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1. INTRODUCAO

Biossensores tém atraido a atencdo da comunidade cientifica por possuirem
resposta rapida e facilidade de manuseio, além do potencial para a aplicacdo em
diagnésticos clinicos e monitoramento de farmacos (PANDAY, 2007). O principal
objetivo do sistema de reconhecimento é proporcionar um sensor com um
elevado grau de sensibilidade para o analito a ser analisado.

O funcionamento de biossensores fundamenta-se no conceito de interacéo
de superficies, com a finalidade de detectar a presenca de moléculas biolégicas
no meio de analise. Biossensores podem ser classificados de acordo com o modo
de transducéo do sinal fisico-quimico, podendo ser, por exemplo, uma resposta
baseada no efeito de ressonancia de plasmons de superficie (PEREIRA, 2007) ou
pelo fenbmeno da difracdo (CHANG, 2007). A difracdo € um fendmeno resultante
da interferéncia que ocorre quando ondas passam por orificios na mesma ordem
de grandeza do seu comprimento de onda.

Quando se usa um padrao periédico, a difracdo ocorre simultaneamente em
todos os pontos da rede. Cada ponto da rede atuarda como uma fonte secundaria
de ondas. Como consequéncia, interferéncias construtivas e destrutivas de onda
sdo formadas. Um padréo de difracdo ocorre nos pontos onde existe interferéncia
construtiva. A intensidade de luz na primeira ordem de difracdo depende de
fatores como o comprimento de onda da fonte (A) a altura da grade (d) e o indice
de refracdo (n) do material e do meio.

De acordo com a literatura (CHANG, 2007), a intensidade da luz difratada na
primeira ordem de difracéo é dada por:
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Neste trabalho, uma amostra com nanoburacos de ouro foi preparada pela
técnica de litografia interferométrica (LI), devido a simplicidade e baixo custo, para
posterior aplicagdo como biossensor na deteccdo da proteina estreptavidina
usando a intensidade da primeira ordem de difracdo como resposta do
biossensor.

2. METODOLOGIA

2.1. Fabricacéo e caracterizacdo da amostra

A amostra usada para a deteccéo de estreptavidina foi fabricada pela técnica
de LI, seguida do processo de lift-off (MENEZES, 2010). Uma resina positiva (SC-
1827, Room and Haas) de aproximadamente 550 nm de espessura foi depositada
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pela técnica de spin-coating sobre um substrato de vidro de 2,5 x 2,5 cm. Para a
gravacao interferométrica, a amostra foi exposta a um setup de gravacao
utilizando um laser de argbnio de A=458 nm (coherent) numa dose de 200
mJ/cm?. A fotoresina foi removida em uma mistura de revelador Microposit 351
Developer (Room and Haas) e agua ultrapura na proporcéo 1:3 por 40 segundos.
Depois disto, um filme fino de ouro (70 nm) foi depositado por e-beam e a
fotorresina foi removida (processo lift-off).

Para caracterizacdo morfolégica da amostra, um Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV) Hitachi S-4800 FESEM foi usado operando a 1 kV.

2.2. Deteccao de estreptavidina por difracéo

A deteccgéo de estreptavidina adsorvida sobre a amostra de nanoburacos de
ouro foi realizada por difracdo usando um arranjo experimental conforme a
Figura 1. Um laser azul (458 nm) foi utilizado como fonte de luz e uma CCD (iDus
- Andor) foi utilizada para detectar as variacdes da intensidade da luz difratada na
primeira ordem de difracdo devido a modificacdo da superficie. Durante todo o
processo de caracterizacao, a posi¢cdo da amostra nao foi alterada.

Laser
Azul

“

(o]

Figura 1: Arranjo experimental para detecgéo de estreptavidina.

Apbs fixar a amostra no arranjo experimental, 70 uL de uma solucao de
1 mM de biotina (Byotin-polyethyleneglycol) foi depositada sobre a amostra por 3
horas. Em seguida a amostra foi lavada com uma solugdo tampéo de fosfato
(PBS) (Sigma, diluida 10 vezes, pH 6,8) e secada com nitrogénio. A intensidade
de luz da primeira ordem de difracdo da superficie modificada com biotina foi
comparada com as intensidades de luz obtidas ap6s a imobilizacdo de
estreptavidina (Streptomyces Avidinii, Sigma). Cada solucdo de estreptavidina
(2,5 pg.ml™, 5 pg.ml™* e 10 pg.ml™?) foi colocada sobre a superficie da amostra por
25 minutos. As amostras foram lavadas com PBS e secadas suavemente com
nitrogénio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacdo da amostra

A Figura 2 mostra a imagem por microscopia eletronica de varredura (MEV)
para a amostra de nanoburacos de ouro preparada pela técnica de LI. A
periodicidade foi de 550 nm e a espessura do filme de ouro foi de 70 nm. A
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amostra fabricada mostrou-se extremamente homogénea numa area de
2,5cmx2,5cm.
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Figura 2: Imagem MEV da amostra de nanoburacos de ouro fabricada por LI.

3.2. Deteccéao de estreptavidina por difracao

O desempenho do biossensor proposto foi quantificado usando moléculas de
biotina e estreptavidina, devido a sua alta constante de bioafinidade (HAES, 2004)
e especificidade da ligacdo (RUSMINI, 2007). A Figura 3 mostra os resultados da
imobilizacdo de estreptavidina na superficie do biossensor, onde uma mudanca
de intensidade da primeira ordem de difracdo, conforme a Equacéo 1, indica que
a altura da grade foi modificada.

E possivel observar na Figura 3a o decaimento de intensidade em funcéo do
tempo. A Figura 3b mostra o decaimento de intensidade em fungdo da
concentracdo de estreptavidina, mostrando uma sensibilidade em termos da
Intensidade de Difracdo de Primeira Ordem (IDPO) de 0,019 IDPO/ug.ml™. O
limite de deteccéo para essa técnica foi de 121,8 ng.ml™, demonstrando que os
resultados estdo de acordo com outros trabalhos descritos na literatura para
detecgd@o de moléculas biologicas (GANG, 2010).
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Figura 3: (a) Intensidade normalizada da primeira ordem de difracdo em funcéo do
tempo e (b) intensidade normalizada em funcdo da concentracdo de
estreptavidina. Ajaser = 457 nm.

4. CONCLUSOES
Estruturas periédicas em filmes de ouro foram fabricadas utilizando a técnica

de litografia interferométrica. Modificacdo da superficie foi realizada e o
biossensor foi caracterizado através de medidas de intensidade de luz da primeira
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ordem de difracdo. Com a utilizacdo deste método proposto foi possivel detectar
variagbes de concentracdo de estreptavidina de ca. 122 ng.ml?, com uma
sensibilidade de 0,019 IDPO/pg.ml™. Desenvolveu-se, portanto, um biossensor
através de uma metodologia simples e de baixo custo que se mostrou tédo
eficiente quanto outros descritos na literatura para deteccdo de moléculas
biolégicas, além de ser promissor devido a capacidade de deteccado de moléculas
em tempo real e na possibilidade de investigacdo para aplicacdo na deteccéo de
outros analitos.
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