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Introduzione

L’opto-microfluidica ¢ una di quei settori della fisica che pitu si presta ad applicazioni in campo chimico,
biologico e biomedico, non soltanto per la rapidita con cui si possono ottenere risultati o per la preci-
sione con cui questi vengono forniti e analizzati, ma anche per aspetti piu pratici come per esempio
il fatto di poter utilizzare quantita estremamente piccole di prodotti che si vogliono analizzare. La
microfluidica permette di passare dall’utilizzo di millilitri e microlitri di soluzione biologica, all’impiego
di solamente qualche nanolitro della stessa, o addirittura raggiungere un ordine di grandezza di 10~15
L (3] e [7)).

Naturalmente un dispositivo adatto ad ospitare quantita cosl microscopiche di materia dev’essere
altrettanto piccolo, per questo molte volte si parla di lab-on-a-chip per indicare quei dispositivi milli-
metrici in grado di svolgere tutta una serie di operazioni ed analisi che solitamente vengono realizzati
nei laboratori di ricerca usando strumentazioni macroscopiche.

Quello appena citato & un esempio di dispositivo microfluidico per la generazione di microgocce, utiliz-
zato in questo lavoro come supporto per I'analisi di un campione biologico costituito da una soluzione
acquosa di una proteina chiamata albumina sierica bovina (BSA), miscelata con un apposito reagente
(il reagente Bradford) per determinarne la concentrazione. Lo stadio microfluidico & costituito da
un circuito a forma di T che permette di creare gocce di volume desiderato utilizzando liquidi im-
miscibili, dei quali la fase dispersa (le gocce) rappresenta la soluzione che si vuole caratterizzare dal
punto di vista ottico. Questo dev’essere integrato con uno stadio ottico costituito da un fascio laser
collimato della lunghezza d’onda opportuna, che segnala il passaggio di ogni singola goccia al sistema
di acquisizione. Infatti la modulazione del segnale ottico dopo che il fascio ha interagito con i liquidi
fornisce preziose informazioni sulle proprieta ottiche degli stessi, che a loro volta sono determinate
dalle caratteristiche composizionali del liquido.

Purtroppo, i materiali pii comunemente utilizzati per la realizzazione dei dispositivi lab-on-a-chip,
come per esempio il vetro, non sono i migliori per ospitare I'integrazione di componenti ottiche [3]. Un
materiale estremamente versatile e dalle spiccate proprieta fisiche e il niobato di litio (LiNbOs3) che
qui ¢ stato usato come substrato in cui si formano e analizzano le microgocce di soluzione proteica.
Naturalmente il cristallo dovra essere sottoposto a processi di lavorazione che lo renderanno idoneo
ad ospitare tanto una parte fluidica costituita dalle fasi continua e dispersa, quanto una parte legata
all’ottica che ¢ appunto il fascio laser.

Come accennato sopra, il dispositivo opto-fluidico realizzato in niobato di litio ¢ stato utilizzato per
caratterizzare la concentrazione di proteine presenti in soluzione acquosa, sfruttando il metodo Bra-
dford, che ¢ comunemente usato nei laboratori biochimici. Lo svantaggio principale di tale metodo e
rappresentato dalla necessita di utilizzare grandi volumi di campione biologico per ’analisi, dell’ordine
di grandezza della decina o piu di millilitri. Il dispositivo proposto in questo lavoro di tesi si prefigge
di superare tale limite, tramite ’analisi di gocce contenenti pochi nanolitri di soluzione.

Il lavoro presentato in questa tesi e cosi strutturato:

e Il primo capitolo introduce il niobato di litio e descrive le sue proprieta fisiche principali, per le
quali risulta un materiale apprezzato in molti ambiti,

e Nel secondo capitolo si analizzano gli aspetti pit pratici del lavoro, come il funzionamento del
metodo Bradford e la preparazione del dispositivo opto-fluidico

e Nel terzo si presentano i dati ottenuti in laboratorio

e [’ultimo capitolo & riservato alle considerazioni finali



Capitolo 1

Il niobato di litio

11 niobato di litio (LiNbO3) ¢ un materiale sintetico creato in laboratorio a partire dal sistema atomico
LisO — NbyOs e si presenta come un solido cristallino trasparente. Viene classificato tra i materiali
isolanti perché possiede un energy gap tra la banda di valenza e la banda di conduzione di circa 4
eV. Grazie alle sue proprieta viene ampiamente utilizzato in molti ambiti della fisica e non solo; in
questo lavoro di tesi ¢ stato impiegato in ambito ottico con I'obiettivo di creare delle guide di luce per
I’analisi proteica di una soluzione in gocce.

Quanto segue ¢ trattato in modo piu preciso e completo nei riferimenti da [1] a [4].

1.1 Struttura cristallina

I cristalli di niobato di litio sono formati con una tecnica di accrescimento chiamata Czochralski e
possono essere sviluppati con diverse concentrazioni dei suoi costituenti: il cristallo piti comunemente
usato non ¢ quello a concentrazione stechiometrica con un rapporto Li : Nb al 50% : 50%, ma
viene impiegata la concentrazione congruente al 48.5% : 51.5%. La motivazione che giustifica questo
fatto e da ricercarsi nelle migliori proprieta che la seconda ha nei confronti della prima, non solo dal
punto di vista della composizione cristallografica (come si pud immaginare, concentrazioni differenti
dei costituenti comportano risposte differenti a sollecitazioni meccaniche e elettromagnetiche esterne),
ma anche per altre proprieta intrinseche che vanno dall’'uniformita della struttura cristallina alla
transizione piu netta tra fase solida e liquida ad alte temperature, come mostra il diagramma in figura
1.1:
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Figura 1.2: Arrangiamento degli atomi nella
fase paraelettrica e ferroelettrica
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Figura 1.1: Diagramma di fase attorno la concentra-
zione congruente

La struttura cristallina del niobato di litio ¢ costituita da una cella esagonale ad impacchettamen-
to stretto di atomi di ossigeno i cui interstizi sono riempiti da atomi di litio e di niobio, sono pero
presenti anche delle vacanze atomiche che rendono questo materiale estremamente versatile; la suc-
cessione Li — Nb — vacanza fornisce la direzione dell’asse ottico z (se consideriamo una terna di assi
cartesiani xyz), che ¢ quello lungo cui il cristallo presenta una simmetria rotazionale. La posizione



di questi atomi dipende dalla temperatura e caratterizza la fase ferroelettrica e paraelettrica (figura
1.2) in cui si puo presentare il cristallo. Al di sotto della temperatura i Curie (che per il niobato di
litio in composizione congruente vale T = 1142.3+0.7°C) troviamo la fase ferroelettrica: gli atomi di
litio e niobio sono leggermente spostati lungo 1’asse z rispetto la posizione reticolare centrale prevista
dalla simmetria, ogni cella elementare viene cosi ad avere un momento di dipolo lungo questo asse e
complessivamente si crea una polarizzazione spontanea del cristallo. Viceversa sopra la temperatura
di Curie gli atomi di niobio si collocano equidistanti tra due piani di ossigeno al centro dell’ottaedro,
mentre gli atomi di litio giacciono su tali piani.

Come ogni cristallo, il niobato di litio puo essere sottoposto a un processo di drogaggio con atomi
di altre specie allo scopo di modificarne le caratteristiche: le vacanze atomiche che sono state prece-
dentemente citate possono essere colmate da atomi droganti accettori o donori di elettroni, come per
esempio il titanio utilizzato in questo caso, che alterano le proprieta del materiale, accentuandole o
limitandole.

1.2 Proprieta fisiche del niobato di litio

Le proprieta ottiche che possiede questo cristallo sono discusse nel seguito.

1.2.1 Birifrangenza

La birifrangenza dei cristalli ¢ causata dall’anisotropia del tensore di permittivita elettrica, che se
consideriamo la cella ortoesagonale si scrive come una matrice diagonale 3 x 3

€11 0 0
€= 0 €31 O
0 0 €33

A partire da questa matrice si possono calcolare gli indici di rifrazione ordinario, che coinvolge le
direzioni x e y, e straordinario, lungo I’asse z:

€11 €33

No =4/ — Ng =/ —

€0 €0
Questi indici non sono costanti per ogni cristallo ma dipendono dalla sua composizione (drogaggio
e difetti nella struttura) ma anche dalla lunghezza d’onda della luce che incide su di esso: n, =
No(A)  ng = ng(N).

1.2.2 Effetto elettro-ottico

L’effetto elettro-ottico consiste nel cambiamento dell’indice di rifrazione di un cristallo quando sot-
toposto ad un campo elettrico esterno E. Dal punto di vista matematico si puo descrivere questo
fenomeno come variazione delle componenti del tensore di permittivita, in particolare scorporando i
contributi con una espansione a diversi ordini di grandezza del campo elettrico: il primo termine che si
incontra & lineare in E ed ¢ chiamato effetto Pockels, il secondo termine dell’espansione (effetto Kerr)
¢ quadratico ed estremamente piccolo anche per campi elettrici intensi, quindi la maggior parte delle
volte tende ad essere trascurato. Se il campo elettrico applicato & parallelo all’asse z le variazioni degli
indici ordinario e straordinario si possono scrivere

1 1
Ano = —§ngT13EZ Ans = —577,27‘33Ez

se invece il campo ¢ diretto trasversalmente (per esempio lungo la direzione y) si avra che

1
An, = —§n3T22Ey Angs =0

in cui i coefficienti 7;; sono i coefficienti elettro-ottici che per il niobato di litio valgono: 713 =
9,6pmV =1, 199 = 6,8 pm V! e r33 = 30,9 pm V! Lleffetto elettro-ottico ¢ degno di nota perché
permette di modificare la polarizzazione del cristallo anche con una dipendenza dal tempo.



1.2.3 Piezoelettricita e piroelettricita

Questi due fenomeni modificano come il precedente la polarizzazione del niobato di litio, ma lo fanno
con due agenti differenti.

Nel caso della piezoelettricita, la polarizzazione spontanea della fase ferroelettrica subisce variazioni a
seguito dell’applicazione di una forza sulla superficie del cristallo. Anche in questo caso la formula che
regola questo fenomeno ¢ di tipo tensoriale e coinvolge il prodotto tra il tensore piezoelettrico e quello
degli sforzi. Solitamente tutti i cristalli piezoelettrici presentano anche il comportamento inverso, cioe
modificano la loro forma se sottoposti a un campo elettrico.

La piroelettricita, invece, consiste nella modifica della polarizzazione con la variazione della tempera-
tura. Questo risulta evidente se si pensa a cio che succede agli atomi di niobio e litio (le cui posizioni
nel reticolo sono responsabili della polarizzazione del cristallo) nel passaggio dalla fase ferroelettrica
alla paraelettrica.

1.2.4 Effetto fotovoltaico

Questo tipo di effetto rientra tra i fenomeni di interazione radiazione-materia, infatti consiste nella
creazione di una determinata fotocorrente all’interno del cristallo quando viene sottoposto a illumina-
mento da parte di una fonte di luce. Il processo che ha luogo ¢ quello di eccitamento di un fotoelettrone
nell’atomo donore a seguito dell’urto con il fotone sufficientemente energetico e del suo successivo as-
sorbimento; 'elettrone viene eccitato ed entra in banda di conduzione grazie all’aumento della sua
energia. La direzione privilegiata dalla fotocorrente & quella parallela all’asse ottico z, tale fenomeno &
pertanto asimmetrico e la fotocorrente che si instaura lungo 1’asse z ¢ circa 10 volte maggiore rispetto
a quella presente lungo le direzioni ortogonali x e y.

1.2.5 Fotorifrattivita

La fotorifrattivita & una proprieta che possiedono alcuni cristalli che puo essere considerata come
I'unione tra l'effetto fotovoltaico e l'effetto Pockels di cui si e discusso prima, perché consiste nella
variazione locale dell’indice di rifrazione mediante il semplice irraggiamento con un’onda luminosa. La
fotocorrente creata come conseguenza dell’effetto fotovoltaico genera una delocalizzazione di carica che
si ricombina con altre impurezze del reticolo creando, in modo reversibile, un accumulo di carica fissa
semi-permanente ai bordi della zona illuminata o alle facce principali del cristallo. Tale separazione di
carica da luogo ad un campo elettrico interno al materiale, detto campo di carica spaziale, che tramite
effetto elettrico-ottico modifica localmente l'indice di rifrazione del cristallo.

E evidente quindi che le impurezze che sono state inizialmente citate giocano un ruolo determinante
nelle caratteristiche del niobato di litio, non solo quelle intrinseche ma anche i droganti estrinseci,
che possono inibire o amplificare questo effetto a seconda della loro posizione nella cella del niobato e
della loro capacita di fungere da atomi donori o accettori di elettroni. Ad esempio, uno dei principali
droganti del niobato di litio usato per enfatizzare le proprieta fotorifrattive e il ferro, il quale si
incorpora nel sito reticolare del litio e puo presentare due diversi gradi di ossidazione, 2+ o 3+, i quali
agiscono rispettivamente da accettori o donori di elettroni, contribuendo all’aumento della corrente
fotoindotta.

Figura 1.3: Schematizzazione dell’effetto fotorifrattivo
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