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Resumo

O trabalho apresenta um biochip 6ptico para aplicagoes biolégicas (PPBIO) baseado no
principio de ressonancia de plasmons de superficie ou SPR (Surface Plasmon Resonance).
O PPBIO usa um prisma polimérico como substrato éptico, fabricado com uma maquina de
moldagem por injegao. O PPBIO é um dispositivo de baixo custo (= U$1,00), descartavel
e com possibilidade de uso com fontes de entrada monocromaticas e policroméaticas. O
PPBIO é o primeiro biochip éptico SPR construido no Brasil. O prisma polimérico possui
uma geometria simples trapezoidal, sem elementos internos, como graticulas de difracao
holograficas ou elementos eletro-6pticos integrados. Além disso, no PPBIO nao é utilizado
6leo ou gel e nenhum elemento mecanico rotativo para variacao do angulo de incidéncia
dos feixes luminosos de entrada. Prismas de diferentes larguras (10 mm e 20 mm) foram
fabricados e cobertos com filmes finos de ouro de 50 nm. Testes experimentais preliminares
sao apresentados. Os resultados desses testes sao promissores e revelaram a ocorréncia do
fenomeno SPR e da variacdo do parametro de ressonancia (0zps ou Agps) com a mudanga

do analito (4gua destilada, etanol ou hidroxido de sodio).

Palavras-chave: Ressonancia de Plasmons de Superficie, Biochip, Biosensor Optico
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Abstract

This work presents an optical biochip for biologic applications (PPBIO), based on the
surface plasmon resonance (SPR) principle. PPBIO uses a polymeric prism as the optical
substrate, fabricated using injection molding methods. PPBIO is a low-cost (= U$1,00),
disposable device and also it can be used with monochromatic and polychromatic light
sources. PPBIO is the first SPR optical biochip made in Brasil. The polymeric prism has a
simple trapezoidal geometry, without internal elements, as holographic diffraction gratings
or integrated electro-optical elements. Also, PPBIO excludes the need for use of index-
matching oil or gel and any mechanical arrangement to the variation of the incidence angle.
Optical prisms of different widths (10 mm and 20 mm) have been fabricated and covered
with a 50 nm thin gold film. Preliminary experimental tests have been done. The obtained
results are promising and they have indicated the occurrence of the SPR phenomenon and
the resonance minimum displacement with introduction of different analytes (distilled water,

ethanol and sodium hydroxide).

Keywords: Surface Plasmon Resonance, Biochip, Optical Biosensor
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Capitulo 1

Introducao

As técnicas, métodos e procedimentos de diagnostico de doengas, patogenos e contaminantes
na area da medicina, indastria de alimentos e monitoramento do meio ambiente, respecti-
vamente, sao realizadas normalmente em laboratérios de grandes universidades, empresas e
6rgaos governamentais. Geralmente sao processos com um tempo de andalise de dias a sema-
nas, com um alto custo associado e a necessidade de profissionais experientes e capacitados
para a sua operacgao, tendo em vista a clara necessidade de um correto diagnostico. No caso
das epidemias virais ou bacterianas, infeccao de corpos d’agua, infestacao de pragas em
plantagoes agricolas, pesticidas em corpos d’agua destinados ao consumo e outros proble-
mas emergenciais de satde piiblica que exigem acoes imediatas, o diagnéstico convencional
pode nao ser adequado e suficiente para atender a demanda. Por outro lado, um diagnostico
errado pode ocasionar a progressao da doenca ou da infeccao para formas mais graves.

O Ministério da Satude no Brasil tem envidado esforgos, nos tltimos anos, na pesquisa
de técnicas de diagnostico mais precisas e rapidas para o virus HIN1 (gripe A), o virus da
dengue, a bactéria da leptospirose, entre outras doengas [1]. Esses novos testes usam sub-
stratos descartaveis, a semelhanca de um teste de gravidez, em que uma gota de sangue do
paciente é coletada e utilizada para os testes de diagnostico. Esses testes sao genericamente
chamados Imunoensaios e se baseiam na interacao antigeno-anticorpo. Em relacao aos testes
convencionais de laboratério, os imunoensaios, além de serem eficientes e possuirem menor

custo, propiciam a redugao do tempo de diagnostico [2].



Capitulo 1. Introducao 2
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Figura 1.1: (a) Estrutura de um anticorpo, apresentando a ligagdo com um antigeno especi-
fico; (b) Exemplo de um imunoensaio, com a descricao das etapas da interagao antigeno-

anticorpo e detecgio/quantificagdo usando método colorimétrico.
1.1 Imunoensaio

O imunoensaio (immunoassay) ¢ um método de diagnostico que utiliza a capacidade de
um anticorpo ligar-se quimica e especificamente a uma tnica molécula ou um grupo muito
limitado de moléculas, que é denominada de antigeno. Um anticorpo, ou imunoglobulina
ou gamaglobulina, ¢ uma proteina! em forma de Y [4,5], conforme é mostrado na Fig. 1.1a.
Num organismo vivo, os antigenos correspondem a particulas estranhas (virus, bactéria,
toxinas, fungos, entre outras macromoléculas), que sdo identificadas pelo organismo. O sis-
tema imunologico (células brancas) produz os anticorpos especificos para os determinados
antigenos. Esses anticorpos se ligam aos antigenos e os destroem, eliminando a doenca.
Os anticorpos podem ser de cinco tipos, basicamente, dependendo das diferencas das se-
quéncias dos aminoacidos presentes no anticorpo, que sao comumente detectadas por testes
sorologicos [4,5]: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. A sigla “Ig” significa Imunoglobulina.

Num imunoensaio, a ligacdo antigeno-anticorpo, altamente especifica e sensivel, é uti-

'E uma macromolécula, formada de aminoacidos, que participa de funcdes vitais dos organismos vivos,
tais como na replicacao e reparagido do DNA (Deozyribonucleic Acid), no transporte de sangue e na regulacao

do metabolismo, entre outras fungoes [3]
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lizada para a deteccao de proteinas, virus, bactérias entre outras substancias que estao
presentes em uma amostra fluidica, que pode ser de sangue, saliva, solucao aquosa, entre
outras. Neste sentido, o anticorpo ou antigeno do virus, bactéria, etc., é imobilizado e
o antigeno ou o anticorpo a ser detectado é imerso ou entra em contato e uma ligagao
nao-covalente ocorre. Para identifica¢do e quantificagao da substancia em andlise (analito),
normalmente é associado um marcador fosforescente, luminescente, radioativo, enzimatico,
molecular e nano-particular, que se liga a um substrato e geralmente uma mudanca fisico-
quimica é observada, como a alteracao da cor. Utilizando esse procedimento, a presenca ou
nao do analito e a quantidade (massa ou concentragdo) da mesma pode ser medida [2,4-6].

O procedimento de deteccao de um antigeno por um anticorpo num imunoensaio tipico

é ilustrado na Fig. 1.1b. As etapas de realizacao podem ser assim descritas:

1. Sobre uma superficie plastica ou vitrea, os anticorpos de deteccao ou captura sao
imobilizados. Tal imobilizagao envolve, normalmente, etapas anteriores de limpeza da
superficie, imobilizacao dos anticorpos, e retirada de excesso de material de captura.
Isso se realiza usando processos de lavagem com solugoes aquosas adequadas para a
determinada aplicacao. Esse procedimento inicial é também conhecido na literatura
como funcionalizacao da superficie. Ha nessa etapa também a captura do antigeno

na solucao analitica;

2. Um segundo anticorpo que é ligado a uma enzima (o chamado conjugado) é adicionado.
Outro tipo de marcador poderia ser aqui utilizado. Esse anticorpo liga-se com o

antigeno alvo;

3. Nessa etapa ocorre uma limpeza da superficie, através de um processo de lavagem,

para remover componentes nao ligados;

4. O substrato é adicionado e uma reacao quimica ocorre com o substrato e uma cor é
produzida. Finalmente, a rea¢ao enzimatica para e o nivel de coloracao (associado &

massa ou concentragdo do antigeno alvo) é medida.

Vale ressaltar que na estrutura do imunoensaio da Fig. 1.1b, caso o antigeno alvo
nao esteja presente na solucdo, as etapas (2), (3) e (4) ndo ocorrem, o que atesta a alta

especificidade e sensibilidade desse método de diagnostico.
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Varios métodos e técnicas de diagnostico sao baseadas nos procedimentos dos imunoen-
saios. Entre eles, o teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) é o método mais

tradicional de diagnostico e o mais preciso e sensivel |7, 8|.

1.2 ELISA

O teste imunologico ELISA ou EIA (Enzyme Immunoassay), é um ensaio imunologico usado
para detectar e quantificar analitos tais como proteinas, anticorpos e hormonios [9]. O
procedimento do ELISA é semelhante ao apresentado no esquema da Fig. 1.1b, onde um
antigeno é imobilizado a uma superficie. Depois ele é ligado a um anticorpo que possui uma
enzima. Um substrato é acrescentado ao sistema e a reacao enzimética é convertida num
produto detectavel e que normalmente apresenta coloracao [9].

Geralmente, o ELISA é realizado em pratos de poliestireno de 96 ou 384 pocos. O
exemplo de um ELISA, para um prato de 96 pocos, é ilustrado na Fig. 1.2a para um
prato de 96 pocos. Nesta figura, também sao apresentados os elementos do imunoensaio,
ou seja, o anticorpo imobilizado, o antigeno, a enzima e o substrato que, sob a acao da
reacao enzimatica, muda a coloragao do poco. Isso indica a presenca do analito e usando
um espectrometro, fluorimetro, lumindémetro ou outro instrumento adequado, a quantidade
de analito pode ser medida. A escolha do substrato depende da sensibilidade desejada e
dos instrumentos utilizados. Além disso, embora no presente diagrama o anticorpo tenha
sido imobilizado, geralmente o antigeno é imobilizado e, neste caso, a enzima é ligada no
anticorpo. Conforme o modo de ligacdo da enzima ao par antigeno-anticorpo, hé varios

tipos de ELISA, sendo que as mais comuns usam ligacao [9]:
1. Direta, em que a enzima é ligada diretamente ao anticorpo priméario (Fig. 1.2b-1);

2. Indireta, onde um segundo anticorpo (anticorpo de detec¢io), ligado a enzima, reco-

nhece o anticorpo de captura (Fig. 1.2b-2);

3. Com proteinas como a estreptavidina, que se liga a um anticorpo de captura que é

ligado a outra proteina, a biotina (Fig. 1.2b-3).

Os anticorpos monoclonal ou mono-especifico e policlonal podem ser utilizados como
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Figura 1.2: (a) Prato de poliestireno com 96 pocos, ilustrando a reagao enzimatica e a

mudanca de cor com a adigdo do substrato; (b) Tipos de ELISA.

anticorpos de captura e deteccao [9]. Na produgao dos anticorpos monoclonais, os mes-
mos anticorpos sao sempre produzidos para o mesmo antigeno, o que nao ocorre com 0S
policlonais. Portanto, os monoclonais sao preferidos para uso como anticorpos de deteccao,
enquanto que os policlonais sdo usados como anticorpos de captura [9,10]. Todavia, devido
ao custo do anticorpo policlonal ser bem maior do que os monoclonal, os anticorpos mono-
clonais sao, normalmente, escolhidos para realizar ambas as etapas de captura e deteccao
num ELISA [9,10].

A simplicidade, a especificidade e a sensibilidade associadas ao processo de ligar uma
enzima a um anticorpo de deteccao e produzir uma reacao colorida na solugao, tem levado,
ao longo dos anos, o ELISA a ser amplamente explorado para as mais variadas aplicacoes

[8]. Contudo, o ELISA apresenta algumas desvantagens:

- O tempo de diagnostico é alto (em torno de dias, desde a coleta da amostra), reque-

rendo multiplas etapas de lavagem e incubacao;

- A superficie do poliestireno nao é homogénea e as proteinas podem ter ligagoes dife-

rentes em pocos do mesmo prato;

- A presenca de materiais contaminantes na amostra pode levar a erros no sistema de
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detecgao [10];

- A necessidade de se ter um equipamento (espectrometro, fluorimetro, entre outros)
para quantificar o patogeno detectado limita sua utilizacao para aplicacoes portateis

e online, além de ter um custo relativamente alto;

- Os marcadores modificam a medida precisa das constantes cinéticas, como o equilibrio
quimico e interferem nas ligacoes ou outras interacoes moleculares. Podem, inclusive,
ser toxicas para as células (células tronco ou primarias, por exemplo), além de pro-

mover reagoes cruzadas de anticorpos [11,12];

- Para medidas repetitivas, como as necessarias para a deteccao de certos patdgenos,
0s pocos podem ser deteriorados ou mesmo as substancias em anélise podem sofrer
alteragoes [6]. Neste caso, faz-se recorréncia a utilizacdo de varios kits para uma
mesma medic¢ao, o que encarece o custo final. O kit usado para a deteccao do virus

da dengue custa em torno de U$300, 00 [9].

Métodos sem marcadores, como os biosensores, vem sendo pesquisados e utilizados para

substituir o ELISA [6].

1.3 Biosensores

Os biosensores sao dispositivos analiticos, sem marcadores, que integram uma biocamada,
um transdutor elétrico, elementos de condicionamento e processamento do sinal elétrico
(Fig. 1.3). Na biocamada, uma substancia, denominada bioreceptor, é imobilizada. Os
bioreceptores podem ser: enzimas, microbios, organelas, células de animais ou plantas,
tecidos de plantas ou animais, anticorpos, receptores, acidos nucléicos, DNA, entre outras
substancias [13-15].

O diagrama de blocos de um biosensor ¢ ilustrado na Fig. 1.3. O analito, contido em
uma amostra fluidica (gas ou liquido) ou solida (filme fino, por exemplo), ao entrar em
contato com o bioreceptor, imobilizado na superficie do biosensor, produz uma mudanca
fisico-quimica (variagao de calor, indice de refragao, resisténcia, capacitancia, etc.) que pode

ser identificada por um transdutor elétrico (Fig. 1.3). O sinal elétrico resultante é entdo
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Figura 1.3: Diagrama de blocos de um biosensor

adquirido e processado. O sistema de aquisicao, processamento e visualizagao dos dados
informa ao usudario se o analito foi ou nao detectado e também informa a quantidade de

analito na amostra 13, 16].

1.3.1 Tipos de Biosensores

Conforme a biocamada utilizada, os biosensores podem ser classificados em [13]:

- Biosensores enzimaticos: usam enzimas como elementos bioreceptores, como é o caso
da oxidase de glicose utilizada na medi¢ao de glicose no sangue. Além do uso de
oxidase de glicose, varias outras enzimas sao utilizadas na construcao de biosensores,

tais como a urase, a penicilinase e a dehidrogenase de élcoool [13,14,17];

- Imunobiosensores: sao biosensores que monitoram as interacoes do par anticorpo-
antigeno, nas quais o anticorpo ou o antigeno sao imobilizados na superficie [5]. Esses
biosensores tém revolucionado as técnicas convencionais de imunoensaios, pois nao
necessitam de marcadores e tém habilidade para investigar a reagao dinamica na liga-
¢ao anticorpo-antigeno. Ademais, os imunobiosensores podem facilitar a regeneracao

do componente imobilizado, maximizando, assim, o uso do reagente, que no caso dos
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dispositivos convencionais pode ser utilizado apenas uma tinica vez. A sensibilidade de
um imunobiossensor depende da afinidade e da especificidade da ligagao e do ruido do
sistema transdutor. Entre os analitos que podem ser investigados pelos imunobiosen-
sores estao os hormonios (esterdides e hormonios pituitarios), drogas, virus, bactérias

e poluentes ambientais (pesticidas, por exemplo) [5].

- Biosensores celulares: Estes biosensores utilizam microorganismos, especialmente,
para o monitoramento ambiental de poluentes. As células sao incorporadas a superficie
de um eletrodo, sendo o principio de operacao muito semelhante aos biosensores enzi-
maticos, contudo apresentam custo reduzido, maior atividade catalitica e estabilidade

[13,14].
Ja conforme o transdutor, os biosensores podem ser classificados em [13]:

- Biosensores eletroquimicos: Os biosensores eletroquimicos consistem de dois compo-
nentes - um elemento bioldgico que reconhece o analito alvo e o transdutor (eletrodo)
que "traduz"o evento de bio-reconhecimento em um sinal elétrico util [18]. Os biosen-
sores eletroquimicos podem ser de trés tipos [13,19]: Biosensor potenciométrico:
realiza o monitoramento da diferenca de potencial entre um indicador e um eletrodo
de referéncia ou dois eletrodos de referéncia separados por uma membrana, na condi-
¢ao de corrente zero fluindo entre eles. Os biosensores eletroquimicos mais comuns sao
aqueles baseados nos eletrodos pH; Biosensor amperométrico: monitora a corrente
resultante da oxidacao eletroquimica ou da reducao de uma espécie eletro-ativa em
um potencial constante; Biosensor condutométrico: monitora as mudancas nas

concentracgoes ionicas;

- Biosensores Opticos: sao biosensores que se baseiam em mudancas nas propriedades
Opticas das substancias, com o fito de monitorar a concentracao do analito. Entre
as propriedades Opticas que podem ser utilizadas estao: absorcao, indice de refra-
cao, fluorescéncia, fosforescéncia, refletividade e comprimento de onda. Assim, ha os
seguintes tipos de biosensores 6pticos decorrentes [14,20,21]: biosensores de fibra 6p-
tica; biosensores baseados no principio de ressonancia de plasmons de supeficie (SPR

- Surface Plasmon Resonance); biosensores de absor¢ao; biosensores de luminescén-
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cia; biosensores baseados no espalhamento da luz. Entre as vantagens dos biosensores
opticos, em relacao aos outros tipos ja apresentados estao o seu tamanho reduzido, a
velocidade de resposta, a facilidade de integracao, imunidade a ruido eletromagnético,
boa biocompatibilidade e nao-necessidade de elementos ativos na biocamada. Devido
a essas vantagens, os biosensores 6pticos, atualmente, estao sendo utilizados nas mais

variadas aplicagoes [21,22].

- Biosensores actisticos: Esses biosensores sao baseados na propriedade da piezo-eletricidade
que os cristais anisotropicos (quartzo, por exemplo) possuem. Quando é aplicada uma
tensao alternada a este biossensor, o cristal oscila com uma determinada freqiiéncia,
sendo tal freqiiéncia relacionada & massa e as constantes elasticas do cristal. O mais
antigo e conhecido biosensor actstico é a Microbalanga de Cristal de Quartzo (QCM
- Quartz-Crystal Microbalance), que é utilizada em varias aplica¢oes e é também fa-

cilmente integravel [23].

- Biosensores calorimétricos: Os biosensores calorimétricos usam o calor gerado por
reacoes catalisadoras de enzimas exotérmicas para medir a concentracao do analito.

As mudancas de temperatura sao geralmente determinadas por termistores de alta

sensibilidade [24].

1.3.2 Biosensores 6pticos baseados no principio SPR

Dentre os biosensores, os biosensores 6pticos baseados no principio de Ressonancia de Plés-
mons de Superficie ou SPR (Surface Plasmon Resonance) sao bastante utilizados atualmente
[25,26]. O diagrama de blocos de um biosensor SPR é ilustrado na Fig. 1.4. A integragao
do elemento de acoplamento (substrato 6ptico) e o filme fino metélico formam o biochip.
Adicionado a estes, ha os elementos de geracao e deteccao da fonte luminosa p-polarizada,
componentes 6pticos e sistema de aquisicao, processamento e visualizagao.

Eles sao assim caracterizados [25,27-29):

- Elevada sensibilidade, sendo uma alternativa interessante ao ELISA na deteccao de
doencas [30], de proteinas em bebidas lacteas [31], no monitoramento de pesticidas

[32], entre outros [22,33];
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Figura 1.4: Diagrama de blocos de um biosensor SPR, onde o biochip é formado pelo

substrato 6ptico e o filme fino metélico

- Nao requer a utilizacao de marcadores fosforescentes, luminescentes, colorimétricos e

radioativos, entre outros, para identificacao e quantificacao do analito;

- Possibilidade de integracao em um chip, possibilitando a construcao dos Testes La-

boratoriais Remotos (TLR) ou point-of-care diagnosis e dos Lab-On-Chip ou LOC,

cuja pesquisa nas ultimas décadas tem propiciado ferramentas de diagnostico de me-

nores dimensoes e com possibilidade de medi¢ao em tempo real no local de coleta do

material para diagnostico [34,35]. Usando um processo de telemetria, por exemplo,

um usuario (médico, operador ou outro profissional) pode visualizar os resultados e

monitorar o paciente ou ambiente que esteja sob investigacao. Além disso, a precisao

e sensibilidade das medidas ¢é alta e comparavel aos testes ELISA [30-32, 36].

Diante das caracteristicas supracitadas, os biosensores SPR. tem sido ja utilizados nos

altimos anos para o diagnostico de doencas [37-39], patogenos em alimentos [25,40] e conta-

minantes em agua [41-43|. Estudos comparativos da tecnologia SPR com o ELISA tem

indicado que o desempenho do biosensor SPR para diagnostico é bastante similar ao ob-

tido pelo ELISA. Portanto, os biosensores SPR constituem-se em o6timas ferramentas de

diagnostico.
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1.4 Objetivos e metodologia

Este trabalho tem como objetivo principal apresentar o projeto e a realizacao de um biochip
optico, denominado PPBIO (Prisma Polimérico para aplica¢oes BIOlogicas), descartavel e
de baixo custo para aplicacoes biologicas, baseado no principio SPR.

O substrato 6ptico do PPBIO é um prisma fabricado com um polimero usando métodos
de moldagem por injecao. A geometria do prisma é trapezoidal, onde as faces laterais
inclinadas sao especulares. O filme fino de ouro de 50 nm é depositado na face superior do
prisma, usando o método de pulverizacao catdodica ou sputtering.

O biochip 6ptico SPR apresentado nesta tese, usando como substrato um prisma 6ptico,
é o primeiro construido no Brasil.

Para a construcao do prisma foi utilizada uma méquina de moldagem por injecao, na
qual prismas de 10 e 20 mm de largura foram construidos. Sob a parte central superior do
prisma, foi depositado um filme fino de ouro de 50 nm. Além disso, o PPBIO apresenta uma
estrutura simples e pode ser usado com fontes luminosas incidentes policromatica (diodo de
luz branca) ou monocromaética (diodo laser).

Para avaliar os dispositivos construidos, foram realizados testes experimentais prelimi-
nares usando plataformas de testes, com fontes luminosas policromatica e monocromatica.
Nessas plataformas, nao estavam inclusos quaisquer mecanismos de manipulacao de fluidos e
outros componentes normalmente presentes em biosensores SPR [25,26]. Nos testes prelimi-
nares, o biochip entrou em contado com trés substancias diferentes: agua destilada, etanol
e hidroxido de sodio. O objetivo principal desses experimentos foi verificar a ocorréncia
do fendbmeno SPR para as trés substancias e, consequentemente, comprovar a mudanca da,
refletividade da curva SPR com a mudanca do indice de refracao da substancia depositada
sob o filme fino de ouro. Usando os dados desses testes preliminares e do projeto, dois
artigos foram aceitos para publicacao em duas conferéncias internacionais, especializadas
na area de biosensores, em setembro e em maio de 2010.

Portanto, a geometria simples aliada ao método de fabricacao usando moldagem por
injecao sao fatores que reduzem sobremaneira o custo de fabricacao, que fica em torno de
U$1, 00 para cada prisma. Além disso, o PPBIO é descartavel e, dessa forma, é um forte

candidato como ferramenta de diagnostico e na construcao de dispositivos do tipo TLR.
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1.5 Sinopse dos Capitulos

O trabalho aqui proposto estd assim organizado:

— Capitulo 2 - Fundamentos teéricos dos Biosensores SPR: neste capitulo serao
apresentados os fundamentos téoricos dos biosensores SPR, com as definicoes, caracteristicas
béasicas, biosensores comerciais, vantagens, operacao e limitagoes operacionais.

— Capitulo 3 - Prisma 6ptico SPR: projeto e construgao: este capitulo apresentara
os detalhes da arquitetura para o substrato 6ptico do biosensor SPR proposto. Resultados
de simulacoes Opticas de tracado de raios sao apresentados. A metodologia de fabricacao
dos prismas opticos SPR, usando uma maquina de moldagem por injecao, e o processo de
deposicao do filme de ouro fino sobre o biosensor SPR. serao delineados neste capitulo.

— Capitulo 4 - Testes experimentais: resultados e discussoes: este capitulo apre-
sentara os resultados experimentais obtidos na realizacao deste trabalho usando fontes lu-
minosas policromatica e monocromatica e as discussoes associadas.

— Capitulo 5 - Conclusoes e trabalhos futuros: finalmente serao apresentadas as
conclusoes e trabalhos futuros do trabalho aqui proposto.

— Capitulo 6 - Publicagoes realizadas durante o periodo do doutorado: aqui
sao apresentadas as publicacoes em periddicos e conferéncias nacionais e internacionais
aprovadas durante o periodo do doutorado.

— Apéndice A - Principios da fisica e mateméatica do fen6meno SPR.: apresenta os
fundamentos fisicos e matemaéticos do fenomeno de ressonancia de plasmons de superficie.
— Apéndice B - Defini¢coes de alguns termos da 6ptica: aqui sao apresentados concei-

tos utilizados na tese, como tragado de raios e polarizagao.



Capitulo 2

Fundamentos tedricos dos biosensores

SPR

Neste capitulo serao apresentados um breve historico e a descricao do fenomeno SPR, a de-
finicao de um biosensor 6ptico SPR, suas configuragoes, exemplos de biosensores comerciais,

caracteristicas de desempenho, procedimentos e limitagoes operacionais.

2.1 Historico do fendbmeno SPR

Em 1902, R. W. Wood [44] observou numa graticula de difra¢ao que, ao incidir luz branca,
para certos angulos de incidéncia, algumas bandas ou faixas escuras eram detectadas, e
a magnitude da refletancia correspondente era reduzida. Wood denominou o fenémeno
como “anomalias”. Em 1907, Zenneck verificou, na fronteira de um metal e um dielétrico,
a ocorréncia de ondas eletromagnéticas de superficie [45]. Ritchie, em 1957, comprovou a
hipotese de Zenneck e denominou as ondas eletromagnéticas de excitacoes de plasmons de
superficie [46]. Um ano mais tarde, Turbadar observou, acidentalmente, que incidindo feixes
luminosos polarizados na fronteira de um filme metélico e um substrato 6ptico, a refletancia
da luz incidente era reduzida conforme valores especificos do angulo de incidéncia e do
comprimento de onda da luz incidente [25].

Em 1968, Otto demonstrou que a reducao da refletancia, para uma interface metal-

dielétrico, era devida & interacao entre os fotons incidentes e as oscilagoes longitudinais
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existentes na superficie do metal, que foram denominadas de plasmons de superficie [25,
27,46]. O fenomeno decorrente da interacdo entre os fotons incidentes e os plasmons de
superficie foi denominado de ressonancia de plasmons de superficie ou SPR.

A estrutura proposta por Otto [27]| consistia de trés camadas assim organizadas (Fig.
2.1a): um prisma 6Optico para acoplamento da luz; um dielétrico (ar); e o filme metalico.
Contudo, o “gap” de ar entre o prisma e a superficie metalica era uma restricao a aplicabili-
dade dessa estrutura. Esta configuracao é ttil para o estudo de polarizacdes de fonons® de
superficie em cristais simples e para medi¢ao da espessura de filmes finos [27].

No mesmo ano da descoberta de Otto, Kretschmann e Raether apresentaram uma confi-
guracao modificada, em que as camadas do dielétrico e do metal foram invertidas, ou seja,
sem a presenca do “gap” de ar entre o prisma e o metal, conforme é ilustrado na Fig. 2.1b
[27]. Essa nova estrutura foi denominada de estrutura de reflexao total atenuada ou ATR
(Attenuated Total Reflection) e é a mais utilizada até hoje para aplica¢oes usando o feno-
meno SPR [27]. Ambas as proposigoes de Otto e Kretschmann-Raether utilizam um prisma

Optico para acoplar os feixes luminosos de entrada a interface metal-dielétrico [28,48|.

Feixe Feixe
luminoso luminoso
q Vidro 1 Vidro
Ar Metal |
Metal | Ar
a) b)

Figura 2.1: Estruturas de excitagao dos plasmons de superficie, propostas por (a) Otto e

(b) Kretschmann-Raether.

Portanto, Otto e Kretschmann-Raether comprovaram que ondas de plasmons de su-
perficie (SPW - Surface Plasma Wave), existentes na interface metal-dielétrica, eram as
responsaveis pelo aparecimento de bandas ou faixas escuras no detector 6ptico. A proxima

secao apresentara a descricao mais detalhada do fenomeno SPR. No Apéndice A, a fisica e

!Fénon é o quantum da energia de uma vibracdo da rede cristalina de um material, sendo chamado,

assim, em analogia ao féton da energia luminosa [47]
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matematica dos plasmons de superficie é apresentada de modo resumido.

2.2 Fenomeno SPR

Um feixe luminoso incide no prisma 6ptico da estrutura ATR com um angulo, 8, conforme
é ilustrado na Fig. 2.2. Esse angulo 6 deve ser maior que o angulo critico, o que propicia,
considerando que o feixe se desloca de um meio com menor indice de refracao (ar) para
um meio de maior (metal), a ocorréncia do fenémeno de reflexdo interna total [49]. Numa
situacao ideal, a energia luminosa incidente deveria ser refletida. Todavia, conforme foi
comprovado por Kretschmann-Raether e Otto, parte ou toda a energia luminosa é absorvida
pela interface metal-dielétrico. Nessa situagao, o campo elétrico evanescente, F.,, surge e a
energia luminosa transmitida interage com as ondas de plasmons de superficie (ver maiores
detalhes no Apéndice A). Essa situacao corresponde ao fenomeno SPR e a refletividade ou
refletancia? do feixe luminoso de entrada é reduzida ou, em outras palavras, um minimo (dip)
de refletividade (Fig. 2.3) pode ser observado no detector 6ptico. A penetracio das ondas
SPWs excitadas é pequena, em torno de centenas de nanometros (conforme o comprimento
de onda da onda luminosa incidente [27]). Assim, modificagoes nas propriedades fisico-
quimicas do dielétrico alteram a quantidade de energia luminosa incidente que é absorvida
ou transmitida. Essa alta sensibilidade superficial ¢ um dos grandes atrativos do feno6meno
SPR, especialmente para aplicagoes biologicas [25, 26].

Na condigio de ressonancia (Fig. 2.2), o vetor de onda® do feixe p-polarizado de entrada,
k. (componente paralelo ao plano da interface metal dielétrico), e a parte real do vetor
de onda dos plasmons de superficie, Re(kgp)?, sao iguais e a seguinte relacio é valida®
[22,25,27,28,48|.

w , w [ €4€m 2
k, = —nyssinf = Re(k =—— 2.1
~Tlos Sill e(ksp) . (€d+8m) (2.1)

onde w é a velocidade angular do feixe luminoso incidente, ¢ é a velocidade da luz, n,s € o

2Parametro que indica a quantidade de luz que é refletida.

3representacdo vetorial de uma onda, no caso eletromagnética

“Re() indica a parte real de uma variavel complexa

5Para o leitor interessado em detalhes da fisica e matematica associadas ao fenomeno SPR, ha livros e

revisOes na literatura que tratam do fendmeno e acrescentam maiores detalhes & discussao [22,25,28,48,50].
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Figura 2.2: Diagrama de blocos de uma interface metal-dielétrico na situacao de ressonancia
dos plasmons de superficie. A onda de plasmons de superficie (SPW) é excitada pelo campo

elétrico evanescente F.,,.

—

=
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e
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Figura 2.3: Curva de refletividade, com o minimo de refletividade na condig¢ao de ressonancia

SPR e parametros caracteristicos da curva.
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indice de refracao do substrato 6ptico, 8 é o angulo de incidéncia do feixe luminoso, ksp é
o vetor de onda dos plasmons de superficie, ¢4 é a funcao dielétrica complexa do dielétrico
e €, ¢ a funcao dielétrica complexa do metal.

A condicao de igualdade k, = Re(ksp), Eq. (2.1), é valida somente para o caso em
que a parte real da constante dielétrica do metal (£,,,) é muito maior que a imaginaria
(emi) [25,27]. Os metais nobres atendem essa condicao e, dentre eles, o ouro e a prata sao

normalmente utilizados pelos dispositivos SPR. [22, 26, 27].

2.3 Sensores e biosensores SPR

A interface metal-dielétrico é o elemento central de um dispositivo SPR (Fig. 2.2). O
elemento metélico é geralmente um filme fino que deve ter uma espessura muito menor que
o comprimento de onda da luz incidente, tendo em vista que a profundidade de penetracao
é pequena e a magnitude maxima das oscilagoes de plasmons de superficie é encontrada na
superficie da interface metal-dielétrico, como anteriormente descrito. Conforme mencionado
anteriormente, os metais nobres (principalmente, ouro, prata e cobre) sdo os elementos
metalicos adequados para a ocorréncia do fenémeno SPR [25,27,28,51]. Normalmente,
o ouro é preferido para uso em dispositivos SPR por ser inerte quimicamente, embora a
utilizagao da prata aumente a sensibilidade do dispositivo. Recentemente, ligas de ouro e
prata vém sendo utilizadas com o objetivo de aumentar a sensibilidade SPR, em relacao as
proposi¢oes que usam apenas ouro ou prata [52,53|. O dielétrico pode ser simplesmente
uma solugdo aquosa ou um gas, ou outro material de natureza fluidica ou solida (filme fino,
normalmente).

Num dispositivo SPR deseja-se, normalmente, detectar um determinado dielétrico e
quantificad-lo. Quando a inclusao de um dielétrico ou a modificagao de suas propriedades
fisico-quimicas altera diretamente o minimo de refletividade, o dispositivo é denominado
Sensor SPR.. Quando alguns dielétricos sao adicionados, como a camada de imobilizacao e
elementos bioreceptores, a presenca do analito de interesse é detectada/quantificada indire-
tamente pela medida do deslocamento do minimo de refletividade. Neste caso, o dispositivo

¢ denominado como Biosensor SPR [22,25, 26].
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2.4 Condicoes necessarias para excitacao dos plasmons
de superficie

As condicoes necessarias para excitacao e ocorréncia do fenomeno SPR num biosensor SPR

sao [25,27]:

1. Os feixes luminosos devem ser polarizados, com polarizacao tipo p. Neste caso, a
polarizacao ocorre paralela ao plano de incidéncia e h&d componentes horizontal e

vertical |25, 28|;

2. A espessura do filme fino de ouro deve ser muito menor que o comprimento de onda

da luz incidente;

3. Nao é possivel excitar os plasmons de superficie incidindo os feixes luminosos direta-
mente na superficie do filme metélico, devido & nao coincidéncia entre os vetores de
onda dos fotons e dos plasmons de superficie [27,48]. Portanto, um substrato dptico
é inserido para aumentar a magnitude do vetor de onda e assim propiciar a igualdade
dos vetores de onda de ambas as particulas. Fibra 6ptica, guia de onda, prisma 6ptico
e graticula de difracao sao as alternativas mais utilizadas na literatura como substrato

optico [25,26];

4. Reflexao interna total - a onda luminosa deve incidir na superficie do filme fino metalico
em um angulo obliquo superior ao angulo critico. O feixe luminoso desloca-se do meio
de maior indice de refragdo n; (substrato 6ptico) para o meio de menor, ny (metal)
[54]. A principio, ndo deveria haver a transmissdo da energia luminosa do meio n;
para no. Todavia, observa-se que a componente do campo eletromagnético penetra
alguns nanémetros no meio ny, o que excita a onda de plasmons de superficie. Uma
onda eletromagnética evanescente é criada e sua amplitude diminui exponencialmente
com a distancia da interface [54]. A amplitude do campo evanescente, E.,, diminui
exponencialmente com a distancia da interface, e o seu valor maximo é alcancado na

superficie da interface [27];
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Entrada(W/\{E)Saida

Caksca Filme fino metalico

Figura 2.4: Estrutura de um biosensor SPR, usando uma fibra 6ptica como substrato 6ptico.
2.5 Substratos Opticos utilizados para a excitacao dos
plasmons de superficie

Para que o acoplamento 6ptico foton-plasmon ocorra, trés substratos (acopladores) 6pticos

sao geralmente utilizados para construcao dos biochips SPR:

2.5.1 Prisma 6ptico

E o substrato mais usado para o desenvolvimento de biosensores SPR. A Fig. 2.1b apresenta
a configuracao de Kretschmann-Raether com um prisma como substrato optico. O raio de
luz incide na superficie do substrato em um angulo obliquo 6. O feixe é refletido, as ondas
de plasmons de superficie ou SPW (Surface Plasmon Waves) sdo excitadas e o minimo de

refletividade pode entao ser detectado.

2.5.2 Guia de onda d6ptico e fibra éptica

Um guia de onda o6ptico ou uma fibra 6ptica sao estruturas que também sao utilizadas
como substratos 6pticos para biosensores SPR [22,45]. A Fig. 2.4 apresenta um pedago de
fibra optica com o nicleo descoberto (sem casca) na regiao central. A mesma configuracio
é utilizada para guias de onda [22]. Na regiao central da fibra, o filme fino metalico é
depositado. Uma onda luminosa é transmitida através da fibra optica (ou guia de onda)
e entra em contato com a superficie metalica. Nas condicoes de reflexao interna total, os
fotons incidentes na regiao central sao transmitidos e excitam as ondas SPW. A reducao
na poténcia transmitida pela fibra optica (ou guia de onda) é observada no detector 6ptico,

indicando a ocorréncia do fendmeno SPR.
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Detector Optico

Figura 2.5: Estrutura da graticula ou grade de difracao

2.5.3 Graticula ou grade de difragao

Se uma onda luminosa incide em uma graticula ou grade de difracao, conforme ilustrado
na Fig. 2.5, com uma constante de graticula (A) igual a de uma superficie rugosa, ondas
planares de diferentes ordens de difracao sao excitadas [22].

A observacao do ponto de ressonancia é similar ao apresentado pelo prisma 6ptico, ou

seja, através da reducao da intensidade da luz refletida.

2.6 Configuracoes de um biosensor SPR

Um biosensor SPR pode ser operado com fontes de luz de entrada monocromaticas ou

policroméaticas. Ha quatro modos de interrogacao que podem ser utilizados [22,25]:

1. Modo de interrogacao angular ou AIM (Angular Interrogation Mode): neste caso,
a fonte luminosa é monocromatica (diodo laser, normalmente) e um elemento foto-
detector ou uma camera CCD detectam o sinal refletido na saida do dispositivo. Aqui,
o comprimento de onda do feixe de luz de entrada ¢ mantido constante e o angulo de
incidéncia é variado. Geralmente, goniometros e estruturas mecanicas rotativas sao

utilizadas para variar o angulo de incidéncia [25-27|;

2. Modo de interrogacao espectral ou WIM (Wavelength Interrogation Mode): neste
caso, a fonte de entrada é policromética (fonte halégena ou um diodo de luz branca,
normalmente) e um espectrometro detecta o sinal refletido. O comprimento de onda

é variado e o angulo de incidéncia é mantido constante.
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3. Modo de interrogacao de fase ou PIM (Phase Interrogation Mode): aqui a fonte de
entrada é monocromética & semelhanca do modo AIM. O comprimento de onda é
mantido constante, o angulo de incidéncia varia e a fase da curva de refletividade é
calculada usando normalmente circuitos complexos [25,27] e ha uma complicagao para

sua construcao;

4. Modo de interrogagdo de intensidade ou IIM (Intensity Interrogation Mode): este
modo é semelhante ao modo PIM, a excecao de que a intensidade da refletividade é

que é monitorada.

Os modos AIM e WIM sao os mais utilizados e suas estruturas para um biosensor
SPR sao apresentadas na Fig. 2.6. Os elementos de geragao e deteccao luminosa sao
apresentados também, juntamente com um tracado ideal de raios Opticos. Apenas esses

modos de interrogacao serao doravante citados neste trabalho.

2.7 Desempenho de um biosensor SPR

Na Fig. 2.3, além da refletividade minima, que determina o parametro conhecido como
posicao de ressonéncia, hé as caracteristicas da curva a e 3. Os parametros assimetria
e largura de banda sao determinados a partir dos valores de o e 3. A posicao de
ressonancia, a assimetria e a largura de banda sao parametros que possibilitam avaliar
a qualidade de um biosensor SPR [55-57].

A largura de banda I' é calculada pela seguinte relacgao:
' = a+p (2.2)

O parametro I' é descrito em termos do FWHM (full width at half mazimum) da curva
SPR.

J4& assimetria GG é assim definida:

G -0 (2.3)

«

A sensibilidade refratométrica, a faixa dinamica e o limite de deteccao sao figuras de
mérito normalmente utilizadas como medida de desempenho de biosensores propostos na

literatura [25,26,55, 56, 58-60].
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Figura 2.6: Estruturas de um biosensor nos modos de interrogagao (a) angular e (b) espec-

tral. Os elementos de geragao e deteccao luminosa também sao apresentados.
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A faixa dindmica descreve a faixa de indices de refracao ou concentracao dos analitos
que podem ser medidos pelo biosensor SPR.

O limite de deteccao ou LOD Limit of Detection indica a habilidade de um
biosensor detectar um analito, o que é deveras importante na determinacao da seletividade
do dispositivo.

A sensibilidade refratométrica indica a sensibilidade do biosensor em relacao ao
indice de refragao do analito (ny). Além da utilizagao do indice de refragiao, também podem
ser utilizados para definir a sensibilidade, a concentragao e mudancas na curva de calibragao

do dispositivo [25]. A sensibilidade refratométrica, Sgy, é assim definida:

oY
ong

Spr = (2.4)

em que Y é o parametro de saida, ou seja, o comprimento de onda ou o angulo de ressonancia,

conforme o modo de interrogacao, AIM ou WIM, utilizado.

2.8 Caracteristicas e operacao de um biosensor SPR

Conforme a aplicacao, varias substancias podem formar a biocamada de um biosensor SPR
(Fig: 1.4). A operacao de um biosensor ¢ semelhante a de um imunoensaio (Fig. 1.1). A
primeira etapa corresponde a funcionalizacao da superficie metélica. Trata-se de uma nano-
camada de 2 a 5 nm, normalmente, que funciona como uma "cola"em que o bioreceptor fica
"grudado", ou melhor adsorvido. O elemento de funcionalizacao da superficie metélica sera
diferente conforme o bioreceptor e o analito. Exemplos de elementos de funcionalizacao sao
a albumina de soro bovino ou BSA (Bowvin Serum Albumin), albumina de soro humano ou
HSA (Human Serum Albumin), alkylthiol, entre outros [26].

Apos a funcionalizacao da superficie, ha a circulacao do analito pelo microcanal. Isso
altera o indice de refracao, o que é facilmente registrado pelo detector 6ptico devido a redu-
¢ao na intensidade luminosa da imagem refletida na saida do dispositivo num determinado
pixel (esse pixel é associado a um comprimento de onda ou angulo para os modos WIM ou
AIM, respectivamente).

A intensidade luminosa do sinal refletido (resposta SPR) no detector 6ptico representa

o dado bruto (raw data), ou seja, no qual varios efeitos, relacionados normalmente a fonte
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luminosa e ao detector optico [25], modificam a forma de onda desse sinal. Neste caso, a
reconstrucao do sinal SPR é necessaria e isso ocorre através de um processo denominado
normalizagdo. Inicialmente, cada espectro do sinal é subtraido da corrente escura (dark
current), que é uma corrente elétrica que circula pelo detector 6ptico na auséncia de feixe
luminoso na entrada do biosensor SPR. Apds, um sinal de referéncia (R) é coletado e
armazenado, a chamada célula seca ou dry cell. O dielétrico, neste caso, é o ar, que possui
um indice de refracao ny, = 1. Estratégias de usar a célula seca com feixes p-polarizados ou
s-polarizados de entrada sao normalmente relatados na literatura 25,26, 61|.

Apobs essas etapas iniciais, a solucao contendo o analito circula pelo microcanal, que é
a célula molhada ou wet cell (D) e a normalizagao do sinal SPR é completada dividindo-se
o espectro resultante da circulacao desse analito com o espectro de referéncia armazenado.

Portanto, o fator de normalizagao (FN) é dado pela seguinte relagao:

D
FN =— 2.5
- (25)

A partir dos espectros normalizados, o valor do angulo ou comprimento de onda de
ressonancia e, consequentemente, as variacoes de indice de refracao, de concentracao ou
outros parametros necessarios da amostra em analise podem ser computadas pelo elemento
de processamento e controle.

As variagoes do sinal SPR (comprimento de onda ou angulo de ressonancia), indice de

refragao ou concentragao, ao longo do tempo produzem graficos denominados sensorgramas.

As variagoes do indice de refracao podem ser associadas a variacao da concentracao do

dielétrico adsorvido na superficie metalica, AC, através da seguinte relacao [25]:

dng
Ang = < o ) AC (2.6)

onde dng/dc é o incremento do indice de refracao do dielétrico por volume.

2.8.1 Exemplo de operacao de um biosensor SPR

As etapas do procedimento operacional de um biosensor 6ptico SPR sao ilustradas no exem-

plo da Fig. 2.5a-g. Neste exemplo, é mostrado o processo de funcionalizacao da superficie
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Figura 2.7: Etapas do processo de funcionalizagao da superficie metalica de um biosensor

SPR, usando moléculas de BSA
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metalica com moléculas de BSA [55,61]|. Juntamente sdo apresentados os efeitos da mu-
danga do indice de refragdo em fungio do tempo (sensorgrama). As etapas de operacio

Sa0:

1. Enxague com &lcool: esta primeira etapa visa limpar a superficie metalica de possiveis

sujeiras, impressoes digitais e outras (Fig. 2.7a);

2. Enxague com agua destilada: aqui serd iniciado o processo de limpeza da superficie
metélica para contaminagoes organicas (Fig. 2.7b). A idéia é ter uma superficie limpa

e hidrofilica (que absorve agua e outros liquidos) para a adsor¢ao da proteina;

3. Limpeza com hipoclorito de sodio (NaClO): o objetivo com a circulagao de solugao
de baixa concentragao (em torno de 0.1M, normalmente [55]) de NaClO é remover
possiveis tracos de contaminagoes organicas, incluindo imobilizag¢oes anteriores (nio

representadas graficamente);

4. Repeticao das etapas 2 e 3 ocorrerao até ser garantida a limpeza e a preparacao da

superficie;

5. Adsorcao de proteina: etapa de circulacao de proteina e adsorcao de moléculas da

proteina BSA (Fig. 2.7c-d);

6. Re-enxague com agua: esta etapa visa retirar moléculas de BSA fracamente adsorvidas

(Fig. 2.7e-f).

Apos a realizacao dessas etapas, a superficie metélica encontra-se funcional e a solucao
contendo a biocamada especifica ao analito de interesse poderé circular pelo microcanal. A
imobilizagao do BSA ou de outra substancia pode ter varios ciclos de repetigao [55]. Os pro-
cessos envolvidos sao simples e nao exigem do usuario muita experiéncia com manipulagoes
de substancias bioquimicas.

Na Fig. 2.7g, esta representada a variacao do indice de refracao, que é associada ao

angulo (0), modo AIM, ou ao comprimento de onda (\), modo WIM.
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2.8.2 Calculo do Indice de Refracio

O indice de refracao ¢ um dos parametros mais utilizados nos sensorgramas de um biosensor

SPR e, dependendo do modo de utilizacao, ele possui um método para o seu calculo.

Modo AIM

Para o modo AIM, o indice de refra¢do do analito é calculado a partir da Eq. (2.1). Neste

caso, considerando a seguinte igualdade:
g, = n? (2.7)

e substituindo (2.7) na Eq. (2.1), pode-se mostrar que a seguinte relacao é valida para o

indice de refragao [55]:
Em(Nos 51 Orpsg)? 1"

Em — (Nos sin Orpg)?

(2.8)

Nng =

onde Orps € o angulo de ressonancia, ou seja, na condicao de refletividade minima.
O indice de refracao, n, representa o indice de refracao da biocamada, incluindo o
bioreceptor, analito e a camada de imobilizagao. Neste caso, ng é denominado indice de

refracao efetivo.

Modo WIM

Para o modo WIM, a obtencao do indice de refracao nao é direta e, na maioria dos artigos,
os autores usam ao invés do indice de refracao o deslocamento da resposta SPR, ou seja, a
variagdo do comprimento de onda de ressonancia (Aggs) [62,63] ao longo do tempo. Uma
alternativa é utilizar a sensibilidade refratométrica e obter um resultado do valor do indice
de refracao e nao do comprimento de onda de ressonancia. A sensibilidade refratométrica

no modo WIM ¢é dada a partir da Eq. (2.4), ou seja:

OARES
5, = 5 2.9)

onde S, é a sensibilidade refratométrica no modo WIM. Neste caso, isolando ny na Eq.

(2.10), obtém-se:
OArEs

S

Ong = (2.10)
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2.9 Biosensores SPR comerciails

Nas tltimas décadas, alguns biosensores comerciais SPR tém sido propostos [25]. Atual-
mente h& mais de 20 dispositivos comerciais, com diferentes estruturas de medicao e proces-
samento [26]. Todavia, a maioria sao baseados no modo AIM e sao baseados na estrutura
ATR. A seguir, trés desses biosensores serao analisados, com suas caracteristicas principais

e suas vantagens e desvantagens.

2.9.1 BIACORE

Em 1990 foi proposto o primeiro biosensor comercial na Suécia. Em seu projeto e constru-
¢ao, houve a parceria com alguns pesquisadores da Universidade Linkoping (Suécia), que
propuseram o primeiro biosensor SPR em 1982/1983 [64]. Atualmente os biosensores com

a marca BIACORE sao comercializados pela General Electrics [59].

Filme Fino de Ouro

Sistema
Microfluidico

a) b)

Figura 2.8: (a) Configura¢ao do biosensor, contido no sistema BIACORE. Uma tira des-
cartavel (b), contendo o filme fino de ouro é acoplada opticamente ao prisma de vidro

(interno ao sistema BIACORE) usando um hidrogel.

O sistema BIACORE ¢é totalmente automatizado, desde a geracao e manipulacao das
solugbes microfluidicas (um autosampler é utilizado) até o controle e processamento do
sinal refletido de saida. A estrutura do biochip tem uma estrutura semelhante & estrutura
de Kretschmann-Raether (Fig. 2.8a), tendo um prisma como elemento de acoplamento e o

filme fino de ouro como elemento metéalico e opera no modo AIM. O filme fino de ouro e
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camadas de ligacao e de preparacao para a deposicao da biocamada e analito sao encontradas
em uma tira (strip) descartavel como ilustrada na Fig. 2.8a. Esta tira é denominada pelo
fabricante como sensor chip |65]. Todavia, um gap de ar é formado entre o filme fino de ouro
(tira) e o prisma oOptico (Fig. 2.8a), que se localiza dentro do equipamento BIACORE. Esse
gap de ar provoca uma descontinuidade no caminho 6ptico, o que provoca a nao existéncia
do fenomeno SPR. A correcao dessa descontinuidade é realizada com um hidrogel que fecha
o gap de ar [22,55,59,65| e permite o acoplamento foton-plasmon. Embora esse método
seja eficiente, leva a uma necessidade de limpeza e manutencao constantes com a troca do
sensor chip, por exemplo [25,55,58]. Além disso, embora a tira seja descartéavel, o custo nao
é baixo. O sensor chip mais simples custa acima de 100 doélares. Ja o sistema BIACORE é
muito mais caro, com um custo superior a 100 mil doélares.

Devido a sua sua alta sensibilidade, seletividade e precisao, além da auséncia de mar-
cadores (caracteristicas vantajosas da tecnologia SPR), o biosensor BIACORE vem sendo
muito utilizado por grandes empresas, agéncias governamentais e institutos de pesquisa e
universidades para aplicagdes tais como na cinética de rea¢oes quimicas [66], na analise de
contaminantes em alimentos [67,68], na detec¢do de substéncias usadas no bioterrorismo
[69], entre outras. Além disso, a maioria dos artigos cientificos relacionados a tecnologia
SPR utilizam o BIACORE [70]. Todavia, o volume é grande, o que o inviabiliza para
aplicacoes portéteis e online [59,71]; a superficie sensivel deve esta livre de quaisquer im-
purezas para a correta operacao do dispositivo, requerendo além de um ambiente adequado
e limpo; é necessario um gel entre o prisma e o sensor chip, o que acrescenta etapas adi-
cionais de manutencao; ha a exigéncia de pessoal técnico especializado para sua operacao e

manutencao.

2.9.2 Biosensor SPREETA

O biosensor SPREETA, baseado também na configuracao de Kretschmann-Raether, foi
proposto em 1996 pela Texas Instruments como uma alternativa ao biosensor BIACORE,
especialmente para aplicacoes portateis e online. Neste dispositivo, os componentes eletro-
Opticos sao encapsulados em um tnico invélucro, conforme é mostrado na Fig. 2.9. O

encapsulamento é feito de material 6ptico, o que providencia protecao para os componentes e
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Figura 2.9: Estrutura do biosensor SPREETA

condicoes propicias para a construgao da camada SPR, espelhos e arranjos 6pticos existentes.

A camada sensora é formada pela deposi¢ao de filme fino de ouro de 50 nm [58|.

A estrutura mostrada na Fig. 2.9 foi a primeira versao do SPREETA e foi denominado

TI-SPR-1 e possuia os seguintes componentes:

Camada Sensora: ha um micro-canal sobre esta camada, em que o analito a ser

analisado ¢ bombeado;

Diodo Emissor de Luz: responsével pela geracao dos feixes luminosos no modo de
interrogacao angular. H& um conversor luz-tensao para monitorar as variacoes de

intensidade do diodo;

Polarizador: permite que apenas feixes com polarizacao tipo p atinjam a camada

sensora,
Espelho de Reflexao;

Matriz de fotodiodos: dispositivo em que os raios refletidos sao projetados. Cada um
dos 128 pixels da matriz corresponde a uma faixa estreita de angulos de entrada. A
intensidade do sinal permite quantificar a ressonancia dos plasmons de superficie e

portanto indicar o indice de refracao da amostra;

Sensor de Temperatura.
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As etapas de processamento e apresentacao dos dados sao externas ao SPREETA. Um
processador DSP é o componente central do processamento. Cada pixel é lido individual-
mente por um conversor analogico-digital (A/D) de 12 bits e os dados entdo sao enviados
ao computador [58,72,73|.

Ha um programa que coleta os dados enviados pelo elemento de processamento, constroi
a curva SPR e, através de um método de identificacao da posicao de ressonancia, determina
o minimo de ressonancia e gera o sensorgrama. Ha ainda a possibilidade de visualizar um
sensorgrama do indice de refragao calculado e, assim, nao apenas detectar o analito, mas
também acompanhar a cinética quimica e possiveis variagoes ao longo do tempo.

Atualmente, a empresa Sensata fabrica e comercializa os biosensores SPREETA [74]. O
menor volume e o menor custo do biochip (em torno de U$100) em relagao ao biochip (sen-
sor CM5) da BIACORE (em torno de U$200), sao vantagens do SPREETA. Todavia, sua
utilizacao ainda é bem menor que o da BIACORE. Além disso, como ficou comprovado em
nossos estudos dos efeitos da temperatura (serao apresentados mais adiante), a variacao da
temperatura ambiente afeta todos os elementos internos do SPREETA e a posicao e a geo-
metria dos componentes, o que pode alterar a posicao de ressonancia e, consequentemente,
o desempenho do biosensor. Além disso, assim como no caso do biosensor BIACORE, uma

alta pureza da camada sensivel é necessaria para a correta operacionalizacao do dispositivo.

2.9.3 VIR

Em 2003, a empresa dinamarquesa VIR propos um biosensor SPR que operava no modo de
interrogacao angular e usava um substrato 6ptico fabricado com o polimero TOPAS COC
[60]. Esse biosensor dispensava o uso de sistemas mecénicos rotativos ou goniémetros para
rotacao da fonte luminosa ou do biosensor, como é normalmente utilizado por biosensores
que usam o modo AIM [25]|. Além disso, néo foi utilizado 6leo ou gel para fixacao da camada
metdalica no substrato o6tico [25], o que evitava servicos de manutencdo constantes. Essa
caracteristica associada a fabricacao em massa e de baixo custo, propiciada pelo processo de
moldagem por injecao possibilitou a esse biosensor ser a primeira tentativa de um dispositivo
SPR descartavel e adequado para aplica¢ées TLR [25,55,60].

O biosensor VIR usa um substrato 6ptico como acoplador 6ptico dos feixes lumino-
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sos de entrada. Esses feixes atingem a superficie do biochip perpendicularmente, devido
a presenca de elementos de acoplamento opticos difrativos ou DOCE (Diffractive Optical
Coupling Elements), cujas dimensdes sdo nanométricas e utilizam técnicas hologréficas em
sua construgao sobre a camada metélica (Fig. 2.10a). Eles possibilitam que os raios lu-
minosos de entrada sejam refletidos em varias direcoes, o que aumenta a probabilidade
do acoplamento féton-plasmon na regiao sensivel do biochip, conforme ¢é ilustrado na Fig.

2.10a.

Entrada Saida
DOCE
o 2 GETZZ772 AL x
Sensor e ==
SPR :
(@)
Entrada
-..1..1-.
©) ab
Elementos dai
Sensor

Figura 2.10: Estrutura do biosensor VIR SPR, (a) com mudangas na estrutura de uma

configuragao baseada em prisma e (b) uma visao superior do biochip VIR

Embora possua vantagens em relagao a outros biosensores propostos na literatura, a
fabricacao dos elementos DOCE requer um aparato de nano-tecnologia holografica complexa
para a producao do molde inicial. Embora o valor de cada biochip fique em torno de U$1, 00,
o valor do molde de injegao é caro (acima de U$20.000). Além disso, o tempo de vida util
desse molde fica em torno de 10 mil biochips 6pticos. Esses elevados custos e o trabalho
intenso de producao para construcao do molde inicial e das superficies nano-graticuladas
sao dificuldades inerentes ao biosensor VIR [75]. Apenas um biosensor foi construido. Esse

biosensor foi doado ao laboratorio de Biosensores da UFCG, juntamente com componentes
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que permitiram a construgao de outro biosensor |76].

2.10 Limitacoes operacionais de um biosensor SPR

Os biosensores SPR tem sido bastante aplicados nos ltimos anos [29] e ja vem substituindo
outros biosensores e técnicas convencionais bio-analiticas, como o teste ELISA, na pesquisa
farmaceéutica e médica, detec¢ao de patogenos em alimentos e bebidas, entre outras [25,26].
Embora essa tendéncia de ampla aplicabilidade seja notoéria, algumas limitagoes de operagao
desses dispositivos existem [55,56]. Os efeitos da adsorgao nao-especifica de analitos e da
variacao da temperatura ambiente sao as principais limitagoes e as mais pesquisadas pela

literatura. A seguir serao apresentados maiores detalhes dessas duas limitagoes.

2.10.1 Adsorcao nao-especifica

Nos fluidos circulantes, normalmente aquosos, estao presentes nao apenas as moléculas do
analito de interesse, mas varias outras moléculas. A adsorcao correta de substancias é uma
tarefa relativamente complexa e envolve aspectos de cinética quimica, microfluidicos, entre
outros. Quando moléculas nao desejadas sao adsorvidas a biocamada de um biosensor SPR,
ocorre a chamada adsor¢ao nao-especifica. Neste caso, as propriedades 6pticas da superficie
proxima ao filme metalico sao modificadas e, consequentemente, a resposta e o desempenho
do dispositivo sao também alterados.

Algumas precaucoes podem ser utilizadas para minimizar os efeitos da adsor¢ao nao-
especifica. Uma delas é monitorar o indice de refracao da substancia sendo adsorvida, de
forma a garantir que o analito esteja realmente sendo adsorvido. Outra é garantir a limpeza
adequada da superficie metédlica com vérias etapas de limpeza, usando por exemplo solu¢oes
de hipoclorito (HCIO) e agua destilada.

Algumas alternativas vem sendo propostas na literatura para minimizar esse efeito: o
uso de estruturas modificadas [56,77]; ou o controle dos efeitos da adsor¢ao ndo-especifica,

como é o caso do uso de matrizes bio-inertes ou de imobilizacao |78, 79).
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2.10.2 Efeitos da variacao da temperatura ambiente no desem-

penho do biosensor SPR

Tem sido observado que uma variacao minima de 0, 1°C na temperatura ambiente acarreta,
uma variacao de 1x107° no indice de refracao, considerando o analito como a 4gua destilada
[80]. Este valor encontra-se dentro da faixa de detec¢ao dos biosensores SPR [56,80]. Os
efeitos observados afetam todos os elementos do biosensor: lentes e outros elementos 6pticos,
o biochip, prisma, camera CCD ou espectrometro. Eles sao superpostos e usualmente
causam distorcoes do caminho de propagacao 6ptico e, consequentemente, levam a perda
das condigoes de ressonancia SPR [56,81,82].

Um estudo tedrico dos efeitos da temperatura em biosensores SPR foi desenvolvido no
periodo de 1998 a 2004 [83-86|. Este estudo foi aplicado, inicialmente, a altas temperaturas
(acima de 80°C) e considerou relevante apenas a dependéncia térmica, para um biosensor
SPR de trés camadas (polimero TOPAS, ouro e 4gua), na parte real da func¢ao dielétrica
complexa do ouro [83,84|. Portanto, esse estudo desconsiderou os efeitos na componente
imaginaria da funcao dielétrica complexa do ouro e nos indices de refracao do substrato
optico e agua.

Recentemente um estudo teérico e experimental dos efeitos das flutuacoes da tempe-
ratura ambiente no desempenho de um sensor SPR de trés camadas foi desenvolvido, em
termos da sensibilidade refratométrica e largura de banda nos modos AIM e WIM [87]. A
investigacao tedrica e experimental desenvolvida levou em consideracao a dependéncia tér-
mica das propriedades oOticas das trés camadas do dispositivo (polimero TOPAS, filme fino
de ouro e agua destilada).

Os itens a seguir apresentarao uma breve explanacao do modelo teérico e experimental
desenvolvido. Maiores detalhes podem ser vistos em relatorios técnicos desenvolvidos [51,88]

e artigos publicados [87,89-91].
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2.11 Estudo dos efeitos da variacao da temperatura am-
biente

O estudo dos efeitos da temperatura ambiente foi desenvolvido para ambos os modos AIM e
WIM. Duas estratégias de calculo foram utilizadas: uma baseada na condicao de ressonancia,
Eq. (2.1); e outra baseada nas equacoes de Fresnel. Esses procedimentos numéricos sao
complementares entre si e testes experimentais usando o biosensor SPREETA auxiliaram o

entendimento do modelo proposto.

2.11.1 Calculos baseados na condicao de ressonancia - modo AIM

A sensibilidade refratométrica no modo AIM é assim definida:

dORrRES
1S(T)| = —iL (2.11)
drT

Para o célculo da sensibilidade refratométrica é necessirio obter uma expressao para
o angulo de ressonancia Orps. A relacao de dispersao para os plasmons de superficie na
ressonancia é dado pela seguinte equacao [51,90]:

1
2
K= ( Cdim ) (2.12)

c \Eg+em

Considerando os parametros 4, e £4;, que sao os componentes real e imaginario da

funcao dielétrica complexa do analito, respectivamente, iguais a:

Ed = Edr,Edi — 0 (213)
a equacao (2.12) torna-se:
‘ 1
k’SP _ g 5d(5mr +]€mz) 2 (2 14)
* & &dq + Emr + .jgmi .
. , 1

A (e e (2.15)

c \(€a+ €mr + JEmi)(Ed + Emr — JEmi)

1
c (€a+ emr)? + €2,
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A condicao de ressonancia SPR requer que apenas a parte real do vetor de onda dos
plasmons de superficie seja considerada, Eq. (2.1). Dessa forma, extraindo-se da equagao

(2.16) apenas a componente real, o angulo de ressonancia, Ogpg agora é dado por [25,28|:

1
OrEs = arcsin [n—2 \/m (\/(gmr(gd +e2,) + el )t +etueli) + emr(Ea + Emr) + 5%m)
(2.17)

Impondo-se a condigio |e,,,| >> €, & equagdo (2.17), obtém-se a seguinte relagao:

Orps = arcsin {@ €7m:| (2.18)
ng \| €m + n2
onde ny é o indice de refracao do substrato 6ptico.
A Eq. (2.18) é baseada na aproximacao de que &,,, >> &,,;, ou seja, a parte real da
funcao dielétrica do ouro é muito maior que a parte imaginaria. Com esta aproximacao,
a parte imaginaria é normalmente desconsiderada nas investigagoes teéricas apresentadas

na literatura [81-86]. Além disso, os indices de refragao do substrato 6ptico e do analito

também sao desconsiderados.

2.11.2 CaAlculos baseados na condicao de ressonancia - modo WIM

A defini¢ao da sensibilidade no modo de interrogacao espectral é dada pela seguinte relagao:

dA
A o RES
S3T) == (2.19)

Aqui, diferentemente do modo AIM, nao é possivel exprimir uma equacao analitica para
a dependéncia do comprimento de onda A com a temperatura [51,90]. A solugao encontrada
foi usar as dependéncias térmicas dos materiais na expressao de S*(T)).

Portanto, usando um artificio matematico para (2.19) [61], obtém-se:

_ dYrps dArps dT

SMNT 2.20
( ) dns dHRES dT’ ( )
Rearrumando os termos da equacao 2.20, obtém-se:
_ T
d\  dT

Haja visto que a variagao do angulo de ressonancia é dependente dos parametros do ouro

(fungdo dielétrica), do polimero TOPAS (indice de refragao) e da dgua destilada (indice de
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refragdo) e que estes parametros, por sua vez, sao dependentes do comprimento de onda, o

termo dfrps/dX é dado pela seguinte equacao diferencial parcial:

dOrps  dOrpsden | dOrps dn.s | dOrgps dng

2.22
d\ dey, dA dnes dA dng dA ( )

O procedimento é semelhante para o termo dfggs/dT, o que resulta em:
dOrEs N dOrps dem | dOrps dnes | dOpps dng (2.23)

AT de,, dT dn,s dT dngs dT

2.11.3 CaAlculos baseados nas equacoes de Fresnel

Normalmente, o modelo multi-camadas de Fresnel é utilizado para a determinacao da sen-
sibilidade do biosensor SPR nos modos AIM e WIM [90]. Vale ressaltar que, pela auséncia
de aproximacoes, os calculos baseados nas equacgoes de Fresnel sao mais precisos que os
baseados na condi¢do de ressonancia [90]. A seguir o modelo multi-camadas de Fresnel,

utilizado nos calculos, é descrito.

Modelo multi-camadas de Fresnel

A solugao geral de um modelo de N-camadas, tem o coeficiente de reflexao ou refletividade,
definido para uma onda luminosa de incidéncia com polarizacao tipo p, dado pela seguinte

relagao [25,28,50,55,90]:

" (M1 + Miagn)q1 — (Ma + Masgn) (2.24)
(M 4 Miagn)qi + (Mo + Maagn) .

em que as matrizes M;;(4, j = 1,2) sdo definidas por

N—-1
My; = (H Mk>
k=2

em que N é o nimero de camadas e k é uma dada camada.

ij

Ja a matriz M, é dada por:

cos —78in
M, = B ﬁk/% (2.25)

—1q sin G cos (3,

O parametro ¢, é assim definido:
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(5 — n2sin20;)2

= (2.26)

€k
em que € é a funcao dielétrica complexa do meio da camada k, 6; é o angulo de incidéncia
na interface da camada 1 com a camada 2 e n; é o indice de refracao do meio da camada 1.
E o parametro (3, é definido por:
2

Br = (zx — zk,l))\—o(ek — n?sin? 91)% (2.27)

em que z, — 2,1 ¢ a espessura do meio da camada k e Ay é o comprimento de onda da luz

incidente.

2.11.4 Determinacao do efeito da temperatura

Adicionado aos calculos realizados para a determinacao do efeito da variacao da temperatura
num biosensor SPR, a sensibilidade refratométrica de um biosensor SPR. de trés camadas
nos modos AIM e WIM foi calculada utilizando o mesmo modelo de trés camadas descrito
anteriormente [51]. As expressoes analiticas da sensibilidade, utilizadas no estudo do efeito
da temperatura, também foram empregadas para a faixa de comprimento de onda variando
de 600nm < A < 850nm. O resultado dos céalculos realizados no MATLAB é mostrado nas
Figuras 2.11 e 2.12. A sensibilidade nos modos AIM, S?()\), e WIM, S*()\) foi determinada.
As curvas mostradas sao nao-lineares e para o caso AIM, a sensibilidade reduz com o au-
mento do comprimento de onda, e para o caso WIM, o comportamento é oposto, ou seja,
aumenta com o comprimento de onda. Essas figuras incluem também as sensibilidades em
funcao também do indice de refracao do analito, ng, para o comprimento de onda de 670
nm. A faixa dinamica foi boa, ou seja, ng variando de 1,3 a 1,38. A sensibilidade também
foi alta para ambos os modos de interrogagao [51].

Dados coletados de fontes confiaveis para o polimero TOPAS (fornecidos diretamente
pelo fabricante [92,93]) e a agua destilada (NIST - National Institute of Standards and
Technology [92,94-98]), e baseados no modelo de Drude e teorias de espalhamento fonon-
fonon e fonon-elétron [51, 90| para o filme fino de ouro de 50 nm, foram utilizados para

os célculos. Um comprimento de onda da luz incidente igual a 670 nm e uma faixa de
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Figura 2.11: Sensibilidade calculada no modo AIM para um modelo de trés camadas, para
diferentes valores do indice de refracio do analito. Também ¢ exibido a variacdo de S?, para

o comprimento de onda fixo de 670nm, em funcao do indice de refracao do analito.
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Figura 2.12: Sensibilidade calculada no modo WIM para um modelo de trés camadas, para
diferentes valores do indice de refracio do analito. Também é exibido a variacdo de S*, para

o comprimento de onda fixo de 670nm, em funcao do indice de refracao do analito.
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temperatura variando de 273,16 K (0°C) a 373,16 K (100°C) foram utilizados os calculos
para ambos os modos de interrogacao.

No caso AIM, o efeito da variacao da temperatura ambiente na sensibilidade, usando
os métodos analitico e numérico é ilustrado na Fig. 2.13 para diferentes comprimentos de
onda.

Uma singularidade em baixas temperaturas foi observada em baixas temperaturas (7' —
0), embora nao esteja mostrada na Fig. 2.13, para ambos os procedimentos de célculo
utilizados. Isso é explicado pelo fato de ocorrer na equagao (2.18), para determinadas
condigoes, a seguinte igualdade |e,,,| = n3n2/(n3 —n2) [89-91]. Essa singularidade é inerente
ao modo de interrogacao angular e para comprimentos de onda baixo. A sensibilidade
decresce com o aumento da temperatura e o comportamento da curva é altamente nao-
linear.

No caso WIM, o comportamento da sensibilidade em funcao da variacao da temperatura
ambiente é mostrado na Fig. 2.14a, para os procedimentos de calculo baseados na condicao
de ressonancia e nas equagoes de Fresnel. Na Fig. 2.14b, S*(T) é exibida em func¢ao do
angulo de incidéncia, mostrando que essa sensibilidade diminui com a diminui¢ao do angulo
de incidéncia.

Como no caso AIM, uma singularidade em temperaturas baixas também foi observada
nos graficos de ambos os procedimentos de calculo numeérico (Fig. 2.14a). A explicacao
dessa singularidade é semelhante ao apresentado para interrogacao angular [90]. Também
na Fig. 2.14, é observado que, apo6s a singularidade, o médulo da sensibilidade decresce com

o aumento da temperatura.

2.11.5 Experimento usando o biosensor SPREETA

O SPREETA foi empregado para a investigacao experimental dos efeitos da temperatura na
sensibilidade refratométrica. Ele opera exclusivamente no modo AIM. Portanto, nenhuma
medicao foi realizada no modo WIM.

Foi utilizado um arranjo simples para os estudos dos efeitos da temperatura. Os seguintes

procedimentos foram utilizados para a realizacao do experimento:

1. O dispositivo SPREETA foi completamente imerso dentro de um recipiente DEWAR
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Figura 2.14: Modulo da sensibilidade de um biosensor SPR no Modo WIM, considerando

os procedimentos de célculo baseados (a) na condigao de ressonancia e (b) nas equagoes de

Fresnel.
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Figura 2.15: Arranjo experimental para a determinacao da sensibilidade no modo AIM,

usando o biosensor SPREETA

isolado em uma mistura de agua e gelo, conforme é ilustrado na Fig. 2.15. Nessa
figura, também ha uma bomba peristiltica usada para transportar a solugao aquosa

a superficie sensivel do dispositivo SPREETA;

2. Foram utilizados dois analitos com indices de refracao semelhantes, dgua destilada e
uma solucao de 0.05 M de hidroxido de sédio. Recorreu-se a essa estratégia para se
obter variacoes do indice de refracao e assim calcular a sensibilidade refratométrica,

conforme a Eq. (2.11);

3. Experimentos foram desenvolvidos durante a transicao de agua gelada (=~ 277 K),
com taxa de (dT'/dt ~ 0.4 K/min), a d4gua morna (=~ 350 K). Maiores temperaturas
poderiam até danificar o dispositivo [90] e a pequena massa térmica do dispositivo

SPREETA permitiu um rapido equilibrio térmico;

4. As duas solugoes, individualmente, foram bombeadas ao biosensor SPR. Um intervalo
de tempo de 5 min foi utilizada para monitoramento de cada ponto de dado, o que

causou uma incerteza de temperatura de aproximadamente 2 K;

5. Anotagoes dos angulos de ressonancia e dos indices de refracao para os analitos foram

realizadas, utilizando o software do biosensor SPREETA.

A sensibilidade refratométrica foi entao calculada com os valores obtidos dos experimen-
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tos e o resultado é mostrado na Fig. 2.16 para uma faixa de 277 K a 320 K. Em temperaturas

menores, S reduz para um valor de S = 30°/RIU na temperatura de T' < 295K.

Sensibilidade S°(T)

1 | 1 | | 1 1 1 1
275 280 285 290 295 300 305 310 315
Temperatura T (K)

Figura 2.16: Sensibilidade determinada com experimentos usando o biosensor SPREETA

2.11.6 Discussoes dos estudos dos efeitos da temperatura em um

biosensor SPR

Os resultados obtidos numericamente, para ambos os modos AIM e WIM, evidenciam que
as camadas do biosensor SPR contribuem para as magnitudes totais de S%(T) e S*T).
Ficou evidente pelo estudo realizado que a abordagem proposta acrescentou um melhor
entendimento dos efeitos da temperatura no biosensor SPR, visto que anteriormente apenas
variacoes térmicas na parte real da funcao dielétrica do filme fino de ouro eram consideradas
[90]. Em ambos os modos de operacio, a contribui¢ao da dgua pura é dominante, enquanto
a influéncia do filme de ouro torna-se significante em baixas temperaturas. Efeitos térmicos
no polimero TOPAS podem ser desprezados para o modo AIM, mas contribuem no modo
WIM para baixas temperaturas.

A andlise tedrica e experimental dos efeitos da temperatura ambiente em biosensores
SPR confirmou a singularidade prevista na sensibilidade do dispositivo em baixas tempe-
raturas [99]. Contudo, a investigacdo experimental revelou uma transi¢ao lenta de 120°

para 30°/RIU numa faixa estreita de temperatura de 15K. Esse desvio observado entre os
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resultados tedricos e experimentais é atribuido a presenca de distor¢oes termo-mecéanicas e
deslocamentos de todos os componentes que pertencem ao dispositivo SPREETA, incluindo
o encapsulamento epoxy, com a variacdo da temperatura. As variacoes termo-mecanicas
sao sobrepostas e, portanto, a posicao do LED, o polarizador, a posicao do espelho refletor
e o detector luminoso mudam ligeiramente com a variacao da temperatura. Mudancas na
caracteristicas de emissao do LED, variagoes em uma taxa d\/dT ~ —0.4nm/K foi obser-
vada para baixas temperaturas. Tudo isso contribui para distorcoes na propagacao do feixe
e na leitura pela matriz detectora de luz, o que leva por conseguinte & modificacao do sinal
de saida. Neste sentido, o biosensor SPREETA nao é adequado para aplicagoes em tempo
real e online, a menos que circuitos de compensagio e/ou controle da temperatura sejam
adicionados ao biosensor [100,101]. A comparagao das sensibilidades S%(T) and S*(T) in-
dicam que o modo WIM ¢é ligeiramente mais vulneravel a degradacao pelas flutuacoes de
temperatura, para maiores temperatura, do que no modo AIM.

Diante das consideracoes observadas para o teste experimental usando o SPREETA,
h& uma dificuldade inerente para a caracterizacao experimental da influéncia da tempera-
tura. Uma estrutura que nao utilize elementos internos e cujo material construtivo tenha
um coeficiente de dilatacao térmica pequeno é plenamente adequada para a investigagao
experimental dos efeitos da variacao da temperatura ambiente.

As Figs. 2.17a-b esbogam a influéncia da temperatura na largura de banda da curva SPR
para ambos os modos de interrogagdo. No modo AIM (Fig. 2.17a), I'’(T) aumenta em uma
pequena taxa até maiores temperaturas e apresenta saturacao em torno de 360K. Variagoes
consideraveis foram observadas no modo WIM, em que I'*(T") apresentou um maximo em
305K, acompanhado por uma redugao de magnitude com o aumento da temperatura. Isso
também foi observado para o modo AIM, mas em menor escala. Nas Figs. 2.17a-b estao as
curvas SPR para quatro temperaturas diferentes. A medida que a temperatura aumenta,
tanto o angulo de ressonancia (modo AIM), quanto o comprimento de onda de ressonancia
(modo WIM) tém seus valores reduzidos.

Um estudo tedrico/experimental recente revelou que, além da temperatura, trés outros
efeitos afetam a largura de banda I" da curva SPR. Esses efeitos sao: a morfologia do filme
fino de ouro, o sistema de adsorcao selecionado e um componente intrinseco, que é indepen-

dente da temperatura e é encontrado para baixas temperaturas, proximas a temperatura
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Figura 2.17: Influéncia da temperatura na largura de banda da curva SPR para o (a)

modo AIM e (b) modo WIM. Internamente, nesses graficos estao as curvas SPR para varias

temperaturas.
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absoluta (T = 0 K). A morfologia do filme fino de ouro foi caracterizado usando um
microscopio eletronico de transmissao, e o valor eficaz (rms) de p &~ 4.35 nm foi encontrado
para a rugosidade (Fig. 2.18) [87]. Observou-se pelos célculos e experimentos realizados
que a rugosidade tem uma boa influéncia na resposta do biosensor. Dessa forma, cuidados
no momento de fabricagdo do substrato 6ptico, com a correta limpeza e/ou polimento sao
acoes necessarias.

O estudo para os componentes da temperatura e intrinseco estendeu-se da faixa de
temperatura de 20 < T > 373 K. Foi comprovado que a composicao dos componentes
dependentes da temperatura (I'r) e intrinseco (I'intr) é dependente da espessura do filme
fino de ouro e aumenta de 1,4 (T = 20 K) para 2,5 (T = 273 K), considerando um
comprimento de onda da luz incidente de 632.8 nm (Fig. 2.18). Para um comprimento de

onda de 670 nm, houve um aumento da quantidade I'r + ['intr conforme o aumento da

temperatura.
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Figura 2.18: Largura de banda calculada apresentando a dependéncia com a temperatura,

morfologia e espessura do filme fino de ouro
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2.12 Consideracoes finais

Os fundamentos teoéricos dos biosensores SPR, com as defini¢oes, caracteristicas de ope-
racao e limitacoes operacionais, foram apresentadas neste capitulo. As caracteristicas, as
vantagens e desvantagens de trés biosensores comerciais foram também descritas.

Embora a tecnologia SPR ofereca condigoes propicias para a construcao de ferramentas
de diagnostico em aplicacoes TLR, as limitagoes apresentadas pelos biosensores comerciais
tornam sua realizacao complicada. Neste sentido, o desenvolvimento de um dispositivo
que alie as vantagens da tecnologia SPR, com uma estrutura de baixo custo, descartavel,
que evite a utilizacao de elementos internos e, portanto, reduza a influéncia dos efeitos da
variacao da temperatura ambiente sem a necessidade de utilizar circuitos de controle e/ou
compensacao é algo que vem sendo alvo de pesquisa nos tltimos anos [60,61,102]. O biochip
optico SPR PPBIO é uma dessas alternativas. O proximo capitulo apresentara o projeto e a
construcao do dispositivo, enquanto que o Capitulo 4 apresentara os resultados preliminares

com os biochips construidos.



Capitulo 3

Biochip SPR PPBIO: projeto e

construcao

O biochip SPR PPBIO proposto neste trabalho tem uma geometria simples, possui baixo
custo e é descartavel. Pretende-se aplicd-lo também para os modos AIM e WIM. O substrato
optico do PPBIO é um um prisma optico trapezoidal que foi fabricado com o polimero
COC (Cyclo-olefin Copolymer), denominado comercialmente TOPAS [93], usando técnicas
de moldagem por inje¢do. Sobre o prisma Optico, uma fina camada de ouro (50 nm de
espessura) foi depositada. O polimero TOPAS COC, aspectos técnicos e detalhes do projeto

do prisma polimérico e da deposicao do filme fino de ouro sao a seguir apresentados.

3.1 Prisma o6ptico: consideracoes iniciais

Nesta se¢ao serao descritas as caracteristicas do polimero TOPAS COC e os aspectos técnicos

do projeto do prisma 6ptico SPR.

3.1.1 Polimero TOPAS COC

O polimero COC é um produto amorfo, composto de uma combinac¢ao de norboreno e alfa-
olefina e que possui temperaturas altas de transigdo vitrea (acima de 200°)C, em relagao a
outros polimeros [93]. Além disso, este material apresenta uma alta resisténcia mecanica e

transparéncia [93,103|, baixa birrefringéncia e caracteristica hidrofobica, boa estabilidade
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térmica, resisténcia quimica e uma densidade baixa. O fabricante do polimero TOPAS COC
sugere o tipo 5013 para aplicagoes Opticas. A Tabela 3.1 apresenta um quadro comparativo
de propriedades opto-mecanicas do TOPAS 5013 com o acrilico e o policarbonato, que sao

os polimeros mais utilizados para construgao de dispositivos 6pticos [104].

Tabela 3.1: Quadro comparativo de propriedades de certos polimeros

Propriedade Unidade  Acrilico Policarbonato ~ TOPAS
COC 5013
Absorcao de agua % 0,3 0,2 <0,01
Transmitancia da luz % 92,5 89 92
Indice de refracio (656,3 nm) 1,49 1,585 1,53
Coeficiente de expansao linear oC! 6x10~° 7x107° 6x10~°
Birrefringéncia nm 13 >80 14,8

As propriedades 6pticas do TOPAS COC 5013 sao semelhantes a dos polimeros acrilico
ou PMMA (Poly-Methyl Methacrylate) e do Policarbonato (Tabela 3.1). A absor¢ao de dgua
no TOPAS é menor que nos outros polimeros e a transmitancia da luz e a birrefringéncia
sao equivalentes ao do acrilico e maiores que o do policarbonato. O TOPAS 5013 é mais
estavel quimicamente que os outros polimeros, especialmente na adsorcao de proteinas e

outras moléculas (virus e bactérias, por exemplo) [60, 105].

3.1.2 Aspectos técnicos do projeto do prisma 6ptico

O biosensor 6ptico SPR descrito pela patente de Thirstrup, Zong e Neff|75], publicada em
2005, tinha os objetivos de reduzir os custos de projeto e fabricacao e aumentar a simplici-
dade do biosensor 6ptico SPR VIR proposto em 2004 (ver Capitulo 2). A Fig. 3.1 apresenta
a estrutura do biosensor descrito pela patente. Um prisma trapezoidal é o substrato 6ptico
do biochip. Lentes cilindricas sao integradas na entrada e na saida do prisma para conver-
géncia dos feixes luminosos de entrada na regiao sensivel, considerando utilizacao apenas no
modo AIM. As superficies inclinadas devem ser necessariamente especulares internamente,
o que permite a reflexdo interna dos feixes luminosos e o consequente acoplamento féton-

plasmon na regiao sensivel. Para o espelhamento dessas superficies foram utilizadas fitas
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colantes prateadas utilizadas em automédveis. Um filme fino metalico é depositado na regiao
sensivel sobre o prisma oOptico. O sinal de saida é detectado pela camera CCD e o sinal
elétrico resultante é a entrada da Unidade de Controle, Processamento e Visualizacao. A

fonte de alimentagao é também mostrada.

IfFllme Fino de Ouro

4‘ Prisma Optico i’_
Ll L

Lentes Cilindricas

Lente
Colimadora

o
y

Camera CCD

Fonte

Luminosa

Fonte de
Alimentacao

Unidade de Controle,
Processamento e
Visualizagcao

— Sinal elétrico
O Sinal luminoso

Figura 3.1: Estrutura do biosensor SPR proposto pela patente.

A altura do prisma da Fig. 3.1 deveria ser pequena de modo a garantir que houvesse
apenas uma reflexao dos feixes luminosos na regiao sensivel. Isso evitaria erros de captura
pela camera CCD, decorrente da presenca de miiltiplos pontos sensiveis. Valores de h entre

1 e 3 mm foram recomendados pelos autores da patente [75].
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Figura 3.2: Estrutura do prisma 6ptico SPR, apresentando os dados de projeto.

O biochip o6ptico SPR. ilustrado na Fig. 3.1 foi projetado e realizado neste trabalho. A
Fig. 3.2 ilustra os detalhes do prisma 6ptico, com as dimensoes e o tracado ideal dos feixes
luminosos da entrada a saida, na condicao de reflexdo interna total. Sobre o prisma 6ptico
h& um filme fino de ouro de 50 nm.

A estrutura do prisma proposto pela patente de Thirstrup, Zong e Neff[75] (Fig. 3.1)
foi modificada. Lentes cilindricas externas foram escolhidas, exatamente pela dificuldade de
fabricar lentes cilindricas integradas ao prisma, como foi sugerido também pelos autores da
patente. Com esta nova configuragao, o feixe luminoso de entrada sofre um desvio maior do
que teria com as lentes integradas e o efeito de dispersao da luz no detector 6ptico torna-se
maior. Assim, conforme as dimensoes da lente cilindrica e das posi¢oes dos componentes
Opticos externos, a ocorréncia de reflexao interna total, a focalizacao dos feixes luminosos no
ponto A e, consequentemente, a ocorréncia do fenémeno SPR pode ser comprometida. Neste
sentido, um estudo computacional, usando um programa de tracado de raios, é necessario
para observar o caminho 6ptico percorrido pelos feixes luminosos de entrada e avaliar as
dimensoes e distancias dos componentes 6pticos ao prisma Optico.

A utilizacao de lentes cilindricas é valida para operacao no modo AIM. Todavia, diferen-
temente do proposto pela patente [75], o PPBIO pode operar também no modo WIM. Neste
caso, as lentes cilindricas sao removidas e feixes colimados de entrada atingem a superficie

inclinada do prisma 6ptico.

3.1.3 Projeto do prisma 6ptico SPR

Com a estrutura do prisma o6ptico SPR mostrada na Fig. 3.2, os seguintes aspectos de

projeto foram considerados:
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- O angulo de inclinacao das paredes laterais a (Fig. 3.2) define o angulo de ressonéancia,
de acordo com a igualdade Ogrps = 2 -« [106]. Conforme resultados de calculos
numéricos para um biosensor SPR de trés camadas (TOPAS, filme fino de ouro e
agua) usando as equagoes de Fresnel [90], a curva SPR com as melhores caracteristicas
(posicao de ressonancia, largura de banda e assimetria) ocorre no angulo de 68°. Esse

foi o angulo escolhido e, portanto, o angulo de inclinacao « é 34°.

- O comprimento de onda de ressonancia escolhido foi de 670 nm. Esse valor de compri-
mento de onda foi escolhido baseado no estudo de sensibilidade descrito no Capitulo 2,
onde foi observado que uma ampla faixa dinamica (indices de refra¢do na faixa de 1,3
a 1,38) e bons valores de sensibilidade nos modos AIM e WIM foram obtidos usando

esse comprimento de onda (ver pagina 39) [60,103];

- De acordo com as recomendagoes encontradas em [75], a altura h, deve ser pequena
(Fig. 3.2). O valor de 3 mm, recomendado pelos autores da patente [75], foi escolhido.
Os valores obtidos por simulacao confirmaram as hipoteses supracitadas, conforme

serd mostrado a seguir.

Com base nestes valores de parametros e usando a estrutura da Fig. 3.2, os valores dos
comprimentos L e [ foram determinados usando as seguintes relacoes:

[hl h

L = 2= —
2tana+2tan900—9

+ htan@] (3.1)

l:2{L— ; ] (3.2)

tan o

Os valores resultantes dos calculos e os demais parametros do prisma 6ptico SPR. sao
indicados na Fig. 3.3, que ilustra a secao longitudinal do prisma e a vista superior do

prisma, considerando uma largura de 20 mm.

3.2 Simulacoes 6pticas

Um programa de tracado de raios (ray tracing) permite realizar a geometria de uma deter-

minada estrutura Optica. Nas simulacgoes Opticas, a fonte luminosa é normalmente mono-



Capitulo 3. Biochip SPR PPBIO: projeto e construcao 54
| 17.84 mm |
3.00 mm
! 26.72 mm |
Secao longitudinal
— 4.44 mm — — 4.44 mm —
] 20.00 mm

Vista Superior

Figura 3.3: Secao longitudinal e vista superior do prisma, com os valores das dimensoes

calculados.
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cromatica, sendo permitido ao usudrio alterar seus parametros, tais como o comprimento
de onda, abertura do feixe, quantidade de raios a serem visualizados e utilizados nos cal-
culos!. Os componentes 6pticos podem ser rotacionados e deslocados. Bancos de dados
de materiais 6pticos podem ser utilizados para construir determinado componente 6ptico.
O resultado final das simulagoes é o tracado de raios e a analise é feita normalmente por
inspecao visual. E possibilitado também fazer o calculo da poténcia luminosa, construir
dispositivos multi-camadas, entre outras tarefas.

As simulagbes Opticas realizadas com o prisma 6ptico da Fig. 3.2 tiveram os seguintes

objetivos:

- Observar e analisar o caminho 6ptico seguido pelos raios luminosos de entrada no

interior do prisma 6ptico;

- No caso AIM, analisar se o foco do sistema Optico encontrava-se na regiao sensivel do

sensor SPR;

- No caso WIM, observar os efeitos do alargamento do feixe de entrada na geracao de

regioes sensiveis;
- Especificar a lente cilindrica adequada.

O programa utilizado foi o OSLO Premium, que possui uma interface amigavel e com
facilidade na programacao [88]. O prisma 6ptico e os demais componentes foram construidos
no programa e a disposicao dos mesmos ¢ mostrada na Fig. 3.4a. Nesta figura, h4 uma
distancia D entre a lente cilindrica e o prisma 6ptico. O detector 6ptico foi representado
simbolicamente por um anteparo. Essa representacao é valida apenas para o modo AIM.

No caso WIM, a lente cilindrica nao esta presente.

3.2.1 Projeto da lente cilindrica

A lente cilindrica plano-convexa converge os feixes luminosos de entrada, de modo que o

foco encontre-se no ponto A (Fig. 3.2). Ela é utilizada apenas para o modo AIM. A lente

10s calculos usam elementos de Optica Geométrica. O Apéndice B apresenta nocdes de 6ptica geomeé-

trica, além de detalhes adicionais do tracado de raios e outros conceitos apresentados neste capitulo
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cilindrica possui os seguintes parametros a serem especificados (Fig. 3.4b): o foco f, o raio
de curvatura R; a espessura t; o comprimento L; e a altura H. A lente escolhida é feita
com o vidro tipo BK7, cuja faixa de operacao varia de 350 nm a 2 pym [107]. Os valores de

R e t foram encontrados pelas simulacoes realizadas.

A

Prisma Otico

Lente Cilindrica

Detector Otico

- [ ——— =]

b)

Figura 3.4: (a) Disposigao espacial do prisma e demais componentes 6pticos utilizados nas

simulagoes; (b) Lente cilindrica plano-convexa, apresentando os parametros de projeto.
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3.2.2 Resultados e anilise das simulacoes
Caso AIM

Nesse modo de interrogacao, uma fonte de raios luminosos coerentes com freqiiéncia de 670
nm foi utilizada. A uma certa distancia D da lente L encontra-se o prisma optico projetado.
O feixe luminoso atinge a superficie lateral de entrada do prisma que é espelhada [108]. Apos
essa incidéncia, os feixes sao refletidos, baseados na ocorréncia do fenémeno de reflexao
interna total, e atingem a superficie lateral de saida (também espelhada) e, entao, saem do
prisma. A principio, o foco deveria estar centrado na regiao sensivel do biochip.

A lente cilindrica plano-convexa apresenta duas dimensoes que influenciam na posicao
do foco. O primeiro parametro é o raio de curvatura R (Fig. 3.4). Varias simulagoes foram
realizadas com R variando de 8 a 14 mm. Essa faixa corresponde a faixa de variacao de R no
catalogo Thorlabs [109] para lentes cilindricas plano-convexas. Na Fig. 3.5, para valores de
R menores que 11,2 mm?, o foco encontrava-se a esquerda do ponto A. Enquanto que, para
valores de R maiores que 11,2 mm, o foco deslocava-se para a direita do ponto desejado.

O segundo parametro da lente cilindrica influente na focalizagao dos feixes luminosos
de entrada é a espessura t [109]. Variou-se t de 2 a 8 mm, conforme consulta ao catalogo
Thorlabs [109]. Observa-se através dos resultados obtidos pelas simulagoes (Fig. 3.6) que o
foco desloca-se da direita para a esquerda do ponto A, & medida que a espessura aumenta.
Para uma espessura de aproximadamente 4 mm, o foco é localizado no ponto desejado.

Nas simulagoes envolvendo a variacao de R foi usada uma espessura de 4 mm, e no caso
das simulacoes referentes a variacao de t. foi usado um raio de curvatura igual a 11,0 mm.
Verificou-se que uma variagao de poucos milimetros nos valores de R e . proporcionam um
efeito relativamente expressivo na localizacao do foco e, conseqiientemente, no desempenho
do prisma 6ptico. O efeito foi mais apreciado na variacao de R.

Considerando as condicoes apresentadas nas simulagoes a lente cilindrica plano-convexa
LJ1638L1 foi a que mais se aproximou dos valores de R e t calculados pelas simulagoes [109].

Os valores dos parametros da lente escolhida sao:

- Altura H = 12,5 mm

2Esse valor foi encontrado apds vérias simulaces no intuito de obter o foco no ponto A
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Figura 3.6: Efeitos da variacao da espessura da lente cilindrica na focalizacao dos feixes
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Figura 3.7: Efeitos da variagao da posicao da lente cilindrica na horizontal, 2 mm para a

direita (a) e 2 mm para a esquerda (b)
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Figura 3.8: Efeitos da variacao da distancia D da lente cilindrica ao prisma
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Largura L = 15 mm

Raio de Curvatura R = 11,5 mm

Espessura t = 3,9 mm
- foco f = 20 mm

Os valores de R e t calculados sao diferentes daqueles obtidos pelo catalogo. Todavia,
para confirmar a andlise feita, o restante das simulacoes foi desenvolvida usando os valores
de R igual a 11,5 mm e ¢ igual a 3,9 mm.

Observou-se também que a alteracao da posicao do foco dependia da posi¢ao da lente
cilindrica. Para deslocamentos horizontais, isso ¢ mostrado na Fig. 3.7, de 2 mm a direita
(Fig. 3.7a) e a esquerda (Fig. 3.7b).

A variacao da distancia D, deslocamento vertical da lente cilindrica, provoca também
deslocamento do foco, conforme é mostrado na Fig. 3.8. Observa-se que & medida que a
distancia aumenta, o ponto de focalizacao desloca-se da direita para a esquerda, sendo que
para um valor de 5 mm o foco encontra-se no ponto desejado.

Apos os resultados ilustrados para a variacao da posi¢ao horizontal e vertical da lente
cilindrica, foi observado que a diferenca nos valores de R e t nao teve um efeito significativo

no tracado de raios no interior do prisma e focalizacao no ponto A.

Modo de interrogacao espectral

Sem a lente cilindrica de entrada, feixes de luminosos de entrada, paralelos entre si, sao
utilizados e, portanto, simulacoes para o modo WIM puderam ser realizadas.

Devido a auséncia de op¢oes do programa OSLO para o modo WIM, apenas o efeito da
abertura do sistema ou EBR (Entrance Beam Radius) foi simulada. Essa abertura pode
ser controlada na préatica por um diafragma. EBR foi variado de 0,5 a 3 mm. Para alguns
comprimentos de onda variando de 500 a 800 nm (dentro da faixa visivel), feixes luminosos
foram gerados pelo programa e incidiram na entrada do prisma polimérico. Observou-se
que o aumento do valor de EBR produziu o espalhamento dos raios na superficie superior

do prisma. Essa caracteristica observada pode ser uma 6tima indicacao para a existéncia
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Figura 3.9: Efeitos da abertura do sistema (EBR) num biosensor SPR no modo WIM.
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de varios pontos sensiveis, o que pode levar a construcao de biosensores SPR com mais de

um ponto sensivel.

Consideracgoes finais das simulacgoes Opticas

As simulacoes Opticas realizadas Seja o ponto A, que é o foco desejado para os feixes lumi-
nosos incidentes, localizado pelas coordenadas (x,y), conforme é ilustrado na Fig. 3.2. A
influéncia da variacao do raio de curvatura e da espessura da lente cilindrica e da distancia
D pode ser medida verificando o deslocamento da posicao do foco. Considerando os testes
realizados, as Tabelas 3.2, 3.3 e 3.4 apresentam as posicoes (x,y) do foco deslocado. Ha uma
maior sensibilidade na variagao do raio de curvatura e da distancia D. Os valores escolhidos
sao destacados em negrito. Cuidados tem que ser tomados para reduzir o efeito dessas

variacoes no funcionamento do prisma.

Tabela 3.2: Valores da posi¢ao (x,y) do foco em relagdo ao raio de curvatura R da lente

cilindrica

R (mm) x(mm) y(mm)

8 5,3 0,3
9 6,7 1
10,8 9,6 2
11,2 10 2,2
12 1,9 1,6
13 13,5 1
14 15 0,3

Tabela 3.3: Valores da posigao (x,y) do foco em relacdo & espessura t da lente cilindrica

t(mm) x(mm) y(mm)

2 11,2 1,9
4 10 2,2
6 9,8 2
8 9 1,8
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Tabela 3.4: Valores da posigao (x,y) do foco em relagao a distancia D

D(mm) x(mm) y(mm)

1 12,5 1,4
2 11,7 1,6
3 11,4 1,8
4 10,7 2

5 10 2,2
6 9,7 2

7 9,5 1,7

3.3 Fabricacao dos prismas 6pticos

O método de moldagem por injecao é o mais utilizado para fabricagao de componentes
Opticos, como lentes e prismas [104,110|. Ele utiliza um processo de moldagem ciclico e é
ideal para materiais termoplasticos, como o polimero TOPAS COC [110)].

A fabricacao dos componentes Opticos envolve varias tarefas, como: a construcao de
placas usadas para injecao e extracao do polimero; construcao de elementos para resfria-
mento e extragao dos componentes 6pticos do molde; constru¢ao do molde que contém a (s)
cavidade (s), onde esté gravado o perfil das pecas oOpticas a serem produzidas [111]. Dessas
etapas, a fabricacao do molde é a mais importante etapa no método de moldagem.

A descricao da fabricacao do molde para os prismas poliméricos SPR sera apresentado
nesta secao. Primeiramente, serao descritos alguns aspectos técnicos importantes para a
fabricacao: a operagao de uma maquina de injecao, modos de fabricacao das placas de

injecao e extracao e efeitos associados a moldagem de componentes 6pticos.

3.3.1 Moldagem por injecao

Uma maquina de moldagem por injecao é dividida em duas partes (Fig. 3.10): uma parte
fixa ou de extracao e uma parte movel ou de injecao. O molde com o perfil das pecas a
serem fabricadas, encontra-se no limite dessas duas partes (Fig. 3.10). Os graos de polimero

sao inseridos no funil e sao conduzidos ao cilindro de injecao. Neste cilindro, ha uma rosca
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e resisténcias elétricas. O material é fundido e o fluido resultante é conduzido pela rosca de
injecao ao molde. O fluido polimérico entra na cavidade do molde e, no mesmo instante,
a parte extratora é deslocada pressionando o material fundido. Dutos de resfriamento
existem para solidificar o material e apos alguns segundos (esse tempo depende dos dados
do fabricante e da aplicagao [104]), as partes movel e fixa sao distanciadas novamente e as

pecas fabricadas sao extraidas.

Extracéo Injecao

Figura 3.10: Estrutura de uma maquina de moldagem por inje¢ao, onde as temperaturas

criticas sao apresentadas.

Na operagao de uma maquina de injecao, alguns parametros sao determinantes para pro-
piciar uma boa qualidade das pecas fabricadas [104,112]: tempo e temperatura de injecao,
temperatura do molde e do material injetado, pressao de injecao e tempo de resfriamento
[112|. Embora as recomendagoes do fabricante sejam seguidas para a especificagao desses
parametros, a contracao e a birrefringéncia impoem restricoes a qualidade das pecas fabri-

cadas.

Contracao

A contracao (shrinkage) é um efeito da variacdo da densidade do polimero e, de forma
correspondente, das dimensoes da peca injetada com a variacao de temperatura ao longo do
processo de moldagem por injecao. A contracao normalmente é medida pelo chamado fator
de contracao da moldagem e é geralmente um nimero na faixa de 2/1000 a 20/1000 ou 0, 2

a 2%, respectivamente [113].
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A alta variacao da temperatura do polimero desde sua fusao até sua solidificagdo é uma
das causas principais da contracao. Outra causa estd associada as variacoes fluido-dinamicas
do material ao longo da maquina injetora, desde a alimentacao dos graos e fusdao até a
solidificacao e saida do produto final. Para a maioria dos polimeros, o fator de contracao
varia na faixa de 0,2% a 1%. O polimero TOPAS 5013 tem o fator de contracao igual a
0, 5%.

Para a redugao da contragio, as seguintes agoes sao recomendadas [114]:

Reduzir a temperatura de injecao material e do molde;

A pressao de injecao deve ser aumentada;

Deve ser reduzida a quantidade de material a ser injetada;

Aumentar a velocidade de injecao;

Aumentar o tempo de molde fechado e a saida de ar da cavidade.

Birrefringéncia

A birrefringéncia é a decomposi¢ao de um feixe luminoso em dois componentes, chamados
ordinario e extraordinario, quando ele passa através de um material opticamente aniso-
tropico® [115]. O polimero TOPAS COC pode ser sujeito ao efeito da birrefringéncia no
processo de moldagem por injecao, devido a orientacao das cadeias do polimero o que torna
o material anisotropico. Quando a orientacao das cadeias internas do polimero é aleatoria,
o material ¢ isotropico e o efeito birrefringente nao esté presente [116].

Boa parte dos fabricantes de dispositivos 6pticos, como lentes e prismas, usam o método
de recozimento (annealing) do material, apos a fabricagao das pecas, para desordenar as
cadeias internas do polimero e, assim, reduzir ou eliminar o efeito birrefringente. Por outro
lado, esse método eleva o custo e o tempo de processamento [116]. Outras técnicas alter-
nativas vem sendo apresentadas para eliminar/compensar o efeito da birrefringéncia num
polimero [104,116-118]|: co-polimerizagao randémica; dopagem com molécula anisotropica;
adicao de cristal birrefringente; a uniao de polimeros diferentes durante o processo de mol-

dagem; e a inclusao de um material com birrefringéncia negativa. Este tltimo método foi

3Material que ndo possui o mesmo indice de refracio em todo o seu volume
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utilizado para controlar a birrefringéncia em polimeros COC, como é o caso do TOPAS
utilizado neste trabalho [118|.
Uma estrutura simples que pode ser utilizada para a medicao da birrefringéncia é a caixa

de luz (light box), em que lampadas e dois polarizadores sao utilizados.

3.3.2 Construcao dos moldes dos prismas poliméricos

Dois moldes de materiais diferentes, bronze e aco, foram construidos para a fabricacao dos
prisma, poliméricos SPR. Em ambos os moldes, o angulo das superficies inclinadas deveria
ser precisamente 34°. Todavia, uma pequena curvatura das bordas, algo normal em injecao
de pecas desse tipo, poderia ocorrer sem prejuizo para a qualidade do prisma.

O perfil do molde de bronze apresenta uma cavidade com 10 mm de largura, conforme
é ilustrado na Fig. 3.11. O molde de bronze tem um furo para injecao (Fig. 3.11), que
é localizado no meio da cavidade. A parte superior do cavidade foi construida de aco e
pode ser destacada do molde, o que facilita o polimento e possiveis reparos. As superficies
inclinadas na cavidade nao sao tao faceis de serem polidas e sao feitas em bronze. A placa
de extracao que completa o molde da Fig. 3.11 também foi construida de bronze.

O molde de ago possui trés cavidades, com 20 mm de largura cada. O aumento da
largura, em relagao ao molde de bronze, visou, principalmente, facilitar o acoplamento de
uma célula de fluxo a regiao superior do prisma. O aumento da quantidade de cavidades
aumenta a quantidade de pecas produzidas por ciclo de injecao. Furos adicionais para
retirada do excesso de polimero também foram acrescentadas para cada cavidade, o que
auxilia o controle da contracao das pecas fabricadas.

Para ambos os moldes, as recomendacgoes do fabricante [103] para as temperaturas,

pressao e velocidade a serem usadas na operagao da maquina de injecao (Fig. 3.10) sao:

Tr = 100°C

- Ty = 230 — 260°C

- Ty = 240 — 270°C

- T5 = 250 — 280°C
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Cavidade

Furodelnjecao———————

Figura 3.11: (a) Molde de bronze com um ponto de inje¢ao; (b) Ampliacao da cavidade do

ponto de injecao.
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Saida do Material (Excesso)

Figura 3.12: Bloco de ago da parte extratora, onde sao apresentadas as trés cavidades e os

pontos de injecao e retirada de excesso do polimero e ampliagao de uma cavidade.
- Ty = 260 — 290°C
- T = 240 — 300°C
- Ty = 240 — 300°C
- Temperatura de moldagem T = 95 — 125°C
- Pressao de injegao Psp = 500 — 1100 bar
- Velocidade de inje¢ao = 50 — 150 mm /s
- Tempo de injecao = 10 s

Embora essas recomendacgoes tenham sido levadas em consideracao para configuragao
da méquina de injecao utilizada, a mesma possuia apenas trés pontos de inferéncia da
temperatura. Todavia, os valores utilizados estiveram, aproximadamente, dentro das faixas
de temperatura.

Nos moldes construidos, as superficies laterais e as superficies do topo e base foram

polidas. Duas etapas de polimento foram usadas: a primeira usou lixas convencionais com
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baixa abrasividade (tipo 1000 e 1200); a segunda usou p6 de diamante. Com esse polimento,
as tensoes superficiais e o consequente aumento da contracao dos prismas fabricados pode
ser evitado.

Com a construcao dos blocos componentes das partes de extragao e injegao, conforme
explicacao precedente, uma méaquina injetora convencional, de uma empresa em Campina

Grande (USIMOLDES), foi utilizada para a construgao do prismas 6pticos.

3.3.3 Fabricacao dos prismas poliméricos

Os prismas Opticos fabricados com o molde de bronze tém uma largura de 10 mm (Fig.
3.11b). A presenca de apenas um furo de injegao produziu acimulo de material no momento
da extracao da peca. Isso propiciou a presenca de fissuras e bolhas em alguns prismas
opticos fabricados, conforme pode ser visto na Fig. 3.13a. Imagens usando um microscopio
biologico (configurado com a maior amplia¢ao) do prisma da Fig. 3.13a foram realizadas
e uma delas é ilustrada na Fig. 3.13b. Para comparacao da rugosidade da superficie e
transparéncia foi coletada uma imagem de uma placa de vidro transparente (Fig. 3.13c).
Quanto a rugosidade, a superficie do prisma, aparentemente, apresenta uma rugosidade
baixa. A transparéncia observada do prismas é alta.

Um total de 20 prismas foram fabricados com cerca de 400 g de material. Portanto,
cada prisma tem um peso aproximado de 2 g.

Na fabricagao dos prismas com o molde ago, um melhor controle das variaveis do processo
de moldagem foi providenciado, com vistas a melhoria da qualidade da superficie do prisma,
e procurando evitar bolhas e fissuras nos prismas fabricados. Um total de 100 prismas
foram fabricados com cerca de 300 g de material. Dessa forma, cada prisma tem um peso
aproximado de 3,0 g para cada prisma oOptico. Perdas existiram no tocante a limpeza do
canhao de injecao, pelo fato da maquina de injecao ser utilizada na producao de outras
pecas plasticas de diferentes tonalidades.

A foto do prisma polido é mostrado na Fig. 3.14a. Diferentemente da imagem apre-
sentada na Fig. 3.13a, nao ha a presenca de fissuras nem bolhas na estrutura superficial
do prisma. Imagens microscopicas do prisma fabricado também foram retiradas usando o

microscopio biologico. Assim como no caso do prisma da Fig. 3.13, quando comparada com
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Figura 3.13: (a) Foto do prisma fabricado, destacando as fissuras e bolha presentes; (b)
Imagem microscopica da superficie superior do prisma; (¢) Imagem microscopica de um

vidro polido (imagem de referéncia).
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a amostra de vidro, a rugosidade é baixa e a transparéncia é alta.

A qualidade boa dos prismas opticos foi desejada na fabricacao dos mesmos com os
moldes de bronze e aco. Apoés a fabricacao, alguns procedimentos foram utilizados para
reduzir possiveis imperfeicoes e sujeiras na superficie superior do prisma. O objetivo foi
tornar essa superficie o mais suave e limpa possivel, pois a mesma seria coberta com um

filme fino de ouro de 50 nm.

3.3.4 Pré-tratamento dos prismas fabricados

Os prismas fabricados com os moldes de bronze e aco foram submetidos a um pré-tratamento
mecanico e quimico antes da deposicao do filme fino de ouro. Essas etapas de polimento
e limpeza foram utilizadas para reduzir/eliminar imperfeigoes existentes na fabricag¢ao dos
prismas Opticos, como resquicios de material na superficie e sujeiras superficiais.

O oxido de aluminio (alumina) como material abrasivo e uma lixadeira convencional
foram utilizados para o polimento. O tempo de polimento de cada prisma foi de cinco
minutos, aproximadamente, com uma velocidade de rotacao baixa da lixadeira, em torno de
100 rpm. Apoés o polimento, os prismas foram cuidadosamente imersos dentro de uma cuba
ultra-sonica com solugao de etanol (90%) por, aproximadamente, 2 minutos. O objetivo era
limpar a superficie dos prismas, retirando gorduras e impressoes digitais presentes.

Apos essas etapas, os prismas foram cobertos com filme fino de ouro.

3.3.5 Deposicao do filme fino de ouro

Para a deposigao (cobertura) de filmes finos metalicos em biosensores SPR, os métodos de
Evaporacao e Pulverizagao Catodica (Sputtering) sao os mais utilizados [22]. O método
de pulverizac¢do catédica apresenta vantagens sobre o método de evaporagao [119-121]: a
deposicao é uniforme; ha um melhor controle dos parametros do processo; hé a possibilidade
de monitorar as propriedades do filme fino; e a deposicao de varias camadas num mesmo
substrato é possivel. A pulverizacao catodica consiste no bombardeamento de particulas
carregadas (fons de Argonio, normalmente) em um alvo solido, que contém a substancia
(metal) a ser depositada no substrato. Esse bombardeamento ocasiona o desprendimento

de atomos do metal e cria um plasma gasoso eletrizado e a baixa pressao. Os atomos des-
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Figura 3.14: (a) Foto do prisma fabricado; (b) Imagem microscopica da superficie superior

do prisma; (c¢) Imagem microscopica de um vidro polido (imagem de referéncia).
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prendidos sao progressivamente depositados no substrato. Dependendo da corrente elétrica
das particulas carregadas e o tempo de deposi¢ao possibilitam estimar a espessura do filme
fino metélico. Micro-balangas de cristal de quartzo (QCM -Quartz Crystal Microbalance) e
microscopia eletronica de transmissao e forca atomica sao utilizados para analisar o filme
metalico depositado.

Um equipamento de cobertura usando pulverizacao catédica da empresa EMITECH
[122]|, modelo K550X, foi utilizado para a deposigdo de 50 nm de ouro sobre os prismas
opticos fabricados. Esse equipamento pertence ao Departamento de Engenharia de Materiais
da Universidade Federal da Paraiba (Joao Pessoa). No processo de deposicao, a pressao de
argonio foi de 4 psi ou 0,3 bar, aproximadamente. A configuracao do equipamento, cuja
foto é mostrada na Fig. 3.15, é bastante simples. E necessario apenas que a pressiao do
vacuo seja ajustada para 1x10~! mbar e que sejam especificadas a corrente de geragao do
plasma ou corrente de deposicao e o tempo de permanéncia do prisma 6ptico na camara de
vacuo. Esse tempo é relacionado a corrente do plasma e a espessura do filme fino de ouro
através da curva mostrada na Fig. 3.16.

A corrente de deposicao foi especificada de acordo com a Fig. 3.16. O valor de corrente
de 35 mA foi utilizado que corresponde a taxa de deposi¢io nominal de 10 nm/min. O
equipamento possui uma restricao de tempo de 4 min. Dessa forma, duas interacoes de 2,5
min cada foram utilizadas para produzir filmes finos de ouro com 50 nm de espessura.

Para os moldes de bronze e aco, 20 prismas de cada foram cobertos com o filme fino de

ouro de 50 nm.

3.4 Comentarios Finais

As caracteristicas de projeto e fabricacao do biochip proposto foram apresentadas neste capi-
tulo. O prisma polimérico possui geometria simples, é descartavel e de baixo custo. Além
disso, nao possui elementos mecanicos rotativos, nano-componentes internos (como as grati-
culas de difragdo hologréficas), e elementos eletro-opticos integrados. Um pré-tratamento
mecanico e quimico foi realizado nos prismas 6pticos fabricados com moldes de bronze e
ago. Cerca de 40 prismas foram cobertos com 50 nm de ouro.

O proximo capitulo apresentara os testes preliminares realizados com os biochips PPBIO.
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Figura 3.15: Sputtering utilizado na deposi¢ao do filme fino de ouro.
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Figura 3.16: Curva utilizada na deposi¢ao do filme fino de ouro.
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Plataformas de testes foram montadas unicamente para esses testes, usando elementos 6p-
ticos de acoplamento, fontes e detectores 6pticos e um sistema, eletronico de processamento
e visualizacao de dados. Os resultados dos testes e as discussoes associadas também serao

apresentados.



Capitulo 4

Testes experimentais: resultados e

discussoes

Considerando os critérios de projeto dos moldes apresentados no capitulo anterior, PPBIOs
foram fabricados usando o processo de moldagem por injecao. Sobre a regiao central su-
perior do prisma foram depositados filmes finos de ouro de 50 nm e os chamados biochips
foram entao desenvolvidos. Esses biochips foram adicionados a duas plataformas de testes,
unicamente desenvolvidas para os testes preliminares nos modos de interrogacao AIM e
WIM. Nestas plataformas, nao havia quaisquer mecanismos de manipulacao microfluidica,
como célula de fluxo e bomba peristéaltica e o processo de adicao dos analitos utilizados foi
realizado pelo gotejamento da solucao aquosa na regiao sensivel do biochip SPR. O obje-
tivo principal desses testes preliminares foi comprovar a ocorréncia do fendémeno SPR, ou
seja, considerando as condigoes propicias de ocorréncia do fenoémeno, como apresentadas no
Capitulo 2, verificar no detector optico (Camera CCD ou Espectrometro) a refletividade
minima na curva SPR. Consequentemente, outro objetivo foi observar o deslocamento da
posicao de ressonancia com a exposicao do biochip fabricado a diferentes indices de refracao.

Os dispositivos componentes das plataformas de testes, para geracao e deteccao dos
feixes luminosos incidentes e de processamento do sinal, serao apresentados. Os resultados
preliminares e discussoes associadas também serao apresentadas, considerando trés solucoes
aquosas como analitos. Ambas as plataformas de testes tiveram componentes de conexao

simples e de relativo baixo custo, fornecidos pela empresa Thorlabs [107].
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4.1 Plataformas de testes experimentais

4.1.1 Modo de Interrogacao Espectral

O diagrama de blocos da plataforma de testes utilizada no modo WIM ¢ ilustrada na
Fig. 4.1a, enquanto uma foto dessa plataforma é apresentada na Fig. 4.1b. A seguir sao

apresentados detalhes dos elementos eletro-dpticos que compoem essa plataforma.

Diodo de luz branca

A fonte de entrada policromatica é um diodo de luz branca tipo Luxeon Star - White
Lambertian, fabricado pela Philips Lumileds [123]. A distribui¢ao espectral do sinal de
saida desse diodo é mostrada na Fig. 4.2 [123]. E um LED produzido a partir de um
LED azul InGaN (Indium Gallium Nitride) que, devido a deposigao de fosforo de diferentes
cores, produz a luz branca [124]. Possui alto brilho e gera até 45 Im de luminosidade para
uma corrente méaxima de 350 mA. Possui um substrato de aluminio, o que permite uma
boa dissipacao de calor, reduzindo as exigéncias de controle de temperatura. Possui uma
eficiéncia de energia bem maior que a maioria das lampadas halégenas, que sao normalmente
usadas na literatura como fontes policromaticas de biosensores SPR, e uma vida tutil em
torno de 100 mil horas. Embora as fontes hal6genas possuam uma resposta mais plana ao
longo do espectro visivel, comparativamente a do diodo de luz branca (Fig. 4.2), o custo
dessas lampadas é bem maior e o tempo de vida 1util é menor. Além disso, o diodo de luz
branca agrega outros beneficios tais como maior sensibilidade, maior robustez e tamanho

reduzido.

Polarizador, lente colimadora e diafragma

Diferentemente do caso da fonte monocromatica, um diodo de luz branca nao é polarizado.
Neste caso, um polarizador é necessario para que apenas feixes p-polarizados atinjam a
regiao sensora e assim promovam a ocorréncia do fendémeno SPR. Além do filtro polarizador,
uma lente colimadora e um diafragma foram também utilizados para tornar paralelos entre

si os feixes luminosos incidentes e restringir a luminosidade de entrada, respectivamente.
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Figura 4.1: Estrutura da plataforma de testes utilizada para o modo WIM, apresentando (a)
o diagrama de blocos e (b) uma foto com os elementos utilizados para geragao e adequagao

dos feixes luminosos, a fibra 6ptica. Na foto, o espectrometro nao é ilustrado.
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Figura 4.2: Distribuicao espectral do sinal de saida do diodo de luz branca utilizado nos

experimentos.

Espectrometro

O detector 6tico usado no modo WIM foi o espectrometro USB4000-VIS-NIR da empresa
Ocean Optics [125]. Ele possui um chip CCD de 3648 pixels, com alta relagio sinal-ruido
[125] e que pode ser utilizado dentro da faixa de comprimento de onda de 350 a 1000 nm.
E possivel, assim como no caso da camera CCD ja descrita, realizar interfaces em outras
plataformas, tais como C-++, Java e LABVIEW, onde todos os recursos do instrumento sao
acessiveis.

Assim como no caso da camera CCD, o usuério do espectrometro escolhido pode alterar
parametros que estao intimamente relacionados com as figuras de mérito de um biosensor
SPR, especialmente a relagao sinal-ruido e a sensibilidade refratométrica. Os parametros

Sao:

- Boxcar Width: este parametro controla o agrupamento dos quadros de imagem, per-
mitindo a retirada de componentes harmoémicos de alta ordem e, consequentemente,
o aumento da relacao sinal ruido. Estes componentes estao presentes no sistema de-

vido a falhas de deteccao da matriz CCD, a variagao da corrente do diodo laser, entre
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outras razoes [56,80]. Quanto maior o Bozcar Width, maior é a relagao sinal-ruido.
Todavia, se quadros demais forem agrupados isso pode acarretar perda do sinal e,
consequentemente, reducao de desempenho. Para os testes realizados, borcar Width

foi igual a 40;

- Tempo de integracao: quanto maior for o tempo de integracao, maior serd a relagao
sinal-ruido. Contudo, o aumento do tempo de integracao ocasiona aumento na ma-
gnitude da refletividade do sinal de saida [107|. Esse parametro também deve ser bem
escolhido para evitar reducao de desempenho do biochip. Para a maioria dos testes

realizados, o tempo de integracao utilizado foi de 150000s;

- Times to average: o aumento desse parametro também aumenta a relacao sinal-ruido.

Para os testes realizados, esse parametro teve o valor de 5.

4.1.2 Modo de Interrogacao Angular

Para o modo AIM, o diagrama de blocos mostrado na Fig. 4.3a apresenta os elementos
Opticos e eletronicos utilizados e a Fig. 4.3b apresenta uma foto da plataforma montada
evidenciando os componentes eletro-opticos utilizados. Nessa estrutura, o feixe luminoso
colimado e p-polarizado gerado por uma fonte monocromética, diodo laser, converge, apos
entrar no interior do prisma, ao foco localizado na regiao superior central do prisma. Neste
caso, diferentemente da maioria das propostas apresentadas na literatura [25,26,56,59|, ndo
hé quaisquer elementos mecanicos rotativos nem a presenca de 6leo ou gel no biochip SPR

[26,65]. A seguir sao apresentados os elementos eletro-opticos utilizados nos experimentos.

Diodo laser

Para geragdo dos feixes luminosos foi utilizado um diodo laser vermelho (RLT6705MG),
fabricado pela empresa Roithner Lasertechnik [126]. Uma tensao de entrada de aproxi-
madamente 3 V foi aplicada e um controlador de corrente usando o regulador LM317 foi
utilizado. O circuito controlador de corrente forneceu uma corrente de saida controlada de
22 mA, aproximadamente, ao diodo laser [126]. A operacao do diodo laser realizada nos

experimentos teve um valor de corrente abaixo do limiar.
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Figura 4.3: Estrutura da plataforma de testes utilizada para o modo AIM, apresentando (a)
o diagrama de blocos e (b) uma foto com os elementos utilizados para geragao e adequagao

dos feixes luminosos e a camera CCD utilizada.
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Lentes colimadora e cilindrica

Para a colimacao dos feixes luminosos de entrada, uma lente esférica plano-convexa, fa-
bricada com vidro tipo BK-7, foi utilizada [107]. O efeito colimador dessa lente torna os
raios divergentes da saida do diodo laser paralelos entre si. A lente cilindrica, por sua vez,
converge o feixe colimado de modo que ao entrar no prisma, o foco esteja localizado na
posicdo desejada (centro da regido sensivel). A distancia dessa lente ao prisma é muito
importante para o cilculo do caminho 6ptico e, consequentemente, a focalizagao dos feixes
luminosos incidentes, conforme foi discutido no capitulo anterior.

Para as operacoes de colimagao e convergéncia do feixe luminoso de entrada, um ajuste
adequado da posicao entre os elementos 6pticos descritos é necessario. Foi observado que o
valor ajustado da distancia entre o prisma e a lente cilindrica coincidiu com aquela prevista

pelas simulagoes, ou seja, em torno de 4 mm.

Camera CCD

A camera CCD LCI1-USB, unidimensional, da empresa Thorlabs [127] foi utilizada nos
experimentos para a aquisicao dos sinais refletidos do prisma 6ptico. Ela possui dimensoes
de 3,6"x2,6"x1,0” e um total de 3000 pixels. Cada pixel tem dimensao de 7x200 pm.

A utilizacao da camera é bastante simples, bastando conectar o cabo USB da camera
ao PC e utilizar o programa fornecido pela Thorlabs, ou utilizar os drivers disponibilizados
pelo fabricante e construir interfaces em JAVA, C++ ou LABVIEW, por exemplo [127]. O
tempo de integracao pode variar de 1 us a 200 ms e a faixa espectral varia de 350 nm a 1000
nm. Além disso, ha um conversor A/D interno de 12 bits com a taxa de varredura maxima
de 190 varreduras por segundo.

Ao usuério da camera CCD é permitido a correcao da corrente escura e de minimizagao

de ruido. A minimizacao de ruido ocorre pelo ajuste de dois parametros:
- Boxcar Width: a definicao é similar aquela apresentada para o espectrometro;

- Tempo de integracao: a definicao e as caracteristicas associadas sao as mesmas para

o espectrometro.
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Espelho plano

Para facilitar a deteccao dos sinais luminosos pela camera CCD, um espelho plano foi

utilizado para refletir os sinais de saida do PPBIO para a camera CCD.

4.2 Resultados e Discussoes

Os testes com o molde de bronze foram iniciados, apos a defesa do exame de qualificacao,
em agosto de 2009, e resultados satisfatorios foram obtidos em outubro e novembro de 2009.
Alguns testes foram realizados com a plataforma de testes do modo AIM, e os resultados
foram também satisfatorios, com o efeito SPR sendo observado. Todavia, devido a facili-
dade operacional, uma maior quantidade de testes foi realizada com a plataforma do modo
WIM. Cerca de 20 prismas poliméricos foram produzidos com o molde de bronze e metade
apresentaram a ocorréncia da ressonancia. A outra metade, ou apresentada muitas fissuras
e bolhas ou tinha uma cor amarelada e nenhum resultado foi observado.

Os testes com o molde de aco foram iniciados em abril de 2010 e devido ao exiguo tempo,
tendo em vista o término dos quatro anos de doutorado (abril de 2010), poucos testes foram
realizados com os prismas 6pticos fabricados. Eles foram exclusivamente realizados no modo
WIM. Todavia, a transparéncia dos prismas e a auséncia de fissuras e bolhas fizeram com
que 15 dos 20 biochips construidos apresentassem o efeito ressonante na presenca de um
analito.

Com esses resultados, a qualidade dos prismas fabricados é essencial para a ocorréncia
do efeito SPR e, consequentemente, ao bom desempenho do biochip fabricado. Os biochips
SPR fabricados foram avaliados em sua qualidade pelos valores da posicao de ressonancia
e largura de banda. Estudos recentes tém caracterizado valores adequados para esses dois
parametros [87,89,90]. A posi¢ao de ressonéncia foi a estabelecida pelo projeto do prisma
optico SPR, ou seja, 68° para o modo AIM e 670 nm para o modo WIM. No caso da largura
de banda, este parametro fica em torno de 2°, na temperatura ambiente (25°C) para o modo
AIM [87,89,90|. Enquanto que no caso do modo WIM, a largura de banda fica em torno de
90 nm [89,90], para a temperatura ambiente.

Utilizando as plataformas experimentais para os modos WIM e AIM, os testes experi-
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mentais foram realizados. Inicialmente serao mostrados os resultados para os biochips de
largura de 10 mm fabricados e, em seguida, os resultados com os biochips de 20 mm de
largura. Com vistas a facilitar o entendimento de cada um dos testes realizados, as figuras
relacionadas, mostradas a seguir, apresentam uma numeracao correlata.

Finalmente, as discussoes dos resultados serao apresentadas.

4.2.1 Resultados utilizando os biochips SPR fabricados com o molde

de bronze
Modo WIM

O feixe de entrada luminoso (Fig. 4.1a) deve ser colimado e possuir uma largura pequena,
conforme apresentado no Capitulo 3. Um diafragma foi utilizado para reduzir a largura
do feixe incidente. Além disso, a posi¢do horizontal/vertical do feixe pode também ser
ajustada. O polarizador, localizado apo6s a lente colimadora no caminho 6ptico percorrido,
deve ser ajustado para a posicao que filtre a componente s e, portanto, permita a passagem
apenas da componente p do sinal colimado de entrada.

A posicao do prisma 6ptico também pode ser ajustada, conforme é indicado na Fig. 4.1b.
A posicao 6tima do prisma e dos demais componentes da plataforma era a que propiciava
uma magnitude maior do sinal refletido pelo prisma SPR. H& no suporte do prisma 6ptico
um parafuso para fixar o prisma oOptico na posicdo desejada (Fig. 4.1b) e assim evitar
possiveis deslocamentos do prisma e consequente reducao da magnitude do sinal refletido.
Também existe um sistema de ajuste horizontal do cabo de fibra optica (Fig. 4.1b).

Com os devidos ajustes realizados, os testes com os biochips 6pticos produzidos com o
molde de bronze foram iniciados. Uma gota de dgua destilada foi depositada sobre o filme
fino de ouro usando um dosador manual. A gota de adgua foi posicionada na regiao central
do prisma.

A Fig. 4.4 apresenta o resultado obtido para um biochip SPR. E apresentado o sinal de
saida detectado pelo espectrometro, evidenciando que para comprimentos de onda maiores
que 800 nm e menores que 400 nm, a quantidade de ruido ¢ maior do que para os outros
comprimentos de onda. Isso é explicado pela caracteristica do led de luz branca (Fig. 4.2),

que apresenta poténcia luminosa quase nula para comprimentos de onda maiores que 800
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nm e menores que 400 nm. A largura de banda é 200nm, aproximadamente, e a posi¢ao
de ressonancia ocorre no comprimento de onda de 670 nm, aproximadamente. O valor da
refletividade normalizada, calculada através do fator de normalizagao (ver equagio 2.5) é

0,42 aproximadamente.

1.5F T

=) p— —_
o — — N
I I I I
; . i ;

Refletividade Normalizada
It
2]
T

0.6 : b

0.5 b

i
400 500 600 700 800 900 1000
Comprimento de Onda (nm)

Figura 4.4: Espectro do sinal refletido de um prisma SPR, ap6s a normalizacgao.

Os valores apresentados com este primeiro primeiro prisma foram adequados, especial-
mente a posicao de ressonancia que corresponde ao comprimento de onda de ressonancia
projetado. No tocante & largura de banda, o valor medido foi relativamente alto.

No intuito de avaliar outros prismas 6pticos fabricados, procurando obter prismas SPR
com melhor qualidade, novos testes foram realizados, conforme é ilustrado na Fig. 4.5.
Nesta figura, as refletancias de saida de 4 prismas Opticos sao apresentadas. Embora a
posicao de ressonancia seja praticamente a mesma do prisma da Fig. 4.4, observa-se que o0s
minimos de refletividade e a largura de banda sao diferentes. Além disso, a quantidade de
ruido é maior que no primeiro prisma testado. Os prismas 1 e 3 foram os que apresentaram
piores resultados quanto a largura de banda, embora o prisma 1 tenha apresentado uma
menor refletividade. O prisma 2 apresentou resultado similar ao prisma da Fig. 4.4. Este

teste serviu para mostrar que os biochips fabricados possuem caracteristicas diferentes e, de
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acordo com a rugosidade e a transparéncia, o desempenho também é afetado.
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Figura 4.5: Refletividades normalizadas de 4 prismas SPR.

Apos testar estes dispositivos e observar a ocorréncia do fenomeno SPR e a variacao
dos parametros com a mudanca do biochip utilizado, todos os prismas construidos foram
testados. Um desses dispositivos, apresentou resultados muito bons, conforme é ilustrado na
Fig. 4.6. Nesta figura, além da refletividade com a polarizagao tipo p dos feixes luminosos
de entrada, foram feitas medi¢oes considerando feixes s-polarizados, em que ambos os sinais
de referéncia e do analito foram adquiridos com a polarizacao s. A mudanca da polarizagcao
p para a s rotacionando o filtro polarizador (Fig. 4.1) em 90°. Os resultados confirmaram
que nao ocorre ressonancia para feixes com polarizacao tipo s, e sim apenas quando os feixes
luminosos possuem polarizagao tipo p [25].

A resposta do prisma com polarizacao p teve a posicao de ressonancia com o valor de
670 nm, aproximadamente, & semelhanga do resultado mostrado na Fig. 4.4. Todavia, a
refletividade minima (ver Eq. ()) foi menor (0,35, aproximadamente)e a largura de banda
(ver pagina 21 para a formulacao matematica da largura de banda) foi de 160 nm, aproxi-
madamente. A quantidade de ruido presente no espectro do sinal na faixa de 500 a 750 nm

foi bem reduzida também, o que demonstra que o prisma testado possui uma boa qualidade.
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Figura 4.6: Espectro de um prisma SPR para as polarizacoes tipo p e tipo s.

Utilizando esse mesmo prisma, agua destilada e solu¢oes aquosas de etanol a 10% e 0, 2
M (molar) de hidréoxido de soédio (NaOH) foram testadas. Usando a mesma referéncia, gotas
dessas substancias foram depositadas na camada sensivel e os resultados sao apresentados
na Fig. 4.7. Percebe-se claramente que ha o deslocamento da posicao de ressonancia com
a mudancga do analito, conforme esperado. O indice de refracao da agua destilada é de
1,33 na temperatura ambiente (25°) e para o comprimento de onda de 670 nm. Os indices
de refracao de etanol e NaOH a 100% sao iguais a 1,36 e 1,41, respectivamente, para as
mesmas condicoes dos parametros da agua destilada. Todavia, a adicao de dgua nessas
substancias alterou o indice de refracao e as solucoes aquosas resultantes tem as posicoes

de ressonancia proximas a da agua [25,61].

Modo AIM

Os resultados dos testes no modo AIM foram observados usando o programa SPLICCO®, da
empresa Thorlabs [128]. Através desse programa, o usuario pode visualizar a intensidade
luminosa dos feixes luminosos refletidos capturados pela camera. E permitido também

ao usudrio a filtragem espacial (baseada na média de quadros), a suavizacao de curvas, a
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Figura 4.7: Refletividades normalizadas calculadas para as solucoes de dgua destilada, etanol

a 10% e 0,20M de NaOH.

reducao da corrente escura e varias outras funcoes que, conforme a aplicacao, podem ser
bastante tteis [128|. Entretanto, a operac¢do do programa nao é tao simples e dificuldades
foram encontradas para o desenvolvimento dos experimentos.

Com os devidos ajustes realizados na montagem e com o sinal refletido de maior in-
tensidade obtido na camera, uma gota de solucao aquosa foi depositada sobre a camada
sensora do mesmo prisma 6ptico SPR usado nos experimentos mostrados na Fig. 4.7. Os
resultados sao exibidos na Fig. 4.8. Com as curvas das refletividades dos sinais de referéncia
e analito armazenadas, o protocolo, anteriormente apresentado, foi seguido e a refletividade
normalizada foi calculada. Na Fig. 4.8 ji se encontra a conversao pixel-angulo discutida
no capitulo anterior. O valor da refletividade minima é 0,7483 obtido para o angulo de

incidéncia de 68 graus. O valor da largura de banda foi igual a 3 graus, aproximadamente.
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Figura 4.8: Refletividade normalizada para o prisma 6ptico no modo AIM.

4.2.2 Resultados utilizando os biochips SPR fabricados com o molde
de aco

Nos testes realizados com os biochips fabricados com o molde de aco, uma interface grafica
foi construida com o programa LABVIEW. A interface grafica e os resultados dos testes sao

apresentados nos proximos itens.

Interface grafica

O espectrometro USB2000 fabricado pela empresa Ocean Optics possui arquivos para confi-
guracao de interfaces gréaficas em varios programas, como o LABVIEW, Java, C+-, entre
outros [125]. Neste trabalho, escolheu-se o LABVIEW. pela simplicidade na programa-
¢ao. Os elementos gréaficos foram adequadamente arrumados para proporcionar leituras
automaticas da intensidade do sinal refletido no prisma SPR, da refletividade normalizada
e da resposta do sensor (no caso, utilizou-se o comprimento de onda de ressonancia). Essa
interface possui chamadas do MATLAB para a realizacao dos calculos, armazenamento e

apresentacao dos resultados.
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A interface gréfica é ilustrada na Fig. 4.9, em que ha botoes e controles de componentes
do espectrometro. Sao apresentados os botoes para iniciar e parar a simulagao, reduzir
a corrente escura e plotar o grafico. As caixas de controle permitem ao usuério entrar
com o tempo de integragao (em us) e agoes de suavizagao da curva e consequente reducao
da relagao sinal-ruido, usando as fungoes "BOXCAR Width"e "Times to Average"[125].
Embora essa filtragem digital exista, o sinal apresenta ruidos para comprimentos de onda

maiores que 800 nm e menores que 400 nm, conforme foi discutido anteriormente.
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Figura 4.9: Interface grafica do programa desenvolvido em LABVIEW.

Resultados no modo WIM

Usando os biochips SPR. 6pticos polidos e submetidos ao recozimento, conforme apresentado
no capitulo anterior, os resultados sao ilustrados na Fig 4.10. O prisma 1 foi aquecido
durante 24 horas antes da deposicao do filme fino de ouro. As caracteristicas da curva
SPR estao proximas ao especificado em projeto. O prisma 2 apresenta um comprimento
de onda de ressonancia menor que o especificado, em torno de 650 nm, embora apresente

uma largura de banda maior que aquela apresentada no resultado do prisma 1. O prisma 2



Capitulo 4. 'Testes experimentais: resultados e discussoes 93

nao foi submetido ao processo de recozimento. A birrefringéncia pode ser o fator que tenha

gerado a diferenca na posicao de ressonancia apresentadas.
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Figura 4.10: Resultados para dois prismas 6pticos polidos, um que passou pelo processo de

recozimento (prisma 1) e outro que ndo (prisma 2).

Sobre o prisma 1, solucoes de agua destilada, etanol a 10% e NaOH foram gotejadas sobre
o filme fino de ouro e os feixes refletidos no biochip SPR foram detectados. Os resultados
sao apresentados na Fig. 4.11 e indicam o aumento do comprimento de onda de ressonancia

com o aumento do indice de refracao, conforme esperado.

4.2.3 Discussoes

Embora os resultados iniciais tenham sido promissores, quando eles sao observados deta-
lhada e comparativamente a curva tedrica da Fig. 2.3, a presenca de imperfeicoes é obvia.
No Capitulo 2 foram apresentadas varias possibilidades para essas imperfeicoes relacionadas
a propria tecnologia SPR. Neste sentido, um controle mais adequado da temperatura e um
maior cuidado com a limpeza e composi¢ao quimica dos compostos em analise devem ser
levados em consideragao. Todavia, além destes fatores hd outras possiveis causas para as

imperfeicoes apresentadas:
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Figura 4.11: Resultados para solugoes de agua destilada, etanol e NaOH.

e Variacao da intensidade luminosa dos diodos laser e de luz branca: isso ocorre devido a
flutuagoes da corrente que excita as fontes dpticas. Variacoes da temperatura ambiente
e da propria tensao de alimentacao sao as causas mais provaveis para as flutuacoes
da corrente de excitacao. Neste sentido, controladores (ou drivers) de corrente e de

temperatura sao necessarios para ambos os modos de interrogacao;

e Falhas na estrutura do prisma 6ptico: como tratado no capitulo anterior, os primeiros
prismas apresentaram em sua estrutura bolhas e fissuras. Esses defeitos podem ter
ocasionado dispersao da luz e uma quantidade reduzida de energia luminosa interagiu
com os plasmons de superficie. Dessa forma, os parametros associados a curva podem

ter sido afetados;

e Falhas na deposicao do filme fino de ouro: é necessario que o filme fino de ouro seja

homogéneo ao longo da superficie. Com o auxilio de um microscopio biologico, a
superficie do filme fino apresentada apresentou-se um pouco rugosa (Fig. 3.13b e Fig.
3.14b). Comprimentos grandes da rugosidade nao sdo adequados para experimentos

com biosensores SPR, pois, devido a penetracao do campo evanescente ser pequena
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(ver Capitulo 2), os efeitos sobre a largura de banda, assimetria e o formato da curva
SPR podem ser consideraveis [87]. Outra questdo diz respeito a precisao na espessura

do filme de ouro que pode afetar o valor do minimo de ressonancia [55];

e Luminosidade da sala: a luminosidade do ambiente pode gerar aquisi¢oes erradas pelos

detectores Opticos.

O custo total estimado de fabricacao e materiais dos biochips SPR fabricados é aproxi-
madamente de U$1,00. Aqui é considerado o custo do processo de injecao e o de deposicao
do filme fino de ouro. Esse valor é inferior ao estimado para o biosensor VIR que é em
torno de U$2,45. Comparativamente, o sensor SPREETA apresenta um valor comercial de
U$100, 00 [74]. E claro que nesse sensor estdo inclusos os elementos 6pticos de acoplamento,
o diodo laser e a matriz CCD. Ja o elemento sensor da BIACORE, o custo é em torno de
U$142,00 [129].

Nos resultados dos testes apresentados nao foram utilizados quaisquer métodos de oti-
mizagao, como controle/regulagao ou minimizacao das limitagdes operacionais presentes em
um biosensor SPR (ver Capitulo 2). Também nao foram utilizadas quaisquer ferramentas
de suavizacao ou interpolacao das curvas SPR cruas, obtidas pelo detector 6ptico, exceto
com a minimizagao do ruido pela escolha adequada dos parametros da camera CCD e do
espectrometro. O objetivo aqui foi apenas verificar a excitacao dos plasmons de superficie
para os valores de projeto de ambos os modos de interrogacao e verificar o efeito da varia-
¢ao do indice de refracao do analito ao desempenho do sistema. Neste sentido, as curvas
SPR obtidas atestam que o prisma 6ptico de baixo custo, descartavel e com fabricacao na-
cional (o primeiro assim fabricado no Brasil, conforme verificagdo junto a literatura) pode
ser adequado para aplicagoes de diagnostico. Obviamente, caracterizacdes morfologicas e
estruturais dos prismas opticos fabricados deverao ser realizadas, além de sistemas 6pticos

e eletronicos apropriados.



Capitulo 5

Conclusoes e trabalhos futuros

Neste trabalho, apresentou-se o projeto e a construcao de um biochip 6ptico para aplicagoes
biologicas (PPBIO), baseado no principio SPR. O PPBIO ¢é o primeiro biochip SPR, usando
prisma, 6ptico, construido no Brasil. Ele usa um prisma polimérico como substrato 6tico e
um fino filme de ouro de 50 nm foi depositado sobre ele. O polimero TOPAS COC foi o
material utilizado para os prismas poliméricos.

Os fundamentos tedricos dos biosensores SPR foram apresentados inicialmente, incluindo
as defini¢oes, tipos, modos e condicoes de operacao, exemplos de biosensores comerciais e
limitagoes operacionais. No que tange as limitagOes operacionais, foram apresentados os
efeitos da adsorcao nao-especifica e variacao da temperatura ambiente, além de mecanis-
mos propostos na literatura para controle e/ou compensa¢ao. Um maior detalhamento foi
efetuado para os efeitos da variagdo térmica, baseado no estudo teorico/experimental de-
senvolvido em duas disciplinas do doutorado e que levou a algumas publicacoes nacionais
e internacionais [89-91]. Especialmente foi observada a dificuldade para caracterizacao ex-
perimental dos efeitos da variacao da temperatura, tendo em vista que a temperatura afeta,
todos os elementos do biosensor. O PPBIO por nao possuir elementos internos e pelo fato
do material COC utilizado ter um coeficiente de dilatagao térmico baixo (6 -° C~! [103]),
pode ser uma oOtima alternativa para a investigacao da influéncia da temperatura em um
biosensor SPR.

O projeto do PPBIO foi apresentado e quando comparado a outros biochips, como o

da BIACORE, SPREETA e VIR, apresenta simplicidade e custo. Além das vantagens da
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tecnologia SPR, o PPBIO é descartavel, possui uma geometria simples e sem componentes
internos, como é o caso dos biosensores SPREETA e VIR. Além disso, nao requer 6leo ou
gel como é o caso do sistema BIACORE, nem quaisquer elementos mecanicos rotativos para
variacao do angulo de incidéncia [25,26,108, 130].

Simulagoes usando um programa de tracado de raios auxiliaram o projeto do prisma
polimérico e da lente cilindrica utilizada no modo AIM para convergéncia dos feixes p-
polarizados colimados & regiao sensivel do PPBIO. Esse estudo computacional permitiu
também analisar o efeito das distancias e dos deslocamentos dos componentes para a cor-
reta convergéncia dos feixes luminosos de entrada e, consequentemente, propiciar melhores
condicoes de acoplamento féton-plasmon. No caso WIM, o estudo tedrico comprovou a
importancia de se ter um feixe com abertura limitada, tendo em vista que ha uma maior
dispersao da luz com o aumento da abertura. Por outro lado, essa caracteristica pode ser
util para a construcao de dispositivos com varios pontos sensiveis.

O método de fabricagao dos prismas poliméricos utilizou uma maquina de moldagem
por injecao. As condi¢oes adequadas de moldagem, fornecidas pelo fabricante, foram apre-
sentadas juntamente com sugestoes da literatura para minimizar problemas existentes na
moldagem de componentes Opticos, como a contracao e a birrefringéncia. Estes aspectos
foram levados em consideragao na fabricacao dos prismas 6pticos, no tocante a temperatura
e pressao de injecao, tempo de injecao, entre outros.

Dois moldes foram construidos, o primeiro de cobre, contendo apenas uma cavidade (um
prisma produzido por ciclo de inje¢ao/extragao) e um furo de injec¢ao e o segundo de ago e ago
e ago inoxidavel, com trés cavidades (trés prismas produzidos por ciclo de injegao/extracao)
e furos para injecao e eliminacao de excesso de material. A largura dos prismas Opticos
com o molde de bronze foi de 10 mm, enquanto que o molde de aco produziu prismas de
20 mm de largura. O projeto e a constru¢ao do molde de bronze demoraram quatro meses
(de abril a julho de 2009) para serem realizados. Ja o molde de a¢o demorou sete meses
para fabrica¢do (de outubro de 2009 a abril de 2010). O molde de ago foi fabricada com
os objetivos de melhorar a qualidade dos prismas 6pticos fabricados e facilitar a inclusao
futura de mecanismos de manipulagao microfluidica (célula de fluxo e bomba peristéltica,
por exemplo).

O detalhamento do projeto dos moldes e da técnica de fabricacao foi apresentado. Uma
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empresa de Campina Grande foi contratada para o projeto dos moldes e fabricacao dos
prismas Opticos. A proximidade do local de construcao foi interessante para a reducao de
custos, tendo em vista que a fabricacao em outro local do pais ou no exterior teria um o6nus
bem maior.

A qualidade dos prismas fabricados com os moldes de bronze e aco foram boas, embora no
caso do molde de bronze, os prismas apresentaram fissuras e bolhas no interior. Os prismas
fabricados com o molde de ago, além de nao apresentar bolhas e fissuras, apresentaram uma
maior transparéncia. Um dos prismas fabricados com o molde de aco foi submetida a um
processo de recozimento (annealing) para reduzir ou eliminar o efeito de birrefringéncia que
geralmente acompanha um processo de moldagem por inje¢do de componentes 6pticos [104].

Os prismas poliméricos passaram por um processo de limpeza/polimento, com materiais
de baixa abrasividade, para retirada de excesso de material, impressoes digitais, entre outras
sujeiras. Apos isso, um equipamento de pulverizacao catddica foi utilizado para depositar
um filme fino de ouro de 50 nm sobre a regiao sensivel do prisma polimérico. Imagens
microscopicas mostraram que a qualidade da superficie dos prismas era boa e com alta
transparéncia e baixa rugosidade. E claro que um estudo mais aprofundado de analise
dos materiais, usando, por exemplo, microscopia eletronica de transmissao e forca atdémica.
Devido, principalmente, ao atraso na entrega dos moldes essa verificagao nao foi possivel
ser realizada.

Os biochips construidos foram submetidos a testes preliminares, que objetivaram verifi-
car a ocorréncia do fenomeno SPR na saida dos biochips, usando os modos AIM e WIM, e
também verificar o efeito da troca de analitos na resposta SPR.

Os resultados obtidos nos testes preliminares foram muito satisfatérios e promissores.
Além da agua destilada, solugoes aquosas de etanol e hidroxido de sédio foram utilizadas
nos testes experimentais. Os valores de projeto foram obtidos para o modo AIM e WIM.
No caso do prisma que passou pelo processo de recozimento, verificou-se que ele apresentou
uma melhor resposta SPR que um prisma nao recozido. Isso corrobora com a teoria e indica
a necessidade de um tratamento adequado para biochips SPR cujo substrato é baseado em
um polimero.

A utilizacao para os dois modos de operacao, AIM e WIM, é possivel e ajustes opera-

cionais devem ser realizados especificamente para o modo AIM. No modo WIM, houve a
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facilidade de operacao e a robustez da plataforma de testes. Todavia, essas plataformas
de testes foram pensadas apenas para uso nos testes preliminares. Ainda nao ha no sis-
tema quaisquer otimizagoes, como o uso de mecanismos de manipula¢ao microfluidica. Isso
precisa ser incorporado, com vistas a investigar o efeito da velocidade do fluido circulante,
espessura do canal microfluidico, adsorcao nao-especifica, entre outros fatores.

Finalmente, o biochip proposto é de baixo custo, descartavel, ausente de marcadores
colorimétricos ou radioativos, nao requer 6leo ou gel para fixacao do filme fino de ouro
ao substrato e nem utiliza quaisquer partes mecanicas rotativas. Neste sentido, atende ao
estabelecido em projeto e pode ser utilizado como uma ferramenta analitica de diagndstico

de doencas, como a Dengue e outros patégenos e contaminantes.

5.1 Trabalhos Futuros

Diante do trabalho apresentado e das conclusoes delineadas acima, os seguintes trabalhos

futuros sao vislumbrados e propostos:

- Realizar novos testes experimentais com o modo AIM, com vistas a aperfeicoar sua
operacao e, dessa forma, definir uma estrutura adequada de implementacao aliada ao

modo WIM;

- Investigar os prismas 6pticos poliméricos fabricados em termos dos efeitos da rugosi-
dade, transparéncia, birrefringéncia, entre outros parametros, utilizando microscopia
eletronica de transmissao ou de forca atomica, por exemplo. Além de uma investi-
gacao experimental, estudar modelos teéricos para analisar o efeito da rugosidade e
birrefringéncia em prismas poliméricos SPR, como aqui proposto. Também realizar a

medicao da birrefringéncia usando a estrutura de caixa de luz;

- Construir estruturas experimentais mais robustas para os modos AIM e WIM, incor-
porando um sistema microfluidico, composto por uma bomba peristaltica e uma célula
de fluxo. Isso facilitara o processo de limpeza e funcionalizacao da superficie sensivel
e é essencial para aplicagoes reais. Um estudo teorico/experimental dos efeitos fluido-
dindmicos na resposta do biosensor SPR também deve ser realizado. O estudo tedrico

podera ser realizado em um programa baseado em elementos finitos;
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- A partir dos resultados da investigacao teorica e experimental com o modo AIM,
projetar e realizar o biosensor usando o PPBIO para os modos de operacao AIM e
WIM, incluindo um autosampler, uma célula de fluxo e um processador digital (FPGA)

como elemento central de processamento e controle;

- Realizar testes experimentais com o biosensor construido com substancias biologicas,
como as utilizadas no diagnostico de doencas, patogenos em comidas e contaminantes

em agua;

- Realizar a estrutura para investigacao dos efeitos da temperatura usando o PPBIO.
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Apéndice A

Principios da fisica e matematica do

fenomeno SPR

As propriedades Oticas dos metais sao explicadas pelo modelo do gas de elétrons livres,
proposto por Paul Drude em 1900. Nesse modelo, um gas de elétrons livres move-se através
de uma rede de ions positivos fixos [28,131]. A funcgao dielétrica desse gas de elétrons é

dada pela seguinte relacao [28]:

W2
=1-— P Al
ew) w? + iyw (A1)
onde
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, ne
= A2
=" (A2

é a frequéncia de plasma do gas de elétrons livres.

A funcao dielétrica do gas de elétrons livres é dependente da frequéncia natural de
oscilacao w,. A dispersao ou a oscila¢ao do géas de elétrons ocorre apenas para frequéncias
de entrada maiores ou iguais a w, [28]. O quanta dessas oscila¢oes de carga ¢ chamado
de plasmon ou plasmon de volume. Quando as oscilagoes ocorrem ao longo da superficie
do metal, elas sdo chamadas de polariza¢oes de plasmons de superficie (SPPs - Surface
Plasmon Polaritons) ou simplesmente plasmons de superficie (SPs - Surface Plasmons).
As quase-particulas SPs sao sensiveis a radiacao de entrada e, geralmente, a injegao de
elétrons ou fotons sdo os preferidos para a excitacdo dos plasmons de superficie [27]. No

caso da injecao de feixes luminosos, que é a preferida por sua simplicidade, ha aplicagoes
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na literatura normalmente variando da faixa infravermelha & visivel [28]. Esse ¢ o método

que serd utilizado neste trabalho.

i
E Dielétrico
z>=0
0 s b X
Y Enetal
z=<0

Figura A.1: Interface metal-dielétrico mostrando o perfil do campo elétrico evanescente.

Quando o feixe luminoso incidente de onda p-polarizada, com vetor de onda k, paralelo
ao plano da interface metal-dielétrico (Fig. 2.2), incide na interface metal-dielétrico, nas
condicoes de ocorréncia do fenomeno SPR descritas acima, ha a transmissao parcial ou
total dos fotons incidentes pelo metal. Sob tais condic¢oes, os fotons transmitidos interagem
com os plasmons de superficie, cujo vetor de onda é kgp. O campo elétrico evanescente
E..,, que surge pela transmissao dos fétons, tem uma profundidade de penetragao pequena
(na ordem de centenas de nanometros) e o seu valor méximo é encontrado na superficie,
conforme mostrado na Fig. A.1 [27]. Dessa forma, quaisquer modificagbes nas propriedades
eletro-6pticas das substancias proximas a superficie da interface sao facilmente detectadas.
Essa caracteristica ¢ um dos grandes atrativos da tecnologia SPR e uma das principais
causas de sua utilizacao na andlise bioquimica de substancias nas mais variadas aplicacoes
[25, 26].

Na Fig. A.1, considerando z > 0, ha um dielétrico com funcao dielétrica real positiva
e1; e para z < 0 ha um metal, cuja fungao dielétrica é e5(w).

Para a existéncia dos plasmons de superficie, é necessario que a parte real de £9 seja
menor que zero, ou seja, Re[es] < 0. Essa caracteristica é observada para os metais nobres
(ouro, prata e cobre). Embora a prata apresente melhores valores de sensibilidade e relagao
sinal-ruido, o ouro é o preferido por sua inércia quimica. Todavia, devido & permissividade

do ouro, a operagao dos biosensores que o utilizam é limitada a regiao visivel e proxima ao
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infravermelho [28].
Considerando o feixe luminoso de entrada p-polarizado, as rela¢oes seguintes sao solucoes

de onda confinadas a interface da Fig. A.1:

-2z >0:
Hy(z) = Apefre = (A.3)
E,(z) = i4 wstsl koePremk1z (A.4)
E.(2) = A %Ogle’ﬂxe_klz (A.5)
-z < 0:
Hy(2) = ApePreh? (A.6)
E,(z) = —iA, CUE1082 koe'P® ekaz (A7)
E.(2) = —Ag%meimek” (A.8)

onde k; (i = 1,2) é o componente do vetor de onda perpendicular & interface nos dois meios,
Aj e A, sao constantes e 3 é igual ao vetor de onda no metal kgp na direcao de propagacao.
O parametro (§ é também conhecido como constante de propagagao [25]. O inverso do
componente do vetor de onda, em ambos os meios, define a profundidade de penetracao
do campo elétrico evanescente. A continuidade dos campos magnético e elétrico requer que
A = Aye

f_ & A9
Ko (A.9)

Usando o valor de H, na equacao de onda para ondas polarizadas tipo p [28], a seguinte

relacao pode ser derivada:
k= B° = kierks = 5% — kies (A.10)

onde ky = w/c. Relacionando as equacgoes (A.9) e (A.10), o valor da relagdo de dispersao

entre os dois meios é obtida, ou seja [25,27,28,48|:

B =ksp = ko ( S182 >2 (A.11)

€1+ €9

Considerando o meio 1 como o ar e usando o modelo de Drude, a funcao dielétrica da

camada metalica ¢ dada por [48]:

go(w) =1-— (%)2 (A.12)
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Substituindo (A.12) em (A.11) e isolando o termo w obtém-se:

1
w2 = (Cﬁ)z (1 + ﬁ)
1= (2)

Apos alguns arranjos matemaéticos torna-se:

2 4 3
W= L4 (eB)? (% + <cﬁ>4)

Considerando valores pequenos para (3, obtém-se:
1 2
2 \wp

Quando o valor de (3 é elevado, a Eq. (A.14) torna-se:
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Apéndice B
Definicoes de alguns termos da Optica

. Neste Apéndice serao apresentados, de forma resumida, alguns termos que foram utilizados

no manuscrito.

B.1 Optica geométrica, tracado de raios e outros concei-
tos

Na optica geométrica, o funcionamento de quaisquer elementos 6pticos (lentes, prismas, por
exemplo) é descrito unicamente pela denominada 6ptica de raios e utiliza, basicamente, as
leis de Snell de reflexao e refragao [12,49]. Um raio 6ptico é uma simplificagdo matematica,
constituindo-se simbolicamente como uma linha sem espessura. Quando é necessaria a
investigacao de detalhes de uma imagem, a andlise de Fourier ¢ utilizada para contabilizar
os efeitos de difragao [12].

O desenho dos raios, ou o tragado dos raios (Ray Tracing), é um procedimento de calculo
da trajetoria dos raios 6pticos propagando-se pelo sistema. Esse método consome bastante
tempo, haja visto que o célculo é realizado passo-a-passo (ou seja, raio a raio) de uma
superficie 6ptica para outro. Tais calculos sao hoje realizados por programas dedicados a
projeto 6ptico.

No método de tracado de raios, abertura é um parametro definido como a quantidade de
luz que passa através de uma superficie presente num sistema 6tico [12,49]. Esse parametro é

diretamente relacionado com a qualidade da imagem. Quanto maior o tamanho da abertura,
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mais deteriorada serd a imagem. O algoritmo bésico para tracar raios usa raios transladados
de uma superficie para outra, seguindo a refracao desses raios pela superficie desde o objeto
até a imagem [12]. O mecanismo de translacdo baseia-se na intersec¢ao de uma linha e uma
superficie, enquanto que a refracao usa a lei de Snell no ponto de incidéncia. Se o meio é
isotropico e homogéneo, os feixes de entrada sao propagados pelo sistema como linhas retas.
O passo de translacao é normalmente o mais dificil no cilculo da propagacao de um raio
através de uma superficie, especialmente se a equagao descritiva da superficie nao pode ser
resolvida analiticamente. Em alguns sistemas 6ticos tais como tubos de luz (light pipes),
matrizes de lentes e alguns prismas 6ticos, nao é possivel agrupar as superficies conforme a
ordem que os raios de luz batem nelas. Este ¢ o chamado tracado de raios nao-seqiiencial
ou non-sequential ray tracing, que possui tempo de processamento maior que o tracado de
raios convencional.

A descricao das superficies em um grupo nao-seqiiencial é feita similarmente a um sis-
tema seqiiencial. Contudo, algumas configuracoes sao totalmente diferentes e incluem agoes
especiais a serem executadas. Um exemplo disso é quando se projeta um prisma ou um
tubo de luz no qual os raios de entrada entram e sao refletidos em determinadas paredes do

componente 6tico. Este foi o caso para o prisma polimérico proposto nesta tese.

B.2 Polarizacao

A luz natural ou nao polarizada é formada de ondas eletromagnéticas que vibram em varias
direcoes. Determinadas substancias apresentam a propriedade de deixarem passar apenas
uma parte da onda luminosa quando sao atravessadas por feixes luminosos. A propriedade
dessas substancias é denominada polarizacao.

Os polarizadores sao materiais que funcionam como um filtro, permitindo que a luz passe
somente em um plano, conforme ¢ ilustrado na Fig. B.1. A polarizacao ocorre apenas é
formada por ondas transversais [12].

A onda luminosa da Fig B.1 é formada de dois componentes: um paralelo ao plano
do campo elétrico, que é denominado tipo p e a luz é dita p-polarizada e é formada por
ondas TM (Transverse Magnetic); e outro perpendicular ao plano do campo elétrico, que

¢ denominado tipo s e a luz é dita s-polarizada e é formada por ondas TE (Transverse
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_ E  Polarizador
Direcdo ¢
da Onda T
- J
\
Onda
Luminosa

Figura B.1: Plano de incidéncia de uma onda luminosa com componentes paralelo e perpen-

dicular ao plano do campo elétrico. Um polarizador é utilizado para remover a componente

perpendicular.

FElectric) [12]. No caso da Fig. B.1, o componente p foi filtrado pelo polarizador.
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