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Resumo

O uso da ressonancia de plasmon de superficie (SPR) como bio-transdutor requer a formagao
de uma camada reconhecimento sobre um filme metalico. Sobre o metal é formada uma
camada de proteinas sobre a qual devem ser depositados os anticorpos para a realizagao
de um imuno-ensaio. A proteina é depositada de modo nao homogéneo sobre a superficie
metélica por meio de adsorcao. Um modelo matemaético foi desenvolvido para simular todo
o processo para formacao dessa camada de proteina (transporte da solugdo e adsorgao) e a
excitacao do SPR considerando camadas irregulares e nao homogéneas. A complexidade do
modelo impossibilita sua solucao analitica, sendo utilizado o método dos elementos finitos
por meio do software COMSOL Multiphysics. Também foi desenvolvida uma teoria de
meios equivalentes para representar uma camada irregular e nao homogénea como sendo
regular e homogénea. Um método iterativo baseado em otimizacao foi criado com essa
teoria para caracterizar a camada de reconhecimento em um bio-transdutor a partir de
sua resposta SPR. O método foi aplicado para tratar dados de experimentos de adsor¢ao
com neutravidina, albumina bovina e hemoglobina obtendo resultados compativeis com a
literatura.

Palavras chave: Adsorcao de proteinas, Identificacao de sistemas, Método dos elementos

finitos, Ressonancia de plasmon de superficie.



Abstract

The use of surface plasmon resonance as a bio-transducer requires the formation of a recog-
nition layer over a metallic film. For immunoassays, antibodies are used at the recognition
layer, a protein layer must be formed by means of adsorption on the metal surface, resulting
in an inhomogeneous layer. A mathematical model was developed to simulate all the pro-
tein layer formation processes (fluid transport and adsorption) and, for the first time, the
SPR excitation over irregular and inhomogeneous recognition layers. The model complexity
prevents analytical solutions. Thus the finite element method (FEM), utilizing the COM-
SOL Multiphysics software was applied for a numerical approach. In addition, a theory of
equivalent layers was developed to represent an irregular and inhomogeneous layer as regu-
lar and homogeneous. Applying this theory, an interactive method based on optimization
was created to characterize the recognition layer in a bio-transducer by means of its SPR
response. The method was applied to data from adsorption experiments with neutravidin,
bovine albumin and neutravidin. The obtained results match the values found in literature.
Palavras chave: Finite element method, Protein adsorption, Surface plasmon resonance,

System identification.
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Capitulo 1

Introducao

Interagoes biomoleculares (fArmacos, antigeno-anticorpo, acidos nucleicos, ensaios enzi-
maéticos e proteinas) sao essenciais para a atividade biologica, ocorrendo nos organismos a
todo momento. Sao essas interagoes que permitem, por exemplo, a organizacao e funcio-
namento celular. Em sintese, todo processo biologico envolve uma sequéncia de interacoes
entre moléculas.

A caracterizacao global e completa de interagoes moleculares é a chave para a descoberta
de novas drogas, desenvolvimento de sistemas de diagndstico e compreensao dos processos
da vida a nivel molecular em geral. Para o desenvolvimento de drogas, por exemplo, sao
necessarios cerca de 10 anos e 600 a 700 milhdes de dolares [1]. A correta selecao das
substancias candidatas a composicao da droga pode ser acelerada se suas interacoes biomo-
leculares forem conhecidas, o que ajudaria a evitar erros graves como eliminar erroneamente
substancias que seriam boas candidatas & composicao.

Para detectar e quantificar uma interacao é necessario preparar o material bioldgico
para interacao sobre um transdutor sensivel a alteracoes no material preparado. Um sensor
preparado com esse fim tem sua seletividade regida pela escolha e preparacao do material
biolégico. Ja a sensibilidade e precisao dependem do transdutor utilizado.

A seletividade almejada nesse tipo de sensor é observada em um sistema imunologico, no
qual uma proteina especifica é produzida para reagir apenas com o corpo estranho (antigeno)
para o qual foi produzido. Por esse motivo o anticorpo é um forte candidato para compor

o material biolégico do bio-sensor.



J& para o transdutor, uma alternativa eficaz é a plasmonica, o estudo da interacao
entre ondas eletromagnéticas e elétrons livres em um meio. A interacao luz-matéria pode
ser aplicada para detectar interagoes moleculares ao monitorar as ondas eletromagnéticas
associadas. Dentre as técnicas de plasmonica se destaca a ressonancia de plasmons de
superficie (SPR - Surface Plasmon Resonance) pela sua sensibilidade e seletividade, além
de nao utilizar marcadores.

A ressonancia de plasmons de superficie é uma oscilacao na densidade de carga que se
propaga ao longo de uma superficie quando os elétrons livres presentes em uma interface
metal-dielétrico recebem energia proveniente de um feixe de luz incidente. Criando um
arranjo com substancias especificas, organizadas em camadas apropriadamente ordenadas,
basta incidir corretamente um feixe de luz com comprimento de onda também especifico
para propiciar a ressonancia de plasmons. O feixe incidente transmite uma fragdo de sua
energia para os elétrons e a fracao restante é refletida com uma assinatura do SPR.

A deteccao e analise acurada da luz refletida permite, por meio dessa assinatura, infe-
rir informagoes sobre o complexo de camadas que propiciou a ressonancia. Detectando a
ocorréncia, ou nao, da interacao biomolecular para a qual o meio dielétrico do arranjo de
camadas estiver preparada.

A preparacao do arranjo de camadas, contudo, é um ponto chave da utilizacao desse tipo
de transdutor. A especificidade e seletividade da interacao é garantida pela correta escolha
das substancias que compoe o arranjo. A sensibilidade estd relacionada a um processo
adequado de adsorcao para formacao de uma membrana de reconhecimento.

O processo de adsor¢ao de proteinas em uma superficie, contudo, ¢ complicado [2], mas
desperta interesse em pesquisadores de diversas areas. Alguns exemplos de aplicacao desse
tipo de estudo sao o desenvolvimento de biomateriais [3], de implantes biomédicos [4], além
do estudo, aplicacao e desenvolvimento de nanoparticulas [5-7|, entre outras areas como
ciéncia farmacéutica, biotecnologia, biologia celular e biofisica [2]. Sendo a cobertura da
superficie adsorvida um tépico que concentra interesse dos pesquisadores da éarea, seja para
identificar o alcance de sua influéncia [3, 8, 9] ou para sua mensuracao [4, 5, 7].

Por esses motivos, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de utilizar a ressonancia
de plasmons de superficie para caracterizar a membrana de reconhecimento durante seu

processo de formacao e estimar sua propriedade dielétrica e cobertura. Possibilitando, assim,
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qualificar e otimizar a preparacao da membrana de reconhecimento, reduzindo gastos de
tempo e material biologico (custo), além de ampliar a sensibilidade e precisao.

Um estudo teoérico da sensibilidade do SPR a cobertura de uma camada, no entanto,
é dificultado pela auséncia de ferramentas de simulacdo que contemplem essa variavel. As
equacoes de Fresnel sao um método consolidado de calcular a ressonancia, mas tém como
uma de suas hipdteses um arranjo com camadas homogéneas, regulares e uniformes, sendo
necessaria apenas a espessura e a propriedade dielétrica de uma camada para determinar
sua influéncia na ressonancia. Espessura que nao é claramente definida quando uma camada
irregular, nao uniforme e com lacunas é observada. Neste caso a cobertura da camada deve
ser considerada.

Um modelo tedrico do SPR em um arranjo com camadas irregulares e nao homogéneas
foi proposto utilizando as equacoes de Maxwell para estudar a sensibilidade da ressonancia.
Hipoteses como isotropia, linearidade e refragao/reflexdo sem mudanca de polarizagao foram
mantidas das equacoes de Fresnel. A aplicacao das equactes de Maxwell para ondas planas
em superficies irregulares adicionou ao modelo uma complexidade matematica que s6 pode
ser solucionada numericamente, para o caso em estudo o método dos elementos finitos
(MEF) foi escolhido.

Esse modelo foi desenvolvido como primeira etapa da pesquisa, contemplando a difusao
do fluido na célula de fluxo, o processo de adsorcao e a ressonancia de plasmons de superficie.
Na segunda etapa, o modelo foi aplicado para gerar o sensorgrama para o processo de
formacao de uma camada de neutravidina e estudar a geometria da camada em adsorcao.
Por fim, os resultados obtidos foram utilizados para justificar decisoes tomadas ao elaborar
um método de otimizacao para estimar o indice de refracao do material, a cobertura da

camada e a espessura da molécula aderida a superficie.

1.1 Objetivo Geral

Caracterizar a membrana de reconhecimento de um bio-transdutor SPR quanto & sua

cobertura e constante dielétrica por meio de uma curva SPR medida
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1.2 Objetivos Especificos

e Estudar a influéncia do transporte de fluido sobre o processo de adsorcao molecular

de proteinas em uma superficie metalica;

e Propor um modelo matematico que contemple a interacao da fisica eletromagnética,

inerente & ressonancia, com a fisica da adsor¢ao, inerente a formacao da camada;

e Planejar e executar um conjunto de experimentos de adsorcao para validar o modelo

matematico proposto;

e Analisar e explorar o potencial de simulacao do modelo mateméatico proposto enfati-

zando sua robustez e confiabilidade;

e [nvestigar, por meio do modelo mateméatico proposto, a organizacao das moléculas
adsorvidas na superficie metélica e sua influéncia na ressonancia de plasmons de su-

perficie;

e Utilizar métodos de identificacao de sistemas para analisar a curva SPR gerada por
um bio-transdutor SPR. e inferir a constante dielétrica e a cobertura da camada de

reconhecimento no arranjo.

1.3 Estrutura do documento

No Capitulo 2 é apresentado, de forma resumida, o conhecimento basico necessério
para compreensao do trabalho realizado. A abordagem foca principalmente a excitacao de
plasmons de superficie, o modelo de fresnel e a adsorcao de proteinas.

No Capitulo 3: sao apresentadas as principais contribui¢oes nos tltimos anos encon-
tradas na literatura cientifica das areas que o modelo abrange.

No Capitulo 4: ¢é apresentado o modelo matematico proposto para simular a ressonancia
de plasmons de superficie, bem como os testes realizados com o modelo para sua validacao.
Também é explorada a organizacao molecular da proteina adsorvida na superficie e proposto
um meio equivalente para representar a camada em formacao. Também é proposto o uso

do transdutor SPR como refratometro para calibracao do equipamento.
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No Capitulo 5: Os modelos propostos no capitulo 3 sao aplicados em um método para
caracterizar a camada de reconhecimento do bio-transdutor SPR.

No Capitulo 6: Os resultados alcancados sao analisados e avaliados enfatizando a
contribuicao do trabalho. Também sao apresentadas sugestoes para a continuidade do

trabalho ressaltando possiveis aplicacoes do mesmo.
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Capitulo 2

Fundamentacao Teoérica

Neste capitulo sao apresentados, de forma resumida, o principio da ressonancia de plés-
mons de superficie, a onda de superficie, o transdutor SPR e seus modos de funcionamento,

a curva de refletancia resultante de um transdutor SPR e principios do processo de adsorcao.

2.1 A ressonancia de plasmons de superficie.

Um feixe luminoso incidente sobre uma interface de materiais opticos quaisquer com
angulo de incidéncia maior que o angulo critico deve ser totalmente refletido, isso é o que
se pensava até o inicio do século XX, mas esse resultado ndo foi obtido por Wood (1902)
[10] em uma configuracao especifica de metal e dielétrico. Contudo, apenas na década de
60 do século XX arranjos experimentais que exploravam a entao chamada “reflexao total
frustrada” foram criados para estudar o que hoje se denomina o fend6meno da ressonancia de
plasmons de superficie. Sao estas as configuracoes de Otto, na qual a camada dielétrica fica
entre o substrato dptico e a camada metélica, e a configuracao de Kretschmann-Raether,
na qual a camada metéalica se posiciona entre a dielétrica e o substrato optico, ver Figura
2.1 [11].

A ressonancia de plasmons de superficie ocorre de forma similar em ambas as configu-
racoes, no entanto a Kretschmann-Raether é mais utilizada por questoes de facilidade de
instrumentacdo [12]. A apresentagdo fisica e matematica do SPR neste capitulo é feita com

base na configuracao de Kretschmann-Raether, pois esta foi a configuracao utilizada neste



Dielétrico Metal

oy SPRA S N N - Dielétrico SPRANNAN

PRISMA

Material polimérico

PRISMA

Material polimérico

Feixe de
Luz

Feixe de
Luz

Figura 2.1: Configuracoes para ressonancia de plasmons de superficie propostas por Otto
(esquerda) e por Kretschmann-Raether (direita)

trabalho.

Em um bio-sensor com esta configuracao uma solugao aquosa da proteina em analise
¢ bombeada através de uma célula de fluxo na qual estd exposta a superficie metalica.
Assim o processo de adsorcao de proteinas acontece sobre o metal, formando a membrana
de reconhecimento do arranjo de camadas.

Sobre esse arranjo, deve incidir um feixe de luz com condicoes especificas de polarizacgao,
comprimento de onda e angulo de incidéncia. Esse feixe ird excitar, na interface metal-
dielétrico, uma oscilagao na densidade de carga, gerando uma onda de plasmons de superficie
(SPW - Surface Plasmon Wave). Apenas a componente do feixe de luz com polarizagao
transverso-magnética é capaz de excitar a SPW, a componente transverso-elétrica sofre
reflexdo total [11]. Por isso, a luz deve ser polarizada antes de excitar a ressonancia, caso
contrario uma componente serd totalmente refletida de modo a atenuar a perda de energia
percebida pelos fotodetectores adequadamente posicionados para captar a luz refletida.

As demais condicoes do feixe de luz que excita a SPW sao fortemente dependentes dos
materiais utilizados no arranjo de camadas no qual ocorre a ressonancia. Sendo necessario
apenas garantir a condigao de reflexao total, ou seja, o angulo de incidéncia («) da luz na
interface deve ser maior que o angulo critico (a.).

Por esse motivo, o primeiro material do arranjo de camadas deve ser um substrato 6ptico
com indice de refracao (n; = /1) alto o suficiente para reduzir o valor de o, a um valor

abaixo da faixa de angulos de incidéncia da luz que excitam a SPW nos demais materiais do
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arranjo. A qualidade da resposta do transdutor depende desse substrato 6ptico associado
13)

A segunda camada deve ser um filme metdlico fino de espessura (dy) nanométrica. E
conhecido que os metais tém constante dielétrica complexa e com alta dependéncia com
o comprimento de onda A do feixe de luz e3(A) = €'(A\) + je”’(N\) quando comparada a
dependéncia de outros materiais. Os metais nos quais ocorrem a SPW com maior energia
sao aqueles que tém constante dielétrica com a parte real negativa e maior, em modulo, do
que a sua parte imaginaria (|¢’| > €”). De acordo com esses critérios os metais que propiciam
melhor ressonancia de plamons de superficie sdo o ouro, a prata, o cobre, o aluminio (14, 15]
e o chumbo.

Sobre o filme metélico deve haver um meio dielétrico, pois em uma interface deste tipo
pode ser observada uma quantidade de elétrons livres grande o suficiente para gerar uma
SPW ao serem excitados por uma fonte de luz. Por depender da quantidade de elétrons livres
na interface, a onda de plasmons de superficie tem maior intensidade na interface, propaga-
se ao longo da superficie e perde intensidade exponencialmente ao penetrar em qualquer
dos materiais. Desse modo, a SPW é sensivel apenas a algumas centenas de nanémetros
distante da interface para ambos os lados, sendo mais sensivel quanto maior a proximidade
da interface metal-dielétrico.

Para que o SPR possa ser utilizado como método de transdugao da informacao bioldgica,
o meio dielétrico deve compor duas camadas do arranjo. Sao elas uma fina membrana
de reconhecimento com constante dielétrica (e3) e espessura (d3) e uma solucao aquosa
com constante dielétrica (e4) conhecida. Desse modo, qualquer variagdo na membrana de
reconhecimento influenciard a SPW mesmo que ¢4 nao varie. Como a onda de pldsmons de
superficie recebe energia do feixe de luz, variagoes na SPW implicam em variacoes na perda
de energia sofrida pelo feixe de luz refletido.

Ao fornecer essa energia o feixe de luz é refletido com menor energia. Essa perda de
energia é observada como uma regiao escura no feixe de luz, esta carrega uma assinatura
da SPW. Assim, monitorando a regiao escura do feixe refletido, é possivel identificar a
presenca e a concentracao de uma substancia alvo qualquer que interaja com a camada de

reconhecimento. Um esquema do bio-transdutor pode ser visto na Figura 2.2.
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Figura 2.2: Esquema representativo de um transdutor SPR com énfase na ressonancia de
plasmon de superficie.

2.1.1 Apresentacao matematica

A interacdo luz-matéria, que excita a onda de plasmons de superficie, é um fenémeno
quantico, estudado pela plasmoénica. Contudo, a intrumentagao do transdutor é preparada
para monitorar a luz refletida, de modo que a oOptica classica é suficiente para descrever a
ressonancia observada.

Como se trata de uma onda eletromagnética, o comportamento da luz pode ser analisado

por meio das equacoes de Maxwell:

V-D=p (Lei de Gauss) (2.1)

V-B=0 (Lei magnética de Gauss) (2.2)
. . 0D -

VxH= %—t +J (Lei de Ampére) (2.3)

25



0B

VxE= 5 (Lei de Faraday-Neumann-Lenz) (2.4)

Assumindo auséncia de fontes e que para esses materiais como lineares, homogéneos e

isotropicos, valem D =¢eF, J=0F e B = uH, essas equagoes se tornam

V-E=0 (2.5)

V-H=0 (2.6)

H=¢—+0E 2.

V X eat—l—a (2.7)
I oH

VxE=—p— 2.8

X H g (2.8)

Aplicando o operador rotacional na equagao (2.8), tem-se que:
L o o 0 /- -
Vx(VxE):—a (VXH) (2.9)

Aplicando a seguinte identidade vetorial na equagao (2.9)

tem-se que:

v (ﬁﬁ) _VE=-24 (ﬁ X ﬁ) (2.10)

Aplicando as equagoes (2.5) e (2.7) em (2.10), tem-se que:

i (53_E+aﬁ)

ot ot
oy OE OF
V?E = pe— — 2.11
HEG T HO = (2.11)
Esta é a equacao de onda do campo elétrico, cuja solucao é na seguinte forma
E = Eyel@t=Fkm (2.12)
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em que k = k,a, + kya, + k.a, representa o vetor de onda na posi¢ao 7 = xa, + ya, + za,
e ag, 4y, . 0s vetores unitarios nas direcoes x, y e z respectivamente.
Sem perda de generalidade pode-se considerar que o feixe de luz se propaga no arranjo

no plano zy, como ilustrado na Figura 2.2, de modo que a k, =0 e

F— Eoejwtfj(kwrkyy)’ (2.13)
esse resultado implica que
oF .

Substituindo a equagao (2.7) na equagao (2.9) e utilizando a igualdade em (2.14), obtém-
se a equacao que resume as quatro equacoes de Maxwell em funcao apenas de E, na forma

da equacao de Helmholtz:

V X ol (6 X E) — k2 E =0 (2.15)
com
ki = w’pogo
e
/ . 0
Ec=e. —j—.
wWé&o

sendo p a permeabilidade magnética do material, u, a permeabilidade magnética relativa
(r = p/ o), ko o moédulo do vetor de onda no vacuo e €, a permissividade elétrica complexa
do material. Por definigao:

jO_ / /) € ]U

ge=¢ —je'=e—— e g =g —jel=— - (2.16)
W €0 WE(

em que o é a condutividade elétrica do meio e w a frequéncia angular da onda.

A equagao (2.15) evidencia a dependéncia do fenémeno da ressonéncia de plasmons de
superficie com a permeabilidade magnética dos materiais envolvidos. Contudo, os materiais
mais utilizados na composicao do arranjo de camadas apresentam permeabilidade proxima
a do vacuo, por isso o modelo mateméatico do SPR considera p, = 1 [11]. Desse modo, a

relagao entre indice n de refragao e constante dielétrica e se torna n = /e.
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Para uma constante dielétrica complexa (e, = ¢ — j&”) o indice de refragdo também
deve ser complexo

n=mn-—jk, (2.17)

sendo 7 o indice da velocidade de propagagao da onda no meio em relacao a velocidade no
vacuo, e k o indice da perda de energia por absorcao do meio durante a propagacao da onda

eletromagnética através do material, de modo que:

g =n* - K? e e =2k (2.18)

ou

(—5; +1/el? + 5;!2) : (2.19)

2.1.2 A onda de superficie

Considere um feixe de luz que se propaga em um meio de indice de refragdo n; e incide
sobre a interface deste com um segundo meio de indice ny com angulo de incidéncia «
em relagao & normal & interface. Desse modo, parte da energia do feixe deve atravessar a
interface sofrendo refragao, sendo transmitida com angulo § em relacao & normal, ver Figura
2.3. Esses angulos estao relacionados entre si e com os meios envolvidos de acordo com a

lei de Snell [16]:

n;sin(a) = ng sin(f). (2.20)

Quanto maior o angulo « de incidéncia, maior também sera o angulo 3 da luz transmitida
através da interface, até um limite no qual g = 90°, implicando que a luz transmitida se
propaga paralelamente a superficie, ver Figura 2.3. O angulo de incidéncia para o qual isso
ocorre é chamada de angulo critico a,.. Quando o > a. nao hé luz transmitida e toda a
energia incidente é refletida com o mesmo angulo em relacao & normal.

Quando os meios envolvidos na interface tém constantes dielétricas com sinais opostos na
sua parte real, verifica-se uma quantidade de elétrons grande o suficiente para interagir com
a luz e absorver parte de sua energia, de modo que a reflexdo total pode nao ser observada.

Sabendo que o indice de refracao de um material pode ser calculado pela razao dos
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A Meio 2: n,

Meio 1: n;

Figura 2.3: Refracao da luz com angulo de incidéncia o de um meio com indice n; para um
de indice ny

modulos dos vetores de onda da luz nesse material e no vacuo: n; = k;/kq, pode-se reescrever
a lei de Snell de forma:
ki

: ke
T sin(a) = T sin(3). (2.21)

Considerando, sem perda de generalidade, que a luz se propaga no plano xy e a interface

estd em y = 0, o vetor de onda k; pode ser decomposto em k,; e k,;, como ilustrado na Figura

2.3, obtendo k;sin(a) = ky; com k; = /kZ; + k7;. Analogamente para k;: k;sin(3) = kg
Substituindo esses resultados na equacao (2.21) tém-se a igualdade dessas componentes do

vetores de onda, que serd chamada apenas de k,:
k:m' = kxt = kx

Sabendo que o vetor de onda é dado por k =n (%), tem-se:

w\ 2
kt2 = kx2 ‘l— kth = ’rLtQ <E) s (222)

2 2 2o (W)?
k" sin®(a) + ky™ =y ,
c

2 2
n;> (c_u) sin?(a) + kyf = n,? (C—d>
¢

C

ke = ng? (f)Q {”i . sinQ(a)} (2.23)



O caso em que n; é grande o suficiente para nao existir refracao da luz implica que
sin(a) > ny/n;, de modo que kth ¢ negativo. Consequentemente, k,; ¢ puramente imaginério
e define-se K, = jk,; puramente real. Nessa caso, a equagdo (2.13) representa uma onda

viajante no meio 2 apenas na direcao paralela a interface, ou seja,
E, = Eye Kvyeiwi=ikaz, (2.24)

Das condicoes de fronteira na interface, sabe-se que as componentes de campo elétrico
e campo magnético na interface devem ser idénticas em ambos os meios: FE,; = F, e
H,; = H,, sendo o sub-indice i utilizado para o campo incidente e o sub-indice ¢ para o
campo transmitido. Associando estas igualdades com as leis de Faraday e Ampere-Marxwell
[11], tem-se que
kyi  ky

— 4+ = =0. 2.25
£ + Et ( )

Substituindo k,; e k,; obtidos por meio da equacgao (2.22) na equacdo (2.25), a solucdo
do vetor da onda de superficie na direcao x pode ser obtida:

w €;6¢ 1/2
EP == ( ) . (2.26)

c \& +¢&

Ja na direcao y o campo magnético varia em intensidade, com K real, o moédulo do

campo elétrico transmitido é calculado como dependente unicamente de y:
|Ei(y)| = Epe™ ™. (2.27)

Essa grandeza, portanto, decai exponencialmente com a penetragao da onda no meio. Essa
onda viajante na diregao do plano e evanescente na direcao perpendicular ¢ denominada
onda de superficie, por ser encontrada apenas na interface.

E possivel calcular a profundidade de penetracio da onda no meio 2 utilizando a equacdo
(2.27). Definindo essa profundidade como a distancia em que o campo tem intensidade Ey/e,
sendo e o nimero de Euler. A profundidade de penetracdo nos meios 1 e 2 é da ordem de
metade do comprimento de onda do feixe de luz e pode ser calculada com 1/K,; e 1/K,,,

respectivamente [17]. Na Figura 2.4 est4 ilustrada a onda de superficie na interface dos
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meios metélico e dielétrico. Também esta representada na figura a variagao da intensidade

da onda com a distancia da interface.

Ay

I/Kyt Eoe-yKyt

Figura 2.4: Ilustracao do campo evanescente gerado durante a ressonancia de plasmons de
superficie

Essa caracteristica evanescente da SPW garante que ela s6 seja influenciada por mudan-
cas nas propriedades dielétricas do material na regiao proxima a interface. Propriedades
estas que variam com os materiais utilizados, com o processo de fixagao das duas camadas,

com suas espessuras e com a temperatura [17, 18].

2.2 O transdutor SPR

Devido a caracteristica evanescente da SPW e sua sensibilidade apenas aos meios proxi-
mos A interface (algumas centenas de nandmetros), a técnina de transdu¢do SPR tem como
ponto critico a preparacao de uma fina membrana como camada de reconhecimento sobre
o filme metalico e expo-la a uma solucao aquosa na célula de fluxo.

A formagao dessa membrana ocorre como resultado de diversas interagoes fisicas e qui-
micas entre as moléculas de uma proteina e a superficie metalica. O processo resultante

dessas interacoes ¢ denominado de adsorcao, esse processo acontece dentro da célula de
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fluxo do bio-sensor. Um exemplo é a preparacao de uma superficie de ouro para analise de
um virus especifico. Uma solucao com alta concentracao da proteina Avidina é bombeada
através da célula de fluxo. Devido a afinidade entre ouro e Avidina, a proteina se associa
fortemente a superficie. Contudo, a associacao permite a existéncia de lacunas que podem
ser preenchidas por substancias desconhecidas e indesejadas. Para evita-las uma molécula
de tamanho menor é aplicada em uma solucao na célula de fluxo apos completada a adsor¢ao
da Avidina, a albumina bovina (BSA - Bovine Serum Albumin) é bastante utilizada. O BSA
se associa a camada pré-formada, preenchendo a maior parte das lacunas e reduzindo-as a
um nimero insignificante. Por fim, uma solu¢ao com anticorpos é aplicada, permitindo que
estes interajam com a membrana de reconheciemento. Na Figura 2.5 estd ilustrado esse
exemplo de membrana, sendo neg o indice de refracao efetivo do meio dielétrico sobre o
filme metalico e ny o indice de refracao complexo do ouro. A ligacao antigeno-anticorpo é
especifica, de modo que apenas na presenca daquele antigeno em especifico na solucao na
célula de fluxo pode haver interacao de associacao do virus com a membrana e consequente

alteracao das propriedades da camada dielétrica [18|.

n2{ Filme de Ouro

Figura 2.5: Esquema da camada de reconhecimento preparada para detectar uma interagao
antigeno-anticorpo.

Se a solucao contiver a substancia para a qual a camada de reconhecimento foi preparada,
uma interacao irreversivel entre as moléculas deve acontecer alterando as propriedades da
membrana e consequentemente a SPW e a energia absorvida do feixe de luz incidente.

Contudo, para evitar que variacoes na solucao aquosa alterem a SPW, uma solucao de
referéncia deve ser utilizada. Uma solu¢ao tampao fosfato-salina (PBS - Phosphate Buffered

Saline) é normalmente utilizada. Assim, o transdutor deve ser exposto ao PBS antes e depois
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da solucao analisada, de modo que a variacao da SPW para as duas amostras de PBS pode
ser comparada. Se substancias da solucao aquosa interagirem fisicamente as ligacdes sao
fracas e sao reversiveis, a exposicao do arranjo ao PBS deve remover essas ligacoes e nenhuma
variagao deve ser observada. Ja as interacoes quimicas produzem ligagoes irreversiveis, que
nao sao removidas no processo de lavagem com o PBS. De modo que a variagdo na SPW
para as duas amostras da solucao tampao permanece. Bastando ao usuario do transdutor
rastrear as variacoes ocorridas na SPW.

Esse rastreio, contudo, depende da instrumentacao utilizada, o que determina os cha-

mados modos de interrogacao do SPR.

2.2.1 Modos de interrogacao

A variedade de parametros do feixe de luz possibilita que a interacdo com os elétrons da
interface metal dielétrica possa ser percebida a partir de qualquer um desses parametros. Por
esse motivo, a resposta SPR pode ser monitorada de cinco formas diferentes [19]: angulo
de incidéncia, comprimento de onda, intensidade, fase e polarizacao. Essas formas sao
denominadas de modos de interrogacao, cada um deles implica em diferentes dispositivos

de instrumentacao associados e um modo de operacao especifico do transdutor:

Modo de interrogacao angular (AIM - Angular Interrogation Mode) : neste caso deve-
se manter constantes o comprimento de onda, a polarizacao, a fase e a intensidade da
luz emitida sobre o arranjo de camadas e variar seu angulo de incidéncia. Ao medir a
intensidade da luz refletida para cada um dos angulos de incidéncia uma curva de refle-
tancia para o transdutor pode ser tracada. O angulo em que a refletancia for minima
implica na maior perda de energia por parte do feixe incidente e consequentemente a

ressonancia de plasmons de superficie.

Inicialmente um aparato mecanico era utilizado para variar o angulo de incidéncia.
Hoje um elemento de difracao 6ptica [20] é muito usado para este fim. Outra forma
simples e pratica é o prisma polimérico para aplicagao biologica (PPBIO), desenvolvido
no laboratorio de bio-sensores da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQ).
Este prisma pode ser utilizado também para o modo de interrogacao de comprimento

de onda descrito a seguir.
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Modo de interrogacao por comprimento de onda (WIM - Wavelength Interrogation
Mode): O feixe de luz incidente deve ser gerado por fonte de luz com uma faixa de
valores de comprimento de onda (policromatica). Para isso, pode ser utilizada uma
fonte hal6gena ou um diodo de luz branca. Esse feixe deve incidir sobre o arranjo
com angulo, intensidade e polarizacao constantes. Ao utilizar um espectréometro como
fotodetector é possivel montar a curva de refletancia do transdutor em funcao do
comprimento de onda da luz incidente. Analogamente ao modo AIM, a condicao de

ressonancia é dada pelo valor de minimo na curva de refletancia.

Modulagao de intensidade (IM - Intensity Modulation): Apos interagdo com a onda de
plasmons de superficie, a intensidade luminosa do feixe de luz refletido é mensurada,

analisada e comparada com a intensidade incidente.

Mensuracao de fase (PCM - Phase Change Measurement): A interacdo da luz com os
elétrons livres na interface metal/dielétrico, que gera a SPW, produz uma alteragao
de fase do feixe de luz refletido. Essa mudanca de fase pode ser monitorada para

identificacao da condicao de ressonéncia.

Mensuragao de polarizagao (PM - Polarization Measurement): Mesmo sabendo que
apenas o feixe de luz com polarizacao transverso-magnética excita a SPW, é possivel
identificar a condicdo de ressonancia ao utilizar uma fonte de luz com componente
transverso-elétrica. Para isso, a polarizacao da luz refletida deve ser monitorada apos

a interacao com a SPW.

Os modos com maior precisao, e por isso mais utilizados, sao o AIM e o WIM. Ambos os
modos tém sua sensibilidade alterada com a faixa de comprimento de onda utilizada. Para
o modo de interrogacao angular, o bio-sensor SPR é mais sensivel a variacao da espessura
e do indice de refragao com um menor comprimento de onda da luz incidente. O contrario
ocorre para a interrogagao espectral em que a sensibilidade aumenta com o aumento do

comprimento de onda. [21-23]
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2.2.2 A condigao de ressonancia

A ressonancia é caracterizada pelo maior transferéncia possivel de energia do feixe de
luz para os elétrons livres no meio. E observada quando a componente do vetor de onda do

feixe de luz na direcao da interface k. se iguala ao vetor de onda da SPW kST

ky = K. (2.28)
Como a luz inicialmente se propaga no substrato 6ptico, incidindo na interface com angulo
« conhecido, é possivel calcular

ky = nysin(a). (2.29)

Aplicando a equacao (2.26) na equacdo (2.29) é pode-se escrever a condi¢ao de resso-

nancia para um arranjo com trés camadas [24]:

nysin(a) = 2 _eh(MNeer(N) 1/2
1sin(a) = c (8,2()\) +€eﬂ‘(>\)) , (2.30)

sendo n; o indice de refracdo do substrato optico (meio 1) , €,(\) é a constante dielétrica
do filme metalico (meio 2) para o comprimento de onda A e £.4(\) a constante dielétrica do
dielétrico (meio 3) para o mesmo comprimento de onda.

O vetor de onda da SPW, equacao (2.26), foi calculado considerando apenas dois meios
sobre o substrato ¢ptico: o filme metalico e o dielétrico. Contudo, ao utilizar a ressonancia
de plasmons de superficie como transdutor, tem-se quatro meios envolvidos no arranjo: o
substrato 6ptico (meio 1), o filme metalico (meio 2), a membrana de reconhecimento (meio
3) e a solucao aquosa na célula de fluxo (meio 4). Para comparar os dois modelos do arranjo,
de trés e quatro camadas, serao utilizados o sub-indice 4 para a solucao aquosa, o sub-indice
3 para a membrana de reconhecimento (ambas do modelo de 4 camadas) e o sub-indice eff
para o meio dielétrico efetivo no modelo de 3 camadas que produz a mesma ressonancia
do modelo de 4 camadas, para maiores detalhes consulte [20, 25]. Os sub-indices 1 e 2
sao utilizados para o substrato 6ptico e o filme metalico, respectivamente, independente do
ntimero de camadas do arranjo.

Assim, a condigao de ressonancia apresentada na equacao (2.30) pode ser utilizada para
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calcular o indice de refragao do meio dielétrico efetivo resultante de um experimento SPR:

B eh(Ar)(ny sin(ag))?
et = eh(Ar) — (nysin(ag))?’ (2:31)

sendo ar o angulo com o qual a luz que provoca a ressonancia incide sobre o filme metéalico
e \g 0 comprimento de onda dessa luz. Assim, se os meios do arranjo de camadas forem
bem conhecidos, basta encontrar os parametros da luz excitante que atendam as condicoes
de ressonancia ar e Ag para inferir informacées do meio dielétrico desconhecido. A equacao
(2.31), contudo, se aplica apenas ao modo de interrogacao angular. Para o modo de inter-
rogacao por comprimento de onda é necessério considerar a influéncia que o comprimento

de onda do feixe de luz exerce sobre os parametros dielétricos dos materiais, resultando em:

e = J Vel + el 0) + el (V) /2. (2.32)

sendo:

(e — 1+ el®)(nysin(@))? + ¢ eyt sin?(a)
- 72

(e, — ny2sin?(a))? + £9;2 (e, — ny 2 sin®(a)?)2 +

Eeff =

por simplicidade foi omitida a dependéncia da permissividade real e imaginaria do meio
metalico com o comprimento de onda da luz excitante.

Em qualquer um dos modos de interrogagao é possivel perceber uma regiao de menor
energia no feixe refletido ao montar a curva de refletancia R do arranjo. Essa curva apresenta
a propor¢ao entre o fluxo de irradiagao eletromagnética incidente (®;) na superficie e o fluxo
refletido (®,). Quando a reflexdo se d4 em um material homogénio semi-infinito, que em
termos praticos é o caso do SPR, a refletancia é igual a refletividade, que pode ser calculada
como o quadrado do modulo do coeficiente de refletividade (r,):

D,

R —_= a et ’Tp‘27 Tp = —. (233)

O valor da curva de refletancia no qual o valor de minimo pode ser observado é o valor
exato da condicao de ressonancia, seja ar para AIM ou Ag para WIM. Desse modo, qualquer
variacao na SPW altera a condi¢ao de ressonancia do transdutor. Ao rastrear o minimo
da curva ao longo do tempo e aplicando a equagao adequada para calcular neg, é possivel

representar essa variacao ao longo do tempo, o que é denominado de sensorgrama [17].
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Na Figura 2.6 esta ilustrado o sensorgrama esperado para dois experimentos diferentes,
sendo 0 a) que produz apenas ligagoes reversiveis e o b) que produz ligages irreversiveis.
Para cada curva de refletncia ¢, obtida, o seu valor de minimo (ag ) ¢ rastreado e utilizado
para calcular o indice de refragao efetivo negj correspondente. No intervalo de tempo inicial
(to — t1), a célula de fluxo esta preenchida de PBS e a curva ¢; ¢ adquirida, com ag; € neg 1.
No instante ¢;, uma solucao de proteina é bombeada através da célula de fluxo, a interagao
com o filme metalico acontece formando a membrana de reconhecimento e variando a curva
de reflectanica de ¢ para co e estabilizando em c¢3 no instante t3. No instante t3 a solucao
de PBS é novamente bombeada através da célula de fluxo, iniciando o processo de lavagem
que remove as ligacoes reversiveis. No caso a) o sensorgrama volta para o estado inicial
depois da lavagem, mas no caso b), devido as ligacoes irreversiveis, a curva de ressonancia

estabiliza em ¢y, com minimo em apr 2 que implica em indice de refragao efetivo neg .
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Figura 2.6: Sensorgramas obtidos para curvas SPR em um experimento com a) ligagoes
reversiveis apenas e com b) ligagdes irreversiveis.

A temperatura influencia cada uma das camadas individualmente, variando as condi-
coes de ressonancia do arranjo. Tanto as dimensoes fisicas, devido a dilatagao, como as

propriedades intrinsecas, como o indice de refracao, sao influenciadas. Caracteristicas da

37



fonte de luz e dos fotosensores também sao influenciadas pela variacao da temperatura.
Efetivamente, para a prata, como camada metélica, o aumento da temperatura provoca
um crescimento na largura da curva SPR e varia o angulo de condi¢ao de ressonancia em
uma taxa de —0,05°/°C' |26]. Isso porque a temperatura influencia principalmente a parte
imaginaria do indice de refracao da camada metélica, que é um indicador da absorcao de

energia pelo material.

2.2.3 Acoplamento 6ptico

O projeto de um bio-sensor envolve a escolha do modo de interrogacao utilizado e
a definicao de um acoplamento 6ptico do arranjo de camadas com a fonte de luz e os
fotodetectores. O percurso do feixe de luz incidente, sua incidénia no arranjo de camadas
e a reflexao em direcao aos sensores 6pticos devem ser ajustados por meio do acoplamento
optico. Nesta subsecao sao apresentadas solugoes disponiveis no Laboratorio de Bio-sensores
(eBIOS) da UFCG. Sao solugdes de acoplamento Optico para os modos de interrogagao

angular e de comprimento de onda.

VIR

Proposto em 2003 pela empresa VIR, o bio-chip tem o mesmo nome da empresa e
utiliza elementos difrativos de acoplamento 6ptico (DOCE - Diffractive Optical Coupling
FElements). O DOCE é uma grade de difracao projetada para que um feixe de luz, com
comprimento de onda especifico, que incida perpendicularmente (o; = 90°) seja refletido de
modo a convergir para um foco f. Se um feixe divergente, com o mesmo foco, incidir sobre
o DOCE, ele é refletido perpendicularmente [20].

Dois DOCEs sao posicionados simetricamente opostos a superficie metalica exposta a
célula de fluxo, a uma distancia horizontal igual a distancia horizontal do foco. A fonte de
luz emite um feixe sobre uma lente colimadora para que este incida perpendicularmente em
um DOCE e seja refletido de forma convergente. Por meio de reflexao total da luz, esse feixe
convergente é redirecionado para a superficie metalica onde deve acontecer a ressonancia.
O feixe refletido é divergente, sofre reflexao total para incidir sobre o DOCE que o reflete

como um feixe de retas paralelas perpendiculares para deixar o substrato 6ptico sem sofrer
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reflexdo [20]. Um diagrama desse acoplamento pode ser visto na Figura 2.7. A fabricacdo
dos elementos DOCE requer um aparato de nano-tecnologia holografica para a producao
do molde inicial de acordo com o comprimento de onda de projeto, de modo que esse

acoplamento 6ptico se aplica apenas ao modo de interrogacao angular .

Spreeta

Uma forma de acoplamento optico desenvolvida e instrumentada em 1996 pela Texas
Instruments (TT), o bio-chip Spreeta também utiliza 0 modo de interrogagao angular.

A TI propos um encapsulamento denominado SPREETA™Evaluation Kit, no qual um
material optico envolve a fonte de luz, um polarizador da luz, um espelho para direciona-
mento do feixe de luz e os fotodetectores, de forma a fixar e proteger os componentes de
forma adequada. Assim, o SPREETA consiste em uma tnica peca de 3 cmx 0,7 cm x 1,5
cm. Nesse sistema a luz é polarizada e emitida diretamente sobre o arranjo de camadas.
O feixe refletido é redirecionado por um espelho para incidir sobre os fotodetectores, ver

Figura 2.8.

Célula de fluxo
DOCE u TT DOCE Filme metalico

Espelho

Biochip
SPR /

|||||||||||||||||| [

LED Fotodiodos

Figura 2.7: Acoplamento 6ptico do trans- Figura 2.8: Acoplamento 6ptico do trans-
dutor VIR. dutor SPREETA.

Nessa configuracao o usuario tem acesso apenas a camada metalica, sobre a qual deve
ocorrer deposicao de material bioldgico, e aos terminais dos componentes eletronicos para
emissao de sinais de controle e aquisicao de dados. Desse modo, o funcionamento do SPRE-
ETA é criticamente depende da plataforma de controle e aquisicao de dados.

Apesar do beneficio do baixo custo e volume, os menores do mercado, este equipamento
apresenta sensibilidade consideravel a variacoes de temperatura, o que afeta todos os ele-

mentos internos do SPREETA, a posicao e a geometria dos componentes, influenciando na
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posicao de ressonancia e, consequentemente, o desempenho do bio-sensor.

O kit da TI, hoje produzido pela Sensata, tem um moddulo de controle e aquisicao de
dados que se comunica com um computador por meio da porta serial para que o software
SPREETAS5 possa controlar o equipamento, coletar, processar e apresentar os dados SPR.
Contudo esse software é antigo e limitado em aplicagao, além de subutilizar os recursos da
maquina por precisar do Microsoft Windows 98 para funcionamento. Por isso, os modulos de
controle, aquisicao e processamento de dados precisaram ser refeitos para melhor aproveitar
a tecnologia. O controle é implementado em nivel de hardware por meio de linguagem de
descrigao de hardware em um arranjo de portas programavel em campo (FPGA - Field
Programmable Gate Array) e a aquisi¢ao de dados é realizada por um modulo de aquisigao

da National Instruments para garantir o funcionamento em tempo real [27].

Prisma Polimérico para aplicacao Biolégica - PPBIO

Proposto em trabalhos desenvolvidos no proprio eBIOS [19, 28] para detecgao rapida,
o PPBIO tem caracteristicas de descartabilidade, baixo custo e flexibilidade. O bio-chip
PPBIO utiliza um prisma optico trapezoidal fabricado com o polimero COC TOPAS 5013,
usando técnicas de moldagem por injegao. O trapézio é projetado para que um feixe de
luz que incida perpendicularmente & base maior seja refletido na peca para incidir sobre o
centro do filme metalico. O trapézio é simétrico de modo que a luz refletida segue caminho
andlogo e deixa a peca formando angulo reto com a base maior. Para isso, as faces nao
paralelas devem ser internamente espelhadas. Para melhor compreensao ver diagrama da
Figura 2.9.

Esse tipo de acoplamento 6ptico pode ser utilizado com os modos de interrogacao angular
e de comprimento de onda. No primeiro caso, o feixe de luz deve incidir na base maior de
forma convergente. As superficies espelhadas garantem o posicionamento correto do foco.
Cameras de fotodiodos podem ser utilizadas na captacao da luz refletida. No segundo caso,
lentes cilindricas externas devem ser acrescentadas para garantir um angulo reto do feixe
de luz com a base do trapézio, para que a mudanca de meios nao cause reflexao da luz. Um

espectrometro deve ser utilizado na deteccao da luz.
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Figura 2.9: Acoplamento 6ptico do transdutor PPBIO.
2.3 Modelos matematicos para refletancia

O estudo teorico do SPR é realizado por meio de modelos matemaéticos capazes de calcular
os resultados de refletdncia para um determinado arranjo de camadas. Um modelo muito
utilizado para andlise da ressonancia de plasmons de superficie é dado pelas equacoes de

Fresnel.

2.3.1 Equacgoes de Fresnel

Em 1821, Fresnel calculou os coeficientes de refletividade (1) e transmissao (t) de uma luz
ao atingir uma interface entre dois meios tanto com polarizagao perpendicular (transverso-
elétrica - TE) quanto com polariza¢io paralela (transverso-magnética - TM) ao plano da
interface. Neste texto apenas as equagoes para a polarizacao TM sao descritas, pois apenas
essa polarizacao da luz produz a ressonancia.

O coeficiente de refletividade quantifica quanto da luz incidente foi refletida. Para a luz
TM polarizada, é calculado como a razao da intensidade do campo elétrico refletido F, e a
intensidade do campo elétrico incidente FE;. Fresnel mostrou que esse coeficiente pode ser
calculado se forem conhecidos os angulos de incidéncia («) e transmissao () da luz:

E,

_ _ jé _ tg(a — B) )
Tp=—- = rple?? = ‘—tg(ajtﬂ) e (2.34)

p Ez

O coeficiente de transmissao quantifica quanto da luz foi transmitida para o outro meio
da interface. Para a luz TM polarizada é calculado como a razao da intensidade do campo
elétrico transmitido (E;) e a intensidade do campo elétrico incidente (E;). Utilizando as

equacoes de Frensel, esse coeficiente também pode ser calculado utilizado os angulos de
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incidéncia e transmissao da luz;

- E _ |tp|€j¢ _ 2sin(a) cos(f) i

E; sin(a + ) cos(a — B) <

(2.35)

A variavel ¢ representa a mudanca de fase que ocorre entre o campo incidente e o campo
refletido. Contudo, a mudanca de fase da luz nao é importante para os modo de interrogacao
angular e de comprimento de onda, por isso o calculo dessa variavel foi omitido.

A grandeza de interesse no estudo do efeito SPR ¢é a refletancia, definida na equacao
(2.33) como a razao do fluxo luminoso refletido e o incidente, podendo ser calculada como o
quadrado do modulo do coeficiente de refletividade. Para indicar que esse resultado é valido
para uma luz monocroméatica de comprimento de onda A, a equagao (2.33) foi reescrita com
o sub-indice m:

Rya(a) = |7’p(04)|2. (2.36)

Contudo, ao se tratar de um arranjo de camadas, existem algumas interfaces que propi-
ciam reflexao e transmissao da luz. Um tnico feixe que é transmitido para o segundo meio,
por exemplo sofre reflexao ao atingir a interface com o terceiro meio e retorna a primeira
interface, sendo transmitido de volta para o meio original e refletido de volta para o segundo
meio onde sofrerd mais reflexoes e transmissoes, gerando intimeras componentes com menor
energia. Assim, o feixe de luz refletido pelo arranjo, é formado por intimeras componen-
tes refletidas do meio 1 e outras componentes transmitidas do meio 2. O mesmo pode ser
observado para o feixe transmitido pelo arranjo, no meio 4, é formado por componentes
dos feixes refletidos e transmitidos nos meios anteriores. Essas reflexoes e refragoes estao
ilustradas na Figura 2.10.

As pequenas espessuras das camadas 2 e 3, muito menores que o comprimento de onda,
garantem que a diferenca de posicao de cada componente seja desprezivel perante o tamanho

dos sensores 6pticos. Por isso o modelo matematico precisa contemplar o caso multi-camada

117].
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Figura 2.10: Ilustracao dos fendmenos de reflexao e transmissao de um feixe de luz em um
arranjo de quatro camadas.

O modelo multi-camada

O sistema de equacoes de Fresnel permite o calculo dos coeficientes de reflexao e refracao
de uma onda Optica incidente, com angulo de incidéncia conhecido, em um sistema com N
camadas de diferentes materiais, ou seja, N — 1 interfaces. Tém sido utilizado para analisar
as caracteristicas e a excitagao Optica da ressonéncia de plasmons de superficie [17, 24].

E possivel calcular os coeficientes de reflexdo e refracio aplicando repetidamente as
equacoes de Fresnel. O coeficiente de reflexao para um arranjo de N camadas com constante

dielétrica €; e espessura d;, sendo 7 = 1,2, ..., N, ¢ dado por:

S

(Mn + Mlzky’N) E (Mm + My

_ ky,N
EN €1 N

ry = ) : (2.37)
kyn '\ kya ky N
<M11+M12 ) 4=+ <M21+M22 )

EN €1 EN
sendo Mj;, os termos da linha j e coluna k de uma matriz de transferéncia M que depende

das caracteristicas das camadas internas do arranjo de camadas i = 2,3,..., N — 1:
M=MyMsj.--- My_, (2.38)

sendo

cos(k, id; —Ii gin(k, 4d;
M, = (yade) 3, sinly i) : (2.39)

Tt sin(kyd)  cos(ky,di)

&
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Com £k, ; expresso de modo analogo a equagao (2.23)

2m n;2 . 5
ky; = an\/(n_ﬂ — sin (a)) (2.40)

O vetor de onda k, ; depende do angulo «, do comprimento de onda A e do indice de refracao

n;. A matriz transferéncia M depende das espessuras d;, portanto r, é funcao de «a, A, n;(\)
ed;,comi=12 . N.

A refletancia para o caso multi-camada também é calculada por meio equacao (2.33).

2.3.2 O modelo de Fresnel modificado

O modelo de Fresnel tem limitagoes em seu uso, como as degeneracoes descritas por
Phelps (1996) |29] e de Bruijn (1991) |25]. Uma forte limitacdo do modelo é considerar que
a luz excitante do fendbmeno possui um tnico comprimento de onda, como é exigido pelo
modo de interrogacao angular. Os filtros luminosos normalmente utilizados sao precisos o
suficiente para que componentes de comprimento de onda diferentes do valor de projeto
sejam desconsideradas. Contudo, para solugoes de bio-transdutor de baixo custo, como
o SPREETA, esses filtros nao sao aplicados, de modo que, mesmo utilizando o modo de
interrogacao angular, o feixe de luz que excita o fenémeno nao é monocromatico. Para
considerar as componentes do espectro luminoso, deve ser utilizado o modelo desenvolvido
por Meléndez [30], que, neste trabalho, foi denominado de Fresnel modificado.

Para considerar os diferentes comprimentos de onda que compoem o feixe de luz que
excita o SPR no calculo da refletancia, recorre-se a propria definicao de refletancia espectral
como a razao entre os fluxos de irradiacdo eletromagnética no comprimento de onda A

incidente (®; ) e refletida (®,,) na interface metal/dielétrico:

D, d
= A com b, = ?9_)\

(2.41)

Assumindo, assim, um comportamento linear da refletancia com relacao ao comprimento
de onda, é possivel calcular a refletancia resultante como a sobreposicao das refletancias

individuais de cada comprimento de onda ponderadas pela intensidade p(\) da luz no com-
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primento de onda A :

AR
Rm,)\p(A)d/\
A
RZ[?\I’AF] == e ) (2.42)
/ p(\)dA
Al

sendo R, a refletancia policromaética na faixa de comprimentos de onda de A\; a Ap e R, \
a refletancia monocromaética devido a um comprimento de onda .

Como o meio sobre o qual a luz incide é homogéneo e semi-infinito, tem-se que a reflec-
tividade e a refletancia se confundem, portanto R,, pode ser calculada como o quadrado do

modulo do coeficiente de refletividade e, formalmente [30]:

AR
/ Ry, (a, A,ny(N), dy, ...) p(A)dA
R, (o, A\, ny, dy, ..., p(N)) = 222 : (2.43)

/ A

Al

em que N representa o nimero de camadas do arranjo, iniciando do prisma (meio 1) até o
meio externo (meio N), A; e A\r sendo os limites inicial e final da faixa de comprimentos
de onda considerados no espalhamento espectral da luz e p()\) a intensidade do feixe de
luz para cada comprimento de onda A da luz excitante do SPR. Normalmente p(\) pode
ser aproximada por uma distribuiciio gaussiana. E importante ressaltar que os indices de
refracao dos metais variam com o comprimento de onda do feixe de luz que se propaga no
meio. Na literatura esta disponivel dados experimentais dessa variagao para o ouro e a prata
[31], esses sdo os metais mais utilizados, pois neles o espectro de luz visivel é suficiente para
que ocorra o SPR [32].

O processo de formacao da camada metalica é relativamente preciso, de modo que a
camada pode ser considerada regular e com espessura conhecida. J4 a membrana de reco-
nhecimento tem um processo de formacao nao controlado e, para efeitos praticos, aleatoério.
Por isso é necessario conhecer o processo de adsorcao por meio do qual essa membrana é

formada.
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2.4 Cobertura da camada e processo de adsorcao em su-
perficie

O processo de adsorcao em uma superficie é o resultado de diversos processos fisicos
e quimicos de interacao das moléculas de uma solucao aquosa entre si e com a superficie
resultando em uma aderéncia das moléculas a superficie. O processo de adsorsao em super-
ficies é descrito por Nakanishi [33] como um processo complicado, apesar de comum. Essa
afirmacao foi reiterada uma década depois por Rabe [2].

E por meio desse processo que a membrana de reconhecimento é formada sobre o filme
metalico do arranjo. Para isso é necesséirio que a substancia da membrana tenha afinidade
com as particulas metélicas. Em uma aplicacao de transducao SPR sao utilizadas solugoes
com substancias que tém afinidade apenas com o metal, com pouca ou nenhuma interagao
de adsorgao entre si, de modo que nao ha empilhamento de moléculas e uma tnica camada
é formada, denominada monocamada.

A formacao da monocamada nao acontece de forma ordenada, o que gera lacunas com
espaco insuficiente para uma nova molécula, de modo a nao serem preenchidas. Também
ocorrem processos de deformacao da molécula em contato com superficies, interagoes elé-
tricas, rotacao, dessorcao, entre outros processos que influenciam na camada resultante.
Alguns desses processos estao apresentados na Figura 2.11a-b.

Assim, a camada formada nao é homogénea, uniforme, nem regular como ilustrado na
Figura 2.11c-d. De modo que sua espessura nao ¢ bem definida. Para melhor caracterizar
essa membrana, é utilizado o conceito de cobertura da superficie, que quantifica a fracao
da superficie disponivel para adsor¢do (absorvente) ocupada com o material a ser adsorvido
(absorbato):

regidao ocupada  V, My

- =5 = 2.44
regiao disponivel  V,,  m,,’ ( )

sendo V, o volume do absorbato aderido, V,, o volume méximo de absorbato em uma
monocamada, m, o nimero de moles aderidos e m,,, 0 nimero méaximo de moles do absorbato
em uma monocamada. Sendo ©® = 0 quando nao ha formacao de camada e © = 1 para o

caso ideal em que toda a camada metalica é coberta.

46



B I n

-

e

| Adon

4

§E§ L H A AN
" . AN o T &S

Figura 2.11: Representacao da cobertura nao homogénea da camada de reconhecimento
do transdutor SPR (a) vista lateral das moléculas recém adsorvidas; (b) representagio de
alguns fenomenos de deformacgao da camada, sendo 1- pequena deformacao, 2- deformacao,
3- dessorcdo, 4-rotacdo, 5- sem variagdo; (c) vista lateral apos deposicdo de anticorpos;
(d) vista superior apos deposicdo de anticorpos (e) imagem microscopica de uma camada
nao-homogénea de albumina bovina.

Principalmente para as proteinas classificadas como soft por sofrerem grande deformagao
em contato com superficies [33] a informacao de cobertura é mais significativa, pois nem o
conhecimento prévio do formato da molécula auxilia na determinagao da espessura da ca-
mada. As proteinas utilizadas a parte experimental desse trabalho, neutravidina, albumina
bovina e hemoglobina sao do tipo soft.

Contemplar cada um dos fatores que influenciam o processo de adsorcao aumenta a
complexidade de um modelo matematico para a cinética de adsorcao. Como o objetivo
desse trabalho nao é o estudo da cinética de adsorcao em si, apenas modelos mais simples

foram utilizados e serdao apresentados a seguir.

Isoterma de Langmuir

A descricdo mais simples do processo de adsorcao em monocamada é a isoterma de
Langmuir |34|, que considera as moléculas como esféricas que sofrem apenas adsor¢ao ou
desor¢ao quando em contanto com uma superficie. Nao ha consenso entre os pesquisadores

de uma isoterma ideal para a adsorcao, de modo que a isoterma de Langmuir foi escolhido
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por sua simplicidade matemaética. A isoterma de Langmuir considera que ha uma adsor¢ao
das moléculas dependendo da cobertura da camada (©), da concentracdo da solugao (cg) e

de uma constante de formagao da camada (k°"):

doe
— =k"cg [1 — O(1)] (2.45)
dt

A isoterma também considera que durante a formacao da camada algumas moléculas ja
aderidas sao perdidas, o que se denomina dessor¢ao. Essa perda depende apenas da camada

ja formada (©) e de uma constante de perda (k°//):

d®
— = —k1O(t). 2.46
= (v (2.46)
Assim, a camada é formada como resultado da combinacdo dos processos de adsorcao,
equagao (2.45), e dessorcao, (2.46), resultando em:
doe

E _ koncs [1 _ @(t)] _ kOfo(t) (247)

As constantes da isoterma podem ser escritas como fun¢oes da cobertura para considerar

outros processos internos além de adsorcao e dessorcao na formacao da camada:

kel = f(0) (2.48)

O termo [1—©O(t)] na equacao (2.47) representa a redugao continua de regides disponiveis
para adsorcao na superficie. FEsse termo também pode ser escrito como uma funcao da
cobertura ®(©) para tornar o modelo mais completo. Utilizar essa funcdo de superficie é
uma forma eficiente para obter uma isoterma mais precisa para adsorcao de proteinas sem
elevar significativamente a complexidade do modelo.

O modelo de adsor¢ao sequencial aleatoria (random sequential adsorption - RSA) é muito
utilizado para essa fun¢ao da cobertura ®(©) [2]. Este considera que uma molécula s6 adere
a camada se nao houver sobreposicao com uma molécula ja aderida. Para esse modelo, a

fungao de superficie disponivel ®#54(0) & calculada por:
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Do

(1-8)

A

ve- 10,812 (&) +0,2336 (@)2 +0,0845 <@)3 249

’ O ’ 9; ’ 9;

Os parametros da equacao sao ajusatados empiricamente. O valor méximo da atingido

pela cobertura (©,), quando hé saturacdo da camada, foi calculada utilizando discos solidos

como modelo das particulas em um mecanismo de simulagao da RSA, obtendo ©; = 54, 7%

[2]. Modelos mais precisos podem ser obtidos ao considerar o formato nao esférico das

moléculas, ao utilizar-se de um modelo de moléculas com outro formato deve-se considerar

em que posicao ela adere a superficie.

2.5 Consideracoes Gerais

A aplicacao da ressonancia de plasmons de superficie como técnica de transducao para
interacoes bioquimicas agrega precisao, sensibilidade e seletividade a um bio-sensor sem a
necessidade de marcadores. Contudo, esse transdutor é fortemente dependente do processo
de adsorcao que ocorre no arranjo de camadas para formar a membrana de reconhecimento.
Esse processo de adsorc¢do, é complexo |2, 33| e ndo controlado, por isso precisa ser moni-
torado para que seja possivel avaliar a qualidade da membrana de reconhecimento da qual
depende o transdutor.

Esse monitoramento também pode ajudar a: determinar o instante de término da for-
macao da membrana de reconhecimento, de modo a cessar a aplicagao de material biolégico
e reduzir custos; verificar o estado de limpeza do filme metalico antes de seu uso; detectar
o envelhecimento da camada metélica do transdutor, entre outras possibilidades.

Contudo, apesar de existirem equacoes consolidadas para simular a refletancia durante
a ressonancia de plasmons de superficie e inimeros modelos matemaéticos para a adsorcao,
nao hé disponivel na literatura como associar esses modelos e simular a ressonancia ao longo
do processo de adsorcao e gerar um sensorgrama esperado.

Por esse motivo o estudo descrito neste documento foi iniciado com o desenvolvimento
de um modelo para o SPR que contemple camadas irregulares no arranjo, como a cobertura

da camada, e como variar esse resultado no tempo para gerar um sensorgrama. Em seguida
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esse modelo foi utilizado em um estudo da cobertura que auxiliou no desenvolvimento de

um método de mensuracao da cobertura da camada metalica em um transdutor SPR.
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Capitulo 3
Revisao Bibliografica

Sao apresentadas aqui revisoes dos estudos realizados em cada uma das etapas do modelo
proposto para simulagao do bio-sensor SPR: transporte de fluidos, adsorcao de proteinas,
simulacoes SPR e tratamento dos dados para caracterizacao da membrana de reconheci-

mento.

3.1 Transporte de fluidos

Devido & quantidade de fluido necesséria para deteccao por bio-sensor SPR, o transporte
de fluidos é estudado por meio de sistemas microfluidicos. A combinagao da equacao de
fluxo convectivo difusivo (ECD) com a equacao hidrodindmica de Navier-Stokes (ENS) ¢é
utilizada para tratar esse tipo de sistema. O desenvolvimento temporal, a distribuicao
espacial da concentracao do soluto e o perfil de velocidade de um sistema microfliidico
podem ser calculados por meio dessas equagoes [34].

Contudo, a solucao dessas equagoes nao ¢é trivial. A definicdo das condigoes iniciais de
contorno adiciona grande complexidade ao problema por dependerem dos processos fisicos e
bioquimicos nas solucoes. O sistema se torna ainda mais complexo em casos que envolvem
uma regiao ativa de interacao molecular, que é o caso da regiao sensivel em um bio-sensor
SPR.

Por isso, os sistemas microfluidicos tém atraido a atencao de pesquisadores por décadas.

Vale destacar alguns do principais resultados que interessam a aplicacao em bio-sensores



SPR:

Em 1984 foi publicado um tratamento matemético para transporte difusivo-convectivo

de ions em canais retangulares |35];

Em 1991 aproximacoes e conceitos analiticos foram utilizados para quantificar o trans-

porte de soluto em canal de fluxo microfluidico [36];

Em 1999 o coeficiente de difusao de moléculas foi determinado por meio de um sensor-

T, microfluidico, em conjunto com um método 6ptico de detecgio de particuas [37];

Em 2003 e 2004 investigacoes experimentais de microfluxo foram realizadas revelando
discrepancias significativas com os resultados numéricos principalmente nas condigoes
de fronteira [38]. Foram avaliados os efeitos de camadas limites, as oscilages de fluxo
e movimentacoes de fluxo, para camadas menores que 5 pum o perfil parabdlico de

fluxo foi validado [39, 40].

Ainda em 2004 foi divulgada uma solugao da ECD para um eletrodo de disco rotativo

por meio de séries no dominio do tempo [41].

Em 2007 foi publicado um método experimental para determinacao dos parameros de
transporte nas proximidades das paredes de um microcanal [42]. O processo convetivo
proximo as paredes revelou um perfil de fluxo parabélico com distor¢oes, indicando
que uma condicao de deslizamento deve ser utilizda para as paredes do microcanal em

um modelo numérico [43].

Em 2009 um método experimental foi publicado para medir a difusao matua de solu-

¢oes moleculares em um sistema microfluidico [44].

Em 2015 foi publicado um método para determinacao dos parametros de transporte,
bem como o monitoramento de interagoes moleculares. Neste estudo foi proposto um
método para avaliar as constantes cinéticas e termodinamicas de ligacoes de substan-
cias (biotina, proteinas globulares, soro humano) na superficie sensivel de um bio-

senosr SPR [34].
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3.2 Adsorcao de proteinas

Nao ha duvidas que a adsorcao de proteinas é um fenéomeno comum. Sempre que protei-
nas entra em contato com superficies solidas, muito provavelmente havera a adsorgao [45].
Contudo, é um fenomeno de "alta complexidade" e grande importancial2]. Por esse motivo

a adsorcao de proteinas vem atraindo a atencao de pesquisadores h& mais de um século:

e Em um extenso trabalho publicado em duas partes (1916 e 1918) Langmuir faz um
estudo teodrico e experimental das propriedades de liquidos e solidos enfatizando as
forcas quimicas e fisicas envolvidas entre as molécula e estuda o formato de grupos de

moléculas para a adsor¢ao de liquidos em solidos [46, 47];

e Em 1918 foi publicado uma teoria de adsorcao de gases em superficies solidas, neste
trabalho Langmuir comprova suas teorias com experimentos de adsorcao em vidro,
mica, e platina. Os resultados experimentais comprovam a formacao de monocamadas

em superficies solidas [48];

e Em 1932 Langmuir desenvolveu uma teoria para a adsorcao de moléculas de gés em
uma superficie, essa teoria que considera apenas a adsorcao e a desor¢ao das moléculas

na superficie ¢ a famosa Isoterma de adsor¢ao de Langmuir [49];

e Em 1937 Langmuir publicou alguns trablhos comprovando que uma monocamada
depositada em um filme produz uma variacao perceptivel na cor de uma luz incidente,

esse resultado foi utilizado para medir a espessura da monocamada [50];

e Ainda em 1937 Langmuir publicou métodos para condicionar uma superficie para

adsorc¢ao [51];

e Em 1939 os métodos de formacao de uma monocamada, bem como sua estrutura e
propriedades foram estudadas por Langmuir, contemplando viscosidade, espessura,

anisotropia, compressibilidade e insolubilidade [52];

e [Em 1980 Leo Vromam et. al. estudou a adsorcao de amostras de sangue e explicou,
por meio do hoje conhecido Efito Vromam, discrepacias observadas entre a teoria de

Langmuir e os resultados experimentais. Segundo sua teoria as proteinas com maior

93



mobilidade adsorvem primeiros, mas logo cedem espaco para porteinas com maior

afinidade com a superficie. [53]

e Em 1986 Corsel et. al. publicou que a concentracao superficial de uma proteina em
processo de adsorcao varia muito vagarosamente, por isso a concentracao superficial

pode ser considerada constante. [54]

e Ainda em 1986 Hinrichsen et. al. publicaram um modelo de adsorcao que supera
muitas das dificuldades do modelo de Langmuir. O modelo de adsorcao sequencial
aleatoria (Random Sequential Adsorption - RSA) e versoes refinadas sao muito popu-

lares para descrever adsor¢ao de proteinas [55].

e Em 1989 Lee e Belfort utilizaram medicao das forcas entre camadas protéicas para

explicar a organizagao molecular durante um processo de adsorcao. [56]

e Na década de 90 muitos estudos foram publicados contemplando a organizacao mole-
cular de monocamadas adosorvidas em superfieces, com foco nas propriedades elétricas
das proteinas [57, 58], nas propriedades hidrofilicas e hidrof6ébicas da superficie [59-63|
e nas mudancas estruturais sofridas pelas moléculas de proteina ao serem adsorvidas
em superficies solidas [57-65]. Nesta década também foi publicado um modelo de

adsor¢ao mais complexo: a troca entre monomeros e dimeros [66].

e Na década seguinte mais modelos de adsorcao foram propostos, como o modelo dos
aglomerados [67], o modelo da adsor¢ao e reorientagao [68], o modelo de multiplos
estados |69], o modelo de trés estados |70 e o modelo de rastreamento |71|. Desta
década também podem ser encontras intimeras contribuicoes na area de simulagao
computacional em nivel molecular, se destacam as simulagoes utilizando mecanica

quantica [72], dindmica molecular [73, 74] e simulagoes de Monte Carlo [75, 76].

3.3 Caracterizacao da membrana de reconhecimento

Caracterizar a camada de reconhecimento, quanto ao seu indice de refracao e sua es-

pessura, foi um importante assunto de pesquisa principalmente na década de 90. Foram
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desenvolvidas técnicas para caracterizar a camada, mas todas dependiam de duas curvas

SPR independentes ou tinha limitacoes em sua aplicacao:

e de Bruijin at. al. (1991) [25] sugeriram a utilizagdo de duas solugoes diferentes
na camada externa do arranjo para uma mesma camada de reconhecimento. Apos
formada a membrana de reconhecimento, uma primeira solucao deve ser aplicada para
obtengao de uma curva SPR. Em seguida, a solucao ¢ trocada e uma segunda curva
adquirida. Assim, sao gerados dois conjutos de solugdes possiveis para os valores de
espessura (d) e indice de refracdo (n). A intersec¢ao dos conjuntos permite determinar

uma resposta unica para o problema.

Camada 4

Camada 3
*
2

Camada 2

Camada 1

Figura 3.1: Modelo de camadas com o adicional 2* ao filme metalico com espessura variante,
variando €.

e No mesmo artigo de Bruijin at. al. (1991) [25] também sugerem a variagao a espessura
do filme metalico presente no arranjo, a camada 2 na Figura 3.1, assim diferentes

curvas SPR podem ser geradas e aplicadas na caracterizacao da camada sensivel.

e Phelps e Taylor (1996) [29] relataram o uso de técnicas de minimizagdo por minimos
quadrados (Levenberg-Marquardt, por exemplo) para determinar a permissividade
relativa e a espessura da camada por meio da aplicacao das equacoes de Fresnel.
Contudo, esse método s6 funciona para camadas com espessura menor que 2 nm, e
dados devem ser adquiridos com precisao de 12-bits com ruido de poténcia menor que

0,5% da poténcia do sinal.

e Peterlinz (1996) utilizou feixes luminosos de diferentes comprimentos de onda para

excitar o SPR no mesmo arranjo de camadas. A comparagdo dos resultados resulta
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em um udnico par de espessura e indice de refracdo que descreve a membrana de
reconhecimento |77, 78]. A variagdo do angulo de incidéncia também pode ser aplicada

[79].

e Chinowsky, Jung e Yee (1999) [80] propuseram uma técnica de anélise linear que per-
mite determinar a espessura da camada sensivel com uma razao sinal-ruido 6tima
(teoricamente). Outros parametros de interesse independentes, como o indice de re-
fracao também podem ser determinados ao custo de uma reducao na relacao sinal
ruido . Contudo, essa técnica tem como principal limitacao sua sensibilidade ao ruido

branco com elevada variancia e ao ruido colorido [81].

e Chyou at. al. (2006) [81] propuseram algumas técnicas de ajuste de curvas que se
aplicam melhor para curvas de reflectancia simétricas e estreitas, caracteristicas pouco

comuns nessas curvas.

A alta sensibilidade do SPR, evidenciada em varios estudos [21-23, 82-84|, acentua
as limitagoes das técnicas apresentadas. Essa sensibilidade também torna necessaria uma
caracterizacao precisa da camada. Ha um consenso sobre a dificuldade de se determinar
esses parametros e a utilizacao de duas fontes de luz com comprimentos de onda distintos
[77] &€ o método mais aceito e utilizado desde entdo. Contudo, nenhum desses métodos trata
da cobertura da camada, varidvel inerente ao processo de adsorcao que forma a camada de
reconhecimento.

Esse trabalho apresenta contribuicoes na caracterizagao e monitoramento da camada

biologica em tempo real durante o processo de adsorcao, gerando publicagao em 2018 [85].
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Capitulo 4

Modelos

Neste capitulo sao apresentados os modelos desenvolvidos para representar e calcular

parametros relacionados ao fenémeno da ressonancia de plasmons.

4.1 Formulacao do modelo

Um modelo matematico que representa a ressonancia de plasmons de superficie deve
ser regido pelas equacoes de Maxwell. Partindo dessas equacoes, pode-se assumir que no
dominio ha auséncia de fonte e valem D = c¢F, J = oFE, B = uH, i1 = g, assim, as equagoes

de Maxwell sao resumidas na forma da equacao de Helmholz apresentada na equacao 2.15.

v x (VXE)—k02ETE:0

Essa equacao rege o dominio no qual ocorre a ressonancia de plasmons de superficie..

4.1.1 Geometria

Foi definido um dominio V' para modelar a ressonancia de plasmons de superficie acon-
tecendo em um arranjo de quatro camadas com constantes dielétricas €; e espessuras d;,
com j = 1,2,3,4. Esse dominio, representado na Figura 4.1, ¢ um bloco retangular limi-

tado pelas superficies S; (base inferior), Sy (lateral esquerda), Ss (lateral traseira), Sy (base



superior), S (lateral direita) e Sg (lateral dianteira) e contém as superficies
S;:2=0, Sg:z=dy, e Sy:z=dy+ds, (4.1)
que delimitam os subdominios
Viiz< Sy, Vo581 < z< .8, Vi:Sy<z<Ss; e Vi:Zy<z, (4.2)

sendo o subdominio V; correspondente & camada j do arranjo modelado.

(@)

P Z
k, -
’ A k,
0

Ve /
VZI 82 =Smr +i€mi l;;#_@ksl) > x
V3I 53
Vy &

Figura 4.1: Arranjo 6ptico de quatro camadas para excitagdo a ressonancia de pldsmons de
superficie (a) e modelo projetado para solu¢ao numérica (b). Os vetores de onda, constantes
dielétricas, espessura das camadas estao indicadas.

4.1.2 Condicoes de contorno

Através de S; incide um feixe de luz com campo elétrico em um ponto ﬁ(:z:,y, z) dado

por E;(P) definido por

Ey(P) = By Piet, (4.3)

sendo o vetor de onda
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Cco1m

2 2 2
b = anW sin(«) cos(yp), B; = anﬂ' sin(«) sin(yp), vi = 71177T cos(a), (4.5)

e E; o vetor unitario do campo elétrico incidente.
Este ultimo pode ser escrito como a soma de uma componente Er,, no plano de inci-

déncia e reflexao da luz e uma componente perpendicular Erg paralela a interface Sy:

E; = Brp cos(d) + Erar sin(0), (4.6)

sendo
Erg = (sin(p), — cos(p), 0) (4.7)
Ery = (cos(a) sin(ip), cos(a) cos(ip), sin(a)) (4.8)

e 0 o angulo de polarizagao da onda eletromagnética:
e ) =0° = E; = Erg, ocorre polarizacao s ou polarizacao transverso elétrica;
e ) =90° = E; = Ep), ocorre polarizacao p ou polarizacao transverso magnética.

Sabendo que apenas a componente transverso-magnética da luz excita a ressonancia de
plasmons de superficie, a polarizacao 0 = 90° foi escolhida para modelar o SPR. Também é
possivel determinar, sem perda de generalidade, o plano de propagacao da luz como o plano
xz, ou seja ¢ = 0°.

Através de Sy se propaga a luz refratada do arranjo de camadas:

Eg(P) = Ege™rt-iet, (4.9)
com
kj—;{ = (QOR’ /6R7 7R)> (410)
sendo
2 2 2
aRr = 71477r sin(a), Br = m% sin(a), e qgr= m% cos(q). (4.11)

O arranjo de camadas no qual ocorre a ressonancia costuma ter dimensoes da ordem
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de milimetros, enquanto algumas de suas camadas tém espessura da ordem de nandmetros.
Para contornar essa diferenca de dimensoes, apenas uma se¢ao nanométrica do comprimento,
ao longo do eixo x, ¢ modelado . Assumindo que a ressonéancia ocorre de forma similar no
resto da peca, a condicao de periodicidade de Floquet foi escolhida para as superficies Sy e
S5, assim, o modelo é capaz de representar uma peca muito maior do que os limites do seu
dominio.

Usando a periodicidade de Floquet pode-se definir o campo na superficie S; em funcao
do campo na superficie S:

Es, = Eg,e #4555 (4.12)

sendo cf5235 a diferenca entre os vetores posicao dos dois planos.

Para as superficies S3 e Sg foi escolhida uma condi¢ao que nao interfere nas ondas no
interior do dominio. Como nenhuma onda eletromagnética incidente, refratada ou refletida
deve ser propagar na dire¢ao y, a condigao n X H=0 pode ser estabelecida. Sendo n o
vetor unitario na dire¢do normal & superficie, n = (1,0,0) para S3 e n = (—1,0,0) para Se.
Essa escolha significa que a largura do modelo tem pouca ou nenhuma influéncia sobre o

resultado calculado.

4.1.3 O método de Solucao

Dadas a geometria e o conjunto de equacoes que regem o modelo, é possivel calcular
os campos elétrico e magnético ao longo de todo o dominio. A complexidade da equa-
cao que rege o dominio implica na necessidade de aplicacao de métodos numéricos para o
calculo da solucao. A escolha correta do método evita erros de resultado e pode reduzir
consideravelmente o tempo de calculo.

Os principais métodos numéricos aplicados ao eletromagnetismo sdo basicamente trés:
O método dos momentos (MoM - Method of Moments), o método das diferencas finitas
no dominio do tempo (FDTD - Finite-difference time-domain) e o método dos elementos
finitos (FEM - Finite Element Method) [86]. O primeiro é bem condicionado para problemas
com pequena razao superficie/volume. E o segundo é bem condicionado para superficies
regulares. Como o dominio SPR nao se encaixa em nenhuma dessas condigoes, o método

dos elementos finitos foi escolhido.
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A escolha do método, contudo, nao é o inico problema para sua aplicacao. Descrever o
problema, escolher suas condi¢oes de contorno, discretizar o dominio e escolher os métodos
de solucao, de inversao de matriz tém grande influéncia sobre o resultado e o tempo de
calculo.

Seis passos sao necessarios a aplicacao do MEF:

e Discretizagao: O dominio do modelo deve ser dividido em uma quantidade finita
de elementos. Esses elementos devem ser pequenos o suficiente para que, entre os
seus vértices, as equacoes diferenciais que regem o dominio possam ser escritas como

equacoes de diferenca.

e Equacoes dos Elementos: Se os elementos forem definidos corretamente, é possivel
definir equagoes, geralmente polinomiais, para aproximar as solucoes nestes elemen-
tos. Em seguida os coeficientes do polinémio devem ser determinados para que a

aproximacao seja 6tima.

e Montagem: Nesse passo as equagoes devem ser agrupadas, ou montadas, em um
sistema para caracterizar o comportamento unificado do sistema inteiro. O conceito

de continuidade governa o processo de montagem.

e Condicoes de Contorno: O sistema de equacgoes deve ser ajustado para considerar

as condigoes de contorno do modelo.

e Solugao: O sistema de equacoes deve ser resolvido numericamente por métodos in-

terativos ou diretos.

e Pés-precessamento: Havendo o interesse, variaveis secundarias devem ser calculadas

neste passo final.

O software COMSOL Multiphysics (R) foi utilizado para implementagao do modelo pro-
posto e aplicacao do MEF na sua solugao. Desse modo, os passos de gerar as equagoes
dos elementos, agrupa-las em um sistema, adicionar as condicoes de contorno e calcular
a solucao sao todos realizados pelo software. O usuério deve modelar o sistema, confi-
gurar a discretizagdo, selecionar o método de solucao (interativo ou direto) e realizar o

pOs-processamento.
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Discretizacao

A regra geral para aplicacao em sistemas 6pticos é o tamanho maximo dos elementos de
até um terco do menor comprimento de onda da luz envolvida.

Devido & discrepancia de dimensoes dos diferentes subdominios do modelo, uma malha
irregular deve ser utilizada. Desse modo, o limite de tamanho dos elementos s6 é significativo
para os subdominios Vi e V. Nas regioes em que a ressonancia ocorre efetivamente é
necessario maior precisao, por isso os elementos dos subdominios V5 e V3 foram escolhidos
com tamanho maximo e minimo de um décimo da espessura do filme metalico e da camada
dielétrica respectivamente. Com taxa méxima de crescimento entre elementos vizinhos em
30%.

Essas configuracoes geram em torno de 30 mil elementos no dominio completo.

Método de solucao

O COMSOL Multiphysics (R) permite que o usuario selecione o método de solugao do
sistema de equacoes. Podendo ser uma solucao direta, baseada em decomposicao LU, ou
interativa. A primeira é mais robusta, contudo requer maior memoria dinamica.

Para os métodos diretos as opgoes disponiveis sao MUltifrontal Massively Parallel sparse
direct Solver (MUMPS), Parallel Direct Sparse Solver (PARDISO) e SParse Object Oriented
Linear Equations Solver (SPOOLES). Todos esses métodos sao adequados para o modelo em
questao, variando apenas os requisitos de memoria e tempo de solucao, sendo o SPOOLES
mais lento com menor requisito de meméria e 0 PARDISO mais rapido com maior requisito
de memoria. O método MUMPS foi escolhido por utilizar ser mais adequada para a memoria
disponivel no computador utilizado: um processador 7 octa-core com 8 Gb de memoria

RAM, sendo necessarios 4 h de processamento.

Po6s-processamento

Os parametros de dispersao (Scattering parameters ou S-parameters) sao, por defini¢ao,
matrizes, dependentes da frequéncia, que descrevem a transmissao e reflexao de ondas ele-
tromagnéticas. Para baixas frequéncias os parametros S sao calculados com base na tensao

refletida, mas para o caso de altas frequéncias estudado o campo elétrico é utilizado. Como
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o modelo utilizado consiste em calcular o campo elétrico em todo o dominio, entao o calculo
tanto do parametro S que a porta em Sy exerce sobre ela mesma (S, s,), quanto do para-
metro S que a porta em Sy exerce sobre S; (Sg, s,) ¢ realizado por meio de simples integrais

numeéricas:

fs < (E. — Eb)E ) diS: fsl (Elﬁf) dsS;
552751 = o 5
Js, (B2Es) as, s, (i) as,

sendo Eg o campo elétrico definido para a porta em Ss, El o campo elétrico definido para

Ssy.8, = , (4.13)

a porta em Sy, e E. o campo elétrico resultante calculado para o contorno de integracao.

Assim, definidos Sg, g, € S, ,, 0s coeficientes de interesse sao:

R = |5527SQ‘2 T = |552,S1|27 (414)

sendo R a refletancia e T' a transmitancia.
Ja para representar o campo evanescente, basta tracar a curva da intensidade de campo
elétrico |E.| calculado ao longo de uma reta perpendicular as portas passando pelo centro

do dominio.

4.1.4 Estudo comparativo

Como processo para verificar a corretude das curvas refletancia (R) calculadas de do
modelo do transdutor baseado no método dos elementos finitos (modelo MEF) foram reali-
zadas comparagoes ponto a ponto de curvas SPR resultantes do modelo proposto com curvas
oriundas do modelo baseado nas equacgoes de Fresnel, considerado como referéncia. Para
isso foram simuladas estruturas cujas camadas sao todas perfeitamente lisas e uniformes,
j& que esta é uma limitagao do método utilizado como referéncia. Diferentes configuracoes
do arranjo de camadas foram simuladas, variando as substancias do filme metélico, sua
espessura, o comprimento de onda da luz incidente e quantidade de camadas.

Foram realizadas simulagbes para estruturas de trés camadas (Figs. 4.2 (a) e (d)),
quatro camadas (Figs. 4.2 (b) e (e)) e cinco camadas (Figs. 4.2 (¢) e (f)). Na Tabela

4.1 estao apresentados os valores dos parametros utilizados nas simulagoes. Para todas
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essas configuracoes, o erro médio quadratico maximo obtido é menor que 8,5 x 1074, Esse

resultado é um forte indicio da precisao do modelo MEF dada a confiabilidade do modelo

Fresnel.
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Figura 4.2: Comparagao das curvas tedricas de refletancia SPR obtidos com as equacgoes
de Fresnel e com o modelo proposto. Os parametros simulados em cada grafico estao
apresentados na Tabela 4.1.

A complexidade e o tempo de processamento necessarios ao uso do modelo MEF nao
justificam seu uso em casos que podem ser simulados com as equagoes de Fresnel. Contudo,
o modelo proposto tem uma capacidade de modelamento muito maior, podendo abranger

casos que o modelo de Fresnel nao é capaz. O modelo MEF pode ser aprimorado para re-
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Tabela 4.1: Valores dos parametros utilizados para gerar as curvas SPR na figura 4.2. As
espessuras da primeira e Gltima camadas sao irrelevantes por serem muito maior que as
demais.

‘ Figura ‘ A ‘ Arranjo de camadas ‘
4.2(a) | 850 nm BK7 / ouro (50 nm) / agua
4.2(b) | 850 nm BK7 / ouro (50 nm) / PBS (10 nm) / agua
4.2(c) | 720 nm | BK7 / teflon (410 nm) / ouro (50 nm) / PBS (10 nm) / agua
4.2(d) | 800 nm BKY7 / prata (60 nm) / agua
4.2(e) | 800 nm BK7 / prata (60 nm) / PBS (10 nm) / dgua
4.2(f) | 720 nm | BK7 / teflon (410 nm) / prata (60 nm) / PBS (10 nm) / dgua

presentar com maior precisao a realidade, como é o caso de representar camadas irregulares.
A se¢ao a seguir trata de algumas avaliacoes do transdutor SPR utilizando o modelo MEF

que nao poderiam ser realizadas utilizando o modelo Fresnel apresentado.

4.1.5 Aplicacao

Explorando a capacidade do MEF em representar geometrias irregulares, é possivel

aplicar o modelo proposto no estudo da cobertura da camada de reconhecimento.

Representacao da cobertura de uma camada

A principal aplicacao desse método de simulacao é a representacao de camadas nao homo-
géneas, sendo necessario incluir o conceito de cobertura da camada para serem corretamente
caracterizadas.

Para considerar a cobertura da camada, é preciso redefinir a superficie Sg do modelo
para uma superficie Sox tal que a razao dos volumes original V3 e o volume redefinido V3

estejam de acordo com a defini¢ao de cobertura dada na equacao (2.44):

Vax
0=—. 4.15
= (4.15)
A isoterma de adsorcao de Langmuir foi aplicada para calcular a cobertura © esperada.
Redefinindo a superficie Sy para ser aplicada no modelo proposto é possivel determinar a

condicao de ressonancia ap.

Para estimar a cobertura da superficie a partir de uma dada curva de refletancia R

65



tedrica ou experimental, foi utilizado um resultado publicado pela equipe do laboratoério,
uma aproximagao da cobertura por meio da varia¢ao do indice de refracdo [87]. Seja Ang™*
a maior variacao possivel de indice de refracao entre a auséncia de camada dielétrica e a
camada ideal com © = 1, seja também Ans®? o desvio real medido experimentalmente.
Calcula-se, entao, cobertura © como a razao dos desvios maximo e experimental:

AnSexp

On 218 (4.16)

Angmaz’

Essa equacdo foi utilizada como referéncia para calcular a cobertura O™ de acordo com
ag. A comparacio da cobertura esperada O e a cobertura calculada ©™' foi utilizada para
validar o modelo. O procedimento de validacao consiste em: 1- a concentracao da solucao
o, seu coeficiente de difusao D e a velocidade de fluxo v sao utilizadas em um modelo de
transporte de fluido para calcular a concentracao imediatamente sobre a superficie cg. 2-
a isoterma de Langmuir é utilizada como modelo de adsorcao para calcular a cobertura
© da camada de reconhecimento. 3- a superficie Sy é redefinida de acordo com ©. 4- o
modelo MEF proposto é aplicado para determinar o angulo de ressonancia ag. O modelo
de cobertura de (Laborde, 2013) é aplicado para calcular a cobertura medida O, um

fluxograma desse procedimento pode ser visto na Figura 4.3.

D —>» @ Transporte L — Modelo de @ Formato da Ressonancia de
¢ de fluido £ Adsorgéo O camada irregualar S plasmons
v > 3—i+ V- (-DVc+cu) = 0 > Co —) TT? = ks [1 - O(1)] — k7O(1) o= % o v x (V X E) — ko’e,E =0

Modelo de cobertura
Validagéo do ref (Laborde et al, 2013)| 4
modelo proposto 0" < ot _ Ana B

A

Figura 4.3: Fluxograma do processo de validagao do modelo MEF proposto.

Para definir como representar a superficie Sy, foi realizado um estudo da organizacao

das moléculas de proteina na superficie metéalica.

Organizacao das moléculas na superficie

Além do modelo utilizado para as moléculas, ¢ importante pensar em sua organizacao
na superficie aderida. A camada de analito pode estar organizada em multicamadas ou

em monocamadas. A multicamada ocorre em condicdes em que a agregacao das proteinas
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é favorecida ou a repulsao das mesmas ¢ inibida. J& as monocamadas ocorrem quando a
atracao entre duas proteinas é fraca ou negativa, havendo repulsao. A segunda estrutura é
o caso da neutravidina, substancia utilizada neste estudo.

A interacao de atracao, ou repulsao, entre as moléculas também ocorrem lateralmente,
influenciando no que se denomina cooperagao positiva ou cooperacao negativa. A primeira
ocorre quando o potencial hidrogenionico (pH) da solu¢io é igual ao potencial isoelétrico da
molécula, resultando em moléculas sem carga elétrica e uma cinética de adsorcao observada
maior do que a esperada pela teoria de Langmuir. Isso porque as moléculas ja adsorvidas
no metal facilitam a adsorcao de novas moléculas, atraem as moléculas ainda nao agregadas
para proximo a superficie, mas quando a distancia diminui, as forcas de repulsao, no caso
da monocamada, tornam-se mais significativas e redirecionam a molécula para uma posi¢ao

lateral [2|. Nesse caso h& a ocorréncia de agrupamentos de moléculas na superficie, ver

Figura 4.4(a).

(a) (b)

Figura 4.4: Adsor¢do cooperativa: (a) cooperagao positiva, as moléculas ja aderidas atraem

as demais melhorando a cinética de adsorcao; (b) cooperagao negativa, as moléculas aderidas
repelem as demais, dificultando a cinética de adsorcao.

Quando o potencial isoelétrico da molécula é diferente do pH da solucao, as moléculas
ficam eletricamente carregadas, de modo que as moléculas ja aderidas repelem as demais,
dificultando a sua adsorcao e evitando o agrupamento de moléculas, ver Figura 4.4(b).
Quando isso ocorre a cinética de adsorcao observada é menor do que a esperada pela teoria
de Langmuir. Nos casos em que a isoterma de Langmuir corresponde ao caso observado,
pode ter ocorrido uma adsorcao nao cooperativa. Outra possibilidade é que as interacoes

de cooperagao positiva e negativa tenham se equilibrado [2].
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Algumas geometrias foram utilizadas para redefinir Sg para que o volume da membrana
de reconhecimento variasse de acordo com a equagao (4.15), essas geometrias estdo apre-
sentadas na Figura 4.5, sendo S e S§' utilizadas para representar uma cobertura resultante
de adsor¢ao com cooperagao negativa e Si*, Sg', S¥ e S¥ para coberturas resultantes de
adsorcao com cooperacao positiva.

2 2
Owzer) | B Aaer) N b 2@zer) ~__~
P Z, 7 x, x

0

dy

—— 4 4
A : od,

— A A 2 2
dg e e VA R P W e
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©0<0.5 6©>0.5 ogm/4 o>m/4

Figura 4.5: Geometrias utilizadas para redefinir a superficie Sg no modelo MEF proposto.
As equacoOes estao apresentadas no apéndice A.

As proteinas utilizadas neste estudo apresentam formato esférico ou elipsoidal, contudo
foram utilizados os formatos retangular e triangular por simplicidade de célculo da cobertura
e de discretizacao do dominio para simulacgao.

Definidos o procedimento de estimacao da cobertura, e as superficies que simulam os
resultados para as duas condicoes de adsorcao, foram feitos experimentos de adsorcao com
diferentes concentragoes (¢; = 0,21 uM/L e ¢y = 3,3 uM/L) da proteina NeutrAvidina, o
protocolo experimental esta detalhado no apéndice B.

Nos experimentos com ambas as concentracoes da proteina, o processo de adsorcao foi
monitorado. Em dez diferentes instantes de tempo desse processo de adsorcao, a cober-
tura medida foi utilizada para gerar as superficies S} e S como cooperagio negativa e as
superficies Si e Si’ como coopera¢ao positiva. A varia¢ao do indice de refracao efetivo
foi simulada e a cobertura equivalente calculada considerando as duas organizagoes mole-
culares para cada instante ¢,, de tempo, n = 1,...,10. Os resultados das simulacoes e dos
experimentos podem ser observados na Figura 4.6.

Este resultado parece ser um indicativo de que a organizacao das moléculas como um
unico aglomerado resultante de uma adsorg¢ao com cooperagao positiva é o mais proximo da

realidade, mas é importante lembrar da simplificacdo do modelo da molécula de NeutrAvi-
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dina, ainda é necessario um estudo para ter dimensao da influéncia dessa simplificacao do

modelo molecular.

€y = 0.21;smol/L 6, = 3.3umollL
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Figura 4.6: Sensorgrama do processo de adsor¢cao provocado por uma solucao de Neutravi-
dina com concentragao 0,21 uM/L (esquerda) e 3,3 puM/L (direita).

Para verificar a influéncia da forma do aglomerado de moléculas, foram testadas algu-
mas geometrias para simular esse aglomerado resultante de uma adsor¢ao cooperativa. As
superficies SY e S¢ foram também utilizadas. Apenas variagoes da cobertura ao longo do
eixo = foram contempladas porque o feixe de luz incidente o faz de forma pontual nos eixo
y e z como retratado na Figura 4.7.

Os resultados das simulagoes, utilizando as superficies descritas, ver Figura 4.8, sugerem
que a geometria utilizada no modelo do material dielétrico tém pouca influéncia na curva
SPR resultante. O modelo foi testado para cada uma das superficies S§, S, S¢ e S¥,
obtendo curvas SPR similares para os mesmos valores de cobertura ©.

Conclui-se que a fracao do volume do material dielétrico é significativamente mais influ-
ente na ressonancia de plasmons de superficie do que a forma ou distribuicao desse material.

Desse modo pode ser definida a constante dielétrica equivalente ., da monocamada
como sendo o valor da associagao dos dielétricos que a formam.

Ou seja, se uma proteina qualquer de constante dielétrica conhecida ¢, forma uma mo-
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Filme metalico

Figura 4.7: Vistas da regiao de incidéncia da luz.

nocamada incompleta em um meio aquoso (&), sendo:

€eq(© = 0,6p,60) = u < €eq(0,6p,60) < €p =g(O =1,6p,64) (4.17)

4.2 Calculo da constante dielétrica equivalente

Admitindo que o formato dos subdominios nao exerce influéncia significativa, pode-se
escolher qualquer geometria para calculo das grandezas de interesse.

Por facilidade de célculo, a geometria mais simples foi escolhida, aquela definida pela
superficie Sg'. Esse resultado é compativel com o que é feito para o filme metalico, pois este
também ¢é irregular e nao homogéneo [88|, mas é representado como regular e homogéneo.

Para calcular a constante dielétrica equivalente, foi aplicado o conhecimento de associa-
cao paralela de dielétricos, normalmente aplicada a capacitores:

1 1 1

_ 1.1 41
Cow GG (4.18)

com
A A A
Ceq :5qu; CS = &3 55

Od 04 = €4m. (419)

sendo A a area da peca, Od e (1—0)d as espessuras das duas camadas de diferentes materiais
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Figura 4.8: Comparacao entre as curvas SPR simuladas com diferentes geometrias para
quatro valores de cobertura distribuidos de forma uniforme espagados entre 0 a 1.

e €3 € €4 as suas constantes dielétricas, de acordo com a Figura 4.9.

l

/) TZ A=l

€&

"4 £,

Figura 4.9: Associacao paralela de dielétricos

Substituindo:

1 Od N (1-0)d
Ceq N €3A €4A
d__ ed (1-6)
€qu B 6314 €4A

1 © 1-06

€eq €3 E4
S (1 0)ey + Ocy
Eeq

€384
Eeqg =

(1 — @)83 + @84

(4.20)

Com o valor da constante dielétrica equivalente é possivel obter uma expansao das
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equacoes de Fresnel para calcular a curva SPR resultante para qualquer valor de cobertura
da camada metéalica, na Figura 4.10 estao apresentadas as curvas teoricas para diferentes
coberturas obtidas com o modelo proposto para ser computado por meio de elementos
finitos Ry pr(a), e obtidas com o modelo de Fresnel expandido Rpg(a), também proposto.

O desvio entre as equacoes foi calculado por meio do desvio médio quadratico:

N

1 2
RMSD = |+ > (Rypr(a;) — Rep(en))’. (4.21)
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Figura 4.10: Comparagao dos resultados obtidos de simulacoes para diferentes valores de
cobertura, utilizando o modelo MEF proposto e solucionado utilizando o Comsol e o modelo
de Fresnel expandido: as equacoes de Fresnel com o dielétrico equivalente. O desvio médio
quadratico (RMSD) é apresentado para cada par de curvas para a mesma cobertura.

4.3 Constante dielétrica resultante ¢z e comprimento de

onda resultante \p

Durante a ressonancia de plasmons de superficie, a componente do vetor de onda da
luz excitante que se propaga ao longo da superficie metélica k, possui a mesma direcao e

magnitude do vetor de onda da onda de superficie l;::gp gerada. Assim, dado

2
k, = Tﬁnl sin(a), (4.22)
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pode-se utilizar a aproximagao deduzida por |[11] para o modelo de trés camadas:

(4.23)

para definir a igualdade e calcular a parte real da constante dielétrica do material metéalico:

" UL (1.21)
n3 — (nq sin a)?

sendo a o angulo de incidéncia e n; e ng os indices de refracao do substrato optico e da
solucao na célula de fluxo, respectivamente.

Com este resultado, é possivel utilizar a ressonancia de plasmons de superficie para medir
o valor da constante dielétrica de um filme metélico. Para isso, basta excitar o fendémeno com
agua no meio externo, assim ng pode ser conhecido. Uma aplicacao imediata ¢ a calibragao
do equipamento bio-sensor baseado na ressonancia em questao.

A constante dielétrica do metal é fortemente dependente do comprimento de onda da
luz que o atravessa. Assim, mesmo se houver a utilizacao de uma fonte policromatica, a
equagao (4.24) representa a constante dielétrica resultante g, ou seja, um tnico valor da
constante que produz o mesmo efeito da composi¢ao de todos os valores relacionados a
excitacao policromatica.

Utilizando dados experimentais, como os apresentados em |[31], é simples encontrar um
tinico valor de comprimento de onda Ag para o qual o &,,,(Ag) = g, este é o comprimento

de onda resultante.
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Capitulo 5

Caracterizacao da camada dielétrica

Neste capitulo, serd apresentado um procedimento completo para estimacao dos para-

metros fisico e 6ptico da camada dielétrica formada sobre o filme de ouro.

5.1 Plataforma experimental

Toda a teoria em que se baseia este estudo é independente da configuracao, acoplamento
6ptico e sensoriamento 6ptico do equipamento utilizado. Desse modo, qualquer bio-sensor
poderia ser escolhido para gerar os dados experimentais. Para mostrar que a resolucao do
equipamento também é pouco relevante, foi escolhido o moédulo SPREETA para coleta de
dados, ver Figura 5.1.

O SPREETA utiliza a configuragao Kretschmann-Raether no modo AIM, sendo encap-
sulado em epoxy modelado (Ciba-Geisy, Los Angeles, CA) com um LED de AlGaAs de 830
nm (Infratech, Garland, TX) e um polarizador para a luz. No encapsulamento também ha
um sensor de temperatura para detectar e posteriormente corrigir desvios causados pela va-
riacao dessa grandeza. Um fino filme de ouro de 50 nm compde a superficie do sensor. Esta
superficie fica em contato com um bloco de Teflon™com trés canais de de 2x10 mm com
0,762 mm de profundidade feitos a laser. O SPREETA é capaz de medir indices de refracao
na faixa de 1,32 a 1,368, com precisdo de 5 x 107% RIU, com frequéncia de operacao de 5
a 2000 kHz. [89, 90]. A instrumentagdo inclui um arranjo de fotodetectores com resolucdo

de 1 x 128. Neste trabalho serd chamado de pixel ao sinal individual de cada um desses



Modulo de aquisigao
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Figura 5.1: Plataforma experimental desenvolvida sobre o bio-chip SPREETA.

fotodetectores.

No sinal captado com o0 SPREETA pode ser percebida a nao uniformidade dos fotodiodos
através de padroes constantes de perturbacao no sinal independente da intensidade do sinal
medido; perturbacoes temporais podem ser percebidas por meio da variacao aleatéria de
até 0,8% do sinal nos valores de cada pixel medidos para o mesmo sinal; e perturbacoes
espaciais foram observadas quando pixels vizinhos apresentam perturbacgoes similares, com
amplitude de até 2% do sinal e influéncia de dois a trés pixels vizinhos. Contudo, um filtro

passa-baixas minimiza o efeito desses ruidos de modo suficiente [91].
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5.2 Calibracao do equipamento

A discrepancia entre as curvas experimentais e teoéricas atrapalham o uso combinado
destas para a estimacao de parametros desconhecidos. Pois nao é simples obter uma curva
experimental para uma combinacao qualquer de parametros.

Muitas vezes os dados de projeto de um equipamento podem variar no caso real pela
propria margem de seus componentes. No equipamento SPREETA, por exemplo, o seu
manual informa que a fonte de luz é monocroméatica com comprimento de onda de 840 nm,
o datasheet do fotodiodo utilizado informa 830 nm e ao medir utilizando um espectrémetro,
percebe-se uma distribuicao gaussiana da luz com pico em 850 nm como apresentado na

Figura 5.2.
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calibracdo C(R,) e C(R,).

Portanto, é necesséria uma calibracao do equipamento para ajustar a faixa de angulos
correspondente ao sinal captado e ajustar determinados ganhos a curva simulada para que
esteja compativel com a curva experimental.

Para simulagao, foi utilizada a equacao de Fresnel modificada definida por [30]

AR
/ Ron (0 X (V). dr, v (V) ) p(A) A
Rp (0, A\, n1,dy, ....,nn(N), dy, p(A)) = 2 , (5.1)

/ A

A1
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sendo n; e d; o indice de refracao e a espessura da camada ¢ com ¢ = 1,2,.... N, R,, a
reflectancia calculada utilizando as equacoes de Fresnel para o angulo de incidéncia « e o
comprimento de onda A, e p(A).

Considerando, desse modo, a imperfeicao da fonte de luz, o desvio da teoria com a
experimentacao é reduzida consideravelmente, como pode ser percebido na Figura 5.3. O
processo de calibragao garante um desvio ainda menor.

Para o processo de calibracao considera:

e A temperatura e imperfeicoes do encapsulamento alteram o percurso da luz refletida

causando uma incidéncia deslocada nos fotodetectores;

e A curva simulada detém o valor verdadeiro do angulo de ressonancia esperado da

ressonancia;

e A curva simulada nao contempla atenuacoes sofridas pela luz e imperfei¢oes dos foto-

detectores.

Portanto, assim, como um sensor de temperatura deve ser calibrado para medir 0°C na
temperatura de fusao da agua, o sinal experimental também deve ser calibrado para ter como
angulo de ressonancia para a dgua o mesmo valor calculado teoricamente. A relagao °/pizel
também deve ser ajustada no sinal experimental, como referéncia é utilizada a largura da
curva simulada.

Ja a curva simulada deve ter sua amplitude e valor de minimo ajustados para que a
profundidade da curva experimental seja refletida, para isso calcula-se um ganho aditivo g,
e um ganho multiplicativo g,, para a curva simulada.

A curva experimental da &4gua também deve ser utilizada para calcular a constante
dielétrica resultante do metal através da Eq. 4.24 e o comprimento de onda resultante
comparando o valor da constante dielétrica com dados experimentais. Um fluxograma do

procedimento de calibracao pode ser visto na Figura 5.4.
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Figura 5.4: Fluxograma apresentando o procedimento de calibragao do bio-transdutor.
5.3 Estimativa da constante dielétrica equivalente

Um conceito consolidado no uso da ressonancia de plasmons de superficie é a constante

dielétrica efetiva e.rs. Definido por [20],

erey sin(a)?

e - . 9 5.2
Feff er — €1 sin(w)? (5-2)

¢ o valor da constante dielétrica na camada externa de um modelo de trés camadas que
resulta em uma curva SPR equivalente & curva resultante de um modelo de quatro camadas.

Para calcular essa constante, é necessario definir:

e k3 0 modulo do vetor de onda que se propaga na camada 2 (metélica) com constante

dielétrica eq;

® k.¢r 0o modulo do vetor de onda no modelo de trés camadas para o raio que se propaga

na camada 3 (meio externo) com constante dielétrica .y y;

e k3 0 modulo do vetor de onda no modelo de quatro camadas para o raio que se propaga

na camada 3 (dielétrico) com constante e.,;

e k4 0 modulo do vetor de onda no modelo de quatro camadas para o raio que se propaga

na camada 4 (meio externo) ey.
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Assim, o coeficiente de refletividade observado no modelo de 3 camadas é calculado por:

ka/€2 = Kepp/eeyy (5.3)

’[”‘ =
2 kafes + kegs/eers

e o coeficiente de refletividade, observado no modelo de 4 camadas, é calculado por:

o3 + 734 €xp(2iksds)

= ) 5.4
234 1 + 723734 eXp(Zikgdg) ( )
sendo
kz/éz - k?3/€eq
= 5.5
"23 /{32/82 -+ k?g/&eq ( )
e
k —k
- 3/€3 — ka/eq (5.6)

a /{33/63 -+ ]{34/64.
Definidas estas varidveis, o problema de estimacao da constante dielétrica equivalente

da camada dielétrica consiste em encontrar ¢., que satisfaga a igualdade

7234 = T2eff- (5.7)

Para isso foi definida uma funcao de erro

§=1/(rasa — rocsy)? (5.8)

e aplicado o método de programacao quadratica sequencial (Sequential quadratic program-

ming - SQP) para encontrar €., que minimiza &:

minimizar  €(Eq, ds, arps, A 22) = 1/ (rasa(0) — racg ()2
(Eemdi’))

sujeito a & <&y <&’

d <ds<d
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5.4 Estimativa da cobertura e constante dielétrica da
proteina

Se for conhecido o valor da constante dielétrica €3 da proteina, determinar a cobertura
da camada através da Eq. 4.20 é um problema simples dado que a constante dielétrica

equivalente foi estimada corretamente:

E3&4
- 5.10
Seq (1 —0O)e3 + Ogy (5.10)
Eeq (€3 +0O(e4 —€3)) = e384 (5.11)
Oeqg —€3)€eqg = €364 — E3E¢q (5.12)
CRE (5.13)

)
5456q - 535811

assim, o procedimento descrito pode ser aplicado em tempo real durante uma analise utili-
zando o bio-sensor baseado na ressonancia de plasmons. Um fluxograma deste procedimento
estd ilustrado na Figura 5.5, em pontilhado estd um método de estimacao da constante di-
elétrica €3 da proteina, para ser aplicado se esta nao for conhecida. Esse procedimento em
pontilhado s6 deve ser aplicado uma vez para cada proteina antes de sua aplicacao on-line
e serd descrito a seguir.

Para esta estimacdo mais um problema de otimizacao deve ser definido. Dado um
conjunto de M amostras da curva SPR adquiridas durante a formagao da camada, devem ser
estimados M valores da constante dielétrica equivalente e.,. Contudo, o valor da constante
dielétrica da proteina e3 deve ser tinico para todas as amostras. A cobertura (0©) da camada
em formacao deve variar ao longo do tempo, formando o conjunto Y com M valores de

cobertura:

T: [@1,@2,...,@]\4,1,@]\/]]. (514)

sendo ©; = O(t;).
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Figura 5.5: Fluxograma apresentando o procedimento desenvolvido para calcular os valores
de cobertura da camada em formagao. Caso a constante dielétrica da proteina em processo
de adsorcao nao seja conhecida, o procedimento em pontilhado deve ser realizado.

Definida uma funcgao de custo

M 2
1 eq — -0 O;
(e T) = L Z (5 g 5364/(636 €3 + 64)) ’ (5.15)
i=1 €q

é possivel definir o problema de otimizacao como:

1 =
minimizar x(e3,Y) = | — Z (6 o — €551/

£3 — @ic‘fg + @i54) 2
(e3,Y) M 4

Eeq

(5.16)
sujeito a g, < e3 < &),
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5.5 Resultados

O método de estimagao da cobertura, espessura e indice de refracao da camada foi

aplicado a dados obtidos por meio de experimentos de adsorcao realizados com as proteinas

neutravidina e albumina bovina (BSA). O procedimento experimental aplicado foi o mesmo

descrito no apéndice B.

[ I : ‘ ? nBS'A =1553k
J<-BsA ]

, PBS |

1000

1500 2000 2500

\

PBS

1000

1500 2000 2500

[ ' ]
r’_-'__?!\_:
‘4« BSA . PBS | ‘

148 : ' 1.48
Neutravidin
-1.43F ~ — =1.43
:®143 PBS—> e
1.38) nNA= 15785 '
1.33 J ! l 1.33
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Figura 5.6: Valores estimados utilizando dados oriundos de experimentos com neutravidina
(nya = 1,5785) e albumina bovina (ngsa = 1,5530).

Como resultados foram obtidas as estimativas de indice de refracao equivalente, espessura

da camada, cobertura e indice de refracao da proteina apresentados na Figura 5.6. Valores

encontrados na literatura e os valores estimados estao apresentados na Tabela 5.1 para

comparagao.

Tabela 5.1: Resumo dos parametros teédricos e calculados para a camada de proteina.

Teorico Calculado
n3 ds (nm) O*l87] | ny  ds (nm) S)
Neutravidina 1.55 [92] 5.8+1.8 [93] 0.39 1.58 4.4 0.46
BSA 1.57 94, 95] 442 33| 0.32 1.53 4.9 0.29
Hemoglobina | 1.485 [95] 4]95] 0.41 1.60 5 0.39

Os valores estimados em ambos os experimentos sao compativeis com os esperados.

Ambos os materiais apresentam sua menor dimensao em torno de 5 nm, como foi estimado,
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e a baixa cobertura observada no experimento com BSA pode ser explicado por que a
proteina disponivel em laboratério é antiga o suficiente para que a proteina tenha sofrido
degeneracdo. E importante também ressaltar que os valores da literatura sio estimativas
obtidas em experimentos.

O método desenvolvido também foi testado em uma plataforma experimental baseada no
bio-chip VIR. Esta plataforma trabalha em comprimento de onda de 670 nm e tem reslucao
de 1024x1024 pixels. A proteina hemoglobina foi utilizada nessa plataforma, gerando o

resultado apresentado na Figura 5.7.

1,48
143
=138 <— Hemoglobina PBS  jemo =1,6043
1,33 : . ; : !
0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000
6
E 4
2
= ) Hemoglobina PBS |
0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000
0,75 T w w ; ‘
o 05 p |
0’23‘ & Hemoglobina PBS | 1

0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000

Figura 5.7: Valores estimados utilizando dados oriundos de experimentos com hemoblogina
(Nhemo = 1,6043).

5.6 Conclusao

Um modelo mais complexo do que as equacoes de Fresnel foi desenvolvido para o estudo
teorico da ressonancia de plasmons de superficie. Podendo contemplar imperfeicdes nas
camadas, rugosidade, ou uma cobertura incompleta.

Resultados obtidos com esse modelo sugerem que a distribuicao das moléculas na su-

perficie tém maior influéncia na ressonancia do que a forma que as moléculas assumem ao
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aderirem ou se aglomerarem sobre a superficie. Essa conclusao possibilita o uso de associ-
acao de dielétricos para relacionar as constantes dielétricas das substancias que compoem
uma monocamada e calcular uma constante dielétrica equivalente de uma camada hipotética
uniforme. Esse valor equivalente torna possivel utilizar as equacoes de Fresnel para simular
diferentes valores de cobertura da camada.

Por fim, um problema de otimizagao foi definido para determinar os valores da constante
dielétrica equivalente e da espessura dessa camada hipotética que melhor se enquadram na
ressonancia observada.

No caso de a constante dielétrica do material ser conhecida, pode-se utilizar uma equacao
desenvolvida para calcular a cobertura da camada. Contudo, um segundo problema de
otimizacao pode ser definido para estimar essa constante.

E, portanto, possivel caracterizar uma camada em processo de adsorcido quanto a sua

espessura, seu indice de refragao, e sua cobertura.
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Capitulo 6

Conclusoes

Como principal contribuicao da pesquisa, foi apresentado um método de caracterizacao
da membrana de reconhecimento de um transdutor SPR. por meio da analise da curva de re-
fletancia obtida como resposta do transdutor, caracterizacao esta que era considerada dificil
ou impossivel de caracterizar [25] simultanea e separadamente. Alcangando, desse modo,
o objetivo tragado ao iniciar a pesquisa. O método foi testado em uma plataforma expe-
rimental baseada no SPREETA, mas nao foi desenvolvido para essa plataforma especifica,
de modo que pode ser adaptado para outros equipamentos sem necessidade de modificagoes
da plataforma.

Também foi desenvolvido um modelo de simulagao da SPR que contemple a difusao do
fluido na célula de fluxo e o processo de adsorcao da membrana de reconhecimento. Para
isso foram desconsideradas mudancas de polarizacao da luz durante o fené6meno e assumidas
hipoteses de isotropia e linearidade dos materiais, além da separacao dinamica do processo
de adsorcao e a ressonancia de plasmons, considerando que a ressonancia acontece em uma
escalada de tempo quase que instantanea quando comparado a adsorcao. A validade dessas
hipoteses é confirmada por meio da congruéncia entre os sensorgramas obtidos com o modelo
proposto e com 0s experimentais.

A organizacao molecular da membrana de reconhecimento foi estudada por meio de
simulacoes teodricas resultando na proposicao de mais um modelo para a teoria do meio
efetivo. O modelo proposto difere dos demais por considerar o meio efetivo sobre a uma

superficie.



Por fim, foi proposto um método de calibracao do transdutor para medir a propriedade
dielétrica do filme metélico por meio da curva de refletancia do transdutor com agua ou

outra substancia conhecida na célula de fluxo.

6.1 Perspectivas de trabalhos futuros

Como continuidade da pesquisa desenvolvida sdo sugeridos:

Expandir o método de caracterizacao da membrana de reconhecimento para aplicagao

com outros materiais metalicos;
e Explorar a aplicagao do método ao sobrepor camadas de diferentes moléculas;

e Estudar a penetracao da SPW para expandir a aplicacao do meio efetivo para incluir

camada externa;

e Aplicar o conhecimento da cobertura para qualificar o processo de limpeza da super-

ficie metalica ap6s o uso de transdutor;

e Aplicar o conhecimento da cobertura para monitorar o envelhecimento do filme me-

télico.
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Apéndice A

Equacoes simuladas no modelo proposto

0, sel|z—uxzo|>r
(x, zo,7) =
1, otherwise

0, if |x — x| > 2r
Az, zg,7) =

2r — |x — xo|, otherwise

Q(x, z,a,b) = /b> — x2b?/a?

k<l+ds©/2r
Si(x,0,dg, ) = Z 271l (z, mod(dg,2r/©)/2 —r(1 — 2k)/O,r)

k=0

k<l4+dg®/dr
Si(e,0,ds,r) = > 20 (w,mod(ds, 47/0) /2 = (2 ~ 4K)/©,7)

k=0

Sé”(l’, @, ds, T) = H(ZL’, ds/2, @ds)

A([L’, ds/2,2@dg>, if © < 0.5

Si¥(x,0,dg, ) =
2r(20 — 1) 4+ 2(1 — ©)A(x,ds/2,20ds), otherwise

(A.1)

(A.2)

(A.3)

(A.5)

(A.6)



Sgi($,@7ds,r> =

Sg(xa 67 dS7 T’) =2r0

0,
Qz,ds/2,2r,20dg /),

if © <
if © <

NN

(A.8)

20dg

and |z — | > =

and |z — L] < 224

2r (?ﬂﬁ) + Q(z, %57 27{9;/?, %S), otherwise
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Apéndice B
Protocolo Experimental

Para garantir confiabilidade e repetibilidade aos dados obtidos em experimentos la-
boratoriais, um protocolo de experimentacao é seguido ao utilizar um bio-sensor SPR. O

protocolo consiste em duas etapas, a de limpeza e a de experimentacao em si.

Procedimento de limpeza da superficie

Na etapa de limpeza sao utilizados: agua deionizada, hipoclorito de sédio e uma solugao

tampao fosfato-salina (PBS).

Procedimento Completo

Um procedimento completo de limpeza deve ser aplicado na primeira vez que se utiliza

um transdutor. O procedimento completo consiste em:

1. Com a célula de fluxo seca, capturar curva de referéncia;

2. Aplicar dgua e aguardar até que a resposta do bio-sensor fique estavel, tempo médio:
3 min;
3. Aplicar PBS e aguardar até que a resposta do bio-sensor fique estavel, tempo médio:

1 min;

4. Aplicar uma solugao de 12,5% de hipoclorito de sddio e aguardar até que a resposta

do bio-sensor fique estavel, tempo médio: 2 min;



10.

11.

12.

13.

Aplicar uma solucao de 25% de hipoclorito de sédio e aguardar até que a resposta do

bio-sensor fique estavel, tempo médio: 2 min;

Aplicar uma solucao de 50% de hipoclorito de sédio e aguardar até que a resposta do

bio-sensor fique estavel, tempo médio: 2 min;

Aplicar uma solucao de 25% de hipoclorito de sédio e aguardar até que a resposta do

bio-sensor fique estavel, tempo médio: 2 min;

Aplicar uma solucao de 12,5% de hipoclorito de sodio e aguardar até que a resposta

do bio-sensor fique estavel, tempo médio: 2 min;

Aplicar PBS e aguardar até que a resposta do bio-sensor fique estavel, tempo médio:

2 min;

Verificar se ao fim dos itens 3 e 9; dos itens 4 e 8; e dos itens 5 e 7 as condi¢oes de
ressonancia correspondem. Em caso negativo, ¢ necessario repetir o procedimento a

partir do item 3.

Aplicar agua e aguardar até que a resposta do bio-sensor fique estavel , tempo médio:

1 min;

Anotar a variacao da condigao de ressonéncia ao aplicar agua e PBS para uso posterior

no procedimento resumido: Afr = Oppg = 0,:

Secar a célula de fluxo para captacao de uma nova curva de referéncia.

Procedimento de Experimentacao

Apoés a limpeza da superficie, a proteina pode ser aplicada para adsorcao de acordo com

o seguinte procedimento:

1.

2.

Aplicar agua e aguardar até que a resposta do bio-sensor fique estével para calibragao

do transdutor, tempo médio: 3 min;

Aplicar PBS e aguardar até que a resposta do bio-sensor fique estavel, tempo médio:

1 min;
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. Aplicar por dois segundos etanol para tornar a superficie hidrofilica , tempo médio: 1

5

. Aplicar a proteina para adsorcao e aguardar até que a resposta do bio-sensor fique

estavel, tempo médio: 3 min;

. Aplicar PBS para remocao das ligacoes reversiveis e aguardar até que a resposta do

bio-sensor fique estavel, tempo médio: 2 min.
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