para otros colores, resultantes del uso de otros
metales diferentes al oro, los desplazamientos del pico de absorcion a otras longitudes de onda varian desde 400 nm
hasta 800 nm, en brechas que pueden ser de alrededor de 50 nm de anchura, para cada caso especifico.

El mecanismo de deteccion se basa en las propiedades 6pticas de estas sondas funcionalizadas puesto que el pico de
absorcion cambia con funcién de la proximidad entre las particulas, regulado por ejemplo, por secuencias de ADN/ARN,
variando las fuerzas idnicas del ambiente donde estan contenidas las nanoparticulas.

Asi, cuando se preparan y funcionalizan diversas sondas de muestras biolégicas que contienen nanoparticulas de oro y
un ADN/ARN dado, después de la adicién de la sal es posible observar un cambio de color en el caso de un resultado
negativo y ningin cambio de color en el caso de un resultado positivo.

El cambio de color es una respuesta macroscopica que se deriva de un fendmeno que ocurre a una escala nanomeétrica,
donde el ADN/ARN puede reaccionar de una forma complementaria 0 no complementaria. Para cada una de estas
reacciones, hay una respuesta diferente correspondiente de absorcion a la luz incidente.

El espectro de absorcion de la muestra compuesta por las sondas de nanoparticulas de oro y las soluciones de
composiciones bioldgicas acuosas, tales como pruebas de ADN/ARN vy sal, representan dos maximos de absorcién con
una funcién Gaussiana como comportamiento cuyo pico esta centrado entre 510 y 540 nanémetros, que representa la
interaccion entre la sonda y el ADN/ARN en una forma complementaria (positiva), o centrado entre 615 y 645
nanometros, lo cual representa reacciones no complementarias (negativas).
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Por lo tanto, el color de la fuente de luz monocromatica que se va a utilizar tiene que escogerse de acuerdo con las
sondas funcionalizadas y las muestras bioldgicas seleccionadas, de una forma complementaria. En el caso de una
muestra de color rojo (pico de respuestas espectral alrededor de 630 nm), se obtiene un alto nivel de absorcion en las
region espectral asociada con el color verde, esto es alrededor de 525 nm. Por lo tanto, debe seleccionarse una fuente
de luz para la regién asociada al verde.

La repuestas de deteccién corresponde a la diferencia entre los valores de referencia (haz de luz proyectado
directamente sobre el sensor) y los valores obtenidos después de la inclusion del liquido biolégico funcionalizado con
las nanoparticulas. Esta sefial andloga se procesa apropiadamente mediante la electronica adecuada y se presenta de
forma andloga digital.

El condicionamiento electrénico de la respuesta de la sefial involucra el uso de un circuito comparado al electrénico, que
permite establecer la diferencia entre la sefial de referencia y la sefial de respuestas del haz de luz después de pasar
por la composicion biolégica funcionalizada con nanosondas. La sefial Optica de excitacion puede se continua (dc) o
pulsada (ac), que pasa a través de un filtro electronico de paso de banda estrecho, y la sefial analoga electronica es
subsecuentemente amplificada y/o convertida en otra forma de sefial andloga o digital, de acuerdo con el formato de
presentacion deseado.

El sistema de deteccidn se basa en un fotosensor que mide la diferencia de intensidad de luz de un haz de luz de
radiacibn monocromética después de pasar a través de una muestra liquida bioldgica, por ejemplo un ADN mezclado
con una nanosonda en el rango de temperatura de 5 a 45 °C.

La sefial resultante de vida a la seleccién correcta del algoritmo de calibraciéon de rectificacion, es proporcional a la
concentracion de la muestra bioldgica.

Para cada uno de los casos anteriormente referidos, los filtros de paso de banda se utilizaran o incorporaran cada vez
gue se pretenda utilizar el sensor en ambientes de luminosidad no controlada, cuando pretendemos optimizar la
resolucion minima de los fotosensores, especialmente cuando se utilizan sefiales de luz de excitacién continua. En este
caso los filtros coincidir con la fuente de luz utilizada.

Para cada uno de los casos anteriores, la sefial electrénica que proviene del fotosensor o fotosensores, puede guiarse a
través de una matriz de transistores de pelicula delgada basados en éxidos i6nicos semiconductores y eventualmente
almacenados en un registrador de desplazamientos.

Para cada uno de los casos previamente referidos, la sefial electrénica recibida por el sensor puede compararse,
adquirirse, amplificarse o filtrarse mediante electrénica externa al sensor o embeberse en la misma. En caso se usaran
circuitos comparadores y puertas l6gicas basadas en 6xidos transparentes idnicos, cuando se procese la sefial y
durante la conversién A/D.

Por lo tanto, el sistema de deteccion desarrollado se basa en un sistema de fotosensores que mide la diferencia de
intensidad de luz de radiacion monocromatica, después de pasar a través de nanosondas no funcionalizadas y
funcionalizadas con una muestra liquida bioldgica, por ejemplo ADN, en un rango de temperatura de 5 a 45 °C.

Al mismo tiempo el fotosensor se conecta con un circuito electrénico (por ejemplo un amplificador sincrono), o se integra
con un conmutador (transistor de pelicula delgada) y un circuito comparador y un amplificador de pelicula delgada el
cual permite obtener los resultados de las pruebas, de una forma singular o secuencial, bien sea utilizando un sistema
discreto o integrado (disposicion lineal de sensores subsecuentes, con la repuesta de pico espectral desviada, de
acuerdo con el rango de longitudes de onda que se van a analizar), en términos cualitativos y/o cuantitativos. También
tiene que sefialarse que la medicion llevada a cabo es relativa, y por lo tanto no depende de posibles degradaciones del
sensor con el tiempo. Esto incrementa la confiabilidad de los datos.
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La intensidad del haz de luz que alcanza el sensor en su region de longitud de onda, varia como funcion de las
interacciones con la muestra debidas a que el pico de absorcién maxima del liquido es el mismo o es cercano al del haz
de luz, derivado de la presencia de las nanoparticulas de oro.

El liquido biolégico se coloca en el lado opuesto del fotosensor en el cual toma lugar la deposicién de las capas del
fotosensor obteniendo la ventaja de que el liquido no esta contacto directo con el sensor, sino mas bien esta en contacto
con el lado libre del sustrato. Este hecho permite reutilizar el fotosensor, implicando un coste menor en el uso del
sistema. Por otro lado el area de contacto de las nanosondas funcionalizadas con el sensor es lo suficientemente
grande para permitir que se obtengan resultados rigurosos en una forma cualitativa y cuantitativa, sin necesidad de
utilizar grandes cantidades en la prueba.

Estos sensores permiten la deteccién de un cambio de color asociado con un proceso quimico, generando un sefial
eléctrica cuantificada, como funcion de:

- Longitud de onda de la luz emitida/absorbida por el medio;

- Desplazamiento del pico de absorcion, como una funcién de la sefial de referencia;

- Intensidad de la sefial emitida/absorbida, como una funcién del nimero posible de fentomoles que pueden ser
detectadas;

- Desplazamiento de la sefial electrénica detectada (corriente o voltaje) por mas de un sensor, colocados en
estructuras de capa miltiple o integrados en disposiciones lineales per que tienen diferentes picos de
absorcion desviados/desplazados. En este caso, una de las estructuras muestra una respuestas espectral
amplia y la otra (u otra) una respuestas espectral de banda estrecha, lo cual es una funciéon de un grupo de
niveles de deteccion que deben ser discriminados;

- Respuesta de frecuencia como funcion de la distorsion aplicada al sensor;

- Respuesta de intensidad de pico del sensor, controlada, como funcién del voltaje de distorsion aplicado.

Utilizando este detector se espera obtener los siguientes resultados:

- Incremento en la sensibilidad (tan baja como fentomoles de objetivo)

- Reducir la cantidad de liquido biologico necesario para cada prueba (muestras);

- Capacidad de miniaturizacion;

- Reutilizacién del sistema (la deteccion se hace en la parte posterior del sustrato transparente donde el
fotosensor se deposita, de tal forma que no hay contacto directo entre el compuesto bioldgico y el material
semiconductor), lo cual es una enorme ventaja en relacion con todos los sistema de hibridizacién conocidos en
un medio heterogéneo-chips, microdisposicién de sensores integrados, membranas;

- Posibilidad de tener una version portatil y autoalimentada del sistema, para pruebas rapidas, tales como del
tipo SI/NO (un modo fotovoltaico de funcionamiento esta adherido dentro del fotosensor, en casos donde el
tiempo de respuesta es suficiente para la aplicacion prevista);

- Sistema autoalimentado (integracion del sistema/sensor fotovoltaico);

- Capacidad de reutilizacion;

- Bajo costo.

Descripcion de las Figuras

La Figura 1 representa una posible configuracién del sistema de deteccién e identificacion de secuencias de nucledtidos
desarrollado-integracién del proceso quimico con el fotosensor.

A-sistema de deteccion.
B-mecanismo de deteccion.

En la parte superior del sistema de deteccion, se monta una fuente de luz de radiacion monocromética (1), como por
ejemplo un laser, el cual se pulsa mecanicamente con la ayuda de un monocromador (2), de manera que se reduzca el
ruido y los efectos de la luz ambiental. El fotosensor se coloca en la parte inferior de la estructura (3), donde se coloca la
gota que contiene el liquido bioldgico (5). El fotosensor (6 y 7) se conecta a un amplificador sincrono (4) que permite
obtener los resultados de las pruebas. El liquido biol6gico (5), lo sonda y la muestra para probar, como por ejemplo
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secuencias especificas de ADN/ARN, proteinas, se coloca sobre la superficie del fotosensor (6). Esta configuracion
tiene la ventaja de que el liquido no esta en contacto directo con el sensor, sino mas bien en contacto con el sustrato
transparente vitreo, lo que permite la reutilizacion del fotosensor. El numero (7) corresponde a la estructura (capas) de
las cuales esta hecho el sensor.

La Figura 2 representa la estructura de capas de los dispositivos presentados como fotosensores en la Figura 1 por lo
niameros 6y 7.

Como fotosensores utilizamos dispositivos basados en estructuras de tipo pi'ii'n, (Figura 2a) y MIS (Figura 2b)
depositado sobre un sustrato transparente.

En la Figura 2a) las letras p y n asociadas respectivamente con los nimeros 9 y 13 se refieren a los contactos de carga
inyector/detector, los nimeros 10 y 12 corresponden a la letra i’ y se refieren a la capas intrinsecas obtenidas a partir de
una aleacion; 11 corresponde a la letra i, y se refiere a la capa fotosensible de respuesta espectral ajustable, de acuerdo
con su composicion.

Las capas 8, 14 y 15 corresponden a los contactos del fotosensor.

En la Figura 2b) de las estructuras MIS, 16 corresponde a M lo que se refiere a un contacto tipo metdlico, 17
corresponde a |, lo que se refiere a una nanocapa formada por un elemento dieléctrico, con altas propiedades de
aislamiento y 18 corresponde a S la cual se refiere a una capa fotosensible de pico de absorcion ajustable, de acuerdo
con su composicion.

La Figura 3 representa un esquema posible del circuito electrénico simple utilizado para la adquisicién y procesamiento
de la sefial del fotosensor, el cual sustituye la electronica externa mostrada en al Figura 1 por el numero 4.

Por lo tanto un sensor (6, 7) se conecta a una fuente de voltaje (19) con el fin de proceder con su polarizacién. Esta
fuente sera controlada por un micro controlador (24) sabiendo que la polarizacién del sensor que se va a usar depende
de los andlisis que van a llevarse a cabo.

Existe un filtro (20) a la salida del sensor el cual permite reducir el ruido (luz ambiental) y optimiza la resoluciéon minima
para la adquisicién de resultados cuantitativos. Subsecuentemente, la sefial eléctrica es amplificada por un circuito
amplificador (21) y se compara con un circuito comparador (22) a una sefial de referencia (23)-respuestas cualitativa,
esta sefial también se controla por un microcontrolador (24), la cual se envia subsecuentemente al microprocesador
para el almacenamiento de datos extraprocesamiento y conversion A/D.

En el caso de tener un circuito compuesto por una disposicion lineal integrada de sensores, existira un circuito de
conduccién, compuesto por una clave de conmutacion (transistor de pelicula delgada) e integrado directamente con el
sensor. Sobre él, pueden integrarse ahora el circuito comparador y amplificador de la sefial resultante dentro del sensor.

La Figura 4 representa la estructura del dispositivo de una forma integrada, donde (6) representa el sustrato, como en la
Figura 1; (25) la electronica (clave de conmutacion) con base en los éxidos idnicos transparentes con el de llevar a cabo
el procesamiento de la sefial, como se muestra en la Figura 3; (26) una estructura de aislamiento; (27) el contacto
frontal; (28) el fotosensor con la estructura mostrada en la Figura 2; (29) contacto transparente posterior.

Descripcion Detallada de la Invencién

Como se explico previamente los componentes principales del sistema son una fuente de luz monocromatica, el
fotosensor descrito y la electrénica adecuada para el procesamiento y adquisicion de los resultados.

Subsecuentemente, se hace una descripcién detallada de una posible configuracion de la presente invencién, ahora que
pueden existir diversas configuraciones dependiendo de varios factores, tales como el tipo de fuente de luz (laser o
diodos emisores de luz), tipo de electronica utilizada para el procesamiento de la sefial, tipo de fotosensor usado
(individual o integrado), etc.
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Se usa un fotosensor sencillo de silicio amorfo (6 y 7a) con una estructura pi'i'n depositada sobre un sustrato de vidrio
en el cual la respuesta espectral maximo puede ajustarse en un rango amplio del espectro visible tal como 530
nanémetros.

La fuente de luz (1) es un laser monocromatico de longitud de onda cercana a la seleccionada anteriormente, tal como
532 nm (luz verde) y potencia tal como 5 mW, colocada perpendicular al fotosensor (6 y 7a) descrito previamente con
una estructura tal como una estructura pi'ii'n, de tal forma que la luz incidente apunta exactamente sobre el centro
geométrico del fotosensor (6 y 7a), reduciendo asi la cantidad de luz reflejada cuando pasa a través del liquido biolégico
(5). La distancia es variable, como funcién de la fuente de poder de luz (1) entre 5 cm y 30 cm, preferiblemente 15 cm.

La longitud de onda de la fuente de luz (1), como por ejemplo 532 nm, corresponde con el pico de respuesta espectral
optimizado del fotosensor, y se selecciona de una forma complementaria de acuerdo con las nanosondas metalicas
usadas como se ha descrito previamente.

Pueden utilizarse sistemas de guia de luz, tales como fibras 6pticas o lentes con el fin de optimizar la cantidad de luz
incidente sobre la muestra.

La fuente de luz (1), como se describié previamente se pulsa a una frecuencia de por ejemplo 130 Hz, con el fin de
eliminar el ruido asociado con la luz ambiental, siendo capaz por lo tanto de utilizar fuentes de luz continuas (1) y hacer
uso de técnicas de pulsacion eléctricas 0 mecanicas (2) para este haz de luz monocromatico incidente utilizando
aparatos externos (por ejemplo un monocromador, con el fin de pulsar mecanicamente la sefial).

También, con el fin de reducir los efectos de la luz ambiental, pueden usarse filtros dpticos (20) los cuales estan
sintonizados especificamente para este fuente de luz (1), (por ejemplo, laser monocroméatico de longitud de onda de 532
nm) para utilizarse en la prueba.

El fotosensor (6 y 7) se deposita sobre la parte inferior de la estructura (3) y se optimiza para la fuente de luz (1)
seleccionado de tal forma que se utilice en la prueba que esta siendo realizado. Si se requiere el desplazamiento del
pico de la respuesta espectral del fotosensor (6 y 7) a otro rango, entonces pueden utilizarse fuentes de voltaje (19) con
el fin de proceder a su polarizacion y de esta manera desplazar la respuesta espectral del fotosensor (6 y 7) al rango
deseado.

Esta fuente de voltaje (19) se regula manualmente, puesto que la polarizacién del sensor (6, 7) depende de los andlisis
gue se van a llevar a cabo.

El liquido biolégico (5) se coloca en el lado opuesto del sustrato donde la estructura del fotosensor fue depositada
(estructura pi’ii'n descrita previamente) obteniéndose a la ventaja de que el liquido no esta en contacto directo con el
sensor, sino mas bien en contacto con el posterior del sustrato que contiene el sensor. Este hecho permite reutilizar el
fotosensor implicando un costo méas bajo en el uso del sistema. Por otro lado el &rea de contacto es lo suficientemente
grande para permitir resultados cualitativos y cuantitativos rigurosos y asi no hay necesidad de utilizar una gran cantidad
de muestra, permitiendo también una reduccién de costes asociada con la muestra.

La fuente de luz (1), que esta localizada perpendicular al sensor, emitira una radiacién que pasa a través del liquido
bioldgico (5) colocado sobre la superficie posterior del sustrato que contiene el foto sensor.

La luz no absorbida por la gota de liquido biolégico (5) pasa a través del sustrato vitreo (6) y es absorbida por el
fotosensor, lo que convierte la sefial de luz en una fotocorriente y/o un fotovoltaje (sefial eléctrica).

La sefial eléctrica adquirida por el fotosensor (6 y 7) es comparada, sustraida, amplificada o filtrada por circuitos

electrénicos externos al sensor, utilizando amplificadores sincronos (4), regulados a la misma frecuencia que la fuente
de luz (1), obteniéndose asi los resultados de la sefial eléctrica generada por el fotosensor (6 y 7).
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La respuesta de deteccion (Rpet) se mide como funcion de la variacion de corriente o voltaje del dispositivo, especificos
para cada longitud de onda e intensidad de luz utilizadas, que representa la diferencia entre los valores de referencia, lo
gue significa el valor de la lectura del haz de luz proyectado directamente sobre el sensor (Rrer) Y €l valor de la lectura
después de haber colocado el liquido bilégico sobre el sensor (Rapn)-

RoeT = Rrer - Rapn
1. Fabricacion y preparacion de la muestra:

Pueden utilizarse diversos tipos de muestras bioldgicas sobre el sistema, y por lo tanto el caso de la identificacion del
acido nucleico (ADN/ARN) se sefiala como caso de estudio.

La muestra de ADN/ARN se extrae de sangre, saliva, etc., por procedimiento utilizados cominmente, por ejemplo, con
kits de purificacion existentes. Subsecuentemente, la muestra se purifica, y al etapa de purificacion puede ser o no
necesaria. En el caso de ARN la etapa de amplificacion no es necesaria.

2. Preparacion de las muestras que contienen sondas de nano particulas

El ADN/ARN purificado se mezcla entonces con sondas de nanoparticulas, donde las nanoparticulas estan hechas de
oro u otros metales, de acuerdo con el siguiente proceso:

El ADN/ARN, combinado con la sonda de nanoparticulas de oro, se expone durante 10 minutos a 95 °C con el
fin de desnaturalizar la doble cadena y/o estructura secundarias del ADN/ARN. Inmediatamente después, la
muestra se deja enfriar durante 30 minutos a temperatura ambiente permitiendo que el ADN/ARN
desnaturalizado se hibridice especificamente con la sonda de nanoparticulas de oro.

Se afiade entonces un electrolito (esto es NaCl) hasta una concentracion final de 2 M.
Después de 15 minutos a temperatura ambiente (entre 5 y 45 °C) es posible observar los resultados como funcién del
cambio colorimétrico.

3. Adquisicién de los resultados

Luego, el liquido biolégico, que contiene las muestras de acido nucleico que van a ser detectadas o identificadas junto
con las respectivas sondas de nano particulas de oro, se coloca sobre la parte posterior del fotosensor del sustrato, y se
revela el resultado.

Por lo tanto, cuando se estan preparando diversas solucion que contienen sondas de nanoparticulas de oro y muestras
de ADN/ARN, y después de que la adicion de sal es posible para observar los resultados, como un cambio de color en
el caso de ser negativo o permaneciendo el color igual en el caso de ser positivo, lo que se caracteriza por que el
fotosensor tiene diferentes sefiales eléctricas para cada caso. Esto corresponde a dos comportamientos lineales
diferentes de los fotosensores, respectivamente para el cambio de color (asociados con la longitud de onda) y cambios
en la intensidad de la luz “emitida” por las nanosondas .

Ejemplo

De acuerdo con lo que se ha descrito previamente en la descripcién detallada, la configuracion mostrada en la Figura 1
fue escogida para este Ejemplo.

Se utilizo un fotosensor de silicio amorfo sencillo, depositado sobre un sustrato vitreo (6); la fuente de luz (1) escogida

fue un laser de estado solido con una longitud de onda de 530 nm, la cual esta asociada a la respuesta espectral
maxima del fotosensor [29].
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La fuente de luz (1) es pulsada mecanicamente a una frecuencia de 130 Hz y el fotovoltaje generado por el fotosensor
se mide con la ayuda de un amplificador sincrono (4) utilizando la frecuencia de pulsacién de laser como referencia.

La luz “emitida” no absorbida por las nanosondas pasa a través del sustrato vitreo (6) y es absorbida por el fotosensor,
la cual convierte la sefial en una fotocorriente o fotovolataje. Puesto que el fotosensor trabaja en el modo fotovoltaico,
no es necesaria una fuente de poder para alimentarlo. La luz emitida por el laser trabaja simultdneamente para inducir la
variacion en la absorcién del liquido biolégico, asi como para activar el fotosensor.

La respuesta de deteccion (Rpet) se midié como funcion de la variacion de corriente del dispositivo, significando la
diferencia entre los valores de referencia, el valor de diferencia entre la lectura del haz de luz proyectado directamente
sobre el sensor (Rgeg) y el valor de la lectura después de haber colocado el liquido biologico sobre el sensor (Rapn).

RpeT = Rrer - Rabn

Aunque los valores de los pardmetros Rapn- Rrer han sido leidos en el modo de fotocorriente, los resultados obtenidos
tienen unidades de voltaje, debido a la conversion llevada a cabo por el amplificador sincrono (4).

Los resultados tiene un comportamiento lineal fuerte como funcién de la concentracion de la sonda, siendo posible
hacer una focalizacion apropiada con un factor de correlacion, mejor de 0.97.

Y(x) =-0.74 + 0.72x

Este hecho satisface la ley de Lambert-Beer, donde el incremento en la concentracion de la sonda se traduce en un
incremento en la absorcion de luz incidente, un hecho que maxima la diferencia de los valores entre Rapn Y Rrer.

El sistema propuesto se aplico efectivamente para la deteccion de ADN. La sonda fue disefiada para ser
complementaria con una regidon gendmica especifica de la subunidad B de la ARN polimerasa de Mycobacterium
tuberculosis (agente de tuberculosis). Los resultados fueron obtenidos midiendo las respuestas del sensor a los cambios
de color de una solucién blanco, ADN no complementario y ADN complementario.

En esta prueba, se prepararon 4 soluciones, manteniendo la concentracion de la nanosonda de Au constante a 2.5 nm,
a saber: solucion reguladora (solucién 1), la cual se utiliza para evitar variaciones mayores en el pH de la solucion;
muestra con ADN no complementario (solucién 2); muestras con ADN complementario de M. tuberculosis (soluciones 3

y 4).

Los resultados muestran que los liquidos utilizados absorben la radiacion incidente. Esto sucede puesto que el
fotosensor utilizado cubre la region del espectro visible completa, teniendo su pico optimizado para la region verde, de
tal forma que aunque el cambio de color implica una diferencia en la absorcién del compuesto biolégico, el fotosensor
continuara obteniendo una sefial. Entre tanto, el blanco y el ADN no complementario absorben mucha menos radiacion
de la fuente de luz permitiendo una diferencia en la lectura cuando se comparan con el ADN complementario.

La diferencia en la lectura entre la soluciones 3 y 4 es también una prueba de que el sistema permite la cuantificacion
de las muestras, de acuerdo con la seleccién adecuada de un algoritmo de calibracién.

En términos del liquido que forma una gota sobre la superficie del sensor, la influencia del efecto gota existe. Este
fendmeno fisico es debido tanto a la diferencia en indice de refraccién entre el liquido y el aire, y la geometria de la gota
(convexa), que actia como un lente.

Al pasar de esto, la diferencia detectada entre los valores medidos para el ADN complementario y no complementario
es significativa. Este resultado muestra la viabilidad del método utilizado, puesto que presenta una gran sensibilidad a
los valores medidos, permitiendo de esta forma la deteccion de la presencia de ADN de M.tubercolisis, como se
menciond en el ejemplo anterior.
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REIVINDICACIONES

Sistema para deteccion, identificacion y cuantificacion en material biolégico, compuesto por una o mas fuentes
de luz (1) combinado con uno o més fotosensores Opticos (6 y 7) y diversos componentes electronicos (4),
necesarios para obtener/procesar la sefial emitida caracterizado por:

a) La fuente de luz (1), pulsada (2) o no, compuesta de laseres de estado sélido de baja energia o diodos
emisores de luz, cuyo rango de longitud de onda esta localizado entre 400 y 800 nm con una intensidad de
luminosidad controlable que varia entre los valores de 0.01 mW/cm? y 100 mw/cm?;

b) El fotosensor, sencillo (6 y 7a) y (6 y 7b) o integrado (6, 4 y 7) compuesto de peliculas delgadas de silicio
amorfo o nanocristalino o microcristalino y/o por semiconductores de ceramica tales como 1GZ0O, IAgZO,
SnZlO, GZIO, CuOlz, GITO, entre otros, y basado en estructuras tipo pi'i'n o MIS, que funciona en un
rango de longitudes de onda desde el infrarrojo hasta el ultravioleta, y prové una informacién cualitativa y
cuantitativa basada en la hibridizacion especifica y selectiva de sondas funcionalizadas con nanoparticulas
de metal;

c) Siendo provista la eliminacion del sistema a través de una fuente de energia convencional o a través de
baterias fotovoltaicas, que dan portabilidad al sistema, siendo focalizada la luz emitida sobre la muestra,
preferiblemente utilizando microlentes, siendo la muestra o muestras no fijadas fisicamente al sensor o
sensores, colocando la muestra bioldgica referida (5) sobre el lado opuesto (6) del sustrato donde se
deposita el fotosensor (6 y 7).

Sistema para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con la
Reivindicacién 1, caracterizado por que el fotosensor (6 y 7) es sensible al color y a la intensidad de la luz;
porque tiene una responsividad entre 10 y 108 para el rango de longitud de onda que se va a usar; por que
tiene una relacién sefial a ruido por encima de 3 dB; por que tiene tiempos de respuesta superiores a 50 ps;
por que tiene corrientes de saturacion de menos de 107 Alcm?; y para lleva acabo el pico de absorcién y el
control responsividad respectiva a través del contenido de hidrogeno o de la aleacién de la capa o capas
fotosensibles que constituyen el sistema y/o por polarizacién adecuada del sensor.

Sistema para deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico de acuerdo con las
Reivindicaciones previas, caracterizado por que el fotosensor (6 y 7) es capaz de producir una variacion
monotoénica de la sefial eléctrica (corriente o voltaje), que es proporcional a la concentracién de la muestra
bilégica (5), cuando se seleccionan la calibracion correcta y el algoritmo de correccion.

Sistema la deteccion, identificacion y cuantificacion de material bioldgico, de acuerdo con las Reivindicaciones
previas, caracterizado por que el fotosensor (6 y 7) es capaz de proporcionar la energia necesaria para su
autopolarizacion.

Sistema para deteccidn, identificacion y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con las
Reivindicaciones previas, caracterizado por que el fotosensor (6 y 7) es producido sobre cualquier tipo de
sustrato (6), tal como celulésico, polimérico, vitreo, ceramico y metalico, siendo este transparente al rango de
longitud de onda de interés y micromaquinado o no, sobre el lado opuesto donde se deposita el fotosensor.

Sistema para deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico de acuerdo con las
Reivindicaciones previas, caracterizado por que los fotosensores integrados (6, 4y 7) (6 y 7) son capaces de
ser dispuestos en forma lineal, como disposiciones lineales de sensores, en forma de matriz o una
configuracién en tandem (dispositivos apilados).

Sistema para deteccién, identificacion y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con las

Reivindicaciones previas, caracterizado por que el cualquiera de las estructuras previamente citadas es capaz
de ser empacada por laminacién o no.
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Sistema para la deteccion, identificaciébn y cuantificacion de material bioldgico, de acuerdo con la
Reivindicacion previa 5, caracterizado por que el fotosensor (6 y 7) esta basado en estructuras tipo pi'ii'n (6 y
7a) que incluyen contactos de carga inyector/ detector (9, 13); capa intrinseca basada en una aleacion (10, 12);
capa fotosensible de respuesta espectral ajustable (11), de acuerdo con su composicion.

Sistema para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con las
Reivindicaciones previas, caracterizado por que el fotosensor (6 y 7) esta basado en estructuras MIS (6 y 7b),
gue incluyen un contacto tipo metéalico (16), una nanocapa compuesta de un elemento dieléctrico, con altas
propiedades de aislamiento (17) y una capa fotosensible de pico de absorcion ajustable (18), de acuerdo con
su composicion.

Sistema para la deteccion, identificaciéon y cuantificacion de material bioldgico, de acuerdo con la
Reivindicacion 1, caracterizado por que la fuente de luz (1) es un conjunto de estado solido, de espectro de
radiacion bien definido y extremadamente estrecho, que cubre eventualmente todo el espectro de la region
visible.

Sistema para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con las
Reivindicaciones precedentes, caracterizado por que la fuente de luz (1) es monocromatica, controlable y con
potencias de salida de 100 a 0.01 mw/cm?.

Sistema para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con las
Reivindicaciones precedentes, caracterizado por una fuente de luz (1), un fotosensor (6 y7) conectados a una
fuente de voltaje controlada (19) y mediante un microcontrolador (24), un filtro (20), un circuito amplificador
(21), un circuito comparador (22), un generador de sefial de referencia (23), conectado a un microcontrolador y
a un micropocesador fijo o portétil.

Sistema para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con las
Reivindicaciones previas , caracterizado por:

a) Elfotosensor (6 y 7) conectado a la fuente de voltaje (19), con el fin de proceder a su polarizacion;

b) La fuente de voltaje (19) controlada por un microcontrolador (24);

¢) Unfiltro (20) que existe a la salida del sensor (6, 7);

d) Elfiltro (20) conectado a un circuito amplificador (21);

e) El circuito amplificador (21) conectado al circuito comparador (22) el cual genera un sefial de referencia
(23)-respuesta cualitativa, siendo esta sefial controlada también por un microcontrolador (24);

f) Todos los elementos previos conectados a un microprocesador, para almacenamiento de datos,
procesamiento de datos y conversion A/D.

Proceso para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material biolégico, caracterizado por el uso del
sistema descrito en las Reivindicaciones anteriores y sondas de nanoparticulas metdlicas, preferiblemente oro,
con la integracion de sensores sencillos (6 y 7) o tandem/multicapa (6 y 7a), (6 y 7b) con base en la tecnologia
de pelicula delgada de silicio y sus aleaciones, con fuentes de luz monocromaticas y controlables (1), de nuevo
de acuerdo con las Reivindicaciones previas.

Proceso para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material bioldgico, de acuerdo con la
Reivindicacién 14, caracterizado por:

a) Preparar soluciones de sonda de nanoparticulas metélicas, preferiblemente oro, de didmetro entre 5y 30
nanémetros;

b) Mezclar la muestra de acidos nucleicos que va a ser detectada y/o identificada con la sonda en un
intervalo de temperaturas entre 5y 45 °C;

c) Promover el enlazamiento/agregacion de sondas de nanoparticulas metalicas a la muestra debido a una
variacion de la fuerza iénica en el medio de solucién;
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d) Colocar las fuentes resultantes, o liquido biolégico (5) sobre la superficie posterior del fotosensor (6) del
sistema de deteccion definido en la Reivindicaciones 1 a 14, sin tener un contacto directo entre las sondas
de nanoparticulas de oro y el sensor (6), para poshibridizacion.

Uso del sistema de proceso para deteccion, identificacidn y cuantificacion de material biolégico, de acuerdo con

las Reivindicaciones precedentes, caracterizado por que es aplicable a la deteccién e identificacion cualitativa y

cuantitativa de material genético presente en una muestra biologica.

Uso del sistema de proceso para la deteccion, identificacion y cuantificaciéon de material biolégico, de acuerdo
con las Reivindicaciones previas, por que se basa en un método colorimétrico, cuyo cambio de color se detecta
mediante un sensor de fibra éptica, de acuerdo con:

a) Lalongitud de onda de la luz emitida/absorbida por el medio;

b) El desplazamiento de longitud de onda, como funcion de la sefial de referencia;

c) Intensidad de la sefial emitida/absorbida, como funciéon del nimero de fentomoles capaces de ser
detectadas;

d) Cambio en la intensidad de la sefial eléctrica capaz de ser detectado (corriente o voltaje) por mas de un
sensor, dispuesto en una configuracion tindem/multicapa donde el pico de absorcién asociado con cada
estructura apilada puede desplazarse;

e) Respuesta a frecuencia, como funcién de la polarizacion aplicada al sensor;

f)  Respuesta de pico de intensidad controlable, como una funcién del voltaje de polarizacién aplicado.

Uso de un sistema fijo o portatil y proceso para la deteccion, identificacion y cuantificacion de material bildgico,
de acuerdo con las Reivindicaciones precedentes, caracterizado por la configuracion de los sistemas deteccion
y/o de identificacion y/o cuantificacion de sistemas de muestras de soluciones de compuesto biolégicos, tal
como acidos nucleicos, oligonucledtidos complementarios a secuencias especificas de ADN/ARN, proteinas,
tales como anticuerpos y/o antigenos relacionados con ciertas enfermedades, presentes en una muestra
biologica.
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Figura 1

Figura 2a
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Figura 2b
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