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RESUMO

Nesse trabalho, a técnica de ressonancia de plasmons de superficies
(SPR) foi utilizada para estudar o processo de formacgéo de monocamadas
auto-organizadas (SAMSs). Moléculas de acido tioacético (TAA), acido
mercaptoacético (MAA), glutationa reduzida (GSH), hexanotiol (HT),
sulfeto de sodio (Na.S) e ditiotreitol (DTT) foram utilizadas. O
dispositivo comercial BI1-2000 da empresa Biosensing Instruments foi
utilizado para as medidas de SPR. Todas as medidas foram realizadas em
chips microfluidicos, na auséncia de luz e sob controle de fluxo. O
protocolo utilizado para a preparacao dos substratos, limpeza dos canais
e imersdo das moléculas foi rigorosamente estabelecido.

Esse estudo demonstrou que a técnica de SPR é apropriada para o
monitoramento do processo de adsorcéo de SAMSs. Baseado no protocolo
de operacdo desenvolvido e nos resultados obtidos, sugestdes foram
descritas com relagdo ao aperfeicoamento do instrumento de medida e ao
potencial de utilizacdo de SAMs e SPR para o projeto de biossensores.

Palavras-chave: Ressonancia de plasmons de superficie. Tidis.
Biossensores.






ABSTRACT

In this work, Surface Plasmon Resonance (SPR) was used to study
the mechanism of Self-Assembled Monolayer (SAM) formation.
Thioacetic acid (TAA), mercaptoacetic acid (MAA), reduced L-
glutathione (GSH), hexanethiol (HT), sodium sulfide (NazS) and
dithiothreitol (DTT) were used. The measurements were carried out using
a commercial SPR device (BI-2000, Biosensing Instruments). All
measurements were conducted in microfluidic chips, in the dark and
under flow control. The protocol used for preparing the substrates,
cleaning the micro-channels and introducing the organic molecules was
always the same.

This study proved that SPR is an appropriate technique for detecting
the adsorption of SAMs. Based on the operation protocol that was
established and on the obtained results, suggestions were given
concerning the improvement of the commercial device and the
employment of SAMs and SPR for the development of biosensors.

Keywords: Surface plasmon resonance. Thiols. Biosensors.
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INTRODUCAO

Glicose é a molécula mais importante para o metabolismo
bioenergético. Por outro lado, diabetes mellitus é a disfuncdo enddcrina
mais comum do metabolismo desse carboidrato. Globalmente, diabetes é
uma causa comum de morbidez e mortalidade e um dos maiores
problemas de salde nas sociedades. A prevaléncia de pré-diabetes ou
diabetes apresenta uma tendéncia crescente. A Organizacdo Mundial da
Saude (WHO) estima que 171 milh8es de pessoas sejam afetadas por essa
doenca atualmente, com expectativas de 366 milhdes em 2030 [12-14].

Em seres humanos, é recomendado manter niveis normais de glicose
no sangue para evitar a progressao de doengas relacionadas a niveis altos
ou baixos desse carboidrato. Essas recomendacfes sdo ainda mais criticas
para diabéticos, pois sdo mais vulnerdveis ao aparecimento de
complicagdes cronicas decorrentes da falta de uma terapia apropriada, que
pode resultar em morte. Devido a essas recomendacdes, diferentes
dispositivos para o0 monitoramento de glicose tém sido desenvolvidos. Em
consequéncia, a tecnologia de biossensores evoluiu rapidamente e possui
um papel fundamental como ferramenta analitica para diversas
aplicacgdes, particularmente em medicina.

Um biossensor ¢ um dispositivo que converte uma resposta
biolégica em um sinal quantificavel e processavel [9]. Esses dispositivos
podem ser aplicados para analisar fluidos, alimentos, células, etc. Alguns
componentes de biossensores incluem receptores bioldgicos (que se
ligam preferencialmente ao material biolégico analisado), transdutores
(6ticos, eletroquimicos, térmicos, etc.) e circuitos eletronicos (utilizados
para amplificar, processar e transmitir o sinal para o usuério). Os
requisitos desejaveis em biossensores incluem confiabilidade, rapidez,
precisdo, praticidade e estabilidade (quimica, mecanica, etc.). Entretanto,
ainda existem muitos desafios relacionados ao monitoramento continuo
dos niveis de glicose. Utilizando tecnologias avancadas, incluindo
estratégias de imobilizacdo e nanotecnologia, as pesquisas relacionadas a
esse tema geram grande atividade na comunidade cientifica e tecnolégica.

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) recomenda que 0 erro
maximo em dispositivos portateis seja de 5%. Por outro lado, muitos
dispositivos ndo respeitam esse critério. A tecnologia de biossensores esta
longe de ser tdo precisa quanto os métodos clinicos [15], justificando o
desenvolvimento e pesquisa de novos sensores de glicose.

Abordagens bottom-up de fabricacdo oferecem possibilidades que
podem preencher algumas das lacunas deixadas pela tecnologia top-down
comumente empregada na industria de semicondutores. Uma das op¢es
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mais promissoras é a utilizacdo de monocamadas auto-organizadas (Self
Assembled Monolayers — SAMs). Essas estruturas supramoleculares
ocorrem como resultado da adsor¢do de moléculas em uma superficie [4].
Esses sistemas comecaram a ser pesquisados nos anos 40 devido ao uso
de surfactantes utilizados para limpar superficies metélicas. Foi
observado que clorossilanos e alcanotiolatos poderiam ser usados para
tornar a superficie de vidro e ouro hidrofobicas. O método se tornou
popular principalmente devido a sua simplicidade. Como resultado,
cadeias complexas com grupos especificamente escolhidos para a cabega
e cauda da molécula puderam ser sintetizadas. Dessa forma, esses
sistemas puderam ser empregados para o estudo fundamental de
processos de auto-organizacdo molecular, relagdes entre estrutura e
propriedades, fenémenos de interface, etc. [4]. Por fim, parte da
popularidade se deve também ao uso dessa interface para aplicagdes
biomédicas [5].

O desenvolvimento de biossensores eletroquimicos representa um
exemplo pratico e atual da utilidade de SAMs. Adicionalmente, sensores
de glicose (por exemplo) baseados na acdo de eletrodos funcionalizados
com enzimas constituem um exemplo de eletrénica molecular [8]. Como
sera discutido no proximo capitulo, existe um interesse sélido na inddstria
e em laboratdrios de pesquisa em solucionar os problemas existentes com
0 desempenho de sensores de glicose miniaturizados. Esse tipo de
biossensor também pode ser visto como um modelo para a comparagdo
entre diferentes topologias e/ou estratégias de funcionalizagdo de
superficie. Dessa forma, esse trabalho teve como uma das principais
motivacles a compreensdo do processo de formacdo de SAMs com o
objetivo de possibilitar a fabricacdo de dispositivos para a deteccéo de
glicose.

1.1 OBJETIVOS

A ressonancia de plasmons de superficie (SPR) é amplamente
utilizada para a caracterizacdo de processos  bioquimicos,
desenvolvimento de drogas e de protocolos para a funcionalizagéo
bioldgica de superficies [41].

O propdsito desse projeto foi avaliar a performance de sensores
baseados em ressonancia de plasmons de superficie para 0 monitoramento
do processo de adsorcdo (em particular, fisissorcdo), de monocamadas
auto-organizadas de tidis. Para tal, os objetivos especificos foram:

e Estudar o mecanismo de operacdo do sistema comercial BI-2000;
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o Desenvolver um protocolo para a preparagdo dos substratos
utilizando diferentes compostos: acido tioacético (TAA), acido
mercaptoacético (MAA), glutationa reduzida (GSH), hexanotiol
(HT), sulfeto de sodio (Na.S) e ditiotreitol (DTT). As respectivas
estruturas moleculares sdo mostradas na Figura 1.

e Auvaliar as limitagbes da técnica e do sistema comercial para o
monitoramento da adsorcdo de SAMSs em meio aquoso;

e Relacionar as medidas de SPR com medidas eletroquimicas;

e Concluir sobre o beneficio da utilizagdo de SPR para o
desenvolvimento de biossensores.

Figura 1: Estruturas quimica das moléculas de acido tioacético (TAA), acido
mercaptoacético (MAA), glutationa reduzida (GSH), hexanotiol (HT), sulfeto de
sodio (NazS) e ditiotreitol (DTT) utilizadas nesse estudo.

» Acido Tioacético (TAA) + Acido Mercaptoacético (MAA)
O o)
« 1-Hexanotiol (HT) * Sulfeto de Sédio
CH3(CH,)4CH,SH Na,S + 9H-O
+ Glutationa Reduzida (GSH) + DL-Dithiothreitol (DTT)
I
o o sHo O T
H
HOJ\_/\)LE%N\)LOH .
NHz o] w T
T O -
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os progressos nas areas de magnetismo e semicondutores
observados nas Ultimas décadas possibilitaram uma revolucéo na forma
como informacdes sdo processadas e transmitidas. Como descrito em [1],
ha cerca de 60 anos um ser humano possuia em média dois ou trés imas.
Hoje em dia, qualquer dispositivo eletrénico moderno possui bilhdes de
bits de armazenamento, cada um sendo um eletroimd. Essa rapida
evolugdo se deve principalmente ao rapido desenvolvimento de processos
de padronizacdo de superficie (litografia) e deposicdo de filmes finos,
utilizando abordagens top-down de fabricacéo.

Normalmente, uma etapa do processo de construcdo de chips
envolve a evaporagdo de materiais (condutores, semicondutores ou
isolantes) em um substrato utilizando evaporacdo (feixe de elétrons ou
epitaxia por feixe molecular — MBE, por exemplo) ou reagdes quimicas
(por exemplo, deposicdo quimica em fase vapor — CVD), onde espécies
ativas sdo usadas para catalisar a reducdo de elementos quimicos em uma
superficie sélida. Posteriormente, reacfes (fisicas ou quimicas) sdo
empregadas para remover 0s residuos de fotorresiste e demais
contaminantes resultantes do processo de padronizagdo do substrato.
Essas etapas (incluindo outras que foram omitidas, como limpeza,
ativacdo da superficie, etc.) sdo repetidas sucessivas vezes com o objetivo
de se obter as diferentes multicamadas necessarias para o projeto de
circuitos eletrénicos. Embora de facil compreensdo qualitativa, a
tecnologia de fabricacdo de semicondutores requer equipamentos e
ambientes com altos graus de precisdo e limpeza, além de recursos
humanos altamente especializados.

Os primeiros transistores fabricados no inicio do século 20 eram
baseados em Germanio [2]. Logo foi concluido que a utilizacdo de Silicio
era mais apropriada devido & facilidade de manipulacéo, estabilidade em
altas temperaturas e facil/alta disponibilidade de matéria prima.

Dispositivos baseados em Si possuem menos fuga de corrente e a
capacidade de suportar maiores niveis de poténcia elétrica. Diodos de Ge,
por outro lado, possuem menor queda de tenséo. Dessa forma, eles podem
ser uma melhor opcdo em certas aplicagdes que requerem deteccdo de
sinais de baixa amplitude e retificacdo sem a necessidade de circuitos
densos (circuitos de radiofrequéncia, por exemplo) [2]. Entretanto, essa
situacdo representa apenas um nicho especifico da industria eletronica.

De forma geral, o setor é altamente (quase que exclusivamente)
dependente de silicio. Isso significa que todo o processo é otimizado para
processar esse material. Durante as Ultimas décadas, a tendéncia em
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microeletronica tem sido a reducdo das dimensdes dos componentes,
permitindo incrementar a densidade de energia e frequéncia de operacao.
Por um longo tempo, o maior problema foi a resolucéo e reprodutibilidade
dos processos de litografia. Pesquisa e desenvolvimento nessa area
evoluiram rapidamente, o que permitiu um progresso extremamente
acelerado.

Por algumas décadas a densidade superficial de transistores em
circuitos eletrénicos dobrou a cada ano, comportamento conhecido como
lei de Moore. Hoje em dia, entretanto, o crescimento exponencial do
numero de transistores atingiu um plat6. Processos sub-10nm ja sdo
utilizados comercialmente [3]. Nessa escala, dispositivos baseados em
silicio ndo possuem uma performance adequada, principalmente devido a
perdas resultantes de efeitos quanticos. Dessa forma, no momento o0 maior
obstaculo da industria é encontrar alternativas para o Silicio que possuam
um desempenho adequado em escalas nanométricas.

Até entdo, as alternativas mais mencionadas na literatura utilizam
semicondutores dos grupos Il1-V e 1I-VI (AsGa, InP, GaP, GaN, etc.).
Essa estratégia € muito utilizada na fabricacdo de células solares e
transistores para eletronica de poténcia. Nesses dois casos essa pode ser
uma alternativa economicamente viavel porque a fabricacéo desses dois
tipos de dispositivo ndo necessariamente depende da compatibilidade
com o processamento de silicio. Por outro lado, ambientalmente essa é
uma solucdo insustentavel.

Uma das possibilidades mais promissoras € a utilizacdo de sistemas
bidimensionais (monocamadas ou gases eletrénicos). Na Gltima década
foi provado que monocamadas de grafeno sdo estveis em condicGes
normais de temperatura e pressao. Desde entdo, utilizando as mesmas
técnicas introduzidas por André Geim e Konstantin Novoselov (laureados
com o prémio Nobel de fisica em 2010), outros materiais apresentando
monocamadas estaveis em condi¢Ges ambientes foram descobertos. Os
mais interessantes sdo os dicalcogenetos de metais de transicdo (MoSa,
WS;, WSey, etc.) e nitreto de boro. Esses compostos sdo Uteis por si s6
e/ou quando preparados na forma de heteroestruturas. Por exemplo, o
desempenho de transistores de grafeno é consideravelmente superior
guando nitreto de boro é utilizado como substrato e ou porta (gate) do
dispositivo (permitindo, por exemplo, conducéo balistica de elétrons e
relacdo elevada entre os valores de corrente no estado ligado e estado
desligado — lon/logr ratio). Sistemas bidimensionais também séo Uteis
para o estudo de fendmenos mesoscdpicos associados com interagdes
entre spins e/ou elétrons (transicdo metal-isolante, efeito hall quantico
fracionario, polarizacdo pelo efeito Zeeman, etc.).
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Apesar de todas as possibilidades ainda existentes utilizando os
processos de fabricacdo atuais, a producdo em massa de monocamadas
(grafeno, MoS,, WSy, etc.) ainda é inviavel de um ponto de vista pratico.
Além disso, as excelentes propriedades de conducdo eletrbnica sdo
observadas apenas em condigdes de ultra vacuo e baixa temperatura.
Dessa forma, a utilizagdo em dispositivos comerciais ainda esta
condicionada a varios aspectos praticos, que ndo foram resolvidos.
Adicionalmente, existe uma tendéncia no mercado em produzir
dispositivos customizados para aplicagdes especificas. Nesse caso, as
caracteristicas desejadas néo estdo necessariamente associadas a circuitos
de alta densidade, elevada frequéncia de operagdo e ultrabaixo consumo
de energia. O requisito essencial pode ser flexibilidade mecénica ou custo
de produgdo, por exemplo [6]. Nesse caso, existem alternativas mais
atrativas do que aquelas baseadas em Silicio, semicondutores do grupo
I11-V elou sistemas bidimensionais. Uma solucdo, por exemplo, é a
utilizacdo de materiais organicos.

Apesar das performances inferiores de dispositivos orgénicos, o
desempenho obtido é suficiente para uma vasta gama de aplicacdes
(biossensores descartaveis, eletrdnica maleavel para vestuarios, sensores
ambientais, etc.). Adicionalmente, existem vantagens ambientais sobre a
utilizacdo desses materiais, que sdo potencialmente néo-citotdxicos
(incluindo os dejetos resultantes da fabricacdo). Os mesmos argumentos
sdo utilizados para sistemas micro eletromecéanicos (MEMS) e demais
micro/nano-atuadores, lab on a chip, etc. Finalmente, existe uma tentativa
de associar circuitos eletrébnicos com elementos bioldgicos para
implementar sistemas bio-eletronicos, estudar eletro-fisiologia, etc. [26].
Essa classe de materiais € mais apropriada do que as tradicionalmente
usadas na industria.

Dispositivos  organicos baseados em monocamadas auto-
organizadas (Self-Assembled Monolayers — SAMs) séo particularmente
apropriados para aplicacdes biomédicas. Monocamadas de acidos graxos
(por exemplo, acidos alcandicos de cadeia longa), derivados de
organosilicio (silanos com diferentes grupos, por exemplo) e organo-
enxofre sdo os tipos de compostos mais estudados para a preparacdo de
SAMs [6]. Eles podem ser preparados em uma variedade de substratos,
incluindo didxido de silicio, alumina, quartzo, vidro, mica, seleneto de
zinco, dioxido de germanio, silicio, prata e ouro. Além disso, embora o
empacotamento e ordenamento das monocamadas sejam altamente
influenciadas por fatores associados com a morfologia do substrato,
estruturas altamente organizadas podem se formar mesmo em substratos
amorfos. Dessa forma, 0 método é extremamente versatil. Por exemplo,
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um trabalho recente construiu sistemas mecanicos utilizando uma
abordagem supramolecular [7]. Um rotor com eixo rigido foi montado em
uma superficie de Au (111) e acoplado a um componente movel
perpendicular a sua superficie. Foi observado que a utilizacdo de SAMs
mistos permite o controle da distribuicdo de eixos acoplados a um rotor
moével. Em outras palavras, esse estudo demonstrou que métodos de
padronizacgdo bottom-up sdo uma possibilidade real.

Outra area proeminente que pode ser beneficiada por progressos na
area de monocamadas auto-organizadas € a eletrbnica molecular. Nesse
tipo de sistema, moléculas sao utilizadas como os elementos principais de
dispositivos eletronicos. Elas servem para conduzir corrente elétrica e/ou
modular as caracteristicas de transporte de carga dos eletrodos. Com
relagdo a estrutura, os arranjos eletrénicos podem ser juncdes moleculares
de dois terminais (tipo de construcdo mais comum, utilizada para a
fabricacdo de chaves), canais de dois terminais (empregados para alterar
as caracteristicas de transistores de efeito de campo, por exemplo),
dispositivos eletroquimicos de trés terminais ou dispositivos de efeito de
campo de trés terminais [6, 8]. Assim sendo, SAMs também podem ser
utilizados para a fabricacdo de circuitos eletronicos, ja que substratos
podem ser padronizados e funcionalizados utilizando uma abordagem
bottom-up [8, 9]. Quando associados a estruturas mecanicas sintetizadas
empregando a mesma técnica, sistemas completos (incluindo sensores e
atuadores) poderiam ser construidos. A realizacdo pratica do que é até
entdo apenas uma possibilidade poderia beneficiar &reas relacionadas a
liberacdo controlada de drogas, micro-robética, engenharia de tecidos e
desenvolvimento de biossensores (por exemplo, para a deteccdo de
glicose) [10, 11].

Os primeiros métodos analiticos utilizados para a medi¢édo do nivel
de acUcar no sangue de diabéticos foram introduzidos em 1870, baseados
em polarimetria, fermentacdo de glicose e reducéo de Cu(ll) em Cu(l).
Entretanto, as pesquisas em biossensores se tornaram intensas apenas
apos o desenvolvimento do primeiro sensor empregando glicose oxidase
(GOx) em 1962, por Clark e Lyons [16]. Esse dispositivo foi inicialmente
comercializado em 1975. Em 1971 foi introduzido o primeiro dispositivo
produzido em larga escala (Ames Reflectance Meter). Nesse aparelho, a
glicemia era calculada a partir de altera¢fes éticas de uma fita enzimética
[12, 13]. Ao contrério dos dispositivos até entdo fabricados, este ndo
necessitava de grandes quantidades de sangue e era mais preciso. A
primeira solugdo para o uso doméstico foi comercializada em 1987, com
principio de funcionamento similar ao dispositivo de Clark e Lyons [17].
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Nos dias atuais, 0 método mais comum para 0 monitoramento de
glicose é a andlise de sangue obtido através da perfuracdo da pele. Apesar
da sua aplicacdo amplamente difundida, esse sistema nao €
suficientemente preciso, € desconfortavel e possui um custo relativamente
elevado [18]. Alternativamente, empregando 0 mesmo principio, existem
métodos menos invasivos. A diferenga consiste nas dimensdes do
dispositivo. Esse tipo de sistema utiliza agulhas com dimensdes
comparadas ao didmetro de um fio de cabelo humano. Por essa razéo, o
processo de extragdo € menos doloroso, embora ainda existam riscos de
infeccdo e irritacdo [19, 20].

Sensores nado-invasivos de glicose monitoram 0s niveis desse
carboidrato indiretamente, através de sensoriamento externo, sem
perfurar a pele. Em geral, esses dispositivos sdo baseados em métodos
Oticos ou transdermais. Métodos oOticos incluem Espectroscopia no
Infravermelho Proximo (NIR) ou Médio (MIR) (a luz é transmitida
através da pele e o padrdo de absorcdo é analisado para calcular a
glicemia), Espectroscopia Raman (variacOes de frequéncia de luz devido
a espalhamento inelastico sdo correlacionadas com a concentracdo das
moléculas analisadas), Espectroscopia FotoacUstica (monitoramento
baseado nas ondas de ultrassom geradas devido & absorcdo de luz
infravermelha), Polarimetria (detecta glicose no humor aquoso através do
grau de rotacdo do vetor de polarizacdo da luz), Espectroscopia Térmica
(anélise baseada em variagdes de temperatura e sinal infravermelho) e
Fluorescéncia (a intensidade da luz fluorescente emitida é modulada em
funcdo da concentracdo de glicose). Um método transdérmico bem
estabelecido é a Espectroscopia por Bioimpedancia, onde a concentracéo
de glicose € calculada através de variacGes de impedancia da pele. As
desvantagens desses métodos estdo associadas a penetracdo limitada da
luz, perturbacdo da medida introduzida pela presenca de outras espécies
bioldgicas (MIR/NIR,  Espectroscopia  Fotoacustica), perigos
relacionados com a exposicdo a radiacdo (Espectroscopia Raman),
sensibilidade devido a variagdes de pH, temperatura, movimento
(Polarimetria) e custos elevados [12, 13, 19, 21-25].

Sistemas invasivos utilizados para 0 monitoramento continuo de
glicose sdo majoritariamente baseados em transdutores eletroquimicos [9,
24]. Um sistema completo possui um biossensor (geralmente contendo
uma camada enzimética), um dispositivo de inser¢cdo e um receptor
localizado externamente a pele. Suas principais desvantagens estdo
associadas a limitacdo de oxigénio in vivo, necessario para a oxidagéo da
glicose, estabilidade enzimética e corrosao dos eletrodos [26, 27].
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Recentemente, sensores osmoticos também tém recebido atencdo na
literatura [12, 13]. Esses dispositivos utilizam a pressdo hidrostatica
gerada devido ao transporte de solvente através de uma membrana
semipermedvel (resultante da competicdo entre concanavalina A e
dextran por glicose, por exemplo). Algumas vantagens desse método sdo
estabilidade (ndo ha consumo de reagentes), ndo-liberacdo de produtos
nocivos, baixo custo e baixo consumo energético.

2.1 BIOSSENSORES
2.1.1 Sensores Resistivos

Sensores baseados na variagdo da resisténcia elétrica entre dois
terminais como resultado de um estimulo externo (variagdo de
temperatura, humidade, pressdo, etc.) provavelmente representam a
classe de sensores mais simples. Esse fendmeno esta associado com a
mudanca das caracteristicas de transferéncia de carga quando moléculas
sdo adsorvidas na superficie e/ou quando ocorrem modificacdes
estruturais resultante de um gradiente térmico, por exemplo.

Apesar da simplicidade, a miniaturiza¢do dessa tecnologia requer o
desenvolvimento de circuitos eletrénicos relativamente complexos
arquitetados com o objetivo de minimizar o consumo de energia e reduzir
a contribuicdo de ruidos [26]. Dessa forma, a solucéo final (em termos de
projeto) ndo possui a mesma facilidade de construgdo. Ainda assim, a
sintese de controladores (por exemplo) utilizados para alterar as respostas
dindmicas do dispositivo possuem um efeito limitado, ja que existem
graus de liberdade suficientes (em comparacdo ao mecanismo de
funcionamento de transistores, por exemplo), para que diversos critérios
de desempenho sejam atingidos.

Apesar disso, esse tipo de configuracdo é Util para propositos de
pesquisa. Os dois eletrodos podem ser conectados a solu¢Ges comerciais
(potenciostato, por exemplo) para avaliar o desempenho da camada
sensitiva que sera utilizada como interface para monitorar as espécies
bioldgicas (no caso de um biossensor) [9]. Em outras palavras, sensores
resistivos podem tornar mais simples a anélise de medidas objetivando a
avaliacdo da seletividade e sensitividade de filmes finos com relacdo a
analitos especificos, excluindo varidveis associadas com circuitos
eletrénicos adicionais.

Por outro lado, sensores eletroquimicos efou Oticos sdo as
alternativas mais apropriadas para o desenvolvimento de sensores
miniaturizados com altos graus de precisdo, baixos niveis de ruido e
consumo energético [12,13].
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2.1.2 Sensores Eletroquimicos

Sensores eletroquimicos podem ser facilmente associados com
circuitos eletronicos, permitindo o desenvolvimento de dispositivos
integrados com baixo custo de producdo e pouca complexidade
operacional. Esse tipo de sistema é estavel, facilmente miniaturizado e
apresenta limites de detecgdo amplos [28, 29]. Para evitar que
biossensores baseados nessa tecnologia possuam pouca sensibilidade e
seletividade, pode ser vantajoso utilizar componentes nano-estruturados,
provavelmente devido as dimensGes semelhantes entre 0s componentes
sensitivos e as moléculas analisadas [9].

As reacOes eletroquimicas podem ser quantificadas através de
corrente elétrica (amperometria), potencial elétrico ou acimulo de carga
(potenciometria) e alteracbes das propriedades de condugdo
(condutometria). Como variacBes desses modos, pode-se considerar
variacOes de impedancia e o efeito de campo em transistores utilizados
para medir a corrente [9, 30-32].

Dentre o0s tipos de sensores eletroquimicos mencionados,
dispositivos baseados em transistores de efeito de campo (Field Effect
Transistor - FET) sdo os mais apropriados para aplicag@es atuais. 1sso se
deve a facil conectividade com elementos micro/nano-eletrénicos,
métodos de fabricacdo em larga escala, miniaturizacdo e operacdo em
baixa poténcia [33]. Dentre as inumeras possibilidades estruturais
existentes para a fabricagdo de FETS, a tendéncia atual em pesquisa e
desenvolvimento de biossensores utilizando essa tecnologia é o emprego
de transistores de efeito de campo sensiveis a ions (lon Sensitive Field
Effect Transistor - ISFET). Esses dispositivos possuem um mecanismo de
operacdo semelhante ao de FETs convencionais. A diferenca é a
substituicdo da porta metalica por materiais eletroativos (maiores detalhes
serdo descritos adiante). Apesar de suas inimeras vantagens, ISFETs
foram comercializados apenas como sensores de pH. Alguns dos
obstaculos incluem dificuldade de padronizacdo do processo de
imobilizacdo da enzima e métodos de deposicdo compativeis com
processos utilizados na industria de semicondutores [9, 33-35].

2.1.2.1 ISFETs

O transistor de efeito de campo utiliza 0 campo elétrico para modular
a condutividade do canal semicondutor. Uma das formas de operacéo é
através da variacdo do potencial elétrico, em relacdo a fonte e ao dreno
(Vps), na porta do transistor (V;). A existéncia de um determinado
potencial, negativo ou positivo, nesse eletrodo pode atrair ou repelir
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portadores de carga no canal. Os valores especificos de tensdo estdo
associados a configuracéo e dopagem do semicondutor. Em fungéo dessa
dinamica (variacdo da densidade de portadores na regido de deplecédo) as
dimensfes elétricas efetivas do canal sdo variadas, resultando em
alteragdes de condutancia entre a fonte e o dreno. O FET pode operar em
regime linear ou de saturacdo. No primeiro, o dispositivo atua como um
potenciémetro; no segundo modo, o transistor opera como uma fonte de
corrente constante.

Como discutido anteriormente, um FET pode ser modificado através
da substituicdo da porta metalica por uma superficie bioquimicamente
ativa (um dos métodos mais populares é a imobilizacdo de enzimas) que
estard em contato com o analito (molécula sob analise). Para completar o
circuito elétrico, um eletrodo de referéncia, também em contato com a
solucdo, é utilizado [9, 12].

Dessa forma, o ISFET (Figura 2) é um MOSFET, onde a conexdo
da porta é separada do transistor na forma de um eletrodo de referéncia
inserido em um liquido, que esta em contato com o 6xido da porta (SiO-,
Al;03 e Ta20s sdo comumente empregados) [9, 12, 36].

A teoria dos ISFETs é detalhadamente descrita em [37, 38]. A
explicagdo resumida a seguir se baseia nesses dois trabalhos. A expressdo
da corrente de dreno no modo linear é:

2
la = Coxt ™ [(Vas = VelVas = 3Vas | (1)

Na equacdo acima, Cyy € a capacitancia do 6xido por unidade de
area, W e L sdo a largura e comprimento do canal, respectivamente, § =

w A i ers . ,
Coxn— € 0 parametro de sensibilidade geométrica (constante), V; é a

tensdo limiar do dispositivo (pode ser considerado constante devido aos
métodos altamente controlados de fabricacdo) e p representa a
mobilidade eletrénica do canal. Dessa forma, a corrente de dreno I; €
funcéo somente da tensdo de entrada V.

Nos ISFETs os potenciais de interface devem ser considerados no
calculo da tensdo limiar devido a introducdo do eletrodo de referéncia.
Em MOSFETS, a equacdo da tensdo limiar é funcdo da diferenca das
fungdes trabalho do gate metalico (&,,) e do silicio (®g;), da carga de
deplecdo no silicio (Qg), da carga acumulada no 6xido (Q,x) € na
interface oxido/silicio (Qgs) € a um termo relacionado ao nivel de Fermi
(@¢). No caso de ISFETS, o potencial constante do eletrodo de referéncia

(Eres) € 0 potencial de interface ¥ + x*°! devem ser considerados (¥ ¢
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funcéo do pH e x*°! é o potencial de dipolo da superficie do solvente). A
equacdo da tenséo limiar é representada pela Equacéo 2:

Psi  QoxtQss+Qp
V., = — Y 4 ys0l_ TSt COXTLSSTYE | 9 2
t ref X q Cox f ( )

A partir dos mecanismos fisicos e equacdes previamente
apresentados, pode-se concluir que o ISFET é eletronicamente idéntico a
um MOSFET, com a possibilidade adicional de modular quimicamente a
tensdo limiar.

Figura 2: Transistor de efeito de campo sensivel a ions (ISFET). A porta metalica
do FET é substituida por uma superficie bioguimicamente ativa.
|
-+
Vs RE

Dessa forma, a introducdo de SAMs arquitetados e funcionalizados
com o propésito especifica de otimizar a modulagéo quimica na superficie
de ISFETSs poderia auxiliar a solucionar alguns dos maiores problemas
associados a esse tipo de sensor: drift, especificidade e estabilidade,
particularmente ao lidar com enzimas ou compostos instaveis que
catalisam a quebra de moléculas e transferéncia de carga (i.e. azul da
Prassia).

2.1.3 Sensores Oticos

Como mencionado acima, sensores eletroquimicos possivelmente
apresentam o melhor compromisso entre precisdo e praticidade em
aplicacdes onde uma interface eletrbnica é desejavel. Recentemente,
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pesquisadores demonstraram um circuito capaz de replicar o sinal emitido
pelo pancreas para estimular a producéo de insulina [39]. Um dos maiores
obstaculos, entretanto, é o sensor de glicose necessario para completar a
malha de controle. Nesse caso, a utilizacdo de ISFETSs é provavelmente a
escolha mais apropriada.

Apesar disso, o0 tipo de sensor (ou biossensor) que oferece 0s
melhores limites de detec¢do e tempo de resposta sdo aqueles baseados
em mecanismos oticos. Nesse caso, a natureza ndo invasiva desse método
€ uma vantagem adicional. Em certas circunstancias, por outro lado, a
dissipacdo do sinal decorrente de barreiras éticas/mecéanicas podem ser
uma desvantagem. Essa é uma situacdo comum quando eventos
bioldgicos dentro do corpo devem ser detectados utilizando um detector
extra-dérmico. Nesse tipo de situagao, existe a possibilidade de integrar o
mecanismo de monitoramento em células micro-fluidicas. Essa
capacidade de miniaturizacdo é possivel principalmente devido a
progressos recentes na area de fotdnica e plasménica. Em particular,
sensores baseados na ressonancia de plasmons de superficie (SPR), e suas
diferentes variantes, sdo uma das opc¢des mais promissoras.

Um exemplo de biossensor miniaturizado e inserido em canais
micrométricos, uma espécie de lab on a chip, foi demonstrado
recentemente para a deteccdo de concentragdes sub-femtomolares de
URNA [40]. Existem diversas modificacGes estruturais que podem ser
introduzidas em microestruturas para estimular a presenca de plasmons,
uma das quais utiliza micro cavidades em fibras 6ticas para canalizar a
fonte luminosa e satisfazer as condi¢des associados aos vetores de onda.
Esse tipo de tecnologia ndo esta associado apenas a possibilidades de
miniaturiza¢do, mas também com a deteccdo individual de moléculas. Em
todo caso, as vantagens e desvantagens de sensores Oticos e
eletroquimicos podem ser balanceadas entre si. Em outras palavras,
mecanismo de deteccdo associando essas duas tecnologias podem trazer
vantagens, tais como maior facilidade de integracdo com plataformas
eletrdnicas, maiores limites de deteccdo e menos sensibilidade
paramétrica com relacdo a variagBes externas (e indesejadas) de
temperatura, pressao, fluxo, etc.

2.2 BIOSSENSORES UTILIZANDO RESSONANCIA DE
PLASMONS DE SUPERFICIE

A ressonancia de plasmons de superficie (Surface Plasmon
Resonance — SPR) se baseia ha oscila¢do da densidade de carga que pode
existir na interface entre dois meios com diferentes caracteristicas
dielétricas (por exemplo, entre um metal e um dielétrico). Esse gradiente
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esta associado com uma onda eletromagnética, cujos vetores de campo
possuem amplitude méaxima na interface e decaem de forma evanescente
(essa onda evanescente é um dos principais elementos utilizados para
modelar o fendbmeno) nos dois meios [42]. A onda evanescente pode
interagir com o plasma gerado na superficie se 0 metal (tipicamente Ag
ou Au) possuir valores apropriados de espessura (algumas dezenas de
nanémetros) [43] e possibilitar a introducdo de perdas energéticas. A
ressonancia ocorre quando essa energia é inteiramente utilizada para a
excitacdo de plasmons. Para que isso ocorra, a constante de propagacao
da onda evanescente deve ser igualada a constante dos plasmons de
superficie. Essa condicdo pode ser atingida através da varia¢do do angulo
incidente [42, 43].

A difracdo andmala causada pela excitagdo de ondas de plasma de
superficie em grades de difracdo foi inicialmente descrita no inicio do
século 20 [11]. Anos depois, durante os anos 60, a excitacdo ética de
plasmons de superficie foi finalmente demonstrada utilizando um método
baseado na reflexdo total da luz incidente por Otto e Kretschmann [42].
As topologias de SPR mais comumente utilizadas comercialmente ainda
sdo baseadas nesses experimentos [43]. Essas configuragdes utilizam
grades ou prismas para canalizar a luz que incide no metal. Caso
contréario, a onda incidente ndo teria momento suficiente para excitar a
formacédo de plasmons de superficie [41].

Muitas das aplicagdes relacionadas a SPR estdo associadas a estudos
bioguimicos. Assim sendo, os sistemas comerciais sdo otimizados para
esse tipo de utilizagdo. Por exemplo, as variagdes de angulo permitidas
pelo sistema, o tipo de material utilizado para conducéo de fluidos, etc.,
sdo projetadas tendo em visto o emprego de solugbes aquosas e/ou com
baixo conteldo de solutos/solventes organicos que causariam uma
variacdo do indice de refracdo do meio maior do que incialmente previsto.
Um exemplo comum em projetos envolvendo SPR é o estudo de
transicbes estruturais de proteinas. A compreensdo da relacdo entre
funcdo e estrutura nesse tipo de macromolécula é fundamental para a
compreensdo de mecanismos celulares e, consequentemente, para o
desenvolvimento de drogas [44]. Adicionalmente, as mesmas técnicas
podem ser utilizadas para o estudo de sistemas mais complexos, como o
monitoramento de processos intracelulares [45]. Nesse trabalho, foi
demonstrado que essa tecnologia pode ser incorporada em meios de
cultura celular na forma de uma estrutura compacta, ndo-invasiva e sem
interferir com os mecanismos de desenvolvimento celular. Nesse caso,
uma solugdo baseada em fibras Gticas (como descrito anteriormente) foi
empregada.
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Os primeiros instrumentos comerciais baseados em SPR foram
introduzidos pela empresa Biacore na Suécia, em 1990. Durante 0s anos
gue seguiram, a tecnologia evoluiu de forma consistente até cerca de
2008, quando as melhorias em termos de performance se tornaram
pequenas entre diferentes iteracdes de dispositivos. A tendéncia atual nas
empresas mais bem estabelecidas é o acoplamento de SPR com outras
técnicas de medidas in situ, como eletroquimica, microscopia eletrénica,
etc. [43]. Em laboratérios de pesquisa, por outro lado, um dos principais
focos é a funcionalizagdo da superficie de Au (ou Ag) com compostos
gue possam melhorar consideravelmente a estabilidade, tempo de
resposta e limites de deteccdo dos instrumentos. Exemplos de materiais
empregados sdo grafeno e pontos quénticos. Modificages estruturais
também tém sido muito investigadas, como é o caso da ressonancia de
plasmons de superficie localizados, que podem apresentar performances
consideravelmente superiores [6, 8, 46, 47].

O estudo de monocamadas auto-organizadas (Self Assembled
Monolayers - SAMs) utilizando SPR pode auxiliar na compreensdo dos
mecanismos de fisissorcdo e quimissor¢do. Além disso, SAMs também
podem ser Uteis para a funcionalizacdo da superficie do sensor, por
apresentar uma superficie mais adequada para a deteccdo seletiva de
eventos bioldgicos. Diferentes tipos de SAMs podem ser escolhidos para
diferentes propositos. Com o objetivo de calibrar o sistema e identificar
erros associados ao instrumento, alcanotiois foram utilizados nesse
trabalho. O estudo de moléculas pequenas, como &cido tioacético (TAA)
e é&cido mercaptoacético (MAA) podem ser Uteis para avaliar a
performance do dispositivo comercial. Uma outra vantagem é o emprego
dos sinais obtidos como referéncia quando moléculas mais longas e
complexas sdo estudadas.

O Laboratério de Filmes Finos e Superficies (LFFS) possui
experiéncia no estudo desses compostos. Em um trabalho recente do
grupo, foram propostos mecanismos envolvendo a formagéo de SAMs de
TAA e MAA em Au(111). Tendo em vista a precisdo das técnicas
baseadas em ressonancia de plasmons, uma das motivacdes do presente
estudo foi a avaliagdo da utilizagdo de SPR para a observacg&o in situ dos
resultados reportados em [48]. Com o mesmo objetivo, moléculas de
sulfeto de sddio (utilizadas para a formagao de monocamadas de enxofre)
e estruturas mais complexas (glutationa reduzida - GSH, hexanotiol - HT
e ditiotreitol - DTT), potencialmente aplicAveis em biossensores e
eletrénica molecular, foram investigadas.
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METODOS EXPERIMENTAIS

3.1 SUBSTRATO PARA MEDIDAS DE SPR

Para a fabricacéo e/ou utilizacdo de chips no instrumento comercial,
a limpeza do substrato é um dos aspectos mais criticos. Uma superficie
contaminada com substancias orgénicas ou inorgénicas resultaria em
problemas de reprodutibilidade. Impurezas também podem induzir a
formacdo de bolhas e demais artefatos de medida que podem ser
facilmente evitados utilizando protocolos de limpeza e ativagdo do
substrato. Nesse trabalho, substratos previamente funcionalizados com
SAMs também foram utilizados para otimizar o processo de medi¢édo e/ou
identificar erros de operacdo. Nesse caso, a limpeza das vidrarias
utilizadas para preparacdo das solucbes e imersdo do substrato também
deve ser considerada. Contaminantes ndo eliminados resultariam na
formacdo de SAMs mistos e dificultariam a analise dos resultados
obtidos.

Um segundo aspecto € o custo proibitivo (em certos mercados) dos
sensores vendidos pelos fabricantes dos dispositivos. Dessa forma, em
laboratérios de pesquisa nacionais, a fabricagdo in house de sensores e/ou
reutilizaco dos mesmos séo boas opgdes do ponto de vista financeiro.

A fabricacdo das estruturas pode ser facilmente conduzida em
laboratérios equipados com instrumentos necessarios para a sintese de
filmes finos utilizando métodos fisicos. O revestimento de substratos
transparentes com Ti ou Cr (utilizados como buffers para melhorar a
aderéncia entre Ag ou Au e diéxido de silicio) e Au (prata também é
comumente utilizado) com evaporagdo por feixe de elétrons ¢é
recomendada devido ao alto grau de texturiza¢éo dos filmes finos obtidos.
Alternativamente, outros métodos (como sputtering ou deposicao
guimica) podem ser utilizados mediante um pés-tratamento térmico.

Tendo em visto os resultados e orientagBes supramencionadas, 0s
chips foram fabricados utilizando evaporacdo por feixe de elétrons.
Imediatamente antes da evaporag&o, os vidros utilizados para a deposicao
dos filmes finos foram imersos sequencialmente em banhos ultrassénicos
contendo acetona e isopropanol. Posteriormente, 0 excesso de solvente
foi removido com Nitrogénio e os substratos foram imediatamente
expostos a uma temperatura de 150°C por cerca de 10 minutos para
desidratar o substrato. Essa etapa minimiza residuos do solvente na
superficie e diminuem a umidade na superficie do vidro, melhorando a
aderéncia dos filmes a serem depositados.



36

A técnica de deposicdo de filmes finos utilizada se baseia na
excitacdo de materiais utilizando elétrons altamente enérgicos (gerados
por fontes termidnicas), que incidem na superficie do material desejado
com uma certa frequéncia e amplitude de oscilacdo (reguladas por
eletroimés). O ambiente de ultra alto vacuo possibilita o desprendimento
de atomos do alvo, que ‘evaporam’ na camera. Para uma deposi¢do mais
pura e conformal, é importante utilizar materiais de alta pureza
(tipicamente superiores a 99.9%) e girar 0 porta-amostras para evitar uma
distribuicdo ndo-uniforme da espessura. Nesse trabalho, 2 nm de Ti foram
depositados para aumentar a aderéncia entre o substrato (vidro) e a
camada de Au (47 nm).

3.1.1 Limpeza

Os métodos mais bem estabelecidos para a limpeza de substratos de
ouro utilizam luz ultravioleta, misturas de hidroxido de potassio e
perdxido de hidrogénio, ozbnio, dgua régia, piranha, agentes redutores
(como borano dimetilamina) e/ou voltametria ciclica em acido sulfirico
ou acido cloridrico [49]. Utilizando medidas de espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios X (X-ray Photoelectron Spectroscopy —
XPS) para avaliar a rugosidade do filme fino apds cada tratamento de
limpeza e detectar a presenca de impurezas, a eficicia de cada uma das
solucdes mencionadas foi avaliada, como esquematizado na

Figura 3 [49]. Nesse grafico o percentual atbmico de Au, O, C, N e
Cl sdo mostrados para filmes finos (primeira linha) e volumosos (segunda
linha) de Au, ambos em um estado ‘limpo’. Os métodos que permitem
incrementos do conteddo relativo de Au sem introduzir novos
contaminantes sdo KOH + H,0, e ciclagem em KOH e H,SO.. Essa
andlise, entretanto, deve servir apenas como um indicativo para o
desenvolvimento de um protocolo de limpeza. No caso especifico do
presente estudo, os métodos envolvendo limpeza eletroquimica ndo sdo
0s mais apropriados pois conteldos de Au também sdo consumidos de
forma relativamente rapida, prejudicando a utilizacdo em SPR. Por outro
lado, também foi observado que a superficie do chip usado (altamente
afetada por ti6is) ndo pode ser completamente limpa com KOH+H,0;
e/ou piranha, por exemplo. Para remover os residuos organicos, uma
rapida imersdo em Cloroférmio foi empregada. A partir desse ponto, 0
processo continua utilizando solugbes recentemente preparadas de 50
mM KOH em per6xido de hidrogénio e agua destilada, na proporcédo
volumétrica de 1:3, respectivamente.

Os substratos reutilizados utilizando o protocolo de limpeza
previamente descrito apresentaram performance semelhante ao de chips
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comerciais novos e/ou recentemente fabricados. Por outro lado, apos
algum tempo a relacdo sinal/ruido é fortemente prejudicada, ja que parte
da camada de Au é corroida a cada limpeza. Finalmente, os chips devem
ser descartados ja que a espessura se torna inferior ao minimo necessario
para excitar plasmons na superficie do metal.

Figura 3: Comparacdo de diferentes métodos utilizados para a limpeza de

substratos de Au baseado em resultados de XPS.
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As vidrarias utilizadas durante os experimentos (por exemplo, para
preparar as solucdes de tidis), devem ser cuidadosamente tratadas para
evitar a contaminacdo com outras substancias organicas, resultando na
formagdo de SAMs mistas ou até mesmo impedindo um processo de
fisissorcdo estavel, como mencionado anteriormente. Para esse propdsito,
0s recipientes foram imersos em uma solucdo concentrada de KMnQO4 por
um periodo superior a 12h. O excesso de permanganato de potassio foi
removido com peroxido de hidrogénio, seguidos de limpeza utilizando
agua destilada. Quando disponivel, tratamento com plasma também
poderia ser utilizado.
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3.1.2 Deposi¢do De Monocamadas Auto-Organizadas De Tiois

De forma simplificada, o processo de formacdo de monocamadas
auto-organizadas ocorre em duas etapas: fisissorcdo (etapa rapida,
tipicamente na escala de segundos ou minutos) seguida de quimissorcao
(etapa lenta, podendo durar algumas horas ou dias). A primeira ocorre
devido a atracédo entre as moléculas e a superficie do substrato. A segunda
etapa ocorre com o desprendimento do 4&tomo de hidrogénio da molécula
e posterior reorganizacgdo estrutural para atingir uma configuracdo mais
estavel, com menor energia livre. Em superficies planas, alcanotidis se
distribuem de forma regular com um angulo de aproximadamente 30°.
Essas consideracdes, além de outras envolvendo os sitios preferenciais
para a adsorcdo de SAMs em Au, representam aspectos exaustivamente
estudados e bem estabelecidos na literatura [48]. Por outro lado, estudos
relacionados ao monitoramento in-situ do fendbmeno de fisissorgdo,
incluindo a influéncia de diferentes fatores (por exemplo, potencial
quimico e/ou elétrico) que podem afetar caracteristicas estruturais de
forma estatica ou dindmica ainda requerem atencéo.

O objetivo inicial desse estudo previa a utilizacdo de diferentes
solventes para contribuir com o entendimento da influéncia de certos
aspectos quimicos sobre a cinética de adsorcdo. Entretanto, como ja
mencionado, 0s sistemas comerciais existentes sdo otimizados para
estudos bioquimicos. Assim sendo, ao incluir solventes organicos, as
variagBes do indice de refragdo resultam em variagdes do angulo de
ressonancia que nao podem ser detectados pelo hardware empregado no
instrumento (explicagcdes mais detalhadas sdo fornecidas adiante).

Além da limpeza dos recipientes utilizados para preparagdo das
solugdes, a influéncia da luz também deve ser considerada, j& que reacoes
podem ser induzidas ou aceleradas como resultado da irradiacdo
luminosa. Outros fatores como umidade, temperatura e pressao também
devem ser cuidadosamente controlados. Para minimizar efeitos adversos,
apenas solucGes recentemente preparadas foram usadas para 0s
experimentos, sempre na auséncia de luz.

Durante os primeiros testes com o instrumento utilizado, foi
observado que respostas correspondendo a concentracdes inferiores a 1
uM ndo podiam ser facilmente distinguidas do ruido. Por outro lado,
molaridades entre 1 mM e 10 mM s8o elevadas o suficiente para a
formacdo de multicamadas. Dessa forma, diferentes valores entre 1 uM e
10 mM foram consideradas. Frascos volumétricos de 25 ml foram usados.
Inicialmente, as solugBes mais concentradas foram formadas a partir do
respectivo tiol. Através de diluiges sucessivas, as demais aliquotas foram
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obtidas utilizando &gua destilada como solvente e etanol como soluto
adicional (1% a 20% em volume).

3.2 MONITORAMENTO DA ADSORCAO DE MOLECULAS
3.2.1 Descrigdo Do Sistema

Alguns dos fabricantes mais conhecidos de instrumentos para
medidas de SPR sdo Biacore, Plexera, BiOptix, SensiQ, BioNawvis,
Horiba, Reichert, Bio-Rad e Biosensing Instruments. Em termos de
performance (teoricamente) possiveis, as empresas citadas apresentam
valores (nominais) semelhantes, ja que todos utilizam estruturas similares
(baseadas em pequenas variagfes das configuracbes de Otto ou
Kretschmann, ja discutidas). As maiores diferencas entre as diferentes
opcOes existentes estdo relacionadas com a aplicacéo desejada e o grau de
automacdo necessario e/ou desejavel. Por exemplo, alguns dos
dispositivos possibilitam a introducédo de diferentes substratos e solu¢fes
dentro sistema. Desse ponto em diante, a ordem, duracdo e fluxo da
insercdo dos diferentes liquidos pode ser controlada por Software,
incluindo etapas de limpeza e condicionamento dos canais. Esse é 0 caso
de alguns dos produtos comercializados pela Biacore, Bio-Rad e Plexera,
por exemplo, que possuem um maior apelo industrial, tornando possivel
a anélise da interagdo entre diferentes moléculas (como exemplificado na

Figura 4) de forma robusta e reprodutivel. Qutras caracteristicas
desses instrumentos sdo controle de temperatura (desejavel em
experimentos envolvendo DNA), sistemas que possibilitem a utiliza¢do
de quantidade minimas de material, fluxo bidirecional, softwares para
andlise, etc. Devido a confiabilidade (resultado da automagdo dos
mecanismos de manuseamento dos substratos e controle de fluxo) essa
técnica tem sido vastamente utilizada para o desenvolvimento de drogas
e pesquisa bioldgica, por exemplo.

Figura 4: Sistema de multicanais utilizado para analisar a interacdo entre
diferentes moléculas.

Fonte: Material publicitério da empresa Bio-Rad.



40

Empresas menores, novas e/ou menos estabelecidas no mercado
tentam explorar outras opgfes, como modularidade e diferentes
aplicacGes. Por exemplo, a empresa BioNavis tentou inovar utilizando
diferentes construgdes, como por exemplo um sistema rotatério no prisma
gue permite a detecgdo de angulos de ressonancia entre 40° e 78° (talvez
sendo o0 Unico produto que possibilitaria 0 uso de solventes organicos),
diferentes substratos (Ag, Al, Cu, Pt, Al,O3, SiO), além de permitir a
andlise multi-paramétrica (por exemplo, utilizando gas ao invés de
liquido, ou incorporando células eletroquimicas). Outros aspectos
operacionais incluem o pré-revestimento do prisma com elastdmeros
utilizados para acoplar o indice de refragdo do vidro e a possibilidade de
selecdo de um método de analise rapida ou lenta, que possibilitaria a
obten¢do do comportamento da intensidade do sinal em funcéo do angulo
de refracdo. Esse tipo de flexibilidade possibilitaria o uso desse
instrumento para pesquisas que necessitam implementar modificagdes de
hardware em funcdo de necessidades especificas, que podem variar no
decorrer da pesquisa.

A empresa Biosensing Instruments utilizou um conceito similar ao
da BioNavis no sentido de oferecer uma solucdo para laboratérios de
pesquisa. O dispositivo utilizado nesse trabalho, BI-2000, possui tempos
de resposta reduzidos quando comparado com outros instrumentos. A
razdo para essa vantagem estd associada a execucdo de céalculos
diretamente através de hardware dedicado (FPGAs séo utilizados para o
processamento do sinal). Devido a um compromisso entre tempo de
resposta e custo, por outro lado, o Gnico modo de monitoramento
disponivel nesse instrumento (segundo o fabricante) é a variagdo do
angulo de ressonancia em fungdo do tempo, uma desvantagem para
pesquisas fundamentais. Com relacdo aos instrumentos com alto grau de
automatizacdo e/ou os instrumentos (relativamente) modulares da
BioNavis, a vantagem do BI-2000 é a sua capacidade de lidar com
sistemas que possuem um tempo de resposta rapido, caracteristico de
processos bioquimicos extremamente sensiveis e de dificil
monitoramento.

3.2.2 Operagéo

As medidas executadas no presente trabalho foram feitas com o
instrumento BI-2000 da Biosensing Instruments. Esse dispositivo,
mostrado na Figura 5, possui uma interface de manuseio relativamente
simples. O sistema possui dois canais de fluxo, posicionados de forma
paralela e sem sobreposicao. O sensor € posicionado diretamente sobre o
prisma (localizado abaixo do porta-amostras, que pode ser visualizado na
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mesma figura mencionada acima) e fixado através de pressdo mecanica
através de um sistema de molas acoplado ao médulo utilizado. Os canais
sdo padronizados em um material polimérico e bio-compativel. A pressdo
sobre o sensor garante que o fluido ird passar apenas por essas duas
passagens.

Dois modos de fluxo sdo possiveis, utilizando até duas solugdes
distintas na mesma medida. No modo serial os dois canais serdo expostos.
A vantagem é a possibilidade de duplicar a medida, dando indicactes
sobre a reprodutibilidade da mesma. O segundo modo, single, permite a
passagem de dois liquidos distintos, resultando na obtencdo de um sinal
de referéncia (por exemplo). Para medidas mais precisas, esse modo deve
ser escolhido preferencialmente. O fluxo deve ser elevado o suficiente
para prevenir a mistura das duas solu¢es. O modo de operagéo e ordem
de fluxo do liquido podem ser selecionados através das respectivas
valvulas esquematizadas na Figura 5.

A solucédo contendo as moléculas cujas interagcdes com o substrato
serdo analisadas podem ser inseridas em um buffer, que contém um
sistema para eliminacdo de gas. Entretanto, foi observado que a
performance do mesmo néo é ideal. Para contornar o problema, a seringa
utilizada para insercdo do fluido deve ser preenchida com um volume
ligeiramente superior ao que serd utilizado para a medida. Apds dispensar
a solucdo na camera, a seringa ndo deve ser removida. O excesso de
liquido ainda presente na mesma ira reduzir a possibilidade da introdugéo
de gas no sistema.

No BI-2000, a bi-direcionalidade do fluxo ndo é possivel, e dois
modulos sdo disponiveis: célula de fluxo (padrdo) ou célula
eletroquimica. Dessa forma, é possivel aplicar potenciais elétricos e
monitorar a resposta de SPR simultaneamente. Entretanto, a utilizacdo de
fluxo ndo é possivel nesse caso. Modelos mais avancados da Biosensing
Instruments contornam esse problema e também introduzem a
possibilidade de médulos para 0 monitoramento de processos envolvendo
gas.

Antes da insercdo da solugdo contendo as moléculas a serem
analisadas, o sistema deve ser calibrado (para cada medida) com rela¢éo
ao ganho e baseline. O primeiro pode ser conduzido através da introducédo
de 1% Etanol em H,0, quando &gua destilada é utilizada como solvente.
O valor da variacdo do angulo de ressonancia para a respectiva mudanca
do indice de refracdo do meio é de 60 mili-graus. Dessa forma, o ganho
pode ser ajustado. Outras estratégias também poderiam ser consideradas.
Apos cada experimento, 4gua destilada deve ser circulada por todos os
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canais, incluindo o buffer, para eliminar residuos que podem ter
permanecido nos tubos.

O protocolo padrdo de utilizagdo obedece a seguinte ordem (para a

célula de fluxo):

1.
2.

3.
4.
5

© ®

10.

11.

12.
13.

Limpeza do prisma utilizando isopropanol;

Deposicdo de dleo especialmente sintetizado para acoplar os indices
de refracdo do prisma e do vidro do sensor;

Posicionamento do sensor;

Selecdo da valvula para escolher o modo e/ou dire¢éo do fluxo;
Posicionamento, na bomba peristéltica, das seringas contendo as
soluces que irdo fluir em cada canal,

Escolha do fluxo (tipicamente 50 ul/min ou 100 ul/min), que ndo deve
exceder 150 ul/min. VValores mais elevados resultam em vazamento
do fluido;

Esperar alguns minutos para que a solugéo possa circular pelos canais
e sensor;

Calibrar o ganho e baseline;

Inserir a solucdo a ser analisada no buffer (maximo de 250ul e
obedecendo as instruc¢des supramencionados para evitar a introdugédo
de bolhas);

Abrir a valvula do buffer para permitir que a solugdo chegue até o
sensor;

Fechar a valvula do buffer ap6s o tempo necessario para que o volume
escolhido seja evacuado da camera para o canal principal;

Esperar até que a medida seja concluida e o sinal estabilizado;
Limpeza dos canais utilizando agua destilada por pelo menos 5
minutos.

Com relacdo ao procedimento mencionado, alguns problemas

comuns com o BI-2000 s&o:

Vazamento de fluido mesmo utilizando fluxos baixos (por exemplo,
50 ul/min). Como resultado, em algumas situages é dificil estabilizar
o0 sinal antes e/ou depois do experimento. Em outras situa¢fes, néo é
possivel corrigir o sinal com relacdo a baseline porque o drift se torna
ndo-linear. Parte do problema estd provavelmente associado ao
mecanismo de fixacao do substrato (baseado em molas);

O processo de inser¢do do liquido no buffer frequentemente resulta
na formacéao de bolhas que forgam a repeticdo do experimento. Além
disso, existem indicacdes de que o material utilizado nos tubos de
conducdo de fluido ndo é apropriado para a utilizacdo de
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experimentos com tidis, ja que a descontaminacgdo durante as etapas
de limpeza se mostrou problematica em certos casos;

e Em sensores fabricados in house foi observado fortes discrepancias
(em poucos casos) entre os dois canais, quando experimentos em
modo serial foram realizados para avaliar a reprodutibilidade da
medida e/ou do processo de fabricagcdo. Acredita-se que esse
comportamento ocorra devido a falta de homogeneidade da espessura
da camada de Au, ja que 0 porta amostras ndo foi girado durante a
evaporagdo de metal for feixe de elétrons (o sistema utilizado nédo
possuia essa funcionalidade).

Figura 5: Instrumento de medidas de SPR da Biosensing Instruments (modelo BI-
2000). Os principais elementos de interface com o usuério sdo esquematizados
na figura: véalvulas para controle de fluxo, visores para monitoramento do estado
do sistema e porta amostras.
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’ 0‘ Porta-amostra
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Fonte: Biosensing Instruments.
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Em versGes futuras do sistema BI-2000, um maior grau de
automatizacdo deveria ser implementado, principalmente devido ao
gerenciamento do fluxo e manuseio do sensor dentro do sistema. Por
exemplo, a investigagdo paramétrica do mecanismo de adsorgdo (em
funcdo da concentracdo, como sera mostrado adiante) pode ser feita de
forma automatizada utilizando um Gnico chip ou de forma manual
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(resultando em medidas menos precisas e consideravelmente mais
demoradas), necessitando de um novo sensor para cada parametro
testado.

3.2.3 Medidas

O sinal obtido através de um tipico experimento de SPR é mostrado
na Figura 6. O sistema, inicialmente condicionado em um estado de
regime permanente, é submetido a uma variacdo de ambiente através da
introducdo de solutos no meio. Uma mudanga do indice de refracdo é
observada devido a variagdo da distribuicdo de carga na superficie do
sensor (resultado da adsor¢do de moléculas) e por causa da variacdo do
indice de refracdo do liquido sobre o substrato. A quantidade de solugdo
com os analitos a serem analisados circulam no sistema por um tempo
limitado. Apds a interrupcdo do mesmo e reintrodugdo do solvente puro,
as moléculas que estavam conectadas entre si por ligacfes quimicas fracas
e/ou devido a simples barreiras mecanicas (moléculas ndo
especificamente adsorvidas na superficie do substrato) sdo arrastadas em
um processo de dissociacdo. A mecanica de adsor¢do é concluida com a
estabiliza¢do do sinal, que atinge um novo estado de regime permanente.
De forma estatica, o processo ¢ caracterizado por uma variacdo A© do
angulo de ressonancia. Em termos dinamicos, existem inimeros modelos
para caracterizar 0s processos de associacdo e dissociacdo. Um dos
modelos mais simples, e suficientes na maioria dos casos, é o modelo de
Langmuir.
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Figura 6: Diferentes etapas observadas em um experimento de SPR. Seguido da
estabilizac8o do sinal, as moléculas aderem ao substrato e se associam com 0s
atomos do mesmo. Ap6s um processo de saturagdo, as moléculas que ndo estdo
especificamente adsorvidas séo dissociadas do sensor, até que o sistema atinge
um estado de regime permanente. A variacdo de angulo de ressonancia e a
resposta dindmica permitem inferir pardmetros da interacéo entre os diferentes
compostos envolvidos no experimento.
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Nas equacOes acima, Rmax corresponde ao valor maximo do sinal
(unidades arbitrarias), [A] é a concentracdo do analito, ka é a constante de
dissociacdo (reacdo direta), kg € a constante de dissociacdo (reacdo
inversa), t representa o tempo (em s) e Ro € 0 ganho da resposta
exponencial (uma constante).

As principais simplificagdes do modelo sdo as suposi¢fes de que a
reacdo ndo é limitada por transporte de massa (embora existam variacdes
gue consideram esse fator) e de que a concentracdo do analito permanece
constante durante a fase de associagdo e se torna nula durante a fase de
dissociacdo. O modelo é matematicamente descrito (baseado no manual
dos instrumentos da empresa Bio-Rad) pelas Equagdes 3, 4 e 5, que
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representam as etapas de associacdo, saturacdo e dissociacdo,
respectivamente.

O BI-2000 também possui um visor do tipo CCD (Charge-Coupled
Device - CCD) para captura de imagens. A camera estd focada nos dois
canais e a forma do sinal obtido pode ser utilizada para inferir
caracteristicas sobre processos moleculares, mas através de técnicas de
processamento de imagem. No caso do instrumento da Biosensing
Instruments, o visor da cdmera CCD pode ser utilizado para checar se o
sensor esta contaminado e/ou ndo possui caracteristicas adequadas para a
medida.

Na Figura 7 s@o mostrados os tipos de comportamento normalmente
observados ap0s a inser¢do do sensor e introducéo do solvente. Um chip
adequado para medidas resulta em uma imagem com uma banda bem
delineada e reta (Figura 7.a). A perda de defini¢do nas bordas indica que
o0 nivel de ruido sera maior (Figura 7.b). A forma irregular indica que o
sensor esta contaminado e/ou existem bolhas (Figura 7.c e Figura 7.d).

Figura 7: Imagens tipicamente obtidas através do visor da cAmera CCD de um
instrumento de SPR. Esse resultado pode indicar que a) o sensor esta limpo e
possui as espessuras adequadas de cada material, b) o sensor pode ser utilizado,
mas a contribui¢do do ruido sera maior do que no caso anterior, ) 0 sensor esta
contaminado e d) existem contaminag8es e/ou bolhas na superficie do substrato.

a-b-
C-d-

Fonte: Biosensing Instruments.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESSONANCIA DE PLASMONS DE SUPERFICIE

Certas condicdes Oticas devem ser respeitadas para que plasmons
sejam excitados na superficie de um metal. Adicionalmente, os materiais
utilizados no sistema comercial devem ser considerados. Por exemplo, no
presente trabalho um dispositivo da empresa Biosensing Instruments
(mais detalhes serdo discutidos adiante) é utilizado. Nesse caso, 0 vidro
(ou outro substrato transparente para comprimentos de onda de 690 nm)
deve possuir indice de refracdo semelhante ao prisma utilizado (no caso
da configuracdo de Kretschmann). Para tal, slides de microscopia da
Fischer Scientific com cerca de 0.2mm de espessura e indice de refracio
variando entre 1.51 e 1.54 foram utilizados (semelhantes a vidros BK7 da
Schott). O efeito da introducdo de um metal é demonstrado na Figura 8.

As simulacdes foram realizadas no software WinSpall, desenvolvido
pelo Max Planck Institute for Polymer Research. O célculo é baseado na
resolugdo das equacbes de Fresnel em sistemas de multicamadas
bidimensionais. Apesar da desconsideracdo de efeitos tridimensionais, 0s
comportamentos obtidos sdo Uteis para 0s primeiros estadgios do
desenvolvimento de chips e sensores baseados em SPR. Como visto na
Figura 8, ndo é possivel induzir plasmons de superficie em substratos
BK7. Da mesma forma, a introdu¢do de uma camada fina de Titanio
também ndo é suficiente.

O efeito do indice de refracdo do vidro utilizado pode ser melhor
visualizado na Figura 9. Utilizando espessuras apropriadas das camadas
de Ti/Au (em torno de 2 nm/47 nm), uma variacdo paramétrica é
introduzida. Como pode ser observado, valores do indice de refragdo
inferiores a cerca de 1.4 ndo sdo capazes de permitir a excitagdo de
plasmons de superficie. Valores mais elevados (tipicamente superiores a
1.5) sdo escolhidos dependendo da aplicagdo-alvo do instrumento.
Processos bioquimicos, por exemplo, geralmente séo estudados em meio
aquoso. Dessa forma, uma variacdo de cerca de 7-8°, resultante da
variagdo do indice de refracdo do meio é aceitivel. A situacdo seria
diferente caso solventes organicos fossem utilizados. As variages de
angulo e os valores nos quais a ressonancia ocorre seriam diferentes. O
limite angular de deteccdo deveria ser consideravelmente superior,
resultando em uma construgdo mais complicada e pre¢os mais elevados.

Por fim, o efeito da espessura da camada do metal onde os plasmons
serdo excitados é representado na Figura 9.Valores situados ao redor de
50 nm representam a condicao ideal para obter uma amplitude méaxima
do sinal. Pode-se observar na Figura 10 que variacOes de cerca de 10%
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em torno desse valor sdo aceitaveis. De fato, experimentos utilizando o
instrumento BI-2000 da Biosensing Instruments revelaram que a
espessura ndo é um parametro extremamente critico, desde que a variacdo
do indice de refracdo do meio seja grande o suficiente. A razéo é que a
relagdo sinal/ruido diminui com variagGes ao redor do valor ideal de
espessura. No caso de medidas que requerem maior precisao, préxima ao
limite de detec¢do do instrumento, o monitoramento da espessura deve
ser considerado com mais rigor.

Figura 8: Percentual da luz refletida (R,) em meio aquoso para substratos de vidro
BK?7 a) sem metal e b) revestidos com 2nm de titanio.
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Figura 9: Efeito do indice de refracdo do vidro utilizado como substrato. Valores
inferiores a 1.4 ndo sdo capazes de permitir a excitagéo de plasmons de superficie.

— Vidro (2)-Ti(2nm)-Au(47nm)-HoO

—— Vidro (1.8)-Ti(2nm)-Au(47nm)-Ho,O
1.0+ — Vidro (1.6)-Ti(2nm)-Au(47nm)-H,0
— Vidro (1.4)-Ti(2nm)-Au(47nm)-Hp,O
— Vidro (1.2)-Ti(2nm)-Au(47nm)-Ho0
— Vidro (1)-Ti(2nm)-Au(47nm)-H,0

Angulo (°)

Figura 10: Efeito da espessura do filme fino de Au (ou Ag) utilizado como
substrato. Valores situados ao redor de 47nm representam a espessura 0tima para
a utilizacdo em SPR.
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4.2 CALIBRAQAO DO SISTEMA

Um exemplo de medida de calibracdo é mostrado na Figura 11. O
meio, inicialmente preenchido apenas com agua destilada, é alterado a
partir da introducéo de 1% Etanol. A variacdo do angulo de ressonancia
para a respectiva mudanga do indice de refragéo é de 60 mili-graus. Como
pode ser observado, o sistema foi devidamente calibrado com relagéo ao
ganho. O nivel de ruido observado, relativamente elevado, é resultado do
processo de fabricacdo do chip. A qualidade do sinal pode ser melhorada
através de um melhor controle da espessura. Para diminuir erros
associados a correcdo da baseline, ao menos duas insercdes sucessivas de
alcool sdo feitas. Embora ainda exista um certo offset, o resultado obtido
é satisfatério. A partir desse ponto, o sistema esta devidamente
condicionado para a realizagdo das medidas desejadas. Por outro lado, é
recomendavel esperar um tempo adicional para revalidar a estabilidade
do sinal. Também é interessante evitar a realizacdo de experimentos
longos, pois o sistema estd altamente sujeito a drift resultante de
mudancas de temperatura, vazamento de fluido, presséo, ruido mecénico,
etc. Na mesma figura, também pode ser percebido que a variacdo
permanente (estatica) do angulo de ressonancia é nulo. Isso indica que a
resposta obtida é resultado apenas de alteracfes do indice de refracéo.
Moléculas de etanol ndo foram permanente adsorvidas na superficie de
Au.

Nesse trabalho, 4gua destilada com a adi¢do de 1% (em volume) de
etanol foi utilizado como solvente. Dessa forma, a calibracéo foi efetuada
utilizando H.O sem a presenca do alcool. A diferenca do angulo de
ressonancia nesse caso deve ser de -60 mili-graus e, portanto, o
comportamento obtido deve ser o inverso ao da Figura 11. Na Figura 12,
um experimento completo é apresentado.
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Figura 11: Exemplo de um procedimento de calibragdo em uma medida de SPR

utilizando H,O como solvente.
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Figura 12: Experimento completo incluindo etapas de calibracéo e estabilizacéo
do sinal. O sinal foi obtido utilizando modo single. No canal 2 apenas o solvente
foi inserido durante todo o procedimento. O sinal obtido pode ser utilizado como

referéncia para aumentar a qualidade da resposta do Canal 1.
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4.2 MONITORAMENTO DA ADSOR(;AO DE CAMADAS DE TIOIS
POR RESSONANCIA DE PLASMONS DE SUPERFICIE

Os resultados que serdo apresentados a seguir foram obtidos
utilizando um fluxo de 50 ul/min (insercdo da solugdo entre Os e 40s) ou
100 ul/min (insercéo da solucéo entre Os e 100s) obedecendo o protocolo
delineado na se¢do anterior. Moléculas de acido tioacético (TAA), &cido
mercaptoacético (MAA), glutationa reduzida (GSH), hexanotiol (HT),
sulfeto de sodio (NayS) e ditiotreitol (DTT) foram analisadas. Os
experimentos foram executados ao longo de meses, durante 0s quais
variagOes consideraveis de umidade e temperatura foram presenciadas.
Esses fatores afetam a preparacdo das solucbes e as medidas. Os
resultados aqui exibidos ndo representam todo o espectro de
comportamentos observados. Nas tentativas iniciais, formas de onda
aceitaveis (ou esperadas) ndo foram obtidas. Os protocolos de operacéo,
procedimentos de fabricacdo e limpeza dos chips foram melhorados ao
longo do tempo para aumentar a reprodutibilidade e confiabilidade das
medidas. Apesar disso, a repeticdo das medidas a seguir por diferentes
usudrios deve ser considerada cuidadosamente, tendo em visto 0s
aspectos manuais do equipamento utilizado.

Os experimentos realizados indicam que um procedimento
adequado para a operacdo do BI-2000 foi desenvolvido. Entretanto,
melhorias ainda devem ser consideradas para aumentar a relevancia
estatistica das medidas. Ndo existe uma quantidade de trabalhos
suficientes na literatura utilizando moléculas similares as utilizadas aqui
com resultados semelhantes entre si. Assim sendo, as condigdes
experimentais devem ser otimizadas a um ponto onde n&o restem ddvidas
com relacdo ao desempenho do dispositivo. Uma continuagdo desse
trabalho deve focar em solucionar os problemas de operacgdo existentes
na BI-2000 (discutidos anteriormente).

Devido a construcdo do sistema, solventes organicos ndo puderam
ser utilizados nesse trabalho, impossibilitando a comparagdo com estudos
bem estabelecidos na area. Nao é claro se as moléculas formam camadas
auto-organizadas e/ou se as mesmas sdo estaveis quando adsorvidas na
superficie de Au na presenca de agua. Dessa forma, € desejavel a
utilizacdo de um sistema que possibilite 0 monitoramento de solventes
organicos.

Tendo em vista as consideragdes acima, os resultados obtidos nesse
trabalho sdo importantes de um ponto de vista qualitativo, permitindo a
avaliacdo da utilizacdo de ressonancia de plasmons de superficie para a
utilizacdo em estudos fundamentais e/ou aplicacdes relacionados com o
desenvolvimento de biossensores, eletrénica molecular, etc.
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A Figura 13 apresenta o resultado obtido para concentracfes de
Hexanotiol, uma molécula relativamente longa, para concentraces de
1uM, 10 puM, 50 pM, 100 pM, 1 mM e 10 mM. Com excecdo da
concentracdo de 50 pM, os demais sinais possuem respostas dindmicas
que evoluem de forma progressiva. E possivel notar também que a fase
de dissociacdo ndo existe até a utilizacdo da concentracdo mais elevada.
Isso pode indicar que concentracdes ligeiramente inferiores a 10 mM sédo
necessarias para a formacdo de monocamadas ou que a existéncia de
multicamadas representa uma situagdo estavel no caso dessas moléculas.
O comportamento ndo esperado da concentracdo de 50 UM, que se repetiu
ao longo de diferentes tentativas (indicando que ndo é devido a
contaminagBGes remanescentes nos canais), pode estar relacionado a
solubilidade limitada de HT em agua. Devido a existéncia de moléculas
de alcool, que podem agir como carregadores das moléculas, essa
concentracdo pode representar uma situacdo em que a acgao da adsorcéo
das moléculas na superficie é maximizada, justificando uma resposta mais
rapida e uma variagdo de angulo de ressonancia mais acentuada. Por essa
razdo, o uso de HT foi descontinuado nas etapas seguintes desse estudo e
moléculas que possuem alta solubilidade em ambiente aquoso foram
escolhidas.

Figura 13: Angulo de ressonancia para Hexanotiol (HT) em funcéo do tempo
para diferentes concentracdes, inserido com fluxo de 50 pL/min.
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Os experimentos realizados com moléculas de 4cido
mercaptoacético (MAA) utilizando fluxo de 50 uL/min (Figura 14)
revelam dois efeitos inicialmente ndo esperados. O primeiro esta
relacionado a variacdo negativa do angulo de ressonancia para a
concentracdo de 1 uM. Esse tipo de comportamento foi observado apenas
para concentrac@es reduzidas (mesmo utilizando outras moléculas). Nos
casos em que O foge da janela de detecgdo do BI-2000 (cerca de 70° a
76°) esse tipo de inflexdo negativa acontece comumente, mas tipicamente
de forma abrupta. Adicionalmente, o indice de refracdo do meio se torna
invariavelmente superior apos a insercdo do tiol, fornecendo indicagdes
de que o fato observado ndo é resultado de um erro de deteccdo. A
hipotese de que o tiol pode estar corroendo a camada de Au também néo
parece razoavel, ja que isso também resultaria em formas de onda menos
suaves, devido a formagdo de bolhas (por exemplo) durante o processo
quimico de corroséo.

O segundo efeito inesperado esta associado a variagdo positiva de ©
entre as fases de saturacdo e dissociacdo. Esse fato, entretanto, pode estar
associado a variacdo de concentracdo do analito (ndo respeitando a
simplificacdo no modelo de Langmuir) e/ou devido a atrasos associados
ao transporte de massa. Uma Ultima possibilidade, menos provavel, esta
relacionada ao aprisionamento momentaneo das moléculas nas paredes
dos canais, que atingem o substrato com um atraso temporal. A utilizacéo
de fluxo mais elevado, mostrado na Figura 15, garante que as hipdteses
das equacg0es 3 e 5 sdo respeitadas e, dessa forma, as diferentes etapas do
processo ocorrem da forma esperada.

O estudo da adsor¢do das moléculas de acido tioacético (TAA) e
mercaptoacético (MAA) foi um dos focos de um estudo recente do
Laboratério de Filmes Finos e Superficies (LFFS) [48]. Os compostos
possuem formulas quimicas semelhantes: C;HiOS e C3H403S,
respectivamente. Entretanto, as cargas obtidas, calculadas a partir de
medidas de eletrodessorcédo, indicam que no caso do acido tioacético
ocorre uma quebra da cadeia carbdnica e, consequentemente, formacéo
de uma monocamada de enxofre.
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Figura 14: Angulo de ressonancia para Acido mercaptoacético (MAA) em fungio
do tempo para diferentes concentragdes, inserido com fluxo de 50 pL/min.
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A Figura 16 revela o comportamento obtido para diferentes
concentracdes de acido tioacético utilizando fluxo de 100 ul/min para
concentrac@es variando de 5 uM a 10 mM.

A confirmacdo, utilizando SPR, dos resultados discutidos na
referéncia [48] ndo sdo possiveis a partir do comportamento dinamico das
moléculas sem o emprego de um sinal de referéncia. Para tal, foi utilizado
NazS. Esse composto forma camadas organizadas de enxofre em ouro,
isto é, na superficie do sensor.

A Figura 17 mostra a evolucdo da adsorcdo de enxofre molecular
na superficie do chip. Ao utilizar fluxo de 50 ul/min, os mesmos efeitos
associados aos sinais da Figura 16 sdo observados (para valores
intermediarios de concentracdo). Como esperado, o aumento do fluxo
estabiliza o comportamento fisico. Em ambos os casos, entretanto, o
resultado é qualitativamente semelhante ao obtido na Figura 16, para
moléculas de TAA. A diferenga nos valores de AO podem estar
associadas a valores distintos do fator de empacotamento das camadas de
enxofre formadas a partir de &cido tioacético e sulfeto de sddio. Assim
sendo, é possivel afirmar que a técnica de SPR é (til para a avaliacdo
qualitativa de fenémenos de adsorcdo fisica, desde que acoplada com
sinais de referéncia e/ou técnicas complementares.
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Figura 15: Angulo de ressonancia para Acido mercaptoacético (MAA) em funcio
do tempo para diferentes concentragdes, inserido com fluxo de 100 pL/min.
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Figura 16: Angulo de ressonancia para Acido tioacético (TAA) em fungéo do
tempo para diferentes concentragdes, inserido com fluxo de 100 pL/min.
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Camadas de ditiotreitol (DTT) séo Uteis em biologia molecular, pois
esses compostos podem ser usados para a quebra da ligagcdo entre
proteinas, atuando no processo de desnaturacdo das mesmas. Essa
molécula também pode ser utilizada para evitar a oxidacdo de tidis em
solucdo, agindo como wuma camada protetora em sistemas
supramoleculares. A Figura 19 indica que o processo de formacdo de
SAMs de DTT acontece sem efeitos indesejados, ao passo em que
experimentos revelaram uma facil obtencdo dos resultados, quando
comparado com as outras moléculas utilizadas nesse estudo.

Figura 17: Angulo de ressonancia para Sulfeto de sédio em funcio do tempo para
diferentes concentragdes, inserido com fluxo de 50 pL/min.
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A Figura 20 mostra o comportamento da formacdo de camadas
automontadas (SAMSs) de glutationa reduzida (GSH). Essas moléculas
estdo associadas a diversos mecanismos biolégicos, como gerenciamento
energético intracelular, ciclos de producdo de compostos biolégicos em
plantas, tratamento de céncer, etc. A motivacdo para a tentativa de
deteccdo de GSH foram a dificuldade dos processos analiticos atuais para
diagnosticar a presenca e a possivel aplicacdo em dispositivos de
eletrénica molecular baseado em dois terminais, ja que a glutationa possui
duas terminagdes com enxofre. Como pode ser visto na mesma figura, o
composto pode ser facilmente detectado. Entretanto, a quantificacéo da
concentracdo se torna mais complicada, j& que a variacao estatica de A©
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¢ semelhante para diferentes concentracBes (a razdo serd discutida
adiante). As constantes da resposta dinamica, por outro lado, podem ser
utilizadas para esse efeito. Assim sendo, SPR é uma alternativa para as
técnicas de identificacdo de GSH tradicionalmente utilizadas.

Figura 18: Angulo de ressonancia para Sulfeto de sodio em fungéo do tempo para
diferentes concentragdes, inserido com fluxo de 100 pL/min.
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Foi observado que em alguns casos (em particular para baixas
concentracBes) ndo ocorre saturagao, a0 mesmo tempo em que 0 aumento
do fluxo resulta em curvas mais planas na saturagdo. Adicionalmente,
curvas com baixas concentracfes também saturam (em diferentes
patamares). Devido a essas observagOes, serd mostrado adiante que
existem dois mecanismos distintos contribuindo para o sinal de SPR e que
0 patamar de saturacdo ndo estd associado diretamente a formacédo de
monocamada, mas principalmente a concentragdo do meio aquoso.

As curvas obtidas através das medidas de SPR apresentam um
regime de saturacdo caracterizado pelo equilibrio entre os processos de
adsorcao e dessorcdo das moléculas. Dessa forma, o sinal obtido possui
uma contribuicdo do processo de fisissorcdo, mas também uma
contribuicdo de moléculas que ndo estdo adsorvidas na superficie, mas
gue ainda assim afetam a distribuicdo de carga elétrica na superficie do
Sensor.
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Figura 19: Angulo de ressonancia para Ditiotreitol (DTT) em fungéo do tempo
para diferentes concentragbes, inserido com fluxo de 100 pL/min.
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Figura 20: Angulo de ressonancia para Glutationa reduzida (GSH) em funcéo do
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Na Figura 21, a relagdo entre o sinal maximo (Rmax) € a concentracdo
das moléculas é apresentada. Como esperado, existe uma relacdo
crescente entre Rmax € @ molaridade da solucdo utilizada. Sabe-se que a
formagdo de monocamadas com elevada cobertura de superficie ocorre
para concentracdes inferiores a 0.1mM. Dessa forma, a auséncia de um
patamar de saturagdo indica que Rmax Nd0 representa a formacdo de
monocamadas.

Para os sistemas estudados, a fisissor¢do de moléculas na superficie
ocorre na escala de segundos. Dessa forma, 0o tempo necessario para
atingir 90% da resposta maxima (to.¢) foi estudado, também em funcéo da
molaridade das solucBes. Nesse caso, a resposta € diferente para as
diferentes substancias, como pode ser visto na Figura 22.

Figura 21: Sinal de saturagdo do SPR (Rmax) em fungdo das concentragdes de
NazS, TAA, DTT, GSH e MAA utilizadas. O comportamento observado indica
que o sinal maximo obtido ndo representa a formagdo de monocamadas, ja que
ndo existe uma saturacdo do sinal maximo.
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O resultado obtido para SAMs de dissulfeto de sddio indica que o
processo de fisissor¢do ocorre mais rapidamente para concentra¢fes mais
elevadas. Esse comportamento é esperado, ja que a camada possui apenas
um atomo de enxofre. As demais substancias, com cadeias de carbono
simples ou ramificadas, possuem um comportamento mais complexo.
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Como estudado em [48], as moléculas de MAA e TAA possuem estrutura
semelhante, a diferenca sendo a existéncia de uma liga¢do dupla em uma
delas. Nesse mesmo estudo, foi demonstrado que SAMs de TAA possuem
distribuicdo semelhante a monocamadas de enxofre, ja que a cadeia
carbonica pode ser rompida, dependendo das condi¢des do meio. Como
pode ser observado, o comportamento obtido para Na;S e TAA ¢
semelhante, com a excecdo de uma inversao para concentragcdes em torno
de 0.1 mM, que podem representar um estado onde a quebra da cadeia
carbonica é favorecida. Devido a sua maior estabilidade, o tempo de
resposta obtido para SAMs formadas por moléculas de MAA decresce
rapidamente e permanece estavel, indicando que ndo houve modificacdo
estrutural. As moléculas de DTT e GSH possuem um terceiro tipo de
comportamento, que pode estar relacionado a formagéo de multicamadas,
razdo pela qual existe uma elevacdo do tempo de resposta para
concentragGes em torno de 0.1 mM. A partir desse valor, a formagéo de
multicamadas acontece mais rapidamente para concentracBes mais
elevadas, como esperado.

Através da avaliacdo das curvas apresentadas, as caracteristicas do
meio aquoso e da superficie podem ser avaliadas concomitantemente. A
técnica se mostrou precisa o suficiente para permitir o facil discernimento
entre os dois casos que contribuem para o sinal obtido. Essa observacdo
é importante para o desenvolvimento de biossensores baseados em SPR
porque as concentracfes do meio podem ser monitoradas através do
monitoramento de Rmax a0 passo em que o processo de otimizagdo da
interface do sensor pode ser feito com base nos resultados obtidos
baseados em ty..

A Figura 23 relaciona as caracteristicas do meio aquoso e da
interface. Nessa figura, a variagdo abrupta visualizada para as moléculas
de DTT e GSH indica que, embora o sinal seja mais intenso, o tempo para
gue o processo seja concluido aumentou, caracterizando um processo de
formagdo de multicamadas. De forma mais suave, 0 mesmo
comportamento é observado para moléculas de TAA. A fim de validar
gue a quebra da cadeia de carbono é o mecanismo presente em SAMs de
acido tioacético, a técnica de eletrodessorcao serd utilizada.
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Figura 22: Tempo necessario para atingir 90% (to.o) do sinal méximo (Rmax) em
funcdo das concentragdes de Na,S, TAA, DTT, GSH e MAA utilizadas.
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Figura 23: Relagdo entre o tempo necessario para atingir 90% (tog) do sinal

méaximo (Rmax) em funcdo das concentragdes de Na,S, TAA, DTT, GSH e MAA
utilizadas.
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4.2 MEDIDAS DE ELETRODESSORCAO POR VOLTAMETRIA
CiCLICA

A configuracdo mais simples de uma célula eletroquimica é aquela
onde dois eletrodos sdo separados por um meio liquido (eletrdlito). Os
eletrodos sdo denominados eletrodo de trabalho (onde ocorrem as reagdes
de interesse) e contra-eletrodo (eletrodo que fecha o circuito elétrico para
a passagem da corrente elétrica na célula eletroquimica). A corrente
elétrica medida € devido as reacGes de oxirreducdo que ocorrem nos
eletrodos como resultado da presenca de ions no eletrolito (corrente
faradaica) e a processos de carga e descarga dos eletrodos (correntes ndo
faradaicas, ou capacitivas).

Para medir a queda de potencial no eletrodo de trabalho, um eletrodo
adicional ¢ introduzido na célula eletroquimica, eletrodo denominado de
referéncia. A técnica de voltametria ciclica é uma das técnicas
eletroquimicas que podem ser utilizadas para a caracterizacdo de
superficies com moléculas adsorvidas. A Figura 24 representa o
comportamento observado ao variar o potencial ciclicamente entre -0.2 V
e -1.2 V utilizando um catodo de Au recoberto com uma monocamada de
enxofre, através da imersdo do substrato em uma solucéo aquosa de NazS
(10 mM) por 5 minutos. No primeiro ciclo, pode-se observar uma regido
onde nenhuma reacdo ocorre seguido de um pico de corrente,
proporcional a carga necessaria para remover a SAM. O potencial em que
essa reacdo ocorre esti associado com a estabilidade do filme fino.
Potenciais mais negativos indicam sistemas mais estaveis. No caso de
alcanotiois, o comportamento geral é o aumento da estabilidade a medida
gue a cadeia carbonica se torna mais longa. As condices utilizadas para
a preparacdo da monocamada irdo influenciar a qualidade da mesma.
Alguns fatores incluem o tipo de solvente, concentracdo da substancia
ativa, tempo de reacdo, material e morfologia do substrato.

A resposta associada a camadas uniformemente orientadas e
distribuidas possuem pouca dispersdo. No caso de funcionalizacdo em
regides mais rugosas, 0 sistema pode exigir mais energia para que a
dessorcao das camadas ocorra, resultando em um pico mais suavemente
distribuido. Como pode ser observado na mesma figura, a eletrodessorcéo
de toda a camada ndo ocorre no primeiro ciclo. Picos de dessor¢cdo podem
ser observados nos ciclos posteriores. Isso pode ocorrer devido a uma
ciclagem répida e/ou re-adsorcéo das camadas.
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Figura 24: Exemplo de eletrodessor¢do utilizando voltametria ciclica para avaliar
monocamadas auto-organizadas de Na,S. A posicdo e o fator de qualidade do
pico sdo indicativos da homogeneidade e estabilidade do filme fino. Os ciclos
seguintes indicam que existem resquicios persistentes no eletrodo, resultados da
re-adsorgdo esponténea e/ou reorganizacdo durante a aplicacdo de potenciais
mais positivos.
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Nesse trabalho, o monitoramento da corrente durante o processo de
eletrodessorcao foi utilizado para confirmar os dados obtidos nas medidas
de SPR. Normalmente, a preparacdo de SAMs de alcanotidis sdo feitas na
completa auséncia de umidade e por um periodo prolongado de tempo.
Esses fatores, assim como a exposi¢do luminosa, podem degradar o tiol,
ao passo em que uma imersdo no solvente mais prolongada favorece a
formagdo de camadas mais organizadas. Ao contrario do processo de
fisissor¢cdo, que ocorre em uma escala de segundos, 0 processo de
quimissorc¢do (reorganizagdo e minimizacao da energia livre) pode levar
horas ou dias. Devido as limitages do instrumento de medida utilizado
nesse trabalho, essas duas condi¢des ndo puderam ser implementadas.
Assim sendo, a utilizacdo da eletrodessor¢do ndo foi utilizada nesse
trabalho para fins quantitativos, mas como uma forma de confirmar as
hipoteses formuladas através das medidas de SPR.
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Todas as medidas foram realizas no mesmo recipiente utilizado para
as medidas de SPR. Imediatamente apds a conclusdo das mesmas, 0
excesso de etanol foi removido da cAmera e substituido por uma solugéo
de 1 M NaOH. Nitrogénio de alta pureza (5N) foi inserido no sistema por
5 minutos e mantido durante a voltametria ciclica. Como pode ser
observado no apéndice, algumas das voltametrias ndo possuem um pico
bem definido. Outras possuem mais de um pico. O terceiro exemplo ndo
esperado sdo aqueles com SAMs de MAA, onde o pico de eletrodessor¢do
ocorreu ao redor de -0.4 V, ao passo em que um potencial muito mais
negativo era esperado.

As medidas associadas as monocamadas de TAA, DTT e NaxS
apresentam uma resposta bem-comportada ao mecanismo de adsorcdo até
uma determinada concentragdo maxima de aproximadamente 100 uM
(ver anexo). Esse comportamento é visivel para trés ciclos sucessivos de
voltametria ciclica, onde os processos de eletrodessorcdo e re-adsorcao
estdo presentes. O comportamento observado com as moléculas de MAA
sdo menos lineares. Adicionalmente, uma inversdo de sinal da area
medida indica degradacdo do substrato de Au. Essa € a primeira evidéncia
de que as moléculas estdo sendo modificadas devido a interagdo com
irradiacdo luminosa e/ou moléculas de agua. As moléculas de glutationa
reduzida, por outro lado, parecem mostrar um mecanismo de adsor¢édo
independente de concentracdo, para a janela escolhida.

Através da relacdo entre a carga de eletrodessorcdo (calculada
utilizando a taxa de varredura de 100 mV/s e normalizada através da
subtracdo entre o primeiro e terceiro ciclo), a resposta maxima das
medidas de SPR (Rmax) € 0 tempo necessario para atingir 90% de Rmay, as
hipoteses da se¢éo anterior podem ser confirmadas. Ao mesmo tempo, as
medidas de SPR sdo para justificar a relacdo entre a carga de
eletrodessorcao e a molaridades das solugdes utilizadas.

A anélise da relacdo entre a carga necessaria para remover as
moléculas adsorvidas na superficie e a concentracao das solucdes (Figura
25) confirma que, para as condi¢des experimentais utilizadas nesse
estudo, o recobrimento maximo da superficie ocorre para concentragdes
em torno de 0.1 mM. A partir desse valor, a carga de eletrodessor¢do
permanece aproximadamente constante. Entretanto, os experimentos com
moléculas de DTT e TAA revelam variagdes abruptas para concentragdes
mais elevadas. A redugdo da carga observada para TAA indica que o
recobrimento é menos estavel (como estudado na referéncia [48]),
indicando que concentragdes mais elevadas de TAA podem inibir a
quebra da cadeia carbdnica. Para cadeias com mais de trés atomos de
carbono, o comportamento ¢ invertido: moléculas mais longas sdo mais
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estaveis. Dessa forma, a relacdo obtida nesse estudo esta de acordo com
a literatura. Ambos os compostos (TAA e DTT) possuem moléculas mais
longas para concentragdes superiores a 0.1 mM, mas a carga de
eletrodessorcdo varia em direcfes opostas porque a molécula de TAA
possui menos do que 3 carbonos em sua estrutura.

Figura 25: Relacdo entre a carga de eletrodessorgdo e as concentragdes de Na,S,
MAA, GSH, DTT e TAA.
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A relagdo entre a carga elétrica, Rmax (Figura 26) e too (Figura 27) é
confirma as conclusdes anteriores. Entretanto, a existéncia de uma
histerese nas curvas pode sugerir a existéncia de sitios distintos para a
adsorcao de moléculas na superficie. O método descrito na referéncia [50]
foi utilizado para avaliar esse fenémeno.
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Figura 26: Relagdo entre a carga de eletrodessorcéo e o valor do sinal méximo de
SPR (Rmax) para diferentes concentra¢des de Na.S, MAA, GSH, DTT e TAA.
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Utilizando o método mencionado anteriormente e as equagdes 3 e 5,
as analises que podem ser visualizadas na Figura 28 foram obtidas. O
software Evilfit, desenvolvido por Peter Schuck, foi utilizado. O
comportamento mostra que, embora exista uma possivel limitacdo
relacionada ao transporte de massa, possivelmente devido ao meio aquoso
utilizado, o regime de adsorcao ocorre preferencialmente no mesmo tipo
de sitio, caracterizado pelo maximo local observado na Figura 28.

A partir da analise estatica e dindmica da resposta obtida por SPR,
caracteristicas relacionadas a superficie e a0 meio aquoso onde o sensor
esta imerso podem ser identificadas. A correlacdo desses dados com
medidas eletroquimicas forneceu informagdes adicionais com relacéo a
aspectos estruturais e quimicos das moléculas utilizadas. Como aplicacéo,
0 método foi utilizado para avaliar as observacOes relatadas anteriormente
na referéncia [48].
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Figura 27: Relacéo entre a carga de eletrodessorcdo e o tempo necessario para
atingir 90% do valor do sinal maximo de SPR (o) para diferentes concentracdes
de Na;S, MAA, GSH, DTT e TAA.
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Figura 28: Relagéo entre as constantes de associacao e dissociagdo utilizando o
método descrito na referéncia [50] para identificar a existéncia de sitios

heterogéneos para adsorcdo de moléculas na superficie.
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CONCLUSOES

A técnica de ressonancia de plasmons de superficies,
tradicionalmente usadas para pesquisas bioquimicas, ¢ hoje uma das
tecnologias mais precisas e adequadas para a incorporagdo em
biossensores miniaturizados e/ou investigagdo de mecanismos fisicos,
como a identificacdo dos parametros associados ao mecanismo de
adsorcdo de moléculas em superficie. Um desses processos, a formacao
de monocamadas auto-organizadas (SAMSs), foi empregado como sistema
a ser estudado para avaliar a utilidade de SPR e viabilidade do uso desse
fendmeno para os propositos acima descritos. Ao mesmo tempo, 0 estudo
de SAMs é (til por si s6, mas também para o desenvolvimento de sensores
bioldgicos e/ou dispositivos de eletrénica molecular (incluindo
transistores de efeito de campo sensiveis a ions, por exemplo). Em
particular, uma das principais motivacdes desse trabalho foi estudar
métodos alternativos de deposicdo de filmes finos (como SAMS) que
possibilitem a elaboragéo de superficies para a detec¢éo seletiva e robusta
de glicose. Para tal, foi necessario identificar parametros da resposta
dindmica do processo da formacdo de monocamadas auto-organizadas.
Dessa forma, a utilizacdo de SPR para o monitoramento in-situ de
moléculas foi novamente justificada.

Apos a elaboracdo de um protocolo de operacdo adequado, obtido
experimentalmente através de sucessivas iteragdes de tentativa e erro, foi
demonstrado que monocamadas de enxofre atdbmico ou SAMs de
compostos muito maiores (como glutationa reduzida) podem ser
igualmente identificados, com diferengas claras entre concentragdes
distintas. Adicionalmente, foi possivel validar (a0 menos de forma
qualitativa) a ocorréncia do processo de sulfidizacdo de moléculas de
acido tioacético, comprovando através de medidas in-situ as hipdteses
reportadas em [48].

Uma contribuicdo adicional desse trabalho foi a participacdo na
instalacdo do dispositivo BI-2000 (fabricado pela Biosensing
Instruments), que foi utilizado para a obtencéo das medidas discutidas nas
secOes anteriores. Instrumentos mais automatizados e modulares podem
ser Uteis para a realizacdo de medidas mais confiaveis e reprodutiveis. As
deficiéncias existentes na plataforma utilizada, entretanto, puderam ser
contornadas através de um bom protocolo de operagéo. Esse estudo, tendo
sido a primeira experiéncia do LFFS com ressonancia de plasmons de
superficie, pbde contribuir com a identificacdo de aspectos fisicos e novas
ideias que devem ser consideradas em projetos futuros empregando SPR.
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Ao longo da descricdo do presente estudo, diversas sugestdes foram
mencionadas. Algumas delas sdo resumidas a seguir.

4.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De um ponto de vista operacional, parte da dificuldade de explorar
resultados quantitativos utilizando o BI-2000 esta relacionada a
impossibilidade (segundo o fabricante) de obter respostas estaticas do
sistema (sinal em funcdo do angulo de ressonancia), como aqueles
presentes na Figura 9. Outros fatores estdo relacionados a inflexibilidade
do sistema (impossibilidade de alterar as caracteristicas do prisma, por
exemplo) e gerenciamento de fluxo. Utilizando a construcdo desse
instrumento como base, um projeto de longo termo poderia visar a
fabricacdo de um sistema incorporando mudangas que evitem as
dificuldades operacionais observadas no instrumento comercial utilizado.

Em termos de aplicagdes, a motivacdo principal desse trabalho foi o
desenvolvimento de camadas para 0 monitoramento de glicose e/ou
desenvolvimento de ISFETs. Dessa forma, agora que o protocolo para a
utilizacdo do instrumento instalado esta bem estabelecido, algumas
sugestdes sdo:

e Estudo da estabilidade de glicose oxidase (enzima) em funcéo do
tempo;

¢ Introducéo de moléculas para estabilizar a atividade da enzima;

e Estudo de SAMs funcionalizados com DNA para a detec¢do nao-
enzimatica de glicose;

e Revestimento do sensor com camadas que possibilitem
maximizar a mediacdo de carga na superficie e, consequentemente,
aumentar a amplitude da ressonancia. O mesmo filme fino poderia ser
utilizado em ISFETS.

Com relacéo a fabricacdo de sensores e dispositivos do tipo lab on a
chip, a tecnologia de SPR pode ser modificada (como discutido
anteriormente) para permitir a miniaturizacdo e até mesmo aumento da
precisdo da técnica, como é o caso da ressonancia de plasmons de
superficie localizada (LSPR), que poderia ser construido para a
incorporacéo em sistemas microfluidicos.
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