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Resumo 

0 trabalho apresenta u m biochip optico para aplicagoes biologicas ( P P B I O ) baseado no 

pr inc ip io de ressonancia de plasmons de superfi'cie ou SPRzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Surface Plasmon Resonance). 

O P P B I O usa u m pr isma pol imerico como substrato optico, fabricado com u m a maquina de 

moldagem por injegao. O P P B I O e u m disposit ivo de baixo custo ( « U$l, 00), descartavel 

e com possibilidade de uso com fontes de entrada monocromaticas e pol icromaticas. O 

P P B I O e o pr imeiro biochip optico SPR construido no Bras i l . O pr isma pol imerico possui 

uma geometria simples trapezoidal , sem elementos internos, como graticulas de difragao 

holograficas ou elementos eletro-opticos integrados. A l e m disso, no P P B I O nao e ut i l i zado 

oleo ou gel e nenhum elemento mecanico r o ta t i vo para variagao do angulo de incidencia 

dos feixes luminosos de entrada. Prismas de diferentes larguras (10 m m e 20 m m ) foram 

fabricados e cobertos com filmes finos de ouro de 50 n m . Testes experimentais prel iminares 

sao apresentados. Os resultados desses testes sao promissores e revelaram a ocorrencia do 

fenomeno SPR e da variagao do parametro de ressonanciazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (ORES O U ^RES) com a mudanga 

do anal i to (agua desti lada, etanol ou h idrox ido de sodio). 

Palavras-chave: Ressonancia de Plasmons de Superfi'cie, B ioch ip , Biosensor Opt i co zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Abstract 

T h i s work presents an opt ica l biochip for biologic applications ( P P B I O ) , based on the 

surface plasmon resonance (SPR) pr inc iple . P P B I O uses a polymeric pr i sm as the opt i ca l 

substrate, fabricated using in ject ion mo ld ing methods. P P B I O is a low-cost ( « £ /$ l , 00 ) , 

disposable device and also i t can be used w i t h monochromatic and po lychromat ic l ight 

sources. P P B I O is the f irst SPR opt ica l biochip made i n Bras i l . The polymeric pr i sm has a 

simple trapezoidal geometry, w i t h o u t in terna l elements, as holographic d i f f ract ion gratings 

or integrated electro-optical elements. Also, P P B I O excludes the need for use o f index-

match ing o i l or gel and any mechanical arrangement to the var ia t i on of the incidence angle. 

O p t i c a l prisms of different w id ths (10 m m and 20 m m ) have been fabricated and covered 

w i t h a 50 n m t h i n gold film. P r e l i m i n a r y experimental tests have been done. The obtained 

results are promis ing and they have indicated the occurrence of the SPR phenomenon and 

the resonance m i n i m u m displacement w i t h i n t r o d u c t i o n of different analytes (d ist i l led water, 

ethanol and sodium hydroxide) . 

Keywords: Surface Plasmon Resonance, Biochip , Opt i ca l Biosensor 
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Capítulo 1
Introdução
As té
ni
as, métodos e pro
edimentos de diagnósti
o de doenças, patógenos e 
ontaminantesna área da medi
ina, indústria de alimentos e monitoramento do meio ambiente, respe
ti-vamente, são realizadas normalmente em laboratórios de grandes universidades, empresas eórgãos governamentais. Geralmente são pro
essos 
om um tempo de análise de dias a sema-nas, 
om um alto 
usto asso
iado e a ne
essidade de pro�ssionais experientes e 
apa
itadospara a sua operação, tendo em vista à 
lara ne
essidade de um 
orreto diagnósti
o. No 
asodas epidemias virais ou ba
terianas, infe
ção de 
orpos d'água, infestação de pragas emplantações agrí
olas, pesti
idas em 
orpos d'água destinados ao 
onsumo e outros proble-mas emergen
iais de saúde públi
a que exigem ações imediatas, o diagnósti
o 
onven
ionalpode não ser adequado e su�
iente para atender a demanda. Por outro lado, um diagnósti
oerrado pode o
asionar a progressão da doença ou da infe
ção para formas mais graves.O Ministério da Saúde no Brasil tem envidado esforços, nos últimos anos, na pesquisade té
ni
as de diagnósti
o mais pre
isas e rápidas para o vírus H1N1 (gripe A), o vírus dadengue, a ba
téria da leptospirose, entre outras doenças [1℄. Esses novos testes usam sub-stratos des
artáveis, à semelhança de um teste de gravidez, em que uma gota de sangue dopa
iente é 
oletada e utilizada para os testes de diagnósti
o. Esses testes são generi
amente
hamados Imunoensaios e se baseiam na interação antígeno-anti
orpo. Em relação aos testes
onven
ionais de laboratório, os imunoensaios, além de serem e�
ientes e possuírem menor
usto, propi
iam a redução do tempo de diagnósti
o [2℄.
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Figura 1.1: (a) Estrutura de um anti
orpo, apresentando a ligação 
om um antígeno espe
í-�
o; (b) Exemplo de um imunoensaio, 
om a des
rição das etapas da interação antígeno-anti
orpo e dete
ção/quanti�
ação usando método 
olorimétri
o.1.1 ImunoensaioO imunoensaio (immunoassay) é um método de diagnósti
o que utiliza a 
apa
idade deum anti
orpo ligar-se quími
a e espe
i�
amente a uma úni
a molé
ula ou um grupo muitolimitado de molé
ulas, que é denominada de antígeno. Um anti
orpo, ou imunoglobulinaou gamaglobulina, é uma proteína1 em forma de Y [4,5℄, 
onforme é mostrado na Fig. 1.1a.Num organismo vivo, os antígenos 
orrespondem a partí
ulas estranhas (vírus, ba
téria,toxinas, fungos, entre outras ma
romolé
ulas), que são identi�
adas pelo organismo. O sis-tema imunológi
o (
élulas bran
as) produz os anti
orpos espe
í�
os para os determinadosantígenos. Esses anti
orpos se ligam aos antígenos e os destroem, eliminando a doença.Os anti
orpos podem ser de 
in
o tipos, basi
amente, dependendo das diferenças das se-quên
ias dos aminoá
idos presentes no anti
orpo, que são 
omumente dete
tadas por testessorológi
os [4, 5℄: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. A sigla �Ig� signi�
a Imunoglobulina.Num imunoensaio, a ligação antígeno-anti
orpo, altamente espe
í�
a e sensível, é uti-1É uma ma
romolé
ula, formada de aminoá
idos, que parti
ipa de funções vitais dos organismos vivos,tais 
omo na repli
ação e reparação do DNA (Deoxyribonu
lei
 A
id), no transporte de sangue e na regulaçãodo metabolismo, entre outras funções [3℄



Capítulo 1. Introdução 3lizada para a dete
ção de proteínas, vírus, ba
térias entre outras substân
ias que estãopresentes em uma amostra �uídi
a, que pode ser de sangue, saliva, solução aquosa, entreoutras. Neste sentido, o anti
orpo ou antígeno do vírus, ba
téria, et
., é imobilizado eo antígeno ou o anti
orpo a ser dete
tado é imerso ou entra em 
ontato e uma ligaçãonão-
ovalente o
orre. Para identi�
ação e quanti�
ação da substân
ia em análise (analito),normalmente é asso
iado um mar
ador fosfores
ente, lumines
ente, radioativo, enzimáti
o,mole
ular e nano-parti
ular, que se liga a um substrato e geralmente uma mudança físi
o-quími
a é observada, 
omo a alteração da 
or. Utilizando esse pro
edimento, a presença ounão do analito e a quantidade (massa ou 
on
entração) da mesma pode ser medida [2,4�6℄.O pro
edimento de dete
ção de um antígeno por um anti
orpo num imunoensaio típi
oé ilustrado na Fig. 1.1b. As etapas de realização podem ser assim des
ritas:1. Sobre uma superfí
ie plásti
a ou vítrea, os anti
orpos de dete
ção ou 
aptura sãoimobilizados. Tal imobilização envolve, normalmente, etapas anteriores de limpeza dasuperfí
ie, imobilização dos anti
orpos, e retirada de ex
esso de material de 
aptura.Isso se realiza usando pro
essos de lavagem 
om soluções aquosas adequadas para adeterminada apli
ação. Esse pro
edimento ini
ial é também 
onhe
ido na literatura
omo fun
ionalização da superfí
ie. Há nessa etapa também a 
aptura do antígenona solução analíti
a;2. Um segundo anti
orpo que é ligado a uma enzima (o 
hamado 
onjugado) é adi
ionado.Outro tipo de mar
ador poderia ser aqui utilizado. Esse anti
orpo liga-se 
om oantígeno alvo;3. Nessa etapa o
orre uma limpeza da superfí
ie, através de um pro
esso de lavagem,para remover 
omponentes não ligados;4. O substrato é adi
ionado e uma reação quími
a o
orre 
om o substrato e uma 
or éproduzida. Finalmente, a reação enzimáti
a para e o nível de 
oloração (asso
iado àmassa ou 
on
entração do antígeno alvo) é medida.Vale ressaltar que na estrutura do imunoensaio da Fig. 1.1b, 
aso o antígeno alvonão esteja presente na solução, as etapas (2), (3) e (4) não o
orrem, o que atesta a altaespe
i�
idade e sensibilidade desse método de diagnósti
o.



Capítulo 1. Introdução 4Vários métodos e té
ni
as de diagnósti
o são baseadas nos pro
edimentos dos imunoen-saios. Entre eles, o teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) é o método maistradi
ional de diagnósti
o e o mais pre
iso e sensível [7, 8℄.1.2 ELISAO teste imunológi
o ELISA ou EIA (Enzyme Immunoassay), é um ensaio imunológi
o usadopara dete
tar e quanti�
ar analitos tais 
omo proteínas, anti
orpos e horm�nios [9℄. Opro
edimento do ELISA é semelhante ao apresentado no esquema da Fig. 1.1b, onde umantígeno é imobilizado a uma superfí
ie. Depois ele é ligado a um anti
orpo que possui umaenzima. Um substrato é a
res
entado ao sistema e a reação enzimáti
a é 
onvertida numproduto dete
tável e que normalmente apresenta 
oloração [9℄.Geralmente, o ELISA é realizado em pratos de poliestireno de 96 ou 384 poços. Oexemplo de um ELISA, para um prato de 96 poços, é ilustrado na Fig. 1.2a para umprato de 96 poços. Nesta �gura, também são apresentados os elementos do imunoensaio,ou seja, o anti
orpo imobilizado, o antígeno, a enzima e o substrato que, sob a ação dareação enzimáti
a, muda a 
oloração do poço. Isso indi
a a presença do analito e usandoum espe
tr�metro, �uorímetro, lumin�metro ou outro instrumento adequado, a quantidadede analito pode ser medida. A es
olha do substrato depende da sensibilidade desejada edos instrumentos utilizados. Além disso, embora no presente diagrama o anti
orpo tenhasido imobilizado, geralmente o antígeno é imobilizado e, neste 
aso, a enzima é ligada noanti
orpo. Conforme o modo de ligação da enzima ao par antígeno-anti
orpo, há váriostipos de ELISA, sendo que as mais 
omuns usam ligação [9℄:1. Direta, em que a enzima é ligada diretamente ao anti
orpo primário (Fig. 1.2b-1);2. Indireta, onde um segundo anti
orpo (anti
orpo de dete
ção), ligado a enzima, re
o-nhe
e o anti
orpo de 
aptura (Fig. 1.2b-2);3. Com proteínas 
omo a estreptavidina, que se liga a um anti
orpo de 
aptura que éligado a outra proteína, a biotina (Fig. 1.2b-3).Os anti
orpos mono
lonal ou mono-espe
í�
o e poli
lonal podem ser utilizados 
omo
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Figura 1.2: (a) Prato de poliestireno 
om 96 poços, ilustrando a reação enzimáti
a e amudança de 
or 
om a adição do substrato; (b) Tipos de ELISA.anti
orpos de 
aptura e dete
ção [9℄. Na produção dos anti
orpos mono
lonais, os mes-mos anti
orpos são sempre produzidos para o mesmo antígeno, o que não o
orre 
om ospoli
lonais. Portanto, os mono
lonais são preferidos para uso 
omo anti
orpos de dete
ção,enquanto que os poli
lonais são usados 
omo anti
orpos de 
aptura [9,10℄. Todavia, devidoao 
usto do anti
orpo poli
lonal ser bem maior do que os mono
lonal, os anti
orpos mono-
lonais são, normalmente, es
olhidos para realizar ambas as etapas de 
aptura e dete
çãonum ELISA [9, 10℄.A simpli
idade, a espe
i�
idade e a sensibilidade asso
iadas ao pro
esso de ligar umaenzima a um anti
orpo de dete
ção e produzir uma reação 
olorida na solução, tem levado,ao longo dos anos, o ELISA a ser amplamente explorado para as mais variadas apli
ações[8℄. Contudo, o ELISA apresenta algumas desvantagens:- O tempo de diagnósti
o é alto (em torno de dias, desde a 
oleta da amostra), reque-rendo múltiplas etapas de lavagem e in
ubação;- A superfí
ie do poliestireno não é homogênea e as proteínas podem ter ligações dife-rentes em poços do mesmo prato;- A presença de materiais 
ontaminantes na amostra pode levar a erros no sistema de
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ção [10℄;- A ne
essidade de se ter um equipamento (espe
tr�metro, �uorímetro, entre outros)para quanti�
ar o patógeno dete
tado limita sua utilização para apli
ações portáteise online, além de ter um 
usto relativamente alto;- Os mar
adores modi�
am a medida pre
isa das 
onstantes 
inéti
as, 
omo o equilíbrioquími
o e interferem nas ligações ou outras interações mole
ulares. Podem, in
lusive,ser tóxi
as para as 
élulas (
élulas tron
o ou primárias, por exemplo), além de pro-mover reações 
ruzadas de anti
orpos [11, 12℄;- Para medidas repetitivas, 
omo as ne
essárias para a dete
ção de 
ertos patógenos,os poços podem ser deteriorados ou mesmo as substân
ias em análise podem sofreralterações [6℄. Neste 
aso, faz-se re
orrên
ia a utilização de vários kits para umamesma medição, o que en
are
e o 
usto �nal. O kit usado para a dete
ção do vírusda dengue 
usta em torno de U$300, 00 [9℄.Métodos sem mar
adores, 
omo os biosensores, vem sendo pesquisados e utilizados parasubstituir o ELISA [6℄.1.3 BiosensoresOs biosensores são dispositivos analíti
os, sem mar
adores, que integram uma bio
amada,um transdutor elétri
o, elementos de 
ondi
ionamento e pro
essamento do sinal elétri
o(Fig. 1.3). Na bio
amada, uma substân
ia, denominada biore
eptor, é imobilizada. Osbiore
eptores podem ser: enzimas, mi
róbios, organelas, 
élulas de animais ou plantas,te
idos de plantas ou animais, anti
orpos, re
eptores, á
idos nu
léi
os, DNA, entre outrassubstân
ias [13�15℄.O diagrama de blo
os de um biosensor é ilustrado na Fig. 1.3. O analito, 
ontido emuma amostra �uídi
a (gás ou líquido) ou sólida (�lme �no, por exemplo), ao entrar em
ontato 
om o biore
eptor, imobilizado na superfí
ie do biosensor, produz uma mudançafísi
o-quími
a (variação de 
alor, índi
e de refração, resistên
ia, 
apa
itân
ia, et
.) que podeser identi�
ada por um transdutor elétri
o (Fig. 1.3). O sinal elétri
o resultante é então
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Figura 1.3: Diagrama de blo
os de um biosensoradquirido e pro
essado. O sistema de aquisição, pro
essamento e visualização dos dadosinforma ao usuário se o analito foi ou não dete
tado e também informa a quantidade deanalito na amostra [13, 16℄.1.3.1 Tipos de BiosensoresConforme a bio
amada utilizada, os biosensores podem ser 
lassi�
ados em [13℄:- Biosensores enzimáti
os: usam enzimas 
omo elementos biore
eptores, 
omo é o 
asoda oxidase de gli
ose utilizada na medição de gli
ose no sangue. Além do uso deoxidase de gli
ose, várias outras enzimas são utilizadas na 
onstrução de biosensores,tais 
omo a urase, a peni
ilinase e a dehidrogenase de ál
oool [13, 14, 17℄;- Imunobiosensores: são biosensores que monitoram as interações do par anti
orpo-antígeno, nas quais o anti
orpo ou o antígeno são imobilizados na superfí
ie [5℄. Essesbiosensores têm revolu
ionado as té
ni
as 
onven
ionais de imunoensaios, pois nãone
essitam de mar
adores e têm habilidade para investigar a reação dinâmi
a na liga-ção anti
orpo-antígeno. Ademais, os imunobiosensores podem fa
ilitar a regeneraçãodo 
omponente imobilizado, maximizando, assim, o uso do reagente, que no 
aso dos
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onven
ionais pode ser utilizado apenas uma úni
a vez. A sensibilidade deum imunobiossensor depende da a�nidade e da espe
i�
idade da ligação e do ruído dosistema transdutor. Entre os analitos que podem ser investigados pelos imunobiosen-sores estão os horm�nios (esteróides e horm�nios pituitários), drogas, vírus, ba
tériase poluentes ambientais (pesti
idas, por exemplo) [5℄.- Biosensores 
elulares: Estes biosensores utilizam mi
roorganismos, espe
ialmente,para o monitoramento ambiental de poluentes. As 
élulas são in
orporadas à superfí
iede um eletrodo, sendo o prin
ípio de operação muito semelhante aos biosensores enzi-máti
os, 
ontudo apresentam 
usto reduzido, maior atividade 
atalíti
a e estabilidade[13, 14℄.Já 
onforme o transdutor, os biosensores podem ser 
lassi�
ados em [13℄:- Biosensores eletroquími
os: Os biosensores eletroquími
os 
onsistem de dois 
ompo-nentes - um elemento biológi
o que re
onhe
e o analito alvo e o transdutor (eletrodo)que "traduz"o evento de bio-re
onhe
imento em um sinal elétri
o útil [18℄. Os biosen-sores eletroquími
os podem ser de três tipos [13, 19℄: Biosensor poten
iométri
o:realiza o monitoramento da diferença de poten
ial entre um indi
ador e um eletrodode referên
ia ou dois eletrodos de referên
ia separados por uma membrana, na 
ondi-ção de 
orrente zero �uindo entre eles. Os biosensores eletroquími
os mais 
omuns sãoaqueles baseados nos eletrodos pH; Biosensor amperométri
o: monitora a 
orrenteresultante da oxidação eletroquími
a ou da redução de uma espé
ie eletro-ativa emum poten
ial 
onstante; Biosensor 
ondutométri
o: monitora as mudanças nas
on
entrações i�ni
as;- Biosensores ópti
os: são biosensores que se baseiam em mudanças nas propriedadesópti
as das substân
ias, 
om o �to de monitorar a 
on
entração do analito. Entreas propriedades ópti
as que podem ser utilizadas estão: absorção, índi
e de refra-ção, �uores
ên
ia, fosfores
ên
ia, re�etividade e 
omprimento de onda. Assim, há osseguintes tipos de biosensores ópti
os de
orrentes [14,20,21℄: biosensores de �bra óp-ti
a; biosensores baseados no prin
ípio de ressonân
ia de plásmons de supefí
ie (SPR- Surfa
e Plasmon Resonan
e); biosensores de absorção; biosensores de lumines
ên-
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ia; biosensores baseados no espalhamento da luz. Entre as vantagens dos biosensoresópti
os, em relação aos outros tipos já apresentados estão o seu tamanho reduzido, avelo
idade de resposta, a fa
ilidade de integração, imunidade a ruído eletromagnéti
o,boa bio
ompatibilidade e não-ne
essidade de elementos ativos na bio
amada. Devidoa essas vantagens, os biosensores ópti
os, atualmente, estão sendo utilizados nas maisvariadas apli
ações [21, 22℄.- Biosensores a
ústi
os: Esses biosensores são baseados na propriedade da piezo-eletri
idadeque os 
ristais anisotrópi
os (quartzo, por exemplo) possuem. Quando é apli
ada umatensão alternada a este biossensor, o 
ristal os
ila 
om uma determinada freqüên
ia,sendo tal freqüên
ia rela
ionada à massa e às 
onstantes elásti
as do 
ristal. O maisantigo e 
onhe
ido biosensor a
ústi
o é a Mi
robalança de Cristal de Quartzo (QCM- Quartz-Crystal Mi
robalan
e), que é utilizada em várias apli
ações e é também fa-
ilmente integrável [23℄.- Biosensores 
alorimétri
os: Os biosensores 
alorimétri
os usam o 
alor gerado porreações 
atalisadoras de enzimas exotérmi
as para medir a 
on
entração do analito.As mudanças de temperatura são geralmente determinadas por termistores de altasensibilidade [24℄.1.3.2 Biosensores ópti
os baseados no prin
ípio SPRDentre os biosensores, os biosensores ópti
os baseados no prin
ípio de Ressonân
ia de Plás-mons de Superfí
ie ou SPR (Surfa
e Plasmon Resonan
e) são bastante utilizados atualmente[25, 26℄. O diagrama de blo
os de um biosensor SPR é ilustrado na Fig. 1.4. A integraçãodo elemento de a
oplamento (substrato ópti
o) e o �lme �no metáli
o formam o bio
hip.Adi
ionado a estes, há os elementos de geração e dete
ção da fonte luminosa p-polarizada,
omponentes ópti
os e sistema de aquisição, pro
essamento e visualização.Eles são assim 
ara
terizados [25, 27�29℄:- Elevada sensibilidade, sendo uma alternativa interessante ao ELISA na dete
ção dedoenças [30℄, de proteínas em bebidas lá
teas [31℄, no monitoramento de pesti
idas[32℄, entre outros [22, 33℄;
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Figura 1.4: Diagrama de blo
os de um biosensor SPR, onde o bio
hip é formado pelosubstrato ópti
o e o �lme �no metáli
o- Não requer a utilização de mar
adores fosfores
entes, lumines
entes, 
olorimétri
os eradioativos, entre outros, para identi�
ação e quanti�
ação do analito;- Possibilidade de integração em um 
hip, possibilitando a 
onstrução dos Testes La-boratoriais Remotos (TLR) ou point-of-
are diagnosis e dos Lab-On-Chip ou LOC,
uja pesquisa nas últimas dé
adas tem propi
iado ferramentas de diagnósti
o de me-nores dimensões e 
om possibilidade de medição em tempo real no lo
al de 
oleta domaterial para diagnósti
o [34, 35℄. Usando um pro
esso de telemetria, por exemplo,um usuário (médi
o, operador ou outro pro�ssional) pode visualizar os resultados emonitorar o pa
iente ou ambiente que esteja sob investigação. Além disso, a pre
isãoe sensibilidade das medidas é alta e 
omparável aos testes ELISA [30�32,36℄.Diante das 
ara
terísti
as supra
itadas, os biosensores SPR tem sido já utilizados nosúltimos anos para o diagnósti
o de doenças [37�39℄, patógenos em alimentos [25,40℄ e 
onta-minantes em água [41�43℄. Estudos 
omparativos da te
nologia SPR 
om o ELISA temindi
ado que o desempenho do biosensor SPR para diagnósti
o é bastante similar ao ob-tido pelo ELISA. Portanto, os biosensores SPR 
onstituem-se em ótimas ferramentas dediagnósti
o.



Capítulo 1. Introdução 111.4 Objetivos e metodologiaEste trabalho tem 
omo objetivo prin
ipal apresentar o projeto e a realização de um bio
hipópti
o, denominado PPBIO (Prisma Poliméri
o para apli
ações BIOlógi
as), des
artável ede baixo 
usto para apli
ações biológi
as, baseado no prin
ípio SPR.O substrato ópti
o do PPBIO é um prisma fabri
ado 
om um polímero usando métodosde moldagem por injeção. A geometria do prisma é trapezoidal, onde as fa
es lateraisin
linadas são espe
ulares. O �lme �no de ouro de 50 nm é depositado na fa
e superior doprisma, usando o método de pulverização 
atódi
a ou sputtering.O bio
hip ópti
o SPR apresentado nesta tese, usando 
omo substrato um prisma ópti
o,é o primeiro 
onstruído no Brasil.Para a 
onstrução do prisma foi utilizada uma máquina de moldagem por injeção, naqual prismas de 10 e 20 mm de largura foram 
onstruídos. Sob a parte 
entral superior doprisma foi depositado um �lme �no de ouro de 50 nm. Além disso, o PPBIO apresenta umaestrutura simples e pode ser usado 
om fontes luminosas in
identes poli
romáti
a (diodo deluz bran
a) ou mono
romáti
a (diodo laser).Para avaliar os dispositivos 
onstruídos, foram realizados testes experimentais prelimi-nares usando plataformas de testes, 
om fontes luminosas poli
romáti
a e mono
romáti
a.Nessas plataformas, não estavam in
lusos quaisquer me
anismos de manipulação de �uidos eoutros 
omponentes normalmente presentes em biosensores SPR [25,26℄. Nos testes prelimi-nares, o bio
hip entrou em 
ontado 
om três substân
ias diferentes: água destilada, etanole hidróxido de sódio. O objetivo prin
ipal desses experimentos foi veri�
ar a o
orrên
iado fen�meno SPR para as três substân
ias e, 
onsequentemente, 
omprovar a mudança dare�etividade da 
urva SPR 
om a mudança do índi
e de refração da substân
ia depositadasob o �lme �no de ouro. Usando os dados desses testes preliminares e do projeto, doisartigos foram a
eitos para publi
ação em duas 
onferên
ias interna
ionais, espe
ializadasna área de biosensores, em setembro e em maio de 2010.Portanto, a geometria simples aliada ao método de fabri
ação usando moldagem porinjeção são fatores que reduzem sobremaneira o 
usto de fabri
ação, que �
a em torno deU$1, 00 para 
ada prisma. Além disso, o PPBIO é des
artável e, dessa forma, é um forte
andidato 
omo ferramenta de diagnósti
o e na 
onstrução de dispositivos do tipo TLR.



Capítulo 1. Introdução 121.5 Sinopse dos CapítulosO trabalho aqui proposto está assim organizado:� Capítulo 2 - Fundamentos teóri
os dos Biosensores SPR: neste 
apítulo serãoapresentados os fundamentos téori
os dos biosensores SPR, 
om as de�nições, 
ara
terísti
asbási
as, biosensores 
omer
iais, vantagens, operação e limitações opera
ionais.� Capítulo 3 - Prisma ópti
o SPR: projeto e 
onstrução: este 
apítulo apresentaráos detalhes da arquitetura para o substrato ópti
o do biosensor SPR proposto. Resultadosde simulações ópti
as de traçado de raios são apresentados. A metodologia de fabri
açãodos prismas ópti
os SPR, usando uma máquina de moldagem por injeção, e o pro
esso dedeposição do �lme de ouro �no sobre o biosensor SPR serão delineados neste 
apítulo.� Capítulo 4 - Testes experimentais: resultados e dis
ussões: este 
apítulo apre-sentará os resultados experimentais obtidos na realização deste trabalho usando fontes lu-minosas poli
romáti
a e mono
romáti
a e as dis
ussões asso
iadas.� Capítulo 5 - Con
lusões e trabalhos futuros: �nalmente serão apresentadas as
on
lusões e trabalhos futuros do trabalho aqui proposto.� Capítulo 6 - Publi
ações realizadas durante o período do doutorado: aquisão apresentadas as publi
ações em periódi
os e 
onferên
ias na
ionais e interna
ionaisaprovadas durante o período do doutorado.� Apêndi
e A - Prin
ípios da físi
a e matemáti
a do fen�meno SPR: apresenta osfundamentos físi
os e matemáti
os do fen�meno de ressonân
ia de plásmons de superfí
ie.� Apêndi
e B - De�nições de alguns termos da ópti
a: aqui são apresentados 
on
ei-tos utilizados na tese, 
omo traçado de raios e polarização.



Capítulo 2
Fundamentos teóri
os dos biosensoresSPR
Neste 
apítulo serão apresentados um breve históri
o e a des
rição do fen�meno SPR, a de-�nição de um biosensor ópti
o SPR, suas 
on�gurações, exemplos de biosensores 
omer
iais,
ara
terísti
as de desempenho, pro
edimentos e limitações opera
ionais.2.1 Históri
o do fen�meno SPREm 1902, R. W. Wood [44℄ observou numa gratí
ula de difração que, ao in
idir luz bran
a,para 
ertos ângulos de in
idên
ia, algumas bandas ou faixas es
uras eram dete
tadas, ea magnitude da re�etân
ia 
orrespondente era reduzida. Wood denominou o fen�meno
omo �anomalias�. Em 1907, Zenne
k veri�
ou, na fronteira de um metal e um dielétri
o,a o
orrên
ia de ondas eletromagnéti
as de superfí
ie [45℄. Rit
hie, em 1957, 
omprovou ahipótese de Zenne
k e denominou as ondas eletromagnéti
as de ex
itações de plásmons desuperfí
ie [46℄. Um ano mais tarde, Turbadar observou, a
identalmente, que in
idindo feixesluminosos polarizados na fronteira de um �lme metáli
o e um substrato ópti
o, a re�etân
iada luz in
idente era reduzida 
onforme valores espe
í�
os do ângulo de in
idên
ia e do
omprimento de onda da luz in
idente [25℄.Em 1968, Otto demonstrou que a redução da re�etân
ia, para uma interfa
e metal-dielétri
o, era devida à interação entre os fótons in
identes e as os
ilações longitudinais
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os dos biosensores SPR 14existentes na superfí
ie do metal, que foram denominadas de plásmons de superfí
ie [25,27, 46℄. O fen�meno de
orrente da interação entre os fótons in
identes e os plásmons desuperfí
ie foi denominado de ressonân
ia de plásmons de superfí
ie ou SPR.A estrutura proposta por Otto [27℄ 
onsistia de três 
amadas assim organizadas (Fig.2.1a): um prisma ópti
o para a
oplamento da luz; um dielétri
o (ar); e o �lme metáli
o.Contudo, o �gap� de ar entre o prisma e a superfí
ie metáli
a era uma restrição à apli
abili-dade dessa estrutura. Esta 
on�guração é útil para o estudo de polarizações de fónons1 desuperfí
ie em 
ristais simples e para medição da espessura de �lmes �nos [27℄.No mesmo ano da des
oberta de Otto, Krets
hmann e Raether apresentaram uma 
on�-guração modi�
ada, em que as 
amadas do dielétri
o e do metal foram invertidas, ou seja,sem a presença do �gap� de ar entre o prisma e o metal, 
onforme é ilustrado na Fig. 2.1b[27℄. Essa nova estrutura foi denominada de estrutura de re�exão total atenuada ou ATR(Attenuated Total Re�e
tion) e é a mais utilizada até hoje para apli
ações usando o fen�-meno SPR [27℄. Ambas as proposições de Otto e Krets
hmann-Raether utilizam um prismaópti
o para a
oplar os feixes luminosos de entrada à interfa
e metal-dielétri
o [28, 48℄.

Figura 2.1: Estruturas de ex
itação dos plásmons de superfí
ie, propostas por (a) Otto e(b) Krets
hmann-Raether.Portanto, Otto e Krets
hmann-Raether 
omprovaram que ondas de plásmons de su-perfí
ie (SPW - Surfa
e Plasma Wave), existentes na interfa
e metal-dielétri
a, eram asresponsáveis pelo apare
imento de bandas ou faixas es
uras no dete
tor ópti
o. A próximaseção apresentará a des
rição mais detalhada do fen�meno SPR. No Apêndi
e A, a físi
a e1Fónon é o quantum da energia de uma vibração da rede 
ristalina de um material, sendo 
hamado,assim, em analogia ao fóton da energia luminosa [47℄
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os dos biosensores SPR 15matemáti
a dos plásmons de superfí
ie é apresentada de modo resumido.2.2 Fen�meno SPRUm feixe luminoso in
ide no prisma ópti
o da estrutura ATR 
om um ângulo, θ, 
onformeé ilustrado na Fig. 2.2. Esse ângulo θ deve ser maior que o ângulo 
ríti
o, o que propi
ia,
onsiderando que o feixe se deslo
a de um meio 
om menor índi
e de refração (ar) paraum meio de maior (metal), a o
orrên
ia do fen�meno de re�exão interna total [49℄. Numasituação ideal, a energia luminosa in
idente deveria ser re�etida. Todavia, 
onforme foi
omprovado por Krets
hmann-Raether e Otto, parte ou toda a energia luminosa é absorvidapela interfa
e metal-dielétri
o. Nessa situação, o 
ampo elétri
o evanes
ente, Eev, surge e aenergia luminosa transmitida interage 
om as ondas de plásmons de superfí
ie (ver maioresdetalhes no Apêndi
e A). Essa situação 
orresponde ao fen�meno SPR e a re�etividade oure�etân
ia2 do feixe luminoso de entrada é reduzida ou, em outras palavras, um mínimo (dip)de re�etividade (Fig. 2.3) pode ser observado no dete
tor ópti
o. A penetração das ondasSPWs ex
itadas é pequena, em torno de 
entenas de nan�metros (
onforme o 
omprimentode onda da onda luminosa in
idente [27℄). Assim, modi�
ações nas propriedades físi
o-quími
as do dielétri
o alteram a quantidade de energia luminosa in
idente que é absorvidaou transmitida. Essa alta sensibilidade super�
ial é um dos grandes atrativos do fen�menoSPR, espe
ialmente para apli
ações biológi
as [25, 26℄.Na 
ondição de ressonân
ia (Fig. 2.2), o vetor de onda3 do feixe p-polarizado de entrada,
kx (
omponente paralelo ao plano da interfa
e metal dielétri
o), e a parte real do vetorde onda dos plásmons de superfí
ie, Re(kSP )4, são iguais e a seguinte relação é válida5[22, 25, 27, 28, 48℄.

kx =
ω

c
nos sin θ = Re(kSP ) =

ω

c

(

εdεm

εd + εm

)
1

2 (2.1)onde ω é a velo
idade angular do feixe luminoso in
idente, c é a velo
idade da luz, nos é o2Parâmetro que indi
a a quantidade de luz que é re�etida.3representação vetorial de uma onda, no 
aso eletromagnéti
a4Re() indi
a a parte real de uma variável 
omplexa5Para o leitor interessado em detalhes da físi
a e matemáti
a asso
iadas ao fen�meno SPR, há livros erevisões na literatura que tratam do fen�meno e a
res
entam maiores detalhes à dis
ussão [22,25,28,48,50℄.
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Figura 2.2: Diagrama de blo
os de uma interfa
e metal-dielétri
o na situação de ressonân
iados plásmons de superfí
ie. A onda de plásmons de superfí
ie (SPW) é ex
itada pelo 
ampoelétri
o evanes
ente Eev.

Figura 2.3: Curva de re�etividade, 
om o mínimo de re�etividade na 
ondição de ressonân
iaSPR e parâmetros 
ara
terísti
os da 
urva.
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e de refração do substrato ópti
o, θ é o ângulo de in
idên
ia do feixe luminoso, kSP éo vetor de onda dos plásmons de superfí
ie, εd é a função dielétri
a 
omplexa do dielétri
oe εm é a função dielétri
a 
omplexa do metal.A 
ondição de igualdade kx = Re(kSP ), Eq. (2.1), é válida somente para o 
aso emque a parte real da 
onstante dielétri
a do metal (εmr) é muito maior que a imaginária(εmi) [25, 27℄. Os metais nobres atendem essa 
ondição e, dentre eles, o ouro e a prata sãonormalmente utilizados pelos dispositivos SPR [22, 26, 27℄.2.3 Sensores e biosensores SPRA interfa
e metal-dielétri
o é o elemento 
entral de um dispositivo SPR (Fig. 2.2). Oelemento metáli
o é geralmente um �lme �no que deve ter uma espessura muito menor queo 
omprimento de onda da luz in
idente, tendo em vista que a profundidade de penetraçãoé pequena e a magnitude máxima das os
ilações de plásmons de superfí
ie é en
ontrada nasuperfí
ie da interfa
e metal-dielétri
o, 
omo anteriormente des
rito. Conforme men
ionadoanteriormente, os metais nobres (prin
ipalmente, ouro, prata e 
obre) são os elementosmetáli
os adequados para a o
orrên
ia do fen�meno SPR [25, 27, 28, 51℄. Normalmente,o ouro é preferido para uso em dispositivos SPR por ser inerte quimi
amente, embora autilização da prata aumente a sensibilidade do dispositivo. Re
entemente, ligas de ouro eprata vêm sendo utilizadas 
om o objetivo de aumentar a sensibilidade SPR em relação àsproposições que usam apenas ouro ou prata [52, 53℄. O dielétri
o pode ser simplesmenteuma solução aquosa ou um gás, ou outro material de natureza �uídi
a ou sólida (�lme �no,normalmente).Num dispositivo SPR deseja-se, normalmente, dete
tar um determinado dielétri
o equanti�
á-lo. Quando a in
lusão de um dielétri
o ou a modi�
ação de suas propriedadesfísi
o-quími
as altera diretamente o mínimo de re�etividade, o dispositivo é denominadoSensor SPR. Quando alguns dielétri
os são adi
ionados, 
omo a 
amada de imobilização eelementos biore
eptores, a presença do analito de interesse é dete
tada/quanti�
ada indire-tamente pela medida do deslo
amento do mínimo de re�etividade. Neste 
aso, o dispositivoé denominado 
omo Biosensor SPR [22, 25, 26℄.
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os dos biosensores SPR 182.4 Condições ne
essárias para ex
itação dos plásmonsde superfí
ieAs 
ondições ne
essárias para ex
itação e o
orrên
ia do fen�meno SPR num biosensor SPRsão [25, 27℄:1. Os feixes luminosos devem ser polarizados, 
om polarização tipo p. Neste 
aso, apolarização o
orre paralela ao plano de in
idên
ia e há 
omponentes horizontal everti
al [25, 28℄;2. A espessura do �lme �no de ouro deve ser muito menor que o 
omprimento de ondada luz in
idente;3. Não é possível ex
itar os plásmons de superfí
ie in
idindo os feixes luminosos direta-mente na superfí
ie do �lme metáli
o, devido à não 
oin
idên
ia entre os vetores deonda dos fótons e dos plásmons de superfí
ie [27, 48℄. Portanto, um substrato ópti
oé inserido para aumentar a magnitude do vetor de onda e assim propi
iar a igualdadedos vetores de onda de ambas as partí
ulas. Fibra ópti
a, guia de onda, prisma ópti
oe gratí
ula de difração são as alternativas mais utilizadas na literatura 
omo substratoópti
o [25, 26℄;4. Re�exão interna total - a onda luminosa deve in
idir na superfí
ie do �lme �no metáli
oem um ângulo oblíquo superior ao ângulo 
ríti
o. O feixe luminoso deslo
a-se do meiode maior índi
e de refração n1 (substrato ópti
o) para o meio de menor, n2 (metal)[54℄. A prin
ípio, não deveria haver a transmissão da energia luminosa do meio n1para n2. Todavia, observa-se que a 
omponente do 
ampo eletromagnéti
o penetraalguns nan�metros no meio n2, o que ex
ita a onda de plásmons de superfí
ie. Umaonda eletromagnéti
a evanes
ente é 
riada e sua amplitude diminui exponen
ialmente
om a distân
ia da interfa
e [54℄. A amplitude do 
ampo evanes
ente, Eev, diminuiexponen
ialmente 
om a distân
ia da interfa
e, e o seu valor máximo é al
ançado nasuperfí
ie da interfa
e [27℄;
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Figura 2.4: Estrutura de um biosensor SPR, usando uma �bra ópti
a 
omo substrato ópti
o.2.5 Substratos ópti
os utilizados para a ex
itação dosplásmons de superfí
iePara que o a
oplamento ópti
o fóton-plásmon o
orra, três substratos (a
opladores) ópti
ossão geralmente utilizados para 
onstrução dos bio
hips SPR:2.5.1 Prisma ópti
oÉ o substrato mais usado para o desenvolvimento de biosensores SPR. A Fig. 2.1b apresentaa 
on�guração de Krets
hmann-Raether 
om um prisma 
omo substrato ópti
o. O raio deluz in
ide na superfí
ie do substrato em um ângulo oblíquo θ. O feixe é re�etido, as ondasde plásmons de superfí
ie ou SPW (Surfa
e Plasmon Waves) são ex
itadas e o mínimo dere�etividade pode então ser dete
tado.2.5.2 Guia de onda ópti
o e �bra ópti
aUm guia de onda ópti
o ou uma �bra ópti
a são estruturas que também são utilizadas
omo substratos ópti
os para biosensores SPR [22, 45℄. A Fig. 2.4 apresenta um pedaço de�bra ópti
a 
om o nú
leo des
oberto (sem 
as
a) na região 
entral. A mesma 
on�guraçãoé utilizada para guias de onda [22℄. Na região 
entral da �bra, o �lme �no metáli
o édepositado. Uma onda luminosa é transmitida através da �bra ópti
a (ou guia de onda)e entra em 
ontato 
om a superfí
ie metáli
a. Nas 
ondições de re�exão interna total, osfótons in
identes na região 
entral são transmitidos e ex
itam as ondas SPW. A reduçãona potên
ia transmitida pela �bra ópti
a (ou guia de onda) é observada no dete
tor ópti
o,indi
ando a o
orrên
ia do fen�meno SPR.
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Figura 2.5: Estrutura da gratí
ula ou grade de difração2.5.3 Gratí
ula ou grade de difraçãoSe uma onda luminosa in
ide em uma gratí
ula ou grade de difração, 
onforme ilustradona Fig. 2.5, 
om uma 
onstante de gratí
ula (Λ) igual a de uma superfí
ie rugosa, ondasplanares de diferentes ordens de difração são ex
itadas [22℄.A observação do ponto de ressonân
ia é similar ao apresentado pelo prisma ópti
o, ouseja, através da redução da intensidade da luz re�etida.2.6 Con�gurações de um biosensor SPRUm biosensor SPR pode ser operado 
om fontes de luz de entrada mono
romáti
as oupoli
romáti
as. Há quatro modos de interrogação que podem ser utilizados [22, 25℄:1. Modo de interrogação angular ou AIM (Angular Interrogation Mode): neste 
aso,a fonte luminosa é mono
romáti
a (diodo laser, normalmente) e um elemento foto-dete
tor ou uma 
âmera CCD dete
tam o sinal re�etido na saída do dispositivo. Aqui,o 
omprimento de onda do feixe de luz de entrada é mantido 
onstante e o ângulo dein
idên
ia é variado. Geralmente, goni�metros e estruturas me
âni
as rotativas sãoutilizadas para variar o ângulo de in
idên
ia [25�27℄;2. Modo de interrogação espe
tral ou WIM (Wavelength Interrogation Mode): neste
aso, a fonte de entrada é poli
romáti
a (fonte halógena ou um diodo de luz bran
a,normalmente) e um espe
tr�metro dete
ta o sinal re�etido. O 
omprimento de ondaé variado e o ângulo de in
idên
ia é mantido 
onstante.
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os dos biosensores SPR 213. Modo de interrogação de fase ou PIM (Phase Interrogation Mode): aqui a fonte deentrada é mono
romáti
a à semelhança do modo AIM. O 
omprimento de onda émantido 
onstante, o ângulo de in
idên
ia varia e a fase da 
urva de re�etividade é
al
ulada usando normalmente 
ir
uitos 
omplexos [25,27℄ e há uma 
ompli
ação parasua 
onstrução;4. Modo de interrogação de intensidade ou IIM (Intensity Interrogation Mode): estemodo é semelhante ao modo PIM, à ex
eção de que a intensidade da re�etividade éque é monitorada.Os modos AIM e WIM são os mais utilizados e suas estruturas para um biosensorSPR são apresentadas na Fig. 2.6. Os elementos de geração e dete
ção luminosa sãoapresentados também, juntamente 
om um traçado ideal de raios ópti
os. Apenas essesmodos de interrogação serão doravante 
itados neste trabalho.2.7 Desempenho de um biosensor SPRNa Fig. 2.3, além da re�etividade mínima, que determina o parâmetro 
onhe
ido 
omoposição de ressonân
ia, há as 
ara
terísti
as da 
urva α e β. Os parâmetros assimetriae largura de banda são determinados a partir dos valores de α e β. A posição deressonân
ia, a assimetria e a largura de banda são parâmetros que possibilitam avaliara qualidade de um biosensor SPR [55�57℄.A largura de banda Γ é 
al
ulada pela seguinte relação:
Γ = α + β (2.2)O parâmetro Γ é des
rito em termos do FWHM (full width at half maximum) da 
urvaSPR.Já assimetria G é assim de�nida:

G =
β

α
(2.3)A sensibilidade refratométri
a, a faixa dinâmi
a e o limite de dete
ção são �guras demérito normalmente utilizadas 
omo medida de desempenho de biosensores propostos naliteratura [25, 26, 55, 56, 58�60℄.
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Figura 2.6: Estruturas de um biosensor nos modos de interrogação (a) angular e (b) espe
-tral. Os elementos de geração e dete
ção luminosa também são apresentados.
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a des
reve a faixa de índi
es de refração ou 
on
entração dos analitosque podem ser medidos pelo biosensor SPR.O limite de dete
ção ou LOD Limit of Dete
tion indi
a a habilidade de umbiosensor dete
tar um analito, o que é deveras importante na determinação da seletividadedo dispositivo.A sensibilidade refratométri
a indi
a a sensibilidade do biosensor em relação aoíndi
e de refração do analito (ns). Além da utilização do índi
e de refração, também podemser utilizados para de�nir a sensibilidade, a 
on
entração e mudanças na 
urva de 
alibraçãodo dispositivo [25℄. A sensibilidade refratométri
a, SRI , é assim de�nida:
SRI =

∂Y

∂ns
(2.4)em que Y é o parâmetro de saída, ou seja, o 
omprimento de onda ou o ângulo de ressonân
ia,
onforme o modo de interrogação, AIM ou WIM, utilizado.2.8 Cara
terísti
as e operação de um biosensor SPRConforme a apli
ação, várias substân
ias podem formar a bio
amada de um biosensor SPR(Fig: 1.4). A operação de um biosensor é semelhante a de um imunoensaio (Fig. 1.1). Aprimeira etapa 
orresponde à fun
ionalização da superfí
ie metáli
a. Trata-se de uma nano-
amada de 2 a 5 nm, normalmente, que fun
iona 
omo uma "
ola"em que o biore
eptor �
a"grudado", ou melhor adsorvido. O elemento de fun
ionalização da superfí
ie metáli
a serádiferente 
onforme o biore
eptor e o analito. Exemplos de elementos de fun
ionalização sãoa albumina de soro bovino ou BSA (Bovin Serum Albumin), albumina de soro humano ouHSA (Human Serum Albumin), alkylthiol, entre outros [26℄.Após a fun
ionalização da superfí
ie, há a 
ir
ulação do analito pelo mi
ro
anal. Issoaltera o índi
e de refração, o que é fa
ilmente registrado pelo dete
tor ópti
o devido à redu-ção na intensidade luminosa da imagem re�etida na saída do dispositivo num determinadopixel (esse pixel é asso
iado a um 
omprimento de onda ou ângulo para os modos WIM ouAIM, respe
tivamente).A intensidade luminosa do sinal re�etido (resposta SPR) no dete
tor ópti
o representao dado bruto (raw data), ou seja, no qual vários efeitos, rela
ionados normalmente à fonte
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tor ópti
o [25℄, modi�
am a forma de onda desse sinal. Neste 
aso, are
onstrução do sinal SPR é ne
essária e isso o
orre através de um pro
esso denominadonormalização. Ini
ialmente, 
ada espe
tro do sinal é subtraído da 
orrente es
ura (dark
urrent), que é uma 
orrente elétri
a que 
ir
ula pelo dete
tor ópti
o na ausên
ia de feixeluminoso na entrada do biosensor SPR. Após, um sinal de referên
ia (R) é 
oletado earmazenado, a 
hamada 
élula se
a ou dry 
ell. O dielétri
o, neste 
aso, é o ar, que possuium índi
e de refração ns = 1. Estratégias de usar a 
élula se
a 
om feixes p-polarizados ous-polarizados de entrada são normalmente relatados na literatura [25, 26, 61℄.Após essas etapas ini
iais, a solução 
ontendo o analito 
ir
ula pelo mi
ro
anal, que éa 
élula molhada ou wet 
ell (D) e a normalização do sinal SPR é 
ompletada dividindo-seo espe
tro resultante da 
ir
ulação desse analito 
om o espe
tro de referên
ia armazenado.Portanto, o fator de normalização (FN) é dado pela seguinte relação:
FN =

D

R
(2.5)A partir dos espe
tros normalizados, o valor do ângulo ou 
omprimento de onda deressonân
ia e, 
onsequentemente, as variações de índi
e de refração, de 
on
entração ououtros parâmetros ne
essários da amostra em análise podem ser 
omputadas pelo elementode pro
essamento e 
ontrole.As variações do sinal SPR (
omprimento de onda ou ângulo de ressonân
ia), índi
e derefração ou 
on
entração, ao longo do tempo produzem grá�
os denominados sensorgramas.As variações do índi
e de refração podem ser asso
iadas à variação da 
on
entração dodielétri
o adsorvido na superfí
ie metáli
a, ∆C, através da seguinte relação [25℄:

∆ns =

(

dns

dc

)

∆C (2.6)onde dns/dc é o in
remento do índi
e de refração do dielétri
o por volume.2.8.1 Exemplo de operação de um biosensor SPRAs etapas do pro
edimento opera
ional de um biosensor ópti
o SPR são ilustradas no exem-plo da Fig. 2.5a-g. Neste exemplo, é mostrado o pro
esso de fun
ionalização da superfí
ie
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Figura 2.7: Etapas do pro
esso de fun
ionalização da superfí
ie metáli
a de um biosensorSPR, usando molé
ulas de BSA
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a 
om molé
ulas de BSA [55, 61℄. Juntamente são apresentados os efeitos da mu-dança do índi
e de refração em função do tempo (sensorgrama). As etapas de operaçãosão:1. Enxague 
om ál
ool: esta primeira etapa visa limpar a superfí
ie metáli
a de possíveissujeiras, impressões digitais e outras (Fig. 2.7a);2. Enxague 
om água destilada: aqui será ini
iado o pro
esso de limpeza da superfí
iemetáli
a para 
ontaminações orgâni
as (Fig. 2.7b). A idéia é ter uma superfí
ie limpae hidrofíli
a (que absorve água e outros líquidos) para a adsorção da proteína;3. Limpeza 
om hipo
lorito de sódio (NaClO): o objetivo 
om a 
ir
ulação de soluçãode baixa 
on
entração (em torno de 0.1M, normalmente [55℄) de NaClO é removerpossíveis traços de 
ontaminações orgâni
as, in
luindo imobilizações anteriores (nãorepresentadas gra�
amente);4. Repetição das etapas 2 e 3 o
orrerão até ser garantida a limpeza e a preparação dasuperfí
ie;5. Adsorção de proteína: etapa de 
ir
ulação de proteína e adsorção de molé
ulas daproteína BSA (Fig. 2.7
-d);6. Re-enxague 
om água: esta etapa visa retirar molé
ulas de BSA fra
amente adsorvidas(Fig. 2.7e-f).Após a realização dessas etapas, a superfí
ie metáli
a en
ontra-se fun
ional e a solução
ontendo a bio
amada espe
í�
a ao analito de interesse poderá 
ir
ular pelo mi
ro
anal. Aimobilização do BSA ou de outra substân
ia pode ter vários 
i
los de repetição [55℄. Os pro-
essos envolvidos são simples e não exigem do usuário muita experiên
ia 
om manipulaçõesde substân
ias bioquími
as.Na Fig. 2.7g, está representada a variação do índi
e de refração, que é asso
iada aoângulo (θ), modo AIM, ou ao 
omprimento de onda (λ), modo WIM.
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ulo do Índi
e de RefraçãoO índi
e de refração é um dos parâmetros mais utilizados nos sensorgramas de um biosensorSPR e, dependendo do modo de utilização, ele possui um método para o seu 
ál
ulo.Modo AIMPara o modo AIM, o índi
e de refração do analito é 
al
ulado a partir da Eq. (2.1). Neste
aso, 
onsiderando a seguinte igualdade:
εs = n2

s (2.7)e substituindo (2.7) na Eq. (2.1), pode-se mostrar que a seguinte relação é válida para oíndi
e de refração [55℄:
ns =

[

εm(nos sin θRES)2

εm − (nos sin θRES)2

]1/2 (2.8)onde θRES é o ângulo de ressonân
ia, ou seja, na 
ondição de re�etividade mínima.O índi
e de refração, ns representa o índi
e de refração da bio
amada, in
luindo obiore
eptor, analito e a 
amada de imobilização. Neste 
aso, ns é denominado índi
e derefração efetivo.Modo WIMPara o modo WIM, a obtenção do índi
e de refração não é direta e, na maioria dos artigos,os autores usam ao invés do índi
e de refração o deslo
amento da resposta SPR, ou seja, avariação do 
omprimento de onda de ressonân
ia (λRES) [62, 63℄ ao longo do tempo. Umaalternativa é utilizar a sensibilidade refratométri
a e obter um resultado do valor do índi
ede refração e não do 
omprimento de onda de ressonân
ia. A sensibilidade refratométri
ano modo WIM é dada a partir da Eq. (2.4), ou seja:
Sλ =

∂λRES

∂nd
(2.9)onde Sλ é a sensibilidade refratométri
a no modo WIM. Neste 
aso, isolando nd na Eq.(2.10), obtém-se:

∂nd =
∂λRES

Sλ
(2.10)
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omer
iaisNas últimas dé
adas, alguns biosensores 
omer
iais SPR têm sido propostos [25℄. Atual-mente há mais de 20 dispositivos 
omer
iais, 
om diferentes estruturas de medição e pro
es-samento [26℄. Todavia, a maioria são baseados no modo AIM e são baseados na estruturaATR. A seguir, três desses biosensores serão analisados, 
om suas 
ara
terísti
as prin
ipaise suas vantagens e desvantagens.2.9.1 BIACOREEm 1990 foi proposto o primeiro biosensor 
omer
ial na Sué
ia. Em seu projeto e 
onstru-ção, houve a par
eria 
om alguns pesquisadores da Universidade Linköping (Sué
ia), quepropuseram o primeiro biosensor SPR em 1982/1983 [64℄. Atualmente os biosensores 
oma mar
a BIACORE são 
omer
ializados pela General Ele
tri
s [59℄.

Figura 2.8: (a) Con�guração do biosensor, 
ontido no sistema BIACORE. Uma tira des-
artável (b), 
ontendo o �lme �no de ouro é a
oplada opti
amente ao prisma de vidro(interno ao sistema BIACORE) usando um hidrogel.O sistema BIACORE é totalmente automatizado, desde a geração e manipulação dassoluções mi
ro�uídi
as (um autosampler é utilizado) até o 
ontrole e pro
essamento dosinal re�etido de saída. A estrutura do bio
hip tem uma estrutura semelhante à estruturade Krets
hmann-Raether (Fig. 2.8a), tendo um prisma 
omo elemento de a
oplamento e o�lme �no de ouro 
omo elemento metáli
o e opera no modo AIM. O �lme �no de ouro e
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amadas de ligação e de preparação para a deposição da bio
amada e analito são en
ontradasem uma tira (strip) des
artável 
omo ilustrada na Fig. 2.8a. Esta tira é denominada pelofabri
ante 
omo sensor 
hip [65℄. Todavia, um gap de ar é formado entre o �lme �no de ouro(tira) e o prisma ópti
o (Fig. 2.8a), que se lo
aliza dentro do equipamento BIACORE. Essegap de ar provo
a uma des
ontinuidade no 
aminho ópti
o, o que provo
a a não existên
iado fen�meno SPR. A 
orreção dessa des
ontinuidade é realizada 
om um hidrogel que fe
hao gap de ar [22, 55, 59, 65℄ e permite o a
oplamento fóton-plásmon. Embora esse métodoseja e�
iente, leva a uma ne
essidade de limpeza e manutenção 
onstantes 
om a tro
a dosensor 
hip, por exemplo [25,55,58℄. Além disso, embora a tira seja des
artável, o 
usto nãoé baixo. O sensor 
hip mais simples 
usta a
ima de 100 dólares. Já o sistema BIACORE émuito mais 
aro, 
om um 
usto superior a 100 mil dólares.Devido à sua sua alta sensibilidade, seletividade e pre
isão, além da ausên
ia de mar-
adores (
ara
terísti
as vantajosas da te
nologia SPR), o biosensor BIACORE vem sendomuito utilizado por grandes empresas, agên
ias governamentais e institutos de pesquisa euniversidades para apli
ações tais 
omo na 
inéti
a de reações quími
as [66℄, na análise de
ontaminantes em alimentos [67, 68℄, na dete
ção de substân
ias usadas no bioterrorismo[69℄, entre outras. Além disso, a maioria dos artigos 
ientí�
os rela
ionados à te
nologiaSPR utilizam o BIACORE [70℄. Todavia, o volume é grande, o que o inviabiliza paraapli
ações portáteis e online [59, 71℄; a superfí
ie sensível deve está livre de quaisquer im-purezas para a 
orreta operação do dispositivo, requerendo além de um ambiente adequadoe limpo; é ne
essário um gel entre o prisma e o sensor 
hip, o que a
res
enta etapas adi-
ionais de manutenção; há a exigên
ia de pessoal té
ni
o espe
ializado para sua operação emanutenção.2.9.2 Biosensor SPREETAO biosensor SPREETA, baseado também na 
on�guração de Krets
hmann-Raether, foiproposto em 1996 pela Texas Instruments 
omo uma alternativa ao biosensor BIACORE,espe
ialmente para apli
ações portáteis e online. Neste dispositivo, os 
omponentes eletro-ópti
os são en
apsulados em um úni
o invólu
ro, 
onforme é mostrado na Fig. 2.9. Oen
apsulamento é feito de material ópti
o, o que providen
ia proteção para os 
omponentes e
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Figura 2.9: Estrutura do biosensor SPREETA
ondições propí
ias para a 
onstrução da 
amada SPR, espelhos e arranjos ópti
os existentes.A 
amada sensora é formada pela deposição de �lme �no de ouro de 50 nm [58℄.A estrutura mostrada na Fig. 2.9 foi a primeira versão do SPREETA e foi denominadoTI-SPR-1 e possuía os seguintes 
omponentes:
• Camada Sensora: há um mi
ro-
anal sobre esta 
amada, em que o analito a seranalisado é bombeado;
• Diodo Emissor de Luz: responsável pela geração dos feixes luminosos no modo deinterrogação angular. Há um 
onversor luz-tensão para monitorar as variações deintensidade do diodo;
• Polarizador: permite que apenas feixes 
om polarização tipo p atinjam a 
amadasensora;
• Espelho de Re�exão;
• Matriz de fotodiodos: dispositivo em que os raios re�etidos são projetados. Cada umdos 128 pixels da matriz 
orresponde a uma faixa estreita de ângulos de entrada. Aintensidade do sinal permite quanti�
ar a ressonân
ia dos plásmons de superfí
ie eportanto indi
ar o índi
e de refração da amostra;
• Sensor de Temperatura.
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essamento e apresentação dos dados são externas ao SPREETA. Umpro
essador DSP é o 
omponente 
entral do pro
essamento. Cada pixel é lido individual-mente por um 
onversor analógi
o-digital (A/D) de 12 bits e os dados então são enviadosao 
omputador [58, 72, 73℄.Há um programa que 
oleta os dados enviados pelo elemento de pro
essamento, 
onstróia 
urva SPR e, através de um método de identi�
ação da posição de ressonân
ia, determinao mínimo de ressonân
ia e gera o sensorgrama. Há ainda a possibilidade de visualizar umsensorgrama do índi
e de refração 
al
ulado e, assim, não apenas dete
tar o analito, mastambém a
ompanhar a 
inéti
a quími
a e possíveis variações ao longo do tempo.Atualmente, a empresa Sensata fabri
a e 
omer
ializa os biosensores SPREETA [74℄. Omenor volume e o menor 
usto do bio
hip (em torno de U$100) em relação ao bio
hip (sen-sor CM5) da BIACORE (em torno de U$200), são vantagens do SPREETA. Todavia, suautilização ainda é bem menor que o da BIACORE. Além disso, 
omo �
ou 
omprovado emnossos estudos dos efeitos da temperatura (serão apresentados mais adiante), a variação datemperatura ambiente afeta todos os elementos internos do SPREETA e a posição e a geo-metria dos 
omponentes, o que pode alterar a posição de ressonân
ia e, 
onsequentemente,o desempenho do biosensor. Além disso, assim 
omo no 
aso do biosensor BIACORE, umaalta pureza da 
amada sensível é ne
essária para a 
orreta opera
ionalização do dispositivo.2.9.3 VIREm 2003, a empresa dinamarquesa VIR prop�s um biosensor SPR que operava no modo deinterrogação angular e usava um substrato ópti
o fabri
ado 
om o polímero TOPAS COC[60℄. Esse biosensor dispensava o uso de sistemas me
âni
os rotativos ou goni�metros pararotação da fonte luminosa ou do biosensor, 
omo é normalmente utilizado por biosensoresque usam o modo AIM [25℄. Além disso, não foi utilizado óleo ou gel para �xação da 
amadametáli
a no substrato óti
o [25℄, o que evitava serviços de manutenção 
onstantes. Essa
ara
terísti
a asso
iada à fabri
ação em massa e de baixo 
usto, propi
iada pelo pro
esso demoldagem por injeção possibilitou a esse biosensor ser a primeira tentativa de um dispositivoSPR des
artável e adequado para apli
ações TLR [25, 55, 60℄.O biosensor VIR usa um substrato ópti
o 
omo a
oplador ópti
o dos feixes lumino-
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ie do bio
hip perpendi
ularmente, devidoà presença de elementos de a
oplamento ópti
os difrativos ou DOCE (Di�ra
tive Opti
alCoupling Elements), 
ujas dimensões são nanométri
as e utilizam té
ni
as holográ�
as emsua 
onstrução sobre a 
amada metáli
a (Fig. 2.10a). Eles possibilitam que os raios lu-minosos de entrada sejam re�etidos em várias direções, o que aumenta a probabilidadedo a
oplamento fóton-plásmon na região sensível do bio
hip, 
onforme é ilustrado na Fig.2.10a.

Figura 2.10: Estrutura do biosensor VIR SPR, (a) 
om mudanças na estrutura de uma
on�guração baseada em prisma e (b) uma visão superior do bio
hip VIREmbora possua vantagens em relação a outros biosensores propostos na literatura, afabri
ação dos elementos DOCE requer um aparato de nano-te
nologia holográ�
a 
omplexapara a produção do molde ini
ial. Embora o valor de 
ada bio
hip �que em torno de U$1, 00,o valor do molde de injeção é 
aro (a
ima de U$20.000). Além disso, o tempo de vida útildesse molde �
a em torno de 10 mil bio
hips ópti
os. Esses elevados 
ustos e o trabalhointenso de produção para 
onstrução do molde ini
ial e das superfí
ies nano-grati
uladassão di�
uldades inerentes ao biosensor VIR [75℄. Apenas um biosensor foi 
onstruído. Essebiosensor foi doado ao laboratório de Biosensores da UFCG, juntamente 
om 
omponentes
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onstrução de outro biosensor [76℄.2.10 Limitações opera
ionais de um biosensor SPROs biosensores SPR tem sido bastante apli
ados nos últimos anos [29℄ e já vem substituindooutros biosensores e té
ni
as 
onven
ionais bio-analíti
as, 
omo o teste ELISA, na pesquisafarma
êuti
a e médi
a, dete
ção de patógenos em alimentos e bebidas, entre outras [25,26℄.Embora essa tendên
ia de ampla apli
abilidade seja notória, algumas limitações de operaçãodesses dispositivos existem [55, 56℄. Os efeitos da adsorção não-espe
í�
a de analitos e davariação da temperatura ambiente são as prin
ipais limitações e as mais pesquisadas pelaliteratura. A seguir serão apresentados maiores detalhes dessas duas limitações.2.10.1 Adsorção não-espe
í�
aNos �uidos 
ir
ulantes, normalmente aquosos, estão presentes não apenas as molé
ulas doanalito de interesse, mas várias outras molé
ulas. A adsorção 
orreta de substân
ias é umatarefa relativamente 
omplexa e envolve aspe
tos de 
inéti
a quími
a, mi
ro�uídi
os, entreoutros. Quando molé
ulas não desejadas são adsorvidas à bio
amada de um biosensor SPR,o
orre a 
hamada adsorção não-espe
í�
a. Neste 
aso, as propriedades ópti
as da superfí
iepróxima ao �lme metáli
o são modi�
adas e, 
onsequentemente, a resposta e o desempenhodo dispositivo são também alterados.Algumas pre
auções podem ser utilizadas para minimizar os efeitos da adsorção não-espe
í�
a. Uma delas é monitorar o índi
e de refração da substân
ia sendo adsorvida, deforma a garantir que o analito esteja realmente sendo adsorvido. Outra é garantir a limpezaadequada da superfí
ie metáli
a 
om várias etapas de limpeza, usando por exemplo soluçõesde hipo
lorito (HClO) e água destilada.Algumas alternativas vem sendo propostas na literatura para minimizar esse efeito: ouso de estruturas modi�
adas [56, 77℄; ou o 
ontrole dos efeitos da adsorção não-espe
í�
a,
omo é o 
aso do uso de matrizes bio-inertes ou de imobilização [78, 79℄.
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os dos biosensores SPR 342.10.2 Efeitos da variação da temperatura ambiente no desem-penho do biosensor SPRTem sido observado que uma variação mínima de 0, 1◦C na temperatura ambiente a
arretauma variação de 1x10−5 no índi
e de refração, 
onsiderando o analito 
omo a água destilada[80℄. Este valor en
ontra-se dentro da faixa de dete
ção dos biosensores SPR [56, 80℄. Osefeitos observados afetam todos os elementos do biosensor: lentes e outros elementos ópti
os,o bio
hip, prisma, 
âmera CCD ou espe
tr�metro. Eles são superpostos e usualmente
ausam distorções do 
aminho de propagação ópti
o e, 
onsequentemente, levam à perdadas 
ondições de ressonân
ia SPR [56, 81, 82℄.Um estudo teóri
o dos efeitos da temperatura em biosensores SPR foi desenvolvido noperíodo de 1998 a 2004 [83�86℄. Este estudo foi apli
ado, ini
ialmente, a altas temperaturas(a
ima de 80◦C) e 
onsiderou relevante apenas a dependên
ia térmi
a, para um biosensorSPR de três 
amadas (polímero TOPAS, ouro e água), na parte real da função dielétri
a
omplexa do ouro [83, 84℄. Portanto, esse estudo des
onsiderou os efeitos na 
omponenteimaginária da função dielétri
a 
omplexa do ouro e nos índi
es de refração do substratoópti
o e água.Re
entemente um estudo teóri
o e experimental dos efeitos das �utuações da tempe-ratura ambiente no desempenho de um sensor SPR de três 
amadas foi desenvolvido, emtermos da sensibilidade refratométri
a e largura de banda nos modos AIM e WIM [87℄. Ainvestigação teóri
a e experimental desenvolvida levou em 
onsideração a dependên
ia tér-mi
a das propriedades óti
as das três 
amadas do dispositivo (polímero TOPAS, �lme �node ouro e água destilada).Os itens a seguir apresentarão uma breve explanação do modelo teóri
o e experimentaldesenvolvido. Maiores detalhes podem ser vistos em relatórios té
ni
os desenvolvidos [51,88℄e artigos publi
ados [87, 89�91℄.
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os dos biosensores SPR 352.11 Estudo dos efeitos da variação da temperatura am-bienteO estudo dos efeitos da temperatura ambiente foi desenvolvido para ambos os modos AIM eWIM. Duas estratégias de 
ál
ulo foram utilizadas: uma baseada na 
ondição de ressonân
ia,Eq. (2.1); e outra baseada nas equações de Fresnel. Esses pro
edimentos numéri
os são
omplementares entre si e testes experimentais usando o biosensor SPREETA auxiliaram oentendimento do modelo proposto.2.11.1 Cál
ulos baseados na 
ondição de ressonân
ia - modo AIMA sensibilidade refratométri
a no modo AIM é assim de�nida:
|Sθ(T )| =

dθRES

dT
dns

dT

(2.11)Para o 
ál
ulo da sensibilidade refratométri
a é ne
essário obter uma expressão parao ângulo de ressonân
ia θRES. A relação de dispersão para os plásmons de superfí
ie naressonân
ia é dado pela seguinte equação [51, 90℄:
kSP

x =
ω

c

(

εdεm

εd + εm

)
1

2 (2.12)Considerando os parâmetros εdr e εdi, que são os 
omponentes real e imaginário dafunção dielétri
a 
omplexa do analito, respe
tivamente, iguais a:
εd = εdr, εdi = 0 (2.13)a equação (2.12) torna-se:

kSP
x =

ω

c

(

εd(εmr + jεmi)

εd + εmr + jεmi

)
1

2 (2.14)
kSP

x =
ω

c

(

εd(εmr + jεmi)(εd + εmr − jεmi)

(εd + εmr + jεmi)(εd + εmr − jεmi)

)
1

2 (2.15)
kSP

x =
ω

c

(

(ε2

dεmr + εdε
2

mr + εdε2

mi) + jε2

dεmi

(εd + εmr)2 + ε2

mi

)
1

2 (2.16)
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ondição de ressonân
ia SPR requer que apenas a parte real do vetor de onda dosplásmons de superfí
ie seja 
onsiderada, Eq. (2.1). Dessa forma, extraindo-se da equação(2.16) apenas a 
omponente real, o ângulo de ressonân
ia, θRES agora é dado por [25, 28℄:
θRES = arcsin

[

1

n2

√

εd

2(εd + εmr)

(

√

(εmr(εd + ε2
mr) + ε2

mi)
2 + ε2

mdε
2

mi) + εmr(εd + εmr) + ε2

mi

)

](2.17)Impondo-se a 
ondição |εmr| >> εmi à equação (2.17), obtém-se a seguinte relação:
θRES = arcsin

[

ns

n2

√

εm

εm + n2
s

] (2.18)onde n2 é o índi
e de refração do substrato ópti
o.A Eq. (2.18) é baseada na aproximação de que εmr >> εmi, ou seja, a parte real dafunção dielétri
a do ouro é muito maior que a parte imaginária. Com esta aproximação,a parte imaginária é normalmente des
onsiderada nas investigações teóri
as apresentadasna literatura [81�86℄. Além disso, os índi
es de refração do substrato ópti
o e do analitotambém são des
onsiderados.2.11.2 Cál
ulos baseados na 
ondição de ressonân
ia - modo WIMA de�nição da sensibilidade no modo de interrogação espe
tral é dada pela seguinte relação:
|Sλ(T )| =

dλRES

dns
(2.19)Aqui, diferentemente do modo AIM, não é possível exprimir uma equação analíti
a paraa dependên
ia do 
omprimento de onda λ 
om a temperatura [51,90℄. A solução en
ontradafoi usar as dependên
ias térmi
as dos materiais na expressão de Sλ(T ).Portanto, usando um artifí
io matemáti
o para (2.19) [61℄, obtém-se:

Sλ(T ) =
dθRES

dns

dλRES

dθRES

dT

dT
(2.20)Rearrumando os termos da equação 2.20, obtém-se:

Sλ(T ) =
dθRES

dT
dθRES

dλ
dns

dT

(2.21)Haja visto que a variação do ângulo de ressonân
ia é dependente dos parâmetros do ouro(função dielétri
a), do polímero TOPAS (índi
e de refração) e da água destilada (índi
e de
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os dos biosensores SPR 37refração) e que estes parâmetros, por sua vez, são dependentes do 
omprimento de onda, otermo dθRES/dλ é dado pela seguinte equação diferen
ial par
ial:
dθRES

dλ
=

dθRES

dεm

dεm

dλ
+

dθRES

dnos

dnos

dλ
+

dθRES

dns

dns

dλ
(2.22)O pro
edimento é semelhante para o termo dθRES/dT , o que resulta em:

dθRES

dT
=

dθRES

dεm

dεm

dT
+

dθRES

dnos

dnos

dT
+

dθRES

dns

dns

dT
(2.23)2.11.3 Cál
ulos baseados nas equações de FresnelNormalmente, o modelo multi-
amadas de Fresnel é utilizado para a determinação da sen-sibilidade do biosensor SPR nos modos AIM e WIM [90℄. Vale ressaltar que, pela ausên
iade aproximações, os 
ál
ulos baseados nas equações de Fresnel são mais pre
isos que osbaseados na 
ondição de ressonân
ia [90℄. A seguir o modelo multi-
amadas de Fresnel,utilizado nos 
ál
ulos, é des
rito.Modelo multi-
amadas de FresnelA solução geral de um modelo de N-
amadas, tem o 
oe�
iente de re�exão ou re�etividade,de�nido para uma onda luminosa de in
idên
ia 
om polarização tipo p, dado pela seguinterelação [25, 28, 50, 55, 90℄:

rp =
(M11 + M12qN)q1 − (M21 + M22qN)

(M11 + M12qN)q1 + (M21 + M22qN )
(2.24)em que as matrizes Mij(i, j = 1, 2) são de�nidas por

Mij =

(

N−1
∏

k=2

Mk

)

ijem que N é o número de 
amadas e k é uma dada 
amada.Já a matriz Mk é dada por:
Mk =





cos βk −i sin βk/qk

−iq sin βk cos βk



 (2.25)O parâmetro qk é assim de�nido:
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qk

∼=
(εk − n2

1
sin2θ1)

1

2

εk
(2.26)em que εk é a função dielétri
a 
omplexa do meio da 
amada k, θ1 é o ângulo de in
idên
iana interfa
e da 
amada 1 
om a 
amada 2 e n1 é o índi
e de refração do meio da 
amada 1.E o parâmetro βk é de�nido por:

βk = (zk − zk−1)
2π

λ0

(εk − n2

1
sin2 θ1)

1

2 (2.27)em que zk − zk−1 é a espessura do meio da 
amada k e λ0 é o 
omprimento de onda da luzin
idente.2.11.4 Determinação do efeito da temperaturaAdi
ionado aos 
ál
ulos realizados para a determinação do efeito da variação da temperaturanum biosensor SPR, a sensibilidade refratométri
a de um biosensor SPR de três 
amadasnos modos AIM e WIM foi 
al
ulada utilizando o mesmo modelo de três 
amadas des
ritoanteriormente [51℄. As expressões analíti
as da sensibilidade, utilizadas no estudo do efeitoda temperatura, também foram empregadas para a faixa de 
omprimento de onda variandode 600nm < λ < 850nm. O resultado dos 
ál
ulos realizados no MATLAB é mostrado nasFiguras 2.11 e 2.12. A sensibilidade nos modos AIM, Sθ(λ), e WIM, Sλ(λ) foi determinada.As 
urvas mostradas são não-lineares e para o 
aso AIM, a sensibilidade reduz 
om o au-mento do 
omprimento de onda, e para o 
aso WIM, o 
omportamento é oposto, ou seja,aumenta 
om o 
omprimento de onda. Essas �guras in
luem também as sensibilidades emfunção também do índi
e de refração do analito, ns, para o 
omprimento de onda de 670nm. A faixa dinâmi
a foi boa, ou seja, ns variando de 1, 3 a 1, 38. A sensibilidade tambémfoi alta para ambos os modos de interrogação [51℄.Dados 
oletados de fontes 
on�áveis para o polímero TOPAS (forne
idos diretamentepelo fabri
ante [92, 93℄) e a água destilada (NIST - National Institute of Standards andTe
hnology [92, 94�98℄), e baseados no modelo de Drude e teorias de espalhamento fónon-fónon e fónon-elétron [51, 90℄ para o �lme �no de ouro de 50 nm, foram utilizados paraos 
ál
ulos. Um 
omprimento de onda da luz in
idente igual a 670 nm e uma faixa de
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Figura 2.11: Sensibilidade 
al
ulada no modo AIM para um modelo de três 
amadas, paradiferentes valores do índi
e de refração do analito. Também é exibido a variação de Sθ, parao 
omprimento de onda �xo de 670nm, em função do índi
e de refração do analito.

Figura 2.12: Sensibilidade 
al
ulada no modo WIM para um modelo de três 
amadas, paradiferentes valores do índi
e de refração do analito. Também é exibido a variação de Sλ, parao 
omprimento de onda �xo de 670nm, em função do índi
e de refração do analito.
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os dos biosensores SPR 40temperatura variando de 273, 16 K (0◦C) a 373, 16 K (100◦C) foram utilizados os 
ál
ulospara ambos os modos de interrogação.No 
aso AIM, o efeito da variação da temperatura ambiente na sensibilidade, usandoos métodos analíti
o e numéri
o é ilustrado na Fig. 2.13 para diferentes 
omprimentos deonda.Uma singularidade em baixas temperaturas foi observada em baixas temperaturas (T →

0), embora não esteja mostrada na Fig. 2.13, para ambos os pro
edimentos de 
ál
uloutilizados. Isso é expli
ado pelo fato de o
orrer na equação (2.18), para determinadas
ondições, a seguinte igualdade |ǫm| = n2

2
n2

3
/(n2

2
−n2

3
) [89�91℄. Essa singularidade é inerenteao modo de interrogação angular e para 
omprimentos de onda baixo. A sensibilidadede
res
e 
om o aumento da temperatura e o 
omportamento da 
urva é altamente não-linear.No 
aso WIM, o 
omportamento da sensibilidade em função da variação da temperaturaambiente é mostrado na Fig. 2.14a, para os pro
edimentos de 
ál
ulo baseados na 
ondiçãode ressonân
ia e nas equações de Fresnel. Na Fig. 2.14b, Sλ(T ) é exibida em função doângulo de in
idên
ia, mostrando que essa sensibilidade diminui 
om a diminuição do ângulode in
idên
ia.Como no 
aso AIM, uma singularidade em temperaturas baixas também foi observadanos grá�
os de ambos os pro
edimentos de 
ál
ulo numéri
o (Fig. 2.14a). A expli
açãodessa singularidade é semelhante ao apresentado para interrogação angular [90℄. Tambémna Fig. 2.14, é observado que, após a singularidade, o módulo da sensibilidade de
res
e 
omo aumento da temperatura.2.11.5 Experimento usando o biosensor SPREETAO SPREETA foi empregado para a investigação experimental dos efeitos da temperatura nasensibilidade refratométri
a. Ele opera ex
lusivamente no modo AIM. Portanto, nenhumamedição foi realizada no modo WIM.Foi utilizado um arranjo simples para os estudos dos efeitos da temperatura. Os seguintespro
edimentos foram utilizados para a realização do experimento:1. O dispositivo SPREETA foi 
ompletamente imerso dentro de um re
ipiente DEWAR
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Figura 2.13: Efeito da temperatura na sensibilidade no modo AIM, baseados (a) na 
ondiçãode ressonân
ia e (b) nas equações de Fresnel
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Figura 2.14: Módulo da sensibilidade de um biosensor SPR no Modo WIM, 
onsiderandoos pro
edimentos de 
ál
ulo baseados (a) na 
ondição de ressonân
ia e (b) nas equações deFresnel.
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Figura 2.15: Arranjo experimental para a determinação da sensibilidade no modo AIM,usando o biosensor SPREETAisolado em uma mistura de água e gelo, 
onforme é ilustrado na Fig. 2.15. Nessa�gura, também há uma bomba peristálti
a usada para transportar a solução aquosaà superfí
ie sensível do dispositivo SPREETA;2. Foram utilizados dois analitos 
om índi
es de refração semelhantes, água destilada euma solução de 0.05 M de hidróxido de sódio. Re
orreu-se à essa estratégia para seobter variações do índi
e de refração e assim 
al
ular a sensibilidade refratométri
a,
onforme a Eq. (2.11);3. Experimentos foram desenvolvidos durante a transição de água gelada (≈ 277 K),
om taxa de (dT/dt ≈ 0.4 K/min), à água morna (≈ 350 K). Maiores temperaturaspoderiam até dani�
ar o dispositivo [90℄ e a pequena massa térmi
a do dispositivoSPREETA permitiu um rápido equilíbrio térmi
o;4. As duas soluções, individualmente, foram bombeadas ao biosensor SPR. Um intervalode tempo de 5 min foi utilizada para monitoramento de 
ada ponto de dado, o que
ausou uma in
erteza de temperatura de aproximadamente 2 K;5. Anotações dos ângulos de ressonân
ia e dos índi
es de refração para os analitos foramrealizadas, utilizando o software do biosensor SPREETA.A sensibilidade refratométri
a foi então 
al
ulada 
om os valores obtidos dos experimen-
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os dos biosensores SPR 44tos e o resultado é mostrado na Fig. 2.16 para uma faixa de 277 K a 320 K. Em temperaturasmenores, Sθ reduz para um valor de Sθ = 30◦/RIU na temperatura de T < 295K.

Figura 2.16: Sensibilidade determinada 
om experimentos usando o biosensor SPREETA2.11.6 Dis
ussões dos estudos dos efeitos da temperatura em umbiosensor SPROs resultados obtidos numeri
amente, para ambos os modos AIM e WIM, eviden
iam queas 
amadas do biosensor SPR 
ontribuem para as magnitudes totais de Sθ(T ) e Sλ(T ).Fi
ou evidente pelo estudo realizado que a abordagem proposta a
res
entou um melhorentendimento dos efeitos da temperatura no biosensor SPR, visto que anteriormente apenasvariações térmi
as na parte real da função dielétri
a do �lme �no de ouro eram 
onsideradas[90℄. Em ambos os modos de operação, a 
ontribuição da água pura é dominante, enquantoa in�uên
ia do �lme de ouro torna-se signi�
ante em baixas temperaturas. Efeitos térmi
osno polímero TOPAS podem ser desprezados para o modo AIM, mas 
ontribuem no modoWIM para baixas temperaturas.A análise teóri
a e experimental dos efeitos da temperatura ambiente em biosensoresSPR 
on�rmou a singularidade prevista na sensibilidade do dispositivo em baixas tempe-raturas [99℄. Contudo, a investigação experimental revelou uma transição lenta de 120◦para 30◦/RIU numa faixa estreita de temperatura de 15K. Esse desvio observado entre os



Capítulo 2. Fundamentos teóri
os dos biosensores SPR 45resultados teóri
os e experimentais é atribuído à presença de distorções termo-me
âni
as edeslo
amentos de todos os 
omponentes que perten
em ao dispositivo SPREETA, in
luindoo en
apsulamento epoxy, 
om a variação da temperatura. As variações termo-me
âni
assão sobrepostas e, portanto, a posição do LED, o polarizador, a posição do espelho re�etore o dete
tor luminoso mudam ligeiramente 
om a variação da temperatura. Mudanças na
ara
terísti
as de emissão do LED, variações em uma taxa dλ/dT ≈ −0.4nm/K foi obser-vada para baixas temperaturas. Tudo isso 
ontribui para distorções na propagação do feixee na leitura pela matriz dete
tora de luz, o que leva por 
onseguinte à modi�
ação do sinalde saída. Neste sentido, o biosensor SPREETA não é adequado para apli
ações em temporeal e online, a menos que 
ir
uitos de 
ompensação e/ou 
ontrole da temperatura sejamadi
ionados ao biosensor [100, 101℄. A 
omparação das sensibilidades Sθ(T ) and Sλ(T ) in-di
am que o modo WIM é ligeiramente mais vulnerável à degradação pelas �utuações detemperatura, para maiores temperatura, do que no modo AIM.Diante das 
onsiderações observadas para o teste experimental usando o SPREETA,há uma di�
uldade inerente para a 
ara
terização experimental da in�uên
ia da tempera-tura. Uma estrutura que não utilize elementos internos e 
ujo material 
onstrutivo tenhaum 
oe�
iente de dilatação térmi
a pequeno é plenamente adequada para a investigaçãoexperimental dos efeitos da variação da temperatura ambiente.As Figs. 2.17a-b esboçam a in�uên
ia da temperatura na largura de banda da 
urva SPRpara ambos os modos de interrogação. No modo AIM (Fig. 2.17a), Γθ(T ) aumenta em umapequena taxa até maiores temperaturas e apresenta saturação em torno de 360K. Variações
onsideráveis foram observadas no modo WIM, em que Γλ(T ) apresentou um máximo em
305K, a
ompanhado por uma redução de magnitude 
om o aumento da temperatura. Issotambém foi observado para o modo AIM, mas em menor es
ala. Nas Figs. 2.17a-b estão as
urvas SPR para quatro temperaturas diferentes. À medida que a temperatura aumenta,tanto o ângulo de ressonân
ia (modo AIM), quanto o 
omprimento de onda de ressonân
ia(modo WIM) têm seus valores reduzidos.Um estudo teóri
o/experimental re
ente revelou que, além da temperatura, três outrosefeitos afetam a largura de banda Γ da 
urva SPR. Esses efeitos são: a morfologia do �lme�no de ouro, o sistema de adsorção sele
ionado e um 
omponente intrínse
o, que é indepen-dente da temperatura e é en
ontrado para baixas temperaturas, próximas à temperatura
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Figura 2.17: In�uên
ia da temperatura na largura de banda da 
urva SPR para o (a)modo AIM e (b) modo WIM. Internamente, nesses grá�
os estão as 
urvas SPR para váriastemperaturas.
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os dos biosensores SPR 47absoluta (T = 0 K). A morfologia do �lme �no de ouro foi 
ara
terizado usando ummi
ros
ópio eletr�ni
o de transmissão, e o valor e�
az (rms) de ρ ≈ 4.35 nm foi en
ontradopara a rugosidade (Fig. 2.18) [87℄. Observou-se pelos 
ál
ulos e experimentos realizadosque a rugosidade tem uma boa in�uên
ia na resposta do biosensor. Dessa forma, 
uidadosno momento de fabri
ação do substrato ópti
o, 
om a 
orreta limpeza e/ou polimento sãoações ne
essárias.O estudo para os 
omponentes da temperatura e intrínse
o estendeu-se da faixa detemperatura de 20 < T > 373 K. Foi 
omprovado que a 
omposição dos 
omponentesdependentes da temperatura (ΓT ) e intrínse
o (Γintr) é dependente da espessura do �lme�no de ouro e aumenta de 1, 4 (T = 20 K) para 2, 5 (T = 273 K), 
onsiderando um
omprimento de onda da luz in
idente de 632.8 nm (Fig. 2.18). Para um 
omprimento deonda de 670 nm, houve um aumento da quantidade ΓT + Γintr 
onforme o aumento datemperatura.

Figura 2.18: Largura de banda 
al
ulada apresentando a dependên
ia 
om a temperatura,morfologia e espessura do �lme �no de ouro
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os dos biosensores SPR 482.12 Considerações �naisOs fundamentos teóri
os dos biosensores SPR, 
om as de�nições, 
ara
terísti
as de ope-ração e limitações opera
ionais, foram apresentadas neste 
apítulo. As 
ara
terísti
as, asvantagens e desvantagens de três biosensores 
omer
iais foram também des
ritas.Embora a te
nologia SPR ofereça 
ondições propí
ias para a 
onstrução de ferramentasde diagnósti
o em apli
ações TLR, as limitações apresentadas pelos biosensores 
omer
iaistornam sua realização 
ompli
ada. Neste sentido, o desenvolvimento de um dispositivoque alie as vantagens da te
nologia SPR, 
om uma estrutura de baixo 
usto, des
artável,que evite a utilização de elementos internos e, portanto, reduza a in�uên
ia dos efeitos davariação da temperatura ambiente sem a ne
essidade de utilizar 
ir
uitos de 
ontrole e/ou
ompensação é algo que vem sendo alvo de pesquisa nos últimos anos [60,61,102℄. O bio
hipópti
o SPR PPBIO é uma dessas alternativas. O próximo 
apítulo apresentará o projeto e a
onstrução do dispositivo, enquanto que o Capítulo 4 apresentará os resultados preliminares
om os bio
hips 
onstruídos.



Capítulo 3
Bio
hip SPR PPBIO: projeto e
onstrução
O bio
hip SPR PPBIO proposto neste trabalho tem uma geometria simples, possui baixo
usto e é des
artável. Pretende-se apli
á-lo também para os modos AIM e WIM. O substratoópti
o do PPBIO é um um prisma ópti
o trapezoidal que foi fabri
ado 
om o polímeroCOC (Cy
lo-ole�n Copolymer), denominado 
omer
ialmente TOPAS [93℄, usando té
ni
asde moldagem por injeção. Sobre o prisma ópti
o, uma �na 
amada de ouro (50 nm deespessura) foi depositada. O polímero TOPAS COC, aspe
tos té
ni
os e detalhes do projetodo prisma poliméri
o e da deposição do �lme �no de ouro são a seguir apresentados.3.1 Prisma ópti
o: 
onsiderações ini
iaisNesta seção serão des
ritas as 
ara
terísti
as do polímero TOPAS COC e os aspe
tos té
ni
osdo projeto do prisma ópti
o SPR.3.1.1 Polímero TOPAS COCO polímero COC é um produto amorfo, 
omposto de uma 
ombinação de norboreno e alfa-ole�na e que possui temperaturas altas de transição vítrea (a
ima de 200◦)C, em relação aoutros polímeros [93℄. Além disso, este material apresenta uma alta resistên
ia me
âni
a etransparên
ia [93, 103℄, baixa birrefringên
ia e 
ara
terísti
a hidrofóbi
a, boa estabilidade
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hip SPR PPBIO: projeto e 
onstrução 50térmi
a, resistên
ia quími
a e uma densidade baixa. O fabri
ante do polímero TOPAS COCsugere o tipo 5013 para apli
ações ópti
as. A Tabela 3.1 apresenta um quadro 
omparativode propriedades opto-me
âni
as do TOPAS 5013 
om o a
ríli
o e o poli
arbonato, que sãoos polímeros mais utilizados para 
onstrução de dispositivos ópti
os [104℄.Tabela 3.1: Quadro 
omparativo de propriedades de 
ertos polímerosPropriedade Unidade A
ríli
o Poli
arbonato TOPASCOC 5013Absorção de água % 0,3 0,2 <0,01Transmitân
ia da luz % 92,5 89 92Índi
e de refração (656,3 nm) 1,49 1,585 1,53Coe�
iente de expansão linear ◦C−1 6x10−5 7x10−5 6x10−5Birrefringên
ia nm 13 >80 14,8As propriedades ópti
as do TOPAS COC 5013 são semelhantes a dos polímeros a
ríli
oou PMMA (Poly-Methyl Metha
rylate) e do Poli
arbonato (Tabela 3.1). A absorção de águano TOPAS é menor que nos outros polímeros e a transmitân
ia da luz e a birrefringên
iasão equivalentes ao do a
ríli
o e maiores que o do poli
arbonato. O TOPAS 5013 é maisestável quimi
amente que os outros polímeros, espe
ialmente na adsorção de proteínas eoutras molé
ulas (vírus e ba
térias, por exemplo) [60, 105℄.3.1.2 Aspe
tos té
ni
os do projeto do prisma ópti
oO biosensor ópti
o SPR des
rito pela patente de Thirstrup, Zong e Ne�[75℄, publi
ada em2005, tinha os objetivos de reduzir os 
ustos de projeto e fabri
ação e aumentar a simpli
i-dade do biosensor ópti
o SPR VIR proposto em 2004 (ver Capítulo 2). A Fig. 3.1 apresentaa estrutura do biosensor des
rito pela patente. Um prisma trapezoidal é o substrato ópti
odo bio
hip. Lentes 
ilíndri
as são integradas na entrada e na saída do prisma para 
onver-gên
ia dos feixes luminosos de entrada na região sensível, 
onsiderando utilização apenas nomodo AIM. As superfí
ies in
linadas devem ser ne
essariamente espe
ulares internamente,o que permite a re�exão interna dos feixes luminosos e o 
onsequente a
oplamento fóton-plásmon na região sensível. Para o espelhamento dessas superfí
ies foram utilizadas �tas
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olantes prateadas utilizadas em automóveis. Um �lme �no metáli
o é depositado na regiãosensível sobre o prisma ópti
o. O sinal de saída é dete
tado pela 
âmera CCD e o sinalelétri
o resultante é a entrada da Unidade de Controle, Pro
essamento e Visualização. Afonte de alimentação é também mostrada.

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 houvesseapenas uma re�exão dos feixes luminosos na região sensível. Isso evitaria erros de 
apturapela 
âmera CCD, de
orrente da presença de múltiplos pontos sensíveis. Valores de h entre
1 e 3 mm foram re
omendados pelos autores da patente [75℄.
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Figura 3.2: Estrutura do prisma ópti
o SPR, apresentando os dados de projeto.O bio
hip ópti
o SPR ilustrado na Fig. 3.1 foi projetado e realizado neste trabalho. AFig. 3.2 ilustra os detalhes do prisma ópti
o, 
om as dimensões e o traçado ideal dos feixesluminosos da entrada à saída, na 
ondição de re�exão interna total. Sobre o prisma ópti
ohá um �lme �no de ouro de 50 nm.A estrutura do prisma proposto pela patente de Thirstrup, Zong e Ne�[75℄ (Fig. 3.1)foi modi�
ada. Lentes 
ilíndri
as externas foram es
olhidas, exatamente pela di�
uldade defabri
ar lentes 
ilíndri
as integradas ao prisma, 
omo foi sugerido também pelos autores dapatente. Com esta nova 
on�guração, o feixe luminoso de entrada sofre um desvio maior doque teria 
om as lentes integradas e o efeito de dispersão da luz no dete
tor ópti
o torna-semaior. Assim, 
onforme as dimensões da lente 
ilíndri
a e das posições dos 
omponentesópti
os externos, a o
orrên
ia de re�exão interna total, a fo
alização dos feixes luminosos nopontoA e, 
onsequentemente, a o
orrên
ia do fen�meno SPR pode ser 
omprometida. Nestesentido, um estudo 
omputa
ional, usando um programa de traçado de raios, é ne
essáriopara observar o 
aminho ópti
o per
orrido pelos feixes luminosos de entrada e avaliar asdimensões e distân
ias dos 
omponentes ópti
os ao prisma ópti
o.A utilização de lentes 
ilíndri
as é válida para operação no modo AIM. Todavia, diferen-temente do proposto pela patente [75℄, o PPBIO pode operar também no modo WIM. Neste
aso, as lentes 
ilíndri
as são removidas e feixes 
olimados de entrada atingem a superfí
iein
linada do prisma ópti
o.3.1.3 Projeto do prisma ópti
o SPRCom a estrutura do prisma ópti
o SPR mostrada na Fig. 3.2, os seguintes aspe
tos deprojeto foram 
onsiderados:
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linação das paredes laterais α (Fig. 3.2) de�ne o ângulo de ressonân
ia,de a
ordo 
om a igualdade θRES = 2 · α [106℄. Conforme resultados de 
ál
ulosnuméri
os para um biosensor SPR de três 
amadas (TOPAS, �lme �no de ouro eágua) usando as equações de Fresnel [90℄, a 
urva SPR 
om as melhores 
ara
terísti
as(posição de ressonân
ia, largura de banda e assimetria) o
orre no ângulo de 68◦. Essefoi o ângulo es
olhido e, portanto, o ângulo de in
linação α é 34◦.- O 
omprimento de onda de ressonân
ia es
olhido foi de 670 nm. Esse valor de 
ompri-mento de onda foi es
olhido baseado no estudo de sensibilidade des
rito no Capítulo 2,onde foi observado que uma ampla faixa dinâmi
a (índi
es de refração na faixa de 1, 3a 1, 38) e bons valores de sensibilidade nos modos AIM e WIM foram obtidos usandoesse 
omprimento de onda (ver página 39) [60, 103℄;- De a
ordo 
om as re
omendações en
ontradas em [75℄, a altura hp deve ser pequena(Fig. 3.2). O valor de 3 mm, re
omendado pelos autores da patente [75℄, foi es
olhido.Os valores obtidos por simulação 
on�rmaram as hipóteses supra
itadas, 
onformeserá mostrado a seguir.Com base nestes valores de parâmetros e usando a estrutura da Fig. 3.2, os valores dos
omprimentos L e l foram determinados usando as seguintes relações:
L = 2

[

h

2

1

tanα
+

h

2

1

tan 90◦ − θ
+ h tan θ

] (3.1)e
l = 2

[

L −
3

tan α

] (3.2)Os valores resultantes dos 
ál
ulos e os demais parâmetros do prisma ópti
o SPR sãoindi
ados na Fig. 3.3, que ilustra a seção longitudinal do prisma e a vista superior doprisma, 
onsiderando uma largura de 20 mm.3.2 Simulações ópti
asUm programa de traçado de raios (ray tra
ing) permite realizar a geometria de uma deter-minada estrutura ópti
a. Nas simulações ópti
as, a fonte luminosa é normalmente mono-
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Figura 3.3: Seção longitudinal e vista superior do prisma, 
om os valores das dimensões
al
ulados.
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romáti
a, sendo permitido ao usuário alterar seus parâmetros, tais 
omo o 
omprimentode onda, abertura do feixe, quantidade de raios a serem visualizados e utilizados nos 
ál-
ulos1. Os 
omponentes ópti
os podem ser rota
ionados e deslo
ados. Ban
os de dadosde materiais ópti
os podem ser utilizados para 
onstruir determinado 
omponente ópti
o.O resultado �nal das simulações é o traçado de raios e a análise é feita normalmente porinspeção visual. É possibilitado também fazer o 
ál
ulo da potên
ia luminosa, 
onstruirdispositivos multi-
amadas, entre outras tarefas.As simulações ópti
as realizadas 
om o prisma ópti
o da Fig. 3.2 tiveram os seguintesobjetivos:- Observar e analisar o 
aminho ópti
o seguido pelos raios luminosos de entrada nointerior do prisma ópti
o;- No 
aso AIM, analisar se o fo
o do sistema ópti
o en
ontrava-se na região sensível dosensor SPR;- No 
aso WIM, observar os efeitos do alargamento do feixe de entrada na geração deregiões sensíveis;- Espe
i�
ar a lente 
ilíndri
a adequada.O programa utilizado foi o OSLO Premium, que possui uma interfa
e amigável e 
omfa
ilidade na programação [88℄. O prisma ópti
o e os demais 
omponentes foram 
onstruídosno programa e a disposição dos mesmos é mostrada na Fig. 3.4a. Nesta �gura, há umadistân
ia D entre a lente 
ilíndri
a e o prisma ópti
o. O dete
tor ópti
o foi representadosimboli
amente por um anteparo. Essa representação é válida apenas para o modo AIM.No 
aso WIM, a lente 
ilíndri
a não está presente.3.2.1 Projeto da lente 
ilíndri
aA lente 
ilíndri
a plano-
onvexa 
onverge os feixes luminosos de entrada, de modo que ofo
o en
ontre-se no ponto A (Fig. 3.2). Ela é utilizada apenas para o modo AIM. A lente1Os 
ál
ulos usam elementos de Ópti
a Geométri
a. O Apêndi
e B apresenta noções de ópti
a geomé-tri
a, além de detalhes adi
ionais do traçado de raios e outros 
on
eitos apresentados neste 
apítulo
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ilíndri
a possui os seguintes parâmetros a serem espe
i�
ados (Fig. 3.4b): o fo
o f , o raiode 
urvatura R; a espessura t; o 
omprimento L; e a altura H . A lente es
olhida é feita
om o vidro tipo BK7, 
uja faixa de operação varia de 350 nm a 2 µm [107℄. Os valores deR e t foram en
ontrados pelas simulações realizadas.

Figura 3.4: (a) Disposição espa
ial do prisma e demais 
omponentes ópti
os utilizados nassimulações; (b) Lente 
ilíndri
a plano-
onvexa, apresentando os parâmetros de projeto.
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onstrução 573.2.2 Resultados e análise das simulaçõesCaso AIMNesse modo de interrogação, uma fonte de raios luminosos 
oerentes 
om freqüên
ia de 670nm foi utilizada. A uma 
erta distân
ia D da lente L en
ontra-se o prisma ópti
o projetado.O feixe luminoso atinge a superfí
ie lateral de entrada do prisma que é espelhada [108℄. Apósessa in
idên
ia, os feixes são re�etidos, baseados na o
orrên
ia do fen�meno de re�exãointerna total, e atingem a superfí
ie lateral de saída (também espelhada) e, então, saem doprisma. A prin
ípio, o fo
o deveria estar 
entrado na região sensível do bio
hip.A lente 
ilíndri
a plano-
onvexa apresenta duas dimensões que in�uen
iam na posiçãodo fo
o. O primeiro parâmetro é o raio de 
urvatura R (Fig. 3.4). Várias simulações foramrealizadas 
om R variando de 8 a 14 mm. Essa faixa 
orresponde à faixa de variação de R no
atálogo Thorlabs [109℄ para lentes 
ilíndri
as plano-
onvexas. Na Fig. 3.5, para valores deR menores que 11, 2 mm2, o fo
o en
ontrava-se à esquerda do ponto A. Enquanto que, paravalores de R maiores que 11, 2 mm, o fo
o deslo
ava-se para a direita do ponto desejado.O segundo parâmetro da lente 
ilíndri
a in�uente na fo
alização dos feixes luminososde entrada é a espessura t [109℄. Variou-se t de 2 a 8 mm, 
onforme 
onsulta ao 
atálogoThorlabs [109℄. Observa-se através dos resultados obtidos pelas simulações (Fig. 3.6) que ofo
o deslo
a-se da direita para a esquerda do ponto A, à medida que a espessura aumenta.Para uma espessura de aproximadamente 4 mm, o fo
o é lo
alizado no ponto desejado.Nas simulações envolvendo a variação de R foi usada uma espessura de 4 mm, e no 
asodas simulações referentes à variação de tc foi usado um raio de 
urvatura igual a 11, 0 mm.Veri�
ou-se que uma variação de pou
os milímetros nos valores de R e tc propor
ionam umefeito relativamente expressivo na lo
alização do fo
o e, 
onseqüentemente, no desempenhodo prisma ópti
o. O efeito foi mais apre
iado na variação de R.Considerando as 
ondições apresentadas nas simulações a lente 
ilíndri
a plano-
onvexaLJ1638L1 foi a que mais se aproximou dos valores de R e t 
al
ulados pelas simulações [109℄.Os valores dos parâmetros da lente es
olhida são:- Altura H = 12, 5 mm2Esse valor foi en
ontrado após várias simulações no intuito de obter o fo
o no ponto A
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R = 11.2 mm

R= 14 mm

R= 8 mm

Figura 3.5: Efeitos da variação do raio de 
urvatura da lente 
ilíndri
a no ponto de fo
ali-zação do biosensor SPR. São mostrados os resultados para três diferentes raios R.
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Figura 3.6: Efeitos da variação da espessura da lente 
ilíndri
a na fo
alização dos feixesluminosos de entrada. São mostrados os resultados para três diferentes espessuras t
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Figura 3.7: Efeitos da variação da posição da lente 
ilíndri
a na horizontal, 2 mm para adireita (a) e 2 mm para a esquerda (b)
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D = 0 mm

D= 5 mm

D= 7 mmD= 7 mmFigura 3.8: Efeitos da variação da distân
ia D da lente 
ilíndri
a ao prisma
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o f = 20 mmOs valores de R e t 
al
ulados são diferentes daqueles obtidos pelo 
atálogo. Todavia,para 
on�rmar a análise feita, o restante das simulações foi desenvolvida usando os valoresde R igual a 11, 5 mm e t igual a 3, 9 mm.Observou-se também que a alteração da posição do fo
o dependia da posição da lente
ilíndri
a. Para deslo
amentos horizontais, isso é mostrado na Fig. 3.7, de 2 mm à direita(Fig. 3.7a) e à esquerda (Fig. 3.7b).A variação da distân
ia D, deslo
amento verti
al da lente 
ilíndri
a, provo
a tambémdeslo
amento do fo
o, 
onforme é mostrado na Fig. 3.8. Observa-se que à medida que adistân
ia aumenta, o ponto de fo
alização deslo
a-se da direita para a esquerda, sendo quepara um valor de 5 mm o fo
o en
ontra-se no ponto desejado.Após os resultados ilustrados para a variação da posição horizontal e verti
al da lente
ilíndri
a, foi observado que a diferença nos valores de R e t não teve um efeito signi�
ativono traçado de raios no interior do prisma e fo
alização no ponto A.Modo de interrogação espe
tralSem a lente 
ilíndri
a de entrada, feixes de luminosos de entrada, paralelos entre si, sãoutilizados e, portanto, simulações para o modo WIM puderam ser realizadas.Devido à ausên
ia de opções do programa OSLO para o modo WIM, apenas o efeito daabertura do sistema ou EBR (Entran
e Beam Radius) foi simulada. Essa abertura podeser 
ontrolada na práti
a por um diafragma. EBR foi variado de 0, 5 a 3 mm. Para alguns
omprimentos de onda variando de 500 a 800 nm (dentro da faixa visível), feixes luminososforam gerados pelo programa e in
idiram na entrada do prisma poliméri
o. Observou-seque o aumento do valor de EBR produziu o espalhamento dos raios na superfí
ie superiordo prisma. Essa 
ara
terísti
a observada pode ser uma ótima indi
ação para a existên
ia
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Figura 3.9: Efeitos da abertura do sistema (EBR) num biosensor SPR no modo WIM.
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onstrução de biosensores SPR 
om mais deum ponto sensível.Considerações �nais das simulações ópti
asAs simulações ópti
as realizadas Seja o ponto A, que é o fo
o desejado para os feixes lumi-nosos in
identes, lo
alizado pelas 
oordenadas (x,y), 
onforme é ilustrado na Fig. 3.2. Ain�uên
ia da variação do raio de 
urvatura e da espessura da lente 
ilíndri
a e da distân
iaD pode ser medida veri�
ando o deslo
amento da posição do fo
o. Considerando os testesrealizados, as Tabelas 3.2, 3.3 e 3.4 apresentam as posições (x,y) do fo
o deslo
ado. Há umamaior sensibilidade na variação do raio de 
urvatura e da distân
ia D. Os valores es
olhidossão desta
ados em negrito. Cuidados tem que ser tomados para reduzir o efeito dessasvariações no fun
ionamento do prisma.Tabela 3.2: Valores da posição (x,y) do fo
o em relação ao raio de 
urvatura R da lente
ilíndri
a R (mm) x(mm) y(mm)
8 5, 3 0, 3

9 6, 7 1

10, 8 9, 6 211,2 10 2, 2

12 11, 9 1, 6

13 13, 5 1

14 15 0, 3Tabela 3.3: Valores da posição (x,y) do fo
o em relação à espessura t da lente 
ilíndri
at(mm) x(mm) y(mm)
2 11, 2 1, 94 10 2, 2

6 9, 8 2

8 9 1, 8
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onstrução 65Tabela 3.4: Valores da posição (x,y) do fo
o em relação à distân
ia DD(mm) x(mm) y(mm)
1 12, 5 1, 4

2 11, 7 1, 6

3 11, 4 1, 8

4 10, 7 25 10 2, 2

6 9, 7 2

7 9, 5 1, 73.3 Fabri
ação dos prismas ópti
osO método de moldagem por injeção é o mais utilizado para fabri
ação de 
omponentesópti
os, 
omo lentes e prismas [104, 110℄. Ele utiliza um pro
esso de moldagem 
í
li
o e éideal para materiais termoplásti
os, 
omo o polímero TOPAS COC [110℄.A fabri
ação dos 
omponentes ópti
os envolve várias tarefas, 
omo: a 
onstrução depla
as usadas para injeção e extração do polímero; 
onstrução de elementos para resfria-mento e extração dos 
omponentes ópti
os do molde; 
onstrução do molde que 
ontém a (s)
avidade (s), onde está gravado o per�l das peças ópti
as a serem produzidas [111℄. Dessasetapas, a fabri
ação do molde é a mais importante etapa no método de moldagem.A des
rição da fabri
ação do molde para os prismas poliméri
os SPR será apresentadonesta seção. Primeiramente, serão des
ritos alguns aspe
tos té
ni
os importantes para afabri
ação: a operação de uma máquina de injeção, modos de fabri
ação das pla
as deinjeção e extração e efeitos asso
iados à moldagem de 
omponentes ópti
os.3.3.1 Moldagem por injeçãoUma máquina de moldagem por injeção é dividida em duas partes (Fig. 3.10): uma parte�xa ou de extração e uma parte móvel ou de injeção. O molde 
om o per�l das peças aserem fabri
adas, en
ontra-se no limite dessas duas partes (Fig. 3.10). Os grãos de polímerosão inseridos no funil e são 
onduzidos ao 
ilindro de injeção. Neste 
ilindro, há uma ros
a
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ias elétri
as. O material é fundido e o �uido resultante é 
onduzido pela ros
a deinjeção ao molde. O �uido poliméri
o entra na 
avidade do molde e, no mesmo instante,a parte extratora é deslo
ada pressionando o material fundido. Dutos de resfriamentoexistem para solidi�
ar o material e após alguns segundos (esse tempo depende dos dadosdo fabri
ante e da apli
ação [104℄), as partes móvel e �xa são distan
iadas novamente e aspeças fabri
adas são extraídas.

Figura 3.10: Estrutura de uma máquina de moldagem por injeção, onde as temperaturas
ríti
as são apresentadas.Na operação de uma máquina de injeção, alguns parâmetros são determinantes para pro-pi
iar uma boa qualidade das peças fabri
adas [104, 112℄: tempo e temperatura de injeção,temperatura do molde e do material injetado, pressão de injeção e tempo de resfriamento[112℄. Embora as re
omendações do fabri
ante sejam seguidas para a espe
i�
ação dessesparâmetros, a 
ontração e a birrefringên
ia impõem restrições à qualidade das peças fabri-
adas.ContraçãoA 
ontração (shrinkage) é um efeito da variação da densidade do polímero e, de forma
orrespondente, das dimensões da peça injetada 
om a variação de temperatura ao longo dopro
esso de moldagem por injeção. A 
ontração normalmente é medida pelo 
hamado fatorde 
ontração da moldagem e é geralmente um número na faixa de 2/1000 a 20/1000 ou 0, 2a 2%, respe
tivamente [113℄.
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ação é umadas 
ausas prin
ipais da 
ontração. Outra 
ausa está asso
iada às variações �uido-dinâmi
asdo material ao longo da máquina injetora, desde a alimentação dos grãos e fusão até asolidi�
ação e saída do produto �nal. Para a maioria dos polímeros, o fator de 
ontraçãovaria na faixa de 0, 2% a 1%. O polímero TOPAS 5013 tem o fator de 
ontração igual a
0, 5%.Para à redução da 
ontração, as seguintes ações são re
omendadas [114℄:- Reduzir a temperatura de injeção material e do molde;- A pressão de injeção deve ser aumentada;- Deve ser reduzida a quantidade de material a ser injetada;- Aumentar a velo
idade de injeção;- Aumentar o tempo de molde fe
hado e a saída de ar da 
avidade.Birrefringên
iaA birrefringên
ia é a de
omposição de um feixe luminoso em dois 
omponentes, 
hamadosordinário e extraordinário, quando ele passa através de um material opti
amente aniso-trópi
o3 [115℄. O polímero TOPAS COC pode ser sujeito ao efeito da birrefringên
ia nopro
esso de moldagem por injeção, devido a orientação das 
adeias do polímero o que tornao material anisotrópi
o. Quando a orientação das 
adeias internas do polímero é aleatória,o material é isotrópi
o e o efeito birrefringente não está presente [116℄.Boa parte dos fabri
antes de dispositivos ópti
os, 
omo lentes e prismas, usam o métodode re
ozimento (annealing) do material, após a fabri
ação das peças, para desordenar as
adeias internas do polímero e, assim, reduzir ou eliminar o efeito birrefringente. Por outrolado, esse método eleva o 
usto e o tempo de pro
essamento [116℄. Outras té
ni
as alter-nativas vem sendo apresentadas para eliminar/
ompensar o efeito da birrefringên
ia numpolímero [104, 116�118℄: 
o-polimerização rand�mi
a; dopagem 
om molé
ula anisotrópi
a;adição de 
ristal birrefringente; a união de polímeros diferentes durante o pro
esso de mol-dagem; e a in
lusão de um material 
om birrefringên
ia negativa. Este último método foi3Material que não possui o mesmo índi
e de refração em todo o seu volume
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ontrolar a birrefringên
ia em polímeros COC, 
omo é o 
aso do TOPASutilizado neste trabalho [118℄.Uma estrutura simples que pode ser utilizada para a medição da birrefringên
ia é a 
aixade luz (light box ), em que lâmpadas e dois polarizadores são utilizados.3.3.2 Construção dos moldes dos prismas poliméri
osDois moldes de materiais diferentes, bronze e aço, foram 
onstruídos para a fabri
ação dosprisma poliméri
os SPR. Em ambos os moldes, o ângulo das superfí
ies in
linadas deveriaser pre
isamente 34◦. Todavia, uma pequena 
urvatura das bordas, algo normal em injeçãode peças desse tipo, poderia o
orrer sem prejuízo para a qualidade do prisma.O per�l do molde de bronze apresenta uma 
avidade 
om 10 mm de largura, 
onformeé ilustrado na Fig. 3.11. O molde de bronze tem um furo para injeção (Fig. 3.11), queé lo
alizado no meio da 
avidade. A parte superior do 
avidade foi 
onstruída de aço epode ser desta
ada do molde, o que fa
ilita o polimento e possíveis reparos. As superfí
iesin
linadas na 
avidade não são tão fá
eis de serem polidas e são feitas em bronze. A pla
ade extração que 
ompleta o molde da Fig. 3.11 também foi 
onstruída de bronze.O molde de aço possui três 
avidades, 
om 20 mm de largura 
ada. O aumento dalargura, em relação ao molde de bronze, visou, prin
ipalmente, fa
ilitar o a
oplamento deuma 
élula de �uxo à região superior do prisma. O aumento da quantidade de 
avidadesaumenta a quantidade de peças produzidas por 
i
lo de injeção. Furos adi
ionais pararetirada do ex
esso de polímero também foram a
res
entadas para 
ada 
avidade, o queauxilia o 
ontrole da 
ontração das peças fabri
adas.Para ambos os moldes, as re
omendações do fabri
ante [103℄ para as temperaturas,pressão e velo
idade a serem usadas na operação da máquina de injeção (Fig. 3.10) são:- TF = 100◦C- T1 = 230 − 260◦C- T2 = 240 − 270◦C- T3 = 250 − 280◦C
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.Figura 3.11: (a) Molde de bronze 
om um ponto de injeção; (b) Ampliação da 
avidade doponto de injeção.
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Figura 3.12: Blo
o de aço da parte extratora, onde são apresentadas as três 
avidades e ospontos de injeção e retirada de ex
esso do polímero e ampliação de uma 
avidade.- T4 = 260 − 290◦C- TN = 240 − 300◦C- TM = 240 − 300◦C- Temperatura de moldagem TD = 95 − 125◦C- Pressão de injeção PSP = 500 − 1100 bar- Velo
idade de injeção = 50 − 150 mm/s- Tempo de injeção = 10 sEmbora essas re
omendações tenham sido levadas em 
onsideração para 
on�guraçãoda máquina de injeção utilizada, a mesma possuía apenas três pontos de inferên
ia datemperatura. Todavia, os valores utilizados estiveram, aproximadamente, dentro das faixasde temperatura.Nos moldes 
onstruídos, as superfí
ies laterais e as superfí
ies do topo e base forampolidas. Duas etapas de polimento foram usadas: a primeira usou lixas 
onven
ionais 
om
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onstrução 71baixa abrasividade (tipo 1000 e 1200); a segunda usou pó de diamante. Com esse polimento,as tensões super�
iais e o 
onsequente aumento da 
ontração dos prismas fabri
ados podeser evitado.Com a 
onstrução dos blo
os 
omponentes das partes de extração e injeção, 
onformeexpli
ação pre
edente, uma máquina injetora 
onven
ional, de uma empresa em CampinaGrande (USIMOLDES), foi utilizada para a 
onstrução do prismas ópti
os.3.3.3 Fabri
ação dos prismas poliméri
osOs prismas ópti
os fabri
ados 
om o molde de bronze têm uma largura de 10 mm (Fig.3.11b). A presença de apenas um furo de injeção produziu a
úmulo de material no momentoda extração da peça. Isso propi
iou a presença de �ssuras e bolhas em alguns prismasópti
os fabri
ados, 
onforme pode ser visto na Fig. 3.13a. Imagens usando um mi
ros
ópiobiológi
o (
on�gurado 
om a maior ampliação) do prisma da Fig. 3.13a foram realizadase uma delas é ilustrada na Fig. 3.13b. Para 
omparação da rugosidade da superfí
ie etransparên
ia foi 
oletada uma imagem de uma pla
a de vidro transparente (Fig. 3.13
).Quanto à rugosidade, a superfí
ie do prisma, aparentemente, apresenta uma rugosidadebaixa. A transparên
ia observada do prismas é alta.Um total de 20 prismas foram fabri
ados 
om 
er
a de 400 g de material. Portanto,
ada prisma tem um peso aproximado de 2 g.Na fabri
ação dos prismas 
om o molde aço, um melhor 
ontrole das variáveis do pro
essode moldagem foi providen
iado, 
om vistas a melhoria da qualidade da superfí
ie do prisma,e pro
urando evitar bolhas e �ssuras nos prismas fabri
ados. Um total de 100 prismasforam fabri
ados 
om 
er
a de 300 g de material. Dessa forma, 
ada prisma tem um pesoaproximado de 3, 0 g para 
ada prisma ópti
o. Perdas existiram no to
ante à limpeza do
anhão de injeção, pelo fato da máquina de injeção ser utilizada na produção de outraspeças plásti
as de diferentes tonalidades.A foto do prisma polido é mostrado na Fig. 3.14a. Diferentemente da imagem apre-sentada na Fig. 3.13a, não há a presença de �ssuras nem bolhas na estrutura super�
ialdo prisma. Imagens mi
ros
ópi
as do prisma fabri
ado também foram retiradas usando omi
ros
ópio biológi
o. Assim 
omo no 
aso do prisma da Fig. 3.13, quando 
omparada 
om
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.Figura 3.13: (a) Foto do prisma fabri
ado, desta
ando as �ssuras e bolha presentes; (b)Imagem mi
ros
ópi
a da superfí
ie superior do prisma; (
) Imagem mi
ros
ópi
a de umvidro polido (imagem de referên
ia).
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onstrução 73a amostra de vidro, a rugosidade é baixa e a transparên
ia é alta.A qualidade boa dos prismas ópti
os foi desejada na fabri
ação dos mesmos 
om osmoldes de bronze e aço. Após a fabri
ação, alguns pro
edimentos foram utilizados parareduzir possíveis imperfeições e sujeiras na superfí
ie superior do prisma. O objetivo foitornar essa superfí
ie o mais suave e limpa possível, pois a mesma seria 
oberta 
om um�lme �no de ouro de 50 nm.3.3.4 Pré-tratamento dos prismas fabri
adosOs prismas fabri
ados 
om os moldes de bronze e aço foram submetidos a um pré-tratamentome
âni
o e quími
o antes da deposição do �lme �no de ouro. Essas etapas de polimentoe limpeza foram utilizadas para reduzir/eliminar imperfeições existentes na fabri
ação dosprismas ópti
os, 
omo resquí
ios de material na superfí
ie e sujeiras super�
iais.O óxido de alumínio (alumina) 
omo material abrasivo e uma lixadeira 
onven
ionalforam utilizados para o polimento. O tempo de polimento de 
ada prisma foi de 
in
ominutos, aproximadamente, 
om uma velo
idade de rotação baixa da lixadeira, em torno de
100 rpm. Após o polimento, os prismas foram 
uidadosamente imersos dentro de uma 
ubaultra-s�ni
a 
om solução de etanol (90%) por, aproximadamente, 2 minutos. O objetivo eralimpar a superfí
ie dos prismas, retirando gorduras e impressões digitais presentes.Após essas etapas, os prismas foram 
obertos 
om �lme �no de ouro.3.3.5 Deposição do �lme �no de ouroPara a deposição (
obertura) de �lmes �nos metáli
os em biosensores SPR, os métodos deEvaporação e Pulverização Catódi
a (Sputtering) são os mais utilizados [22℄. O métodode pulverização 
atódi
a apresenta vantagens sobre o método de evaporação [119�121℄: adeposição é uniforme; há um melhor 
ontrole dos parâmetros do pro
esso; há a possibilidadede monitorar as propriedades do �lme �no; e a deposição de várias 
amadas num mesmosubstrato é possível. A pulverização 
atódi
a 
onsiste no bombardeamento de partí
ulas
arregadas (íons de Arg�nio, normalmente) em um alvo sólido, que 
ontém a substân
ia(metal) a ser depositada no substrato. Esse bombardeamento o
asiona o desprendimentode átomos do metal e 
ria um plasma gasoso eletrizado e a baixa pressão. Os átomos des-
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.Figura 3.14: (a) Foto do prisma fabri
ado; (b) Imagem mi
ros
ópi
a da superfí
ie superiordo prisma; (
) Imagem mi
ros
ópi
a de um vidro polido (imagem de referên
ia).
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onstrução 75prendidos são progressivamente depositados no substrato. Dependendo da 
orrente elétri
adas partí
ulas 
arregadas e o tempo de deposição possibilitam estimar a espessura do �lme�no metáli
o. Mi
ro-balanças de 
ristal de quartzo (QCM -Quartz Crystal Mi
robalan
e) emi
ros
opia eletr�ni
a de transmissão e força at�mi
a são utilizados para analisar o �lmemetáli
o depositado.Um equipamento de 
obertura usando pulverização 
atódi
a da empresa EMITECH[122℄, modelo K550X, foi utilizado para a deposição de 50 nm de ouro sobre os prismasópti
os fabri
ados. Esse equipamento perten
e ao Departamento de Engenharia de Materiaisda Universidade Federal da Paraíba (João Pessoa). No pro
esso de deposição, a pressão dearg�nio foi de 4 psi ou 0, 3 bar, aproximadamente. A 
on�guração do equipamento, 
ujafoto é mostrada na Fig. 3.15, é bastante simples. É ne
essário apenas que a pressão dová
uo seja ajustada para 1x10−1 mbar e que sejam espe
i�
adas a 
orrente de geração doplasma ou 
orrente de deposição e o tempo de permanên
ia do prisma ópti
o na 
âmara devá
uo. Esse tempo é rela
ionado à 
orrente do plasma e à espessura do �lme �no de ouroatravés da 
urva mostrada na Fig. 3.16.A 
orrente de deposição foi espe
i�
ada de a
ordo 
om a Fig. 3.16. O valor de 
orrentede 35 mA foi utilizado que 
orresponde a taxa de deposição nominal de 10 nm/min. Oequipamento possui uma restrição de tempo de 4 min. Dessa forma, duas interações de 2, 5min 
ada foram utilizadas para produzir �lmes �nos de ouro 
om 50 nm de espessura.Para os moldes de bronze e aço, 20 prismas de 
ada foram 
obertos 
om o �lme �no deouro de 50 nm.3.4 Comentários FinaisAs 
ara
terísti
as de projeto e fabri
ação do bio
hip proposto foram apresentadas neste 
apí-tulo. O prisma poliméri
o possui geometria simples, é des
artável e de baixo 
usto. Alémdisso, não possui elementos me
âni
os rotativos, nano-
omponentes internos (
omo as gratí-
ulas de difração holográ�
as), e elementos eletro-ópti
os integrados. Um pré-tratamentome
âni
o e quími
o foi realizado nos prismas ópti
os fabri
ados 
om moldes de bronze eaço. Cer
a de 40 prismas foram 
obertos 
om 50 nm de ouro.O próximo 
apítulo apresentará os testes preliminares realizados 
om os bio
hips PPBIO.
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Figura 3.15: Sputtering utilizado na deposição do �lme �no de ouro.

Figura 3.16: Curva utilizada na deposição do �lme �no de ouro.



Capítulo 3. Bio
hip SPR PPBIO: projeto e 
onstrução 77Plataformas de testes foram montadas uni
amente para esses testes, usando elementos óp-ti
os de a
oplamento, fontes e dete
tores ópti
os e um sistema eletr�ni
o de pro
essamentoe visualização de dados. Os resultados dos testes e as dis
ussões asso
iadas também serãoapresentados.



Capítulo 4
Testes experimentais: resultados edis
ussões
Considerando os 
ritérios de projeto dos moldes apresentados no 
apítulo anterior, PPBIOsforam fabri
ados usando o pro
esso de moldagem por injeção. Sobre a região 
entral su-perior do prisma foram depositados �lmes �nos de ouro de 50 nm e os 
hamados bio
hipsforam então desenvolvidos. Esses bio
hips foram adi
ionados a duas plataformas de testes,uni
amente desenvolvidas para os testes preliminares nos modos de interrogação AIM eWIM. Nestas plataformas, não havia quaisquer me
anismos de manipulação mi
ro�uídi
a,
omo 
élula de �uxo e bomba peristálti
a e o pro
esso de adição dos analitos utilizados foirealizado pelo gotejamento da solução aquosa na região sensível do bio
hip SPR. O obje-tivo prin
ipal desses testes preliminares foi 
omprovar a o
orrên
ia do fen�meno SPR, ouseja, 
onsiderando as 
ondições propí
ias de o
orrên
ia do fen�meno, 
omo apresentadas noCapítulo 2, veri�
ar no dete
tor ópti
o (Câmera CCD ou Espe
tr�metro) a re�etividademínima na 
urva SPR. Consequentemente, outro objetivo foi observar o deslo
amento daposição de ressonân
ia 
om a exposição do bio
hip fabri
ado a diferentes índi
es de refração.Os dispositivos 
omponentes das plataformas de testes, para geração e dete
ção dosfeixes luminosos in
identes e de pro
essamento do sinal, serão apresentados. Os resultadospreliminares e dis
ussões asso
iadas também serão apresentadas, 
onsiderando três soluçõesaquosas 
omo analitos. Ambas as plataformas de testes tiveram 
omponentes de 
onexãosimples e de relativo baixo 
usto, forne
idos pela empresa Thorlabs [107℄.
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ussões 794.1 Plataformas de testes experimentais4.1.1 Modo de Interrogação Espe
tralO diagrama de blo
os da plataforma de testes utilizada no modo WIM é ilustrada naFig. 4.1a, enquanto uma foto dessa plataforma é apresentada na Fig. 4.1b. A seguir sãoapresentados detalhes dos elementos eletro-ópti
os que 
ompõem essa plataforma.Diodo de luz bran
aA fonte de entrada poli
romáti
a é um diodo de luz bran
a tipo Luxeon Star - WhiteLambertian, fabri
ado pela Philips Lumileds [123℄. A distribuição espe
tral do sinal desaída desse diodo é mostrada na Fig. 4.2 [123℄. É um LED produzido a partir de umLED azul InGaN (Indium Gallium Nitride) que, devido a deposição de fósforo de diferentes
ores, produz a luz bran
a [124℄. Possui alto brilho e gera até 45 lm de luminosidade parauma 
orrente máxima de 350 mA. Possui um substrato de alumínio, o que permite umaboa dissipação de 
alor, reduzindo as exigên
ias de 
ontrole de temperatura. Possui umae�
iên
ia de energia bem maior que a maioria das lâmpadas halógenas, que são normalmenteusadas na literatura 
omo fontes poli
romáti
as de biosensores SPR, e uma vida útil emtorno de 100 mil horas. Embora as fontes halógenas possuam uma resposta mais plana aolongo do espe
tro visível, 
omparativamente a do diodo de luz bran
a (Fig. 4.2), o 
ustodessas lâmpadas é bem maior e o tempo de vida útil é menor. Além disso, o diodo de luzbran
a agrega outros benefí
ios tais 
omo maior sensibilidade, maior robustez e tamanhoreduzido.Polarizador, lente 
olimadora e diafragmaDiferentemente do 
aso da fonte mono
romáti
a, um diodo de luz bran
a não é polarizado.Neste 
aso, um polarizador é ne
essário para que apenas feixes p-polarizados atinjam aregião sensora e assim promovam a o
orrên
ia do fen�meno SPR. Além do �ltro polarizador,uma lente 
olimadora e um diafragma foram também utilizados para tornar paralelos entresi os feixes luminosos in
identes e restringir a luminosidade de entrada, respe
tivamente.
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Figura 4.1: Estrutura da plataforma de testes utilizada para o modo WIM, apresentando (a)o diagrama de blo
os e (b) uma foto 
om os elementos utilizados para geração e adequaçãodos feixes luminosos, a �bra ópti
a. Na foto, o espe
tr�metro não é ilustrado.
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Figura 4.2: Distribuição espe
tral do sinal de saída do diodo de luz bran
a utilizado nosexperimentos.Espe
tr�metroO dete
tor óti
o usado no modo WIM foi o espe
tr�metro USB4000-VIS-NIR da empresaO
ean Opti
s [125℄. Ele possui um 
hip CCD de 3648 pixels, 
om alta relação sinal-ruído[125℄ e que pode ser utilizado dentro da faixa de 
omprimento de onda de 350 a 1000 nm.É possível, assim 
omo no 
aso da 
âmera CCD já des
rita, realizar interfa
es em outrasplataformas, tais 
omo C++, Java e LABVIEW, onde todos os re
ursos do instrumento sãoa
essíveis.Assim 
omo no 
aso da 
âmera CCD, o usuário do espe
tr�metro es
olhido pode alterarparâmetros que estão intimamente rela
ionados 
om as �guras de mérito de um biosensorSPR, espe
ialmente a relação sinal-ruído e a sensibilidade refratométri
a. Os parâmetrossão:- Box
ar Width: este parâmetro 
ontrola o agrupamento dos quadros de imagem, per-mitindo a retirada de 
omponentes harm�mi
os de alta ordem e, 
onsequentemente,o aumento da relação sinal ruído. Estes 
omponentes estão presentes no sistema de-vido a falhas de dete
ção da matriz CCD, à variação da 
orrente do diodo laser, entre
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ussões 82outras razões [56, 80℄. Quanto maior o Box
ar Width, maior é a relação sinal-ruído.Todavia, se quadros demais forem agrupados isso pode a
arretar perda do sinal e,
onsequentemente, redução de desempenho. Para os testes realizados, box
ar Widthfoi igual a 40;- Tempo de integração: quanto maior for o tempo de integração, maior será a relaçãosinal-ruído. Contudo, o aumento do tempo de integração o
asiona aumento na ma-gnitude da re�etividade do sinal de saída [107℄. Esse parâmetro também deve ser bemes
olhido para evitar redução de desempenho do bio
hip. Para a maioria dos testesrealizados, o tempo de integração utilizado foi de 150000µs;- Times to average: o aumento desse parâmetro também aumenta a relação sinal-ruído.Para os testes realizados, esse parâmetro teve o valor de 5.4.1.2 Modo de Interrogação AngularPara o modo AIM, o diagrama de blo
os mostrado na Fig. 4.3a apresenta os elementosópti
os e eletr�ni
os utilizados e a Fig. 4.3b apresenta uma foto da plataforma montadaeviden
iando os 
omponentes eletro-ópti
os utilizados. Nessa estrutura, o feixe luminoso
olimado e p-polarizado gerado por uma fonte mono
romáti
a, diodo laser, 
onverge, apósentrar no interior do prisma, ao fo
o lo
alizado na região superior 
entral do prisma. Neste
aso, diferentemente da maioria das propostas apresentadas na literatura [25,26,56,59℄, nãohá quaisquer elementos me
âni
os rotativos nem a presença de óleo ou gel no bio
hip SPR[26,65℄. A seguir são apresentados os elementos eletro-ópti
os utilizados nos experimentos.Diodo laserPara geração dos feixes luminosos foi utilizado um diodo laser vermelho (RLT6705MG),fabri
ado pela empresa Roithner Laserte
hnik [126℄. Uma tensão de entrada de aproxi-madamente 3 V foi apli
ada e um 
ontrolador de 
orrente usando o regulador LM317 foiutilizado. O 
ir
uito 
ontrolador de 
orrente forne
eu uma 
orrente de saída 
ontrolada de
22 mA, aproximadamente, ao diodo laser [126℄. A operação do diodo laser realizada nosexperimentos teve um valor de 
orrente 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 blo
os e (b) uma foto 
om os elementos utilizados para geração e adequaçãodos feixes luminosos e a 
âmera CCD utilizada.
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ussões 84Lentes 
olimadora e 
ilíndri
aPara a 
olimação dos feixes luminosos de entrada, uma lente esféri
a plano-
onvexa, fa-bri
ada 
om vidro tipo BK-7, foi utilizada [107℄. O efeito 
olimador dessa lente torna osraios divergentes da saída do diodo laser paralelos entre si. A lente 
ilíndri
a, por sua vez,
onverge o feixe 
olimado de modo que ao entrar no prisma, o fo
o esteja lo
alizado naposição desejada (
entro da região sensível). A distân
ia dessa lente ao prisma é muitoimportante para o 
ál
ulo do 
aminho ópti
o e, 
onsequentemente, à fo
alização dos feixesluminosos in
identes, 
onforme foi dis
utido no 
apítulo anterior.Para as operações de 
olimação e 
onvergên
ia do feixe luminoso de entrada, um ajusteadequado da posição entre os elementos ópti
os des
ritos é ne
essário. Foi observado que ovalor ajustado da distân
ia entre o prisma e a lente 
ilíndri
a 
oin
idiu 
om àquela previstapelas simulações, ou seja, em torno de 4 mm.Câmera CCDA 
âmera CCD LC1-USB, unidimensional, da empresa Thorlabs [127℄ foi utilizada nosexperimentos para a aquisição dos sinais re�etidos do prisma ópti
o. Ela possui dimensõesde 3, 6”x2, 6”x1, 0” e um total de 3000 pixels. Cada pixel tem dimensão de 7x200 µm.A utilização da 
âmera é bastante simples, bastando 
one
tar o 
abo USB da 
âmeraao PC e utilizar o programa forne
ido pela Thorlabs, ou utilizar os drivers disponibilizadospelo fabri
ante e 
onstruir interfa
es em JAVA, C++ ou LABVIEW, por exemplo [127℄. Otempo de integração pode variar de 1 µs a 200 ms e a faixa espe
tral varia de 350 nm a 1000nm. Além disso, há um 
onversor A/D interno de 12 bits 
om a taxa de varredura máximade 190 varreduras por segundo.Ao usuário da 
âmera CCD é permitido a 
orreção da 
orrente es
ura e de minimizaçãode ruído. A minimização de ruído o
orre pelo ajuste de dois parâmetros:- Box
ar Width: a de�nição é similar àquela apresentada para o espe
tr�metro;- Tempo de integração: a de�nição e as 
ara
terísti
as asso
iadas são as mesmas parao espe
tr�metro.
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ussões 85Espelho planoPara fa
ilitar a dete
ção dos sinais luminosos pela 
âmera CCD, um espelho plano foiutilizado para re�etir os sinais de saída do PPBIO para a 
âmera CCD.4.2 Resultados e Dis
ussõesOs testes 
om o molde de bronze foram ini
iados, após a defesa do exame de quali�
ação,em agosto de 2009, e resultados satisfatórios foram obtidos em outubro e novembro de 2009.Alguns testes foram realizados 
om a plataforma de testes do modo AIM, e os resultadosforam também satisfatórios, 
om o efeito SPR sendo observado. Todavia, devido à fa
ili-dade opera
ional, uma maior quantidade de testes foi realizada 
om a plataforma do modoWIM. Cer
a de 20 prismas poliméri
os foram produzidos 
om o molde de bronze e metadeapresentaram a o
orrên
ia da ressonân
ia. A outra metade, ou apresentada muitas �ssurase bolhas ou tinha uma 
or amarelada e nenhum resultado foi observado.Os testes 
om o molde de aço foram ini
iados em abril de 2010 e devido ao exíguo tempo,tendo em vista o término dos quatro anos de doutorado (abril de 2010), pou
os testes foramrealizados 
om os prismas ópti
os fabri
ados. Eles foram ex
lusivamente realizados no modoWIM. Todavia, a transparên
ia dos prismas e a ausên
ia de �ssuras e bolhas �zeram 
omque 15 dos 20 bio
hips 
onstruídos apresentassem o efeito ressonante na presença de umanalito.Com esses resultados, a qualidade dos prismas fabri
ados é essen
ial para a o
orrên
iado efeito SPR e, 
onsequentemente, ao bom desempenho do bio
hip fabri
ado. Os bio
hipsSPR fabri
ados foram avaliados em sua qualidade pelos valores da posição de ressonân
iae largura de banda. Estudos re
entes têm 
ara
terizado valores adequados para esses doisparâmetros [87, 89, 90℄. A posição de ressonân
ia foi a estabele
ida pelo projeto do prismaópti
o SPR, ou seja, 68◦ para o modo AIM e 670 nm para o modo WIM. No 
aso da largurade banda, este parâmetro �
a em torno de 2◦, na temperatura ambiente (25◦C) para o modoAIM [87,89,90℄. Enquanto que no 
aso do modo WIM, a largura de banda �
a 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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ussões 86mentais foram realizados. Ini
ialmente serão mostrados os resultados para os bio
hips delargura de 10 mm fabri
ados e, em seguida, os resultados 
om os bio
hips de 20 mm delargura. Com vistas a fa
ilitar o entendimento de 
ada um dos testes realizados, as �gurasrela
ionadas, mostradas a seguir, apresentam uma numeração 
orrelata.Finalmente, as dis
ussões dos resultados serão apresentadas.4.2.1 Resultados utilizando os bio
hips SPR fabri
ados 
om o moldede bronzeModo WIMO feixe de entrada luminoso (Fig. 4.1a) deve ser 
olimado e possuir uma largura pequena,
onforme apresentado no Capítulo 3. Um diafragma foi utilizado para reduzir a largurado feixe in
idente. Além disso, a posição horizontal/verti
al do feixe pode também serajustada. O polarizador, lo
alizado após a lente 
olimadora no 
aminho ópti
o per
orrido,deve ser ajustado para a posição que �ltre a 
omponente s e, portanto, permita a passagemapenas da 
omponente p do sinal 
olimado de entrada.A posição do prisma ópti
o também pode ser ajustada, 
onforme é indi
ado na Fig. 4.1b.A posição ótima do prisma e dos demais 
omponentes da plataforma era a que propi
iavauma magnitude maior do sinal re�etido pelo prisma SPR. Há no suporte do prisma ópti
oum parafuso para �xar o prisma ópti
o na posição desejada (Fig. 4.1b) e assim evitarpossíveis deslo
amentos do prisma e 
onsequente redução da magnitude do sinal re�etido.Também existe um sistema de ajuste horizontal do 
abo de �bra ópti
a (Fig. 4.1b).Com os devidos ajustes realizados, os testes 
om os bio
hips ópti
os produzidos 
om omolde de bronze foram ini
iados. Uma gota de água destilada foi depositada sobre o �lme�no de ouro usando um dosador manual. A gota de água foi posi
ionada na região 
entraldo prisma.A Fig. 4.4 apresenta o resultado obtido para um bio
hip SPR. É apresentado o sinal desaída dete
tado pelo espe
tr�metro, eviden
iando que para 
omprimentos de onda maioresque 800 nm e menores que 400 nm, a quantidade de ruído é maior do que para os outros
omprimentos de onda. Isso é expli
ado pela 
ara
terísti
a do led de luz bran
a (Fig. 4.2),que apresenta potên
ia luminosa quase nula para 
omprimentos de onda maiores que 800
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ussões 87nm e menores que 400 nm. A largura de banda é 200nm, aproximadamente, e a posiçãode ressonân
ia o
orre no 
omprimento de onda de 670 nm, aproximadamente. O valor dare�etividade normalizada, 
al
ulada através do fator de normalização (ver equação 2.5) é
0, 42 aproximadamente.
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Figura 4.4: Espe
tro do sinal re�etido de um prisma SPR, após a normalização.Os valores apresentados 
om este primeiro primeiro prisma foram adequados, espe
ial-mente a posição de ressonân
ia que 
orresponde ao 
omprimento de onda de ressonân
iaprojetado. No to
ante à largura de banda, o valor medido foi relativamente alto.No intuito de avaliar outros prismas ópti
os fabri
ados, pro
urando obter prismas SPR
om melhor qualidade, novos testes foram realizados, 
onforme é ilustrado na Fig. 4.5.Nesta �gura, as re�etân
ias de saída de 4 prismas ópti
os são apresentadas. Embora aposição de ressonân
ia seja prati
amente a mesma do prisma da Fig. 4.4, observa-se que osmínimos de re�etividade e a largura de banda são diferentes. Além disso, a quantidade deruído é maior que no primeiro prisma testado. Os prismas 1 e 3 foram os que apresentarampiores resultados quanto à largura de banda, embora o prisma 1 tenha apresentado umamenor re�etividade. O prisma 2 apresentou resultado similar ao prisma da Fig. 4.4. Esteteste serviu para mostrar que os bio
hips fabri
ados possuem 
ara
terísti
as diferentes e, de
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ordo 
om a rugosidade e a transparên
ia, o desempenho também é afetado.
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Figura 4.5: Re�etividades normalizadas de 4 prismas SPR.Após testar estes dispositivos e observar a o
orrên
ia do fen�meno SPR e a variaçãodos parâmetros 
om a mudança do bio
hip utilizado, todos os prismas 
onstruídos foramtestados. Um desses dispositivos, apresentou resultados muito bons, 
onforme é ilustrado naFig. 4.6. Nesta �gura, além da re�etividade 
om a polarização tipo p dos feixes luminososde entrada, foram feitas medições 
onsiderando feixes s-polarizados, em que ambos os sinaisde referên
ia e do analito foram adquiridos 
om a polarização s. A mudança da polarizaçaop para a s rota
ionando o �ltro polarizador (Fig. 4.1) em 90◦. Os resultados 
on�rmaramque não o
orre ressonân
ia para feixes 
om polarização tipo s, e sim apenas quando os feixesluminosos possuem polarização tipo p [25℄.A resposta do prisma 
om polarização p teve a posição de ressonân
ia 
om o valor de
670 nm, aproximadamente, à semelhança do resultado mostrado na Fig. 4.4. Todavia, are�etividade mínima (ver Eq. ()) foi menor (0, 35, aproximadamente)e a largura de banda(ver página 21 para a formulação matemáti
a da largura de banda) foi de 160 nm, aproxi-madamente. A quantidade de ruído presente no espe
tro do sinal na faixa de 500 a 750 nmfoi bem reduzida também, o que demonstra que o prisma testado possui uma boa qualidade.
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Figura 4.6: Espe
tro de um prisma SPR para as polarizações tipo p e tipo s.Utilizando esse mesmo prisma, água destilada e soluções aquosas de etanol a 10% e 0, 2M (molar) de hidróxido de sódio (NaOH) foram testadas. Usando a mesma referên
ia, gotasdessas substân
ias foram depositadas na 
amada sensível e os resultados são apresentadosna Fig. 4.7. Per
ebe-se 
laramente que há o deslo
amento da posição de ressonân
ia 
oma mudança do analito, 
onforme esperado. O índi
e de refração da água destilada é de
1, 33 na temperatura ambiente (25◦) e para o 
omprimento de onda de 670 nm. Os índi
esde refração de etanol e NaOH a 100% são iguais a 1, 36 e 1, 41, respe
tivamente, para asmesmas 
ondições dos parâmetros da água destilada. Todavia, a adição de água nessassubstân
ias alterou o índi
e de refração e as soluções aquosas resultantes tem as posiçõesde ressonân
ia próximas à da água [25, 61℄.Modo AIMOs resultados dos testes no modo AIM foram observados usando o programa SPLICCOr, daempresa Thorlabs [128℄. Através desse programa, o usuário pode visualizar a intensidadeluminosa dos feixes luminosos re�etidos 
apturados pela 
âmera. É permitido tambémao usuário a �ltragem espa
ial (baseada na média de quadros), a suavização de 
urvas, a
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Figura 4.7: Re�etividades normalizadas 
al
uladas para as soluções de água destilada, etanola 10% e 0, 20M de NaOH.redução da 
orrente es
ura e várias outras funções que, 
onforme a apli
ação, podem serbastante úteis [128℄. Entretanto, a operação do programa não é tão simples e di�
uldadesforam en
ontradas para o desenvolvimento dos experimentos.Com os devidos ajustes realizados na montagem e 
om o sinal re�etido de maior in-tensidade obtido na 
âmera, uma gota de solução aquosa foi depositada sobre a 
amadasensora do mesmo prisma ópti
o SPR usado nos experimentos mostrados na Fig. 4.7. Osresultados são exibidos na Fig. 4.8. Com as 
urvas das re�etividades dos sinais de referên
iae analito armazenadas, o proto
olo, anteriormente apresentado, foi seguido e a re�etividadenormalizada foi 
al
ulada. Na Fig. 4.8 já se en
ontra a 
onversão pixel-ângulo dis
utidano 
apítulo anterior. O valor da re�etividade mínima é 0, 7483 obtido para o ângulo dein
idên
ia de 68 graus. O valor da largura de banda foi igual a 3 graus, aproximadamente.
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Figura 4.8: Re�etividade normalizada para o prisma ópti
o no modo AIM.4.2.2 Resultados utilizando os bio
hips SPR fabri
ados 
om o moldede açoNos testes realizados 
om os bio
hips fabri
ados 
om o molde de aço, uma interfa
e grá�
afoi 
onstruída 
om o programa LABVIEW. A interfa
e grá�
a e os resultados dos testes sãoapresentados nos próximos itens.Interfa
e grá�
aO espe
tr�metro USB2000 fabri
ado pela empresa O
ean Opti
s possui arquivos para 
on�-guração de interfa
es grá�
as em vários programas, 
omo o LABVIEW, Java, C++, entreoutros [125℄. Neste trabalho, es
olheu-se o LABVIEW. pela simpli
idade na programa-ção. Os elementos grá�
os foram adequadamente arrumados para propor
ionar leiturasautomáti
as da intensidade do sinal re�etido no prisma SPR, da re�etividade normalizadae da resposta do sensor (no 
aso, utilizou-se o 
omprimento de onda de ressonân
ia). Essainterfa
e possui 
hamadas do MATLAB para a realização dos 
ál
ulos, armazenamento eapresentação dos resultados.
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ussões 92A interfa
e grá�
a é ilustrada na Fig. 4.9, em que há botões e 
ontroles de 
omponentesdo espe
tr�metro. São apresentados os botões para ini
iar e parar a simulação, reduzira 
orrente es
ura e plotar o grá�
o. As 
aixas de 
ontrole permitem ao usuário entrar
om o tempo de integração (em µs) e ações de suavização da 
urva e 
onsequente reduçãoda relação sinal-ruído, usando as funções "BOXCAR Width"e "Times to Average"[125℄.Embora essa �ltragem digital exista, o sinal apresenta ruídos para 
omprimentos de ondamaiores que 800 nm e menores que 400 nm, 
onforme foi dis
utido anteriormente.

Figura 4.9: Interfa
e grá�
a do programa desenvolvido em LABVIEW.Resultados no modo WIMUsando os bio
hips SPR ópti
os polidos e submetidos ao re
ozimento, 
onforme apresentadono 
apítulo anterior, os resultados são ilustrados na Fig 4.10. O prisma 1 foi aque
idodurante 24 horas antes da deposição do �lme �no de ouro. As 
ara
terísti
as da 
urvaSPR estão próximas ao espe
i�
ado em projeto. O prisma 2 apresenta um 
omprimentode onda de ressonân
ia menor que o espe
i�
ado, em torno de 650 nm, embora apresenteuma largura de banda maior que àquela apresentada no resultado do prisma 1. O prisma 2
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ussões 93não foi submetido ao pro
esso de re
ozimento. A birrefringên
ia pode ser o fator que tenhagerado a diferença na posição de ressonân
ia apresentadas.
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Figura 4.10: Resultados para dois prismas ópti
os polidos, um que passou pelo pro
esso dere
ozimento (prisma 1) e outro que não (prisma 2).Sobre o prisma 1, soluções de água destilada, etanol a 10% e NaOH foram gotejadas sobreo �lme �no de ouro e os feixes re�etidos no bio
hip SPR foram dete
tados. Os resultadossão apresentados na Fig. 4.11 e indi
am o aumento do 
omprimento de onda de ressonân
ia
om o aumento do índi
e de refração, 
onforme esperado.4.2.3 Dis
ussõesEmbora os resultados ini
iais tenham sido promissores, quando eles são observados deta-lhada e 
omparativamente à 
urva teóri
a da Fig. 2.3, a presença de imperfeições é óbvia.No Capítulo 2 foram apresentadas várias possibilidades para essas imperfeições rela
ionadasà própria te
nologia SPR. Neste sentido, um 
ontrole mais adequado da temperatura e ummaior 
uidado 
om a limpeza e 
omposição quími
a dos 
ompostos em análise devem serlevados em 
onsideração. Todavia, além destes fatores há outras possíveis 
ausas para asimperfeições apresentadas:
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Figura 4.11: Resultados para soluções de água destilada, etanol e NaOH.
• Variação da intensidade luminosa dos diodos laser e de luz bran
a: isso o
orre devido a�utuações da 
orrente que ex
ita as fontes ópti
as. Variações da temperatura ambientee da própria tensão de alimentação são as 
ausas mais prováveis para as �utuaçõesda 
orrente de ex
itação. Neste sentido, 
ontroladores (ou drivers) de 
orrente e detemperatura são ne
essários para ambos os modos de interrogação;
• Falhas na estrutura do prisma ópti
o: 
omo tratado no 
apítulo anterior, os primeirosprismas apresentaram em sua estrutura bolhas e �ssuras. Esses defeitos podem tero
asionado dispersão da luz e uma quantidade reduzida de energia luminosa interagiu
om os plásmons de superfí
ie. Dessa forma, os parâmetros asso
iados a 
urva podemter sido afetados;
• Falhas na deposição do �lme �no de ouro: é ne
essário que o �lme �no de ouro sejahomogêneo ao longo da superfí
ie. Com o auxílio de um mi
ros
ópio biológi
o, asuperfí
ie do �lme �no apresentada apresentou-se um pou
o rugosa (Fig. 3.13b e Fig.3.14b). Comprimentos grandes da rugosidade não são adequados para experimentos
om biosensores SPR, pois, devido a penetração do 
ampo evanes
ente ser pequena
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ussões 95(ver Capítulo 2), os efeitos sobre a largura de banda, assimetria e o formato da 
urvaSPR podem ser 
onsideráveis [87℄. Outra questão diz respeito à pre
isão na espessurado �lme de ouro que pode afetar o valor do mínimo de ressonân
ia [55℄;
• Luminosidade da sala: a luminosidade do ambiente pode gerar aquisições erradas pelosdete
tores ópti
os.O 
usto total estimado de fabri
ação e materiais dos bio
hips SPR fabri
ados é aproxi-madamente de U$1, 00. Aqui é 
onsiderado o 
usto do pro
esso de injeção e o de deposiçãodo �lme �no de ouro. Esse valor é inferior ao estimado para o biosensor VIR que é emtorno de U$2, 45. Comparativamente, o sensor SPREETA apresenta um valor 
omer
ial de

U$100, 00 [74℄. É 
laro que nesse sensor estão in
lusos os elementos ópti
os de a
oplamento,o diodo laser e a matriz CCD. Já o elemento sensor da BIACORE, o 
usto é em torno de
U$142, 00 [129℄.Nos resultados dos testes apresentados não foram utilizados quaisquer métodos de oti-mização, 
omo 
ontrole/regulação ou minimização das limitações opera
ionais presentes emum biosensor SPR (ver Capítulo 2). Também não foram utilizadas quaisquer ferramentasde suavização ou interpolação das 
urvas SPR 
ruas, obtidas pelo dete
tor ópti
o, ex
eto
om a minimização do ruído pela es
olha adequada dos parâmetros da 
âmera CCD e doespe
tr�metro. O objetivo aqui foi apenas veri�
ar a ex
itação dos plásmons de superfí
iepara os valores de projeto de ambos os modos de interrogação e veri�
ar o efeito da varia-ção do índi
e de refração do analito ao desempenho do sistema. Neste sentido, as 
urvasSPR obtidas atestam que o prisma ópti
o de baixo 
usto, des
artável e 
om fabri
ação na-
ional (o primeiro assim fabri
ado no Brasil, 
onforme veri�
ação junto à literatura) podeser adequado para apli
ações de diagnósti
o. Obviamente, 
ara
terizações morfológi
as eestruturais dos prismas ópti
os fabri
ados deverão ser realizadas, além de sistemas ópti
ose eletr�ni
os apropriados.



Capítulo 5
Con
lusões e trabalhos futuros
Neste trabalho, apresentou-se o projeto e a 
onstrução de um bio
hip ópti
o para apli
açõesbiológi
as (PPBIO), baseado no prin
ípio SPR. O PPBIO é o primeiro bio
hip SPR, usandoprisma ópti
o, 
onstruído no Brasil. Ele usa um prisma poliméri
o 
omo substrato óti
o eum �no �lme de ouro de 50 nm foi depositado sobre ele. O polímero TOPAS COC foi omaterial utilizado para os prismas poliméri
os.Os fundamentos teóri
os dos biosensores SPR foram apresentados ini
ialmente, in
luindoas de�nições, tipos, modos e 
ondições de operação, exemplos de biosensores 
omer
iais elimitações opera
ionais. No que tange às limitações opera
ionais, foram apresentados osefeitos da adsorção não-espe
í�
a e variação da temperatura ambiente, além de me
anis-mos propostos na literatura para 
ontrole e/ou 
ompensação. Um maior detalhamento foiefetuado para os efeitos da variação térmi
a, baseado no estudo teóri
o/experimental de-senvolvido em duas dis
iplinas do doutorado e que levou a algumas publi
ações na
ionaise interna
ionais [89�91℄. Espe
ialmente foi observada a di�
uldade para 
ara
terização ex-perimental dos efeitos da variação da temperatura, tendo em vista que a temperatura afetatodos os elementos do biosensor. O PPBIO por não possuir elementos internos e pelo fatodo material COC utilizado ter um 
oe�
iente de dilatação térmi
o baixo (6 ·◦ C−1 [103℄),pode ser uma ótima alternativa para a investigação da in�uên
ia da temperatura em umbiosensor SPR.O projeto do PPBIO foi apresentado e quando 
omparado a outros bio
hips, 
omo oda BIACORE, SPREETA e VIR, apresenta simpli
idade e 
usto. Além das vantagens da
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nologia SPR, o PPBIO é des
artável, possui uma geometria simples e sem 
omponentesinternos, 
omo é o 
aso dos biosensores SPREETA e VIR. Além disso, não requer óleo ougel 
omo é o 
aso do sistema BIACORE, nem quaisquer elementos me
âni
os rotativos paravariação do ângulo de in
idên
ia [25, 26, 108, 130℄.Simulações usando um programa de traçado de raios auxiliaram o projeto do prismapoliméri
o e da lente 
ilíndri
a utilizada no modo AIM para 
onvergên
ia dos feixes p-polarizados 
olimados à região sensível do PPBIO. Esse estudo 
omputa
ional permitiutambém analisar o efeito das distân
ias e dos deslo
amentos dos 
omponentes para a 
or-reta 
onvergên
ia dos feixes luminosos de entrada e, 
onsequentemente, propi
iar melhores
ondições de a
oplamento fóton-plásmon. No 
aso WIM, o estudo teóri
o 
omprovou aimportân
ia de se ter um feixe 
om abertura limitada, tendo em vista que há uma maiordispersão da luz 
om o aumento da abertura. Por outro lado, essa 
ara
terísti
a pode serútil para a 
onstrução de dispositivos 
om vários pontos sensíveis.O método de fabri
ação dos prismas poliméri
os utilizou uma máquina de moldagempor injeção. As 
ondições adequadas de moldagem, forne
idas pelo fabri
ante, foram apre-sentadas juntamente 
om sugestões da literatura para minimizar problemas existentes namoldagem de 
omponentes ópti
os, 
omo a 
ontração e a birrefringên
ia. Estes aspe
tosforam levados em 
onsideração na fabri
ação dos prismas ópti
os, no to
ante à temperaturae pressão de injeção, tempo de injeção, entre outros.Dois moldes foram 
onstruídos, o primeiro de 
obre, 
ontendo apenas uma 
avidade (umprisma produzido por 
i
lo de injeção/extração) e um furo de injeção e o segundo de aço e açoe aço inoxidável, 
om três 
avidades (três prismas produzidos por 
i
lo de injeção/extração)e furos para injeção e eliminação de ex
esso de material. A largura dos prismas ópti
os
om o molde de bronze foi de 10 mm, enquanto que o molde de aço produziu prismas de20 mm de largura. O projeto e a 
onstrução do molde de bronze demoraram quatro meses(de abril a julho de 2009) para serem realizados. Já o molde de aço demorou sete mesespara fabri
ação (de outubro de 2009 a abril de 2010). O molde de aço foi fabri
ada 
omos objetivos de melhorar a qualidade dos prismas ópti
os fabri
ados e fa
ilitar a in
lusãofutura de me
anismos de manipulação mi
ro�uídi
a (
élula de �uxo e bomba peristálti
a,por exemplo).O detalhamento do projeto dos moldes e da té
ni
a de fabri
ação foi apresentado. Uma
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ontratada para o projeto dos moldes e fabri
ação dosprismas ópti
os. A proximidade do lo
al de 
onstrução foi interessante para a redução de
ustos, tendo em vista que a fabri
ação em outro lo
al do país ou no exterior teria um �nusbem maior.A qualidade dos prismas fabri
ados 
om os moldes de bronze e aço foram boas, embora no
aso do molde de bronze, os prismas apresentaram �ssuras e bolhas no interior. Os prismasfabri
ados 
om o molde de aço, além de não apresentar bolhas e �ssuras, apresentaram umamaior transparên
ia. Um dos prismas fabri
ados 
om o molde de aço foi submetida a umpro
esso de re
ozimento (annealing) para reduzir ou eliminar o efeito de birrefringên
ia quegeralmente a
ompanha um pro
esso de moldagem por injeção de 
omponentes ópti
os [104℄.Os prismas poliméri
os passaram por um pro
esso de limpeza/polimento, 
om materiaisde baixa abrasividade, para retirada de ex
esso de material, impressões digitais, entre outrassujeiras. Após isso, um equipamento de pulverização 
atódi
a foi utilizado para depositarum �lme �no de ouro de 50 nm sobre a região sensível do prisma poliméri
o. Imagensmi
ros
ópi
as mostraram que a qualidade da superfí
ie dos prismas era boa e 
om altatransparên
ia e baixa rugosidade. É 
laro que um estudo mais aprofundado de análisedos materiais, usando, por exemplo, mi
ros
opia eletr�ni
a de transmissão e força at�mi
a.Devido, prin
ipalmente, ao atraso na entrega dos moldes essa veri�
ação não foi possívelser realizada.Os bio
hips 
onstruídos foram submetidos a testes preliminares, que objetivaram veri�-
ar a o
orrên
ia do fen�meno SPR na saída dos bio
hips, usando os modos AIM e WIM, etambém veri�
ar o efeito da tro
a de analitos na resposta SPR.Os resultados obtidos nos testes preliminares foram muito satisfatórios e promissores.Além da água destilada, soluções aquosas de etanol e hidróxido de sódio foram utilizadasnos testes experimentais. Os valores de projeto foram obtidos para o modo AIM e WIM.No 
aso do prisma que passou pelo pro
esso de re
ozimento, veri�
ou-se que ele apresentouuma melhor resposta SPR que um prisma não re
ozido. Isso 
orrobora 
om a teoria e indi
aa ne
essidade de um tratamento adequado para bio
hips SPR 
ujo substrato é baseado emum polímero.A utilização para os dois modos de operação, AIM e WIM, é possível e ajustes opera-
ionais devem ser realizados espe
i�
amente para o modo AIM. No modo WIM, houve a
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ilidade de operação e a robustez da plataforma de testes. Todavia, essas plataformasde testes foram pensadas apenas para uso nos testes preliminares. Ainda não há no sis-tema quaisquer otimizações, 
omo o uso de me
anismos de manipulação mi
ro�uídi
a. Issopre
isa ser in
orporado, 
om vistas a investigar o efeito da velo
idade do �uido 
ir
ulante,espessura do 
anal mi
ro�uídi
o, adsorção não-espe
í�
a, entre outros fatores.Finalmente, o bio
hip proposto é de baixo 
usto, des
artável, ausente de mar
adores
olorimétri
os ou radioativos, não requer óleo ou gel para �xação do �lme �no de ouroao substrato e nem utiliza quaisquer partes me
âni
as rotativas. Neste sentido, atende aoestabele
ido em projeto e pode ser utilizado 
omo uma ferramenta analíti
a de diagnósti
ode doenças, 
omo a Dengue e outros patógenos e 
ontaminantes.5.1 Trabalhos FuturosDiante do trabalho apresentado e das 
on
lusões delineadas a
ima, os seguintes trabalhosfuturos são vislumbrados e propostos:- Realizar novos testes experimentais 
om o modo AIM, 
om vistas a aperfeiçoar suaoperação e, dessa forma, de�nir uma estrutura adequada de implementação aliada aomodo WIM;- Investigar os prismas ópti
os poliméri
os fabri
ados em termos dos efeitos da rugosi-dade, transparên
ia, birrefringên
ia, entre outros parâmetros, utilizando mi
ros
opiaeletr�ni
a de transmissão ou de força at�mi
a, por exemplo. Além de uma investi-gação experimental, estudar modelos teóri
os para analisar o efeito da rugosidade ebirrefringên
ia em prismas poliméri
os SPR, 
omo aqui proposto. Também realizar amedição da birrefringên
ia usando a estrutura de 
aixa de luz;- Construir estruturas experimentais mais robustas para os modos AIM e WIM, in
or-porando um sistema mi
ro�uídi
o, 
omposto por uma bomba peristálti
a e uma 
élulade �uxo. Isso fa
ilitará o pro
esso de limpeza e fun
ionalização da superfí
ie sensívele é essen
ial para apli
ações reais. Um estudo teóri
o/experimental dos efeitos �uido-dinâmi
os na resposta do biosensor SPR também deve ser realizado. O estudo teóri
opoderá ser realizado em um programa baseado em elementos �nitos;



Capítulo 5. Con
lusões e trabalhos futuros 100- A partir dos resultados da investigação teóri
a e experimental 
om o modo AIM,projetar e realizar o biosensor usando o PPBIO para os modos de operação AIM eWIM, in
luindo um autosampler, uma 
élula de �uxo e um pro
essador digital (FPGA)
omo elemento 
entral de pro
essamento e 
ontrole;- Realizar testes experimentais 
om o biosensor 
onstruído 
om substân
ias biológi
as,
omo as utilizadas no diagnósti
o de doenças, patógenos em 
omidas e 
ontaminantesem água;- Realizar a estrutura para investigação dos efeitos da temperatura usando o PPBIO.



Capítulo 6
Publi
ações realizadas durante o períododo doutorado

1. MOREIRA, C. S., LIMA, A. M. N., THIRSTRUP, C. and NEFF, H.. A disposable,low 
ost prism-based surfa
e plasmon resonan
e (SPR) biosensor. BIOSENSORS 2010Conferen
e, Glasgow, UK.2. SOUZA FILHO, C. A., LIMA, A. M. N., MOREIRA, C. S., THIRSTRUP, C. andNEFF, H., "Line shape analysis and extended instrumental operation of surfa
e plas-mon resonan
e sensors,"Plasmoni
s, April 2010. [Online℄.3. BARRETO NETO, A. G. S., MOREIRA, C. S., LOUREIRO, F. C. C. L., LIMA, A.M. N., and NEFF, H., "Studying mole
ular di�usivity by using SPR spe
trometry:experiment and simulations"First Biosensing Conferen
e, 2009, Bristol, England.4. MOREIRA, C. S., BARRETO NETO, A. G. S., LIMA, A. M. N., and NEFF, H.Features and appli
ation of a mi
ro
ontroller-driven autosampler applied to a surfa
eplasmon resonan
e biosensor platform. In: VIII SEMETRO, 2009, João Pessoa - PB.Pro
eedings of the 8th International Seminar on Ele
tri
al Metrology, 2009.5. LOUREIRO, F. ; BARRETO NETO, A. G. S. ; LIMA, A. M. N. ; MOREIRA,C. S. ; TEJO, F. Mole
ular Transport and Mutual Di�usion Measurement Methodin a Mi
ro-Fluidi
 System, Based on Surfa
e Plasmon Resonan
e Spe
tros
opy. In:



Capítulo 6. Publi
ações realizadas durante o período do doutorado 102EUROSENSORS 2009, 2009, Lausanne. Pro
eedings of the Eurosensors XXIII 
onfe-ren
e. Amsterdam : Pro
edia Chemistry - ELSEVIER, 2009. v. 1. p. 1099-1102.6. MOREIRA, C. S. ; BARRETO NETO, A. G. S. ; LIMA, A. M. N. ; THIRSTRUP,C. ; NEFF, H. Ex
hangeable low 
ost polymer biosensor 
hip for surfa
e plasmonresonan
e spe
tros
opy. In: EUROSENSORS 2009, 2009, Lausanne. Pro
eedings ofthe Eurosensors XXIII 
onferen
e. Amsterdam : Pro
edia Chemistry - ELSEVIER,2009. v. 1. p. 1479-1482.7. MOREIRA, C. S. ; LIMA, A. M. N. ; NEFF, H.; THIRSTRUP, C. . Temperaturedependent sensitivity of surfa
e plasmon resonan
e sensors at the gold-water interfa
e.Sensors and A
tuators. B, Chemi
al, v. 134, p. 854-862, 2008.8. MOREIRA, C. S. ; LIMA, A. M. N. ; NEFF, H. In�uen
e of temperature e�e
ts onsensitivity of surfa
e plasmon resonan
e sensors. In: I2MTC 2008 IEEE InternationalInstrumentation and Measurement Te
hnology Conferen
e, 2008, Vi
toria, Van
ou-ver Island. International Instrumentation and Measurement Te
hnology Conferen
ePROCEEDINGS. Pis
ataway, NJ : IEEE Servi
e Center, 2008. p. 170-175.9. MOREIRA, C. S. ; LIMA, A. M. N. ; NEFF, H. Sistema Re
on�gurável para Moni-toramento de Temperatura Baseado na Ressonân
ia de Plásmons de Superfí
ie. In:Congresso Brasileiro de Automáti
a, 2008, Juiz de fora. Congresso Brasileiro de Au-tomáti
a, 2008.l10. LOUREIRO, F. C. C L., BARRETO NETO, A. G. S., MOREIRA, C. S., LIMA,A. M. N. and NEFF, H. A method for determining the mutual di�usion 
oe�
ient ofmole
ular solutes based on surfa
e plasmon resonan
e sensing. Sensors and A
tuators:B. Chemi
al, no prelo.



Apêndi
e A
Prin
ípios da físi
a e matemáti
a dofen�meno SPR
As propriedades óti
as dos metais são expli
adas pelo modelo do gás de elétrons livres,proposto por Paul Drude em 1900. Nesse modelo, um gás de elétrons livres move-se atravésde uma rede de íons positivos �xos [28, 131℄. A função dielétri
a desse gás de elétrons édada pela seguinte relação [28℄:

ε(ω) = 1 −
ω2

p

ω2 + iγω
(A.1)onde

ω2

p =
ne2

ε0

(A.2)é a frequên
ia de plasma do gás de elétrons livres.A função dielétri
a do gás de elétrons livres é dependente da frequên
ia natural deos
ilação ωp. A dispersão ou a os
ilação do gás de elétrons o
orre apenas para frequên
iasde entrada maiores ou iguais a ωp [28℄. O quanta dessas os
ilações de 
arga é 
hamadode plásmon ou plásmon de volume. Quando as os
ilações o
orrem ao longo da superfí
iedo metal, elas são 
hamadas de polarizações de plásmons de superfí
ie (SPPs - Surfa
ePlasmon Polaritons) ou simplesmente plásmons de superfí
ie (SPs - Surfa
e Plasmons).As quase-partí
ulas SPs são sensíveis à radiação de entrada e, geralmente, a injeção deelétrons ou fótons são os preferidos para a ex
itação dos plásmons de superfí
ie [27℄. No
aso da injeção de feixes luminosos, que é a preferida por sua simpli
idade, há apli
ações
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a e matemáti
a do fen�meno SPR 104na literatura normalmente variando da faixa infravermelha à visível [28℄. Esse é o métodoque será utilizado neste trabalho.

Figura A.1: Interfa
e metal-dielétri
o mostrando o per�l do 
ampo elétri
o evanes
ente.Quando o feixe luminoso in
idente de onda p-polarizada, 
om vetor de onda kx paraleloao plano da interfa
e metal-dielétri
o (Fig. 2.2), in
ide na interfa
e metal-dielétri
o, nas
ondições de o
orrên
ia do fen�meno SPR des
ritas a
ima, há a transmissão par
ial outotal dos fótons in
identes pelo metal. Sob tais 
ondições, os fótons transmitidos interagem
om os plásmons de superfí
ie, 
ujo vetor de onda é kSP . O 
ampo elétri
o evanes
ente
Eev, que surge pela transmissão dos fótons, tem uma profundidade de penetração pequena(na ordem de 
entenas de nan�metros) e o seu valor máximo é en
ontrado na superfí
ie,
onforme mostrado na Fig. A.1 [27℄. Dessa forma, quaisquer modi�
ações nas propriedadeseletro-ópti
as das substân
ias próximas à superfí
ie da interfa
e são fa
ilmente dete
tadas.Essa 
ara
terísti
a é um dos grandes atrativos da te
nologia SPR e uma das prin
ipais
ausas de sua utilização na análise bioquími
a de substân
ias nas mais variadas apli
ações[25, 26℄.Na Fig. A.1, 
onsiderando z > 0, há um dielétri
o 
om função dielétri
a real positiva
ε1; e para z < 0 há um metal, 
uja função dielétri
a é ε2(ω).Para a existên
ia dos plásmons de superfí
ie, é ne
essário que a parte real de ε2 sejamenor que zero, ou seja, Re[ε2] < 0. Essa 
ara
terísti
a é observada para os metais nobres(ouro, prata e 
obre). Embora a prata apresente melhores valores de sensibilidade e relaçãosinal-ruído, o ouro é o preferido por sua inér
ia quími
a. Todavia, devido à permissividadedo ouro, a operação dos biosensores que o utilizam é limitada à região visível e próxima ao
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a do fen�meno SPR 105infravermelho [28℄.Considerando o feixe luminoso de entrada p-polarizado, as relações seguintes são soluçõesde onda 
on�nadas à interfa
e da Fig. A.1:�z > 0:
Hy(z) = A1e

iβxe−k1z (A.3)
Ey(z) = iA1

1

ωε0ε1

k2e
iβxe−k1z (A.4)

Ez(z) = −A1

β

ωε0ε1

eiβxe−k1z (A.5)�z < 0:
Hy(z) = A2e

iβxek2z (A.6)
Ey(z) = −iA2

1

ωε0ε2

k2e
iβxek2z (A.7)

Ez(z) = −A2

β

ωε0ε2

eiβxek2z (A.8)onde ki (i = 1, 2) é o 
omponente do vetor de onda perpendi
ular à interfa
e nos dois meios,
A1 e A2 são 
onstantes e β é igual ao vetor de onda no metal kSP na direção de propagação.O parâmetro β é também 
onhe
ido 
omo 
onstante de propagação [25℄. O inverso do
omponente do vetor de onda, em ambos os meios, de�ne a profundidade de penetraçãodo 
ampo elétri
o evanes
ente. A 
ontinuidade dos 
ampos magnéti
o e elétri
o requer que
A1 = A2 e

k2

K1

= −
ε2

ε1

(A.9)Usando o valor de Hy na equação de onda para ondas polarizadas tipo p [28℄, a seguinterelação pode ser derivada:
k2

1
= β2 − k2

0
ε1k

2

2
= β2 − k2

0
ε2 (A.10)onde k0 = ω/c. Rela
ionando as equações (A.9) e (A.10), o valor da relação de dispersãoentre os dois meios é obtida, ou seja [25, 27, 28, 48℄:

β = kSP = k0

(

ε1ε2

ε1 + ε2

)
1

2 (A.11)Considerando o meio 1 
omo o ar e usando o modelo de Drude, a função dielétri
a da
amada metáli
a é dada por [48℄:
ε2(ω) = 1 −

(ωp

ω

)2 (A.12)
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a do fen�meno SPR 106Substituindo (A.12) em (A.11) e isolando o termo ω obtém-se:
ω2 = (cβ)2

(

1 +
1

1 −
(ωp

ω

)2

) (A.13)Após alguns arranjos matemáti
os torna-se:
ω2 =

ω2

p

2
+ (cβ)2 −

(

ω4

p

4
+ (cβ)4

)

1

2 (A.14)Considerando valores pequenos para β, obtém-se:
ω2

≈ (cβ)2

[

1 −
1

2

(

cβ

ωp

)2
] (A.15)Quando o valor de β é elevado, a Eq. (A.14) torna-se:

ω2
≈ ω2

p

[

1 −
1

4

(

ωp

cβ

)2
] (A.16)



Apêndi
e B
De�nições de alguns termos da Ópti
a
. Neste Apêndi
e serão apresentados, de forma resumida, alguns termos que foram utilizadosno manus
rito.B.1 Ópti
a geométri
a, traçado de raios e outros 
on
ei-tosNa ópti
a geométri
a, o fun
ionamento de quaisquer elementos ópti
os (lentes, prismas, porexemplo) é des
rito uni
amente pela denominada ópti
a de raios e utiliza, basi
amente, asleis de Snell de re�exão e refração [12,49℄. Um raio ópti
o é uma simpli�
ação matemáti
a,
onstituindo-se simboli
amente 
omo uma linha sem espessura. Quando é ne
essária ainvestigação de detalhes de uma imagem, a análise de Fourier é utilizada para 
ontabilizaros efeitos de difração [12℄.O desenho dos raios, ou o traçado dos raios (Ray Tra
ing), é um pro
edimento de 
ál
uloda trajetória dos raios ópti
os propagando-se pelo sistema. Esse método 
onsome bastantetempo, haja visto que o 
ál
ulo é realizado passo-a-passo (ou seja, raio a raio) de umasuperfí
ie ópti
a para outro. Tais 
ál
ulos são hoje realizados por programas dedi
ados aprojeto ópti
o.No método de traçado de raios, abertura é um parâmetro de�nido 
omo a quantidade deluz que passa através de uma superfí
ie presente num sistema óti
o [12,49℄. Esse parâmetro édiretamente rela
ionado 
om a qualidade da imagem. Quanto maior o tamanho da abertura,
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a 108mais deteriorada será a imagem. O algoritmo bási
o para traçar raios usa raios transladadosde uma superfí
ie para outra, seguindo a refração desses raios pela superfí
ie desde o objetoaté a imagem [12℄. O me
anismo de translação baseia-se na interse
ção de uma linha e umasuperfí
ie, enquanto que a refração usa a lei de Snell no ponto de in
idên
ia. Se o meio éisotrópi
o e homogêneo, os feixes de entrada são propagados pelo sistema 
omo linhas retas.O passo de translação é normalmente o mais difí
il no 
ál
ulo da propagação de um raioatravés de uma superfí
ie, espe
ialmente se a equação des
ritiva da superfí
ie não pode serresolvida analiti
amente. Em alguns sistemas óti
os tais 
omo tubos de luz (light pipes),matrizes de lentes e alguns prismas óti
os, não é possível agrupar as superfí
ies 
onforme aordem que os raios de luz batem nelas. Este é o 
hamado traçado de raios não-seqüen
ialou non-sequential ray tra
ing, que possui tempo de pro
essamento maior que o traçado deraios 
onven
ional.A des
rição das superfí
ies em um grupo não-seqüen
ial é feita similarmente a um sis-tema seqüen
ial. Contudo, algumas 
on�gurações são totalmente diferentes e in
luem açõesespe
iais a serem exe
utadas. Um exemplo disso é quando se projeta um prisma ou umtubo de luz no qual os raios de entrada entram e são re�etidos em determinadas paredes do
omponente óti
o. Este foi o 
aso para o prisma poliméri
o proposto nesta tese.B.2 PolarizaçãoA luz natural ou não polarizada é formada de ondas eletromagnéti
as que vibram em váriasdireções. Determinadas substân
ias apresentam a propriedade de deixarem passar apenasuma parte da onda luminosa quando são atravessadas por feixes luminosos. A propriedadedessas substân
ias é denominada polarização.Os polarizadores são materiais que fun
ionam 
omo um �ltro, permitindo que a luz passesomente em um plano, 
onforme é ilustrado na Fig. B.1. A polarização o
orre apenas éformada por ondas transversais [12℄.A onda luminosa da Fig B.1 é formada de dois 
omponentes: um paralelo ao planodo 
ampo elétri
o, que é denominado tipo p e a luz é dita p-polarizada e é formada porondas TM (Transverse Magneti
); e outro perpendi
ular ao plano do 
ampo elétri
o, queé denominado tipo s e a luz é dita s-polarizada e é formada por ondas TE (Transverse
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Figura B.1: Plano de in
idên
ia de uma onda luminosa 
om 
omponentes paralelo e perpen-di
ular ao plano do 
ampo elétri
o. Um polarizador é utilizado para remover a 
omponenteperpendi
ular.Ele
tri
) [12℄. No 
aso da Fig. B.1, o 
omponente p foi �ltrado pelo polarizador.
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