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RESUMO

O reflectbmetro pode ser utilizado para monitodmade processos dinamicos em liquidos,
por meio de ressonancia de plasmons de supettiécidp potencial de aplicacdo na area de
biossensores. Este trabalho relata o desenvolvintentim reflectémetro 6ptico com sistema
integrado de infusdo multicanal, visando possiagticacbes de sensores Opticos para
processos dinamicos em meios liquidos, a partiefédo da ressonancia de plasmons de
superficie (RPS), foi integrado um sistema de #dusnulticanal a um reflectdmetro
automatizado, operando no infravermelio { 975,1 nm). O sistema de infusdo pode
controlar até quatro seringas, produzindo fluxcticmo de liguidos com uma vazdo minima
da ordem deul/min, através de uma célula de reacdo de aproxdmadte 30l. Com o
sistema integrado ao reflectdbmetro foi analisadatabilidade do sistema com a temperatura,
e foi implementado um novo procedimento de alinh@méptico. Foi possivel realizar a
caracterizagdo 6ptica de solugdes salinas congedtode precisdo, demonstrando o potencial

da técnica para aplicacfes na area de analiseésaslin

Palavras-chave: RPS. Reflectdmetro. Biossensor. Ressonéncia danplés de superficie.

Ouro.



ABSTRACT

The reflectometer can be used to monitor dynamicgsses in liquids by means of surface
plasmon resonance, with a potential applicatiothenfield of biosensors. This work reports
the development of an optical reflectometer wittegnated multichannel infusion. Aiming at
possible applications of optical sensors for dyrmapnocesses in liquid media, from the effect
of surface plasmon resonance (SPR), a multichanfusion system has been integrated to an
automated reflectometer operating in the infraded ©75,1 nm). The infusion system can
control up to four syringes, producing continuolesvfof liquids with a minimum flow rate of
the order of microlitres/min through a reactionl adl approximately 3p0l. With the flow
system integrated to the reflectometer, the tenmperastability of the system was
characterized, and a new optical alignment proaedas implemented. It was possible to
perform optical characterization of saline solusionith high precision, demonstrating the
potential of the technique for applications in fieéd of clinical analysis.

Keywords: SPR. Reflectometer. Biosensor. Surface plasmamaxe. Gold
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1 INTRODUCAO

O efeito de Ressonancia de Plasmons de Supef{Ei§)(foi observado inicialmente
por Wood em 1902, ao analisar a luz policromatefietida por um espelho que tinha uma
grade de difracdo em sua superficie. A luz refletigpresentava um padrdo de faixas que
Wood néao foi capaz de interpretar (1). Uma intagn@o fisica desse efeito foi proposta por
Rayleigh, e posteriormente refinada em 1941 pooFame introduziu o conceito gelariton
superficial quase particula resultante da oscilagdo coletos elétrons como resultado da
interacéo da luz (2).

A primeira descricdo tedrica da ressonancia denmas de superficie foi
proporcionada por Ritchie em 1957. Onze anos demitkhie relacionou o plasmon
superficial com as ondas superficiais de Sommedrgeb fendmeno observado por Wood (3).
Nesse mesmo ano, Otto (4) e Kretschmann e Ra&hapfesentaram dois métodos simples
de excitacdo de plasmons de superf{(€l&) em filmes de metais nobres. Esses métodos
estabeleceram as bases da plasmoénica, tal commhéaida hoje em dia, abrindo assim um
extenso campo de acdo para o desenvolvimento derssrutilizados amplamente nas areas
da quimica e da biologia (6).

O efeito RPSpode ser observado em diferentes tipos de coafifes, como por
exemplo, em configuracdes de fibra Optica (7), eadgs de difracédo (8), na configuracdo de
Otto (9) e na configuracdo béasica de Kretschmar0). (Esta ultima configuracdo é
empregada no reflectometro usado neste trabalh@uenum substrato de vidro metalizado
fica em contato Optico com um prisma de acoplamgyama observacdo do efeito. A
ressonancia de plasmons de superficie pode seraddl na caracterizacdo Optica de
superficies, ou também no estudo em tempo realededes entre diferentes agentes
biomoleculares, sem o uso de marcadores fluoressentradioisotopicos (5).

O Biacore, primeiro equipamento comercial a expl@ssa técnica, foi lancado no
comeco da década de 90 pela Pharmacia (11) e oars@es de sistemas baseados em RPS
para caracterizacdabel-freede reacdes biomoleculares foram também lancadas.

Com o objetivo de expandir a capacidade da téaeddP Spara uma larga gama de
aplicacdes, incluindo a monitoracao de processuamicos em meios liquidos, como no caso
das reacdes biomoleculares de superficie, foi iatkgao reflectbmetro automatizado do
Grupo de Foténica um médulo de infusédo de liquidos) capacidade de controlar até quatro
seringas. Além disso, foi desenvolvida uma noeaitéd de alinhamento do reflectémetro
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que permite obter um ganho substancial de temprea&acdo de experimentos. Com o
sistema, foi também caracterizada a sensibilidagn@eratura da técnica &PSem meio
liguido. Com o sistema integrado foram realizadaslidas de caracterizacdo Optica de
substéancias liquidas em funcéo da salinidade, riprde fluxo continuo, visando aplicacdes
futuras no estudo da cinética de reacdes biomalezsul

O presente trabalho esta dividido em 4 capitulas, estdo distribuidos da seguinte
maneira: No Capitulo 2 € apresentada a teoriawusafmenta o principio fisico do efeito de
RPS e como esta técnica € utilizada para determaracdes do indice de refracdo do meio
sob teste. O Capitulo 3 descreve as caracteristimequipamentos utilizados, a forma como
foi integrado o modulo de infusdo com a célulardaséo, os procedimentos de preparagao
das amostras liquidas e finalmente a metodologito tde alinhamento do sistema como de
registro de dados. No Capitulo 4 apresenta-seaatesizacao do refletdmetro e do modulo de
infusdo com o objetivo de conhecer e avaliar oslis#qs fundamentais do sistema e sao
também apresentadas as curvas de reflectancieashdial medicdo de diferentes solucdes
salinas com o reflectdmetro integrado ao modulinfiesdo. No Capitulo 5, sdo descritas as

conclusdes do trabalho.
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2 RESSONANCIA DE PLASMONS DE SUPERFICIE E SUA
APLICACAO

Neste capitulo é descrito o fendmeno de ressondegdasmons de superficiRKS
e discutido como € feito o emprego desse efeit@waracterizacdo e desenvolvimento de

sensore®RPSpara o estudo de reacdes biomoleculares.
2.1 Técnicas de Observacao da Ressonancia de Plasmde Superficie

Existem varias formas de excitar plasmons de sigpe(PS) Em geral os métodos
tém em comum a necessidade de acoplar a compquemaiela a interface do vetor de onda
de campo incidente com aquele 8 Para alcancar esse objetivo, ha duas técnicgdesm
que empregam um prisma de acoplamento. Na prirdeles proposta por Otto em 1968 (6),
o filme metélico tem espessura minima de 200 nroaessiperficie € posicionada a uma
distancia de uma fracdo de comprimento de ondaugarfécie do prisma. Na segunda,
proposta por Kretschmann (10), e utilizada nesibatho, um filme fino metalico tendo
espessurd de algumas dezenas de nan6metros, fica em cantato direto com a superficie
do prisma, conforme ilustrado na Figural. Nessdigumacado oPS é excitado na face
exterior do filme metalico que se encontra em donthreto com 0 meio externo, que €&
geralmente 0 meio sob teste. Ocorre o efeito dsoréncia iluminando-se a superficie
metalizada do prisma com luz polarizada no planandeléncia, na faixa angular em que
ocorreria reflexdo interna total. Para um dado Engde incidéncia, tal que a componente
tangencial do vetor de onda do campo incidentelagaguele doPS ocorre maxima
transferéncia de energia, resultando em reflex@dinmaida luz.

O PSsera excitado se o sistema operar em uma faixauprimentos de onda na
qual o meio metalico tenha permissividade negdfi2y tal que esse valor somado aquele do
meio externo resulte em um valor negativo. Issatiéfgito se a magnitude da permissividade
do meio externo for inferior aquela do metal. Seasscondi¢cdes forem satisfeitas a
componente tangencial do vetor de onda E§ ilustrado na Figura 1, € dada

aproximadamente por (12)

(1)
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em quek, =277/ é o nimero de onda do vacuo no comprimentodal , e, &, s&o as

permissividades do metal e do meio externo, reseacente. Além disso, 8Stem como
caracteristica um campo elétrico normal a superfioi filme. Por isso, a excitacéo eficiente
dessa oscilagdo requer que o campo de excitacda @stlarizado no plano de incidéncia,
como indicado na Figura 1.

Figura 1 - Configuracao classica de Kretschmann para eéitdePS

Filme
Metalico

-

kO

Feixe IR

Fonte: autor.

Na configuracao de Kretschmann mostrada na Figura 1 (10), o filme metalico pode ser
evaporado sobre a face do prisma ou sobre um substrato de vidro. Nessa configuracdo, o
prisma, de indice de refragdon,, aumenta o nimero de onda do campo incidente para
k =nk,, de tal forma que a componente tangencial (assumida como a dire¢do x na Figura 1) é

dada por
k, = nk,sed. (2)

Ajustando o angulo de incidéncia na faixa angular acima do angulo critico, obtém-se o

acoplamento maximo entre o campo incidente e o PS na condi¢do de ressonancia para
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kx = kPS ! (3)

com k. dado aproximadamente pela Equacdo 1. As Eqse&& 3, e com o auxilio da

Equacéo 1 permitem determinar o &ngulo de ress@aue pode ser escrito como

Ops = arcser{l ﬁ] : (4)

nl £2 +£3

A caracterizacdo do efeito &PSpode ser feita com a geometria ilustrada na Figura

realizando uma medicéo da intensidade da radiagkdida na superficie metalica. Ajustando

o angulo de incidéncia em torno do valor dado pbs observa-se uma absorgcdo na

intensidade da radiacdo refletida da interface lmatdEssa técnica é conhecida como
Attenuated Total Reflection (ATRutilizada em muitos trabalhos como base do
desenvolvimento de sensores quimicos e biolégi@gpscémo também para a caracterizacao
das propriedades Opticas e estruturais de filmealices (10).

Para caracterizar o efeiRPSna configuracdo de Kretschmann, pode utilizar-se a
formulacdo de Fresnel para uma camada simplesyipdssduas interfaces separando os
meios 1, 2 e 3, com permissividades &, &g que canelgm as permissividades
relativas do prisma, do metal e do meio externgpeetivamente, e sendba espessura do
filme metdlico, como ilustrado na Figura 1. A edA@gue permite determinar a reflectancia

para polarizacdo no plano de incidéncia € dad@l3)r

. 2
-2 jkod
_|r12+r23e 2 | 5
R= —2jkod | (5)
‘1+r12r23e 2 ‘
sendo
- &k, — €k, (6)
12 k + k !
‘91 2 52 1
&k, —e.k
e = 23— c3M) (7)

£2k3 + £3k2 ,
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em quek (i=1,2,3) representa a componente do vetor de ondaeimi , ortogonal a

superficie metélica.

A Figura 2 apresenta a reflectancia da estrutuitirdda na Figura 1 em funcédo do
angulo de incidéncia, exibindo o efeito BPS em que estéo ilustrados o angulo critico e 0
angulo de ressonancia. O angulo critico, indica®igura 2 € obtido da condi¢do (14)

6. = arcser{ ﬁ} . (8)
‘91

Figura 2 - Funcao reflectancia, para a configuracdo de Kmetaan, registrada para um prisma de
SF2, com filme de oural =55nm, em A =975,1nm, admitindo um meio externo aquoso com

n =1,333.

1’0 T T T T T T T T T T T T T T T
7,5 4 . i
Angulo Critico
3
=
S 05- i
Q
L
=
o
2,54 4
Angulo de Ressonincia
0,0 T T T v T T T T T v T T T v T

54 55 56 57 58 59 60 61 62
Angulo de Incidéncia (Graus)

Fonte: autor.

2.2 Parametros Caracteristicos da RPS

O efeito deRPSdepende dos parametros Opticos e estruturais dios mnvolvidos. A
linha de absorcédo ressonante apresentada na RAgpassibilita obter com alta precisdo os
parametros do filme metélico e do meio externcato fle a absorcdo ressonante estar situada
numa regido angular bastante estreita permite efeitm seja usado para detectar pequenas
variacbes da permissividade do meio externo, pioaddbasico utilizado na elaboracédo de

sensores. Pelo estudo e analise de alguns par&néeprassivel determinar as caracteristicas
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otimizadas dos elementos utilizados no desenvohionée sensores baseadoRRS Os trés
parametros que podem ser optimizados para obter mansibilidade sdo a meia largura de

linha w,s, 0 &ngulo de ressonandh;, , e o valor minifaaeflectancia na condigdo de
ressonancidy,,, ., ilustrados para uma aproximacgaotiva@a na Figura 3.(15).

A aproximacgdo lorentziana para a reflectancia,trdl® na Figura 3, possibilita
entender os parametros que definem a curvRRIg® Essa aproximacao € valida na regiao
angular préxima ao angulo de ressonancia, que femnpressar a funcao reflectancia da

seguinte forma (16)

R(k)=1- (k(xl__g“)‘zzijz , (9)
em que,
k, =/& k,serd (10)
e
K'= \/;lkoserﬂps, (11)

senddK' e K" as partes real e imaginaria da componemte vetor de onda d®S

respectivamente B, a reflectancia minima na coodie&essonancik, = K' . Na Figura

3, a reflectancia média é dada por

R==(1+R,,)- (12)

N

Considerando, como indicado na Figura 3, fre R |K§@ k.—K' possivel escrever

K| = &k, | serfhs— seffps— Wy |. (13)

Para pequenas perdas tem-se U< K’', ou equivalentementtwps <6, . Para

obter a dependéncia angular do efeitoRRRSno regime de pequenas perdas, utiliza-se a

aproximacao de primeira ordem

sen@+A8) = sel+AGdcoss, (14)
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valida pardAd| << @ . Sustituindo na Relagéo #3;6,s A&=-W,s  temuse

|K"| = /& kyWos COSOps. (15)

Figura 3 - Curva de ressonancia e parametros represerstativo

Fonte: Adaptado de E. Fontana (2006).

Substituindo na Equacéo 9 as Expresd@ksll e a Relagdo 15, que é simplificada
com ajuda da aproximacao em expansao de primalearoda Equacao 14, é possivel obter a

dependéncia angular da curvaRieS

R(H) :l— (1_ I%nin) V\és

: 16
(H_HPS)Z +W?°S !

O angulo abaixo ou acima do valg@s; , onde ocorreagimma declividade da curva,

b

esta diretamente relacionado a sensibilidade diboeberante modificacbes de indice de
refracdo do meio adjacente a superficie metalleantana (17) demonstrou que existe uma
espessura 6tima do filme metalico, para a quaktiogdRPSexibe maxima sensibilidade ao
indice de refracdo do meio adjacente, e obteveasute dependéncia espectral da espessura
Otima, bem como os parametros caracteristicos dea @eRPSpara essa espessura 6tima.
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Curvas foram obtidas para trés tipos de vidro sidenando vacuo ou solu¢do aquosa como o
meio adjacente. Por exemplo, para o caso do viB& 8o comprimento de onda 975,1 nm,
utilizado no reflectdbmetro automatizado do Grupd-d&nica, o efeito dBPSpara um meio
liquido, com indice de refracdo préximo aquele daaa ocorre em uma estreita regiao
angular de largura da ordem de 0,02 graus, em ta@wmoangulo de ressonancia,

Bps =56 grauy(15). Por essa razéo, o prisma utilizado neskalina € um prisma equilatero

feito de SF2, o que garante operacao proxima aol@ulg incidéncia normal relativamente a
uma das faces, para observacdo do efeif@Rg#em solucdes aquosas, como é descrito com

mais detalhe nos Capitulos 3 e 4.
2.3 Efeito de RPS no Desenvolvimento de Sensoresmoleculares

No efeito deRPS o ndimero de ond&,; depende do indice de refragameio

adjacente ao metal. Em aplicacbes em que a téénitiizada na caracterizacdo de reacdes
biomoleculares, as biomoléculas séo inicialmentebifizadas a superficie metdlica. Esta é
entdo exposta a uma solucado bioldgica contendoe entros componentes, as biomoléculas
que interagem especificamente com aquelas imotfdzaHavendo a reacdo bio-especifica,
ocorre um crescimento da espessura do filme orgaracsuperficie metalica. Essa variacao
de espessura média pode depender tanto da coméentta biomoléculas especificas, como
do tipo de molécula, que chega ser de apenas abjugstroms. Esse processo pode ser
modelado alternativamente como uma alteracdo ted@hdice de refragcdo nas proximidades
da interface (18).

2.3.1 Variacdo do Iindice de Refracdo do Meio Adjacée ao Metal

Na Figura 4-a ilustra-se a variagcdo volumétrica dgdmea de todo o indice de
refracdo do meio externo e na Figura 4-b ilustra-sariacdo superficial produzida por uma
fina camada de espessuna que € inferior a0 comprimento de penetracdo dopoa
eletromagnético no meio dielétrico. A perturbacésmdmero de onda é denotada por

Jkps = sz_ sz’ 17)

em quek.s € o nimero de onda no perturbado.
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Figura 4 - (a) variacéo do indice de refragdo volumeétri¢b)esuperficial do meio externo.

ng — ng +0n Ty
n, hy
la ¢, £,
gp gp
(a) (b)

Fonte: autor.

Na Figura 4 o filme de espessiraem indice de refracdn, e o indice externo tem
indice de refracda, €, &g  correspondem as permiagiggdrelativas do prisma e do
metal de espessurh respectivamente. Na Figura 4-a o paraméo feuemciado por
uma variacdadn no indice de refragcdo do meio externo, enquaneonguFigura 4-bk,s €

afetado por uma variagé®h na espessura do filmeie@é indice de refracaq,

2.3.1.1 Variacéo do Iindice de Refragdo Volumétrico

Do ponto de vista tedrico, a variagdo &m , comcsequéncia da alteracdo do

indice de refracdo do meio externo da formga- n,+on , Fedeanalisada pela teoria de
perturbacdo de guias de onda, que teoricamente i® wmimilar a teoria que explica a
excitacado déSpela configuracao de Kretschmann utilizada neatetho (19).

A influéncia da variaga@n , pode ser obtida de fosmaplificada assumindo que os
meios que constituem a interface metal-dielétriesjam semi-infinitos. Para pequenas
alteracdes da constante dielétrica do meio extegpode-se assumir que oS campos na

interface permanecam praticamente inalterados t&l |qPS—EP4<<|kPSL. Utilizando a

Equacdo 1 conz, =€, & =n° , obtém-se
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_ (k)
PS/olumétrica = kPS_ kPS: (kgp;l 5n' (18)
E possivel reescrever a perturbagiq, em funcaadiceide propagacéo efetivo
Nps, definido pela relacéo
k
Npg = ﬁ , (19)
0 que fornece
N 3
(&PS/%)Volumétricoz(%J Jn' (20)

Na faixa do infravermelho, se observa que metalsas como 0 ouro, a prata e 0

cobre tém parte real da permissividade complexsfaa¢ndo a relagérRe(Em)‘ >> n?(20).
Além disso, para esses metais, temiRe(s, ) >>|Im(e,) e nessalicies; com o

emprego da Equacéo 1, a Equacéo 20 pode ser tagscforma

%
(5kp5/ |(O)Volumétrico = L&m)ZJ on. (21)

Re(e,)+n

A Figura 5 mostra a variagdo do numero de ondB®lde uma Unica interface metal-
dielétrico, no caso da interface ouro-dielétricoapama variacdo de indice de refracdo
volumétrico do meio dielétrico, assumindo distintadores den com as constantes Opticas

de (21) e tomando como variacdo do indice de @rdp meio externdn=0,01
Na Figura 5 observa-se que a variagao relativalde diminui & medida que aumenta

o0 comprimento de onda e aumenta com o valor deéndé refracdo do meio externo. Por
outro lado h& também uma reducédo significativa e@ganargura de linha dRPS com o
aumento do comprimento de onda e pequenas variagesimero de onda resultam em

grandes variacdes na intensidade da luz refleadaonfiguracdo de Kretschmann.
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Figura 5 - Variacao relativa do numero de ondasR@de uma interface simples metal-dielétrico para
uma variacdo de indice de refracdo volumétricadde 0,01 do meio externo para valores distintos

den.

0.0184 )
0.016 4 : !
n =1
éc 0014‘ n =12 '
L =14
x < S
“ 0,012 !
0,010 +——e——————
500 600 700 800 900 1000

A

Fonte: adaptado de D. Regatos (2012).

2.3.1.2 Variacédo do indice de Refracéo Superficial

As expressdes anteriormente calculadas correspoadema variagdo do indice de
refracdo volumeétrico, ou seja, em todo o0 meio exterEntretanto, nas aplicagcbes em
biossensores as variacdes de indice de refracadades reacdes biologicas sado produzidas
unicamente em uma regido proxima a superficie matatonforme ilustrado na Figura 4-b.
Portanto, unicamente uma parte da onda evanesg#atagira com a camada bioldgica
reagente. A fragdo do campo evanescente empregadataccdo depende do tamanho do
agente molecular e da intensidade e comprimenpedetracdo do campo eletromagnético.

Em algumas aplicacGes a reacdo biomolecular ssoao conhecimento do filme
organico adsorvido a superficie metélica (22). pessura desse filme é da ordem das

dimensdes fisicas de proteinas ou outras macrootagbioldgicas e é tal quen<< A
Nesse regimegk,s LI h . Em outras situa¢des ha uma caneaglspdssura fixiade material

polimérico que atua como uma matriz em que bionubdécficam imobilizadas e a reacao

biomolecular ocorre no interior dessa matriz (15).
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A dimensdoh da matriz € da ordem da profundidade de penetrdgd@ampo
eletromagnético associado B8 no meio externo. Nesse casso a reacao biomolguaduz

uma variagdadn, no indice de refracdo da matriz, eegimne de pequenas variagdes tem-se

oK. L On,.

2.4 Diferentes Formas de Deteccado em Sensores RPS

Os sensores de reacdes biomoleculares baseadésnigatdaRPS sdo compostos
basicamente por trés elementos fundamentais: & fbmtradiacdo, a configuracdo optica e
finalmente o principio de detec¢do. No método dmlamento de Kretschmann, é possivel
fazer uma classificacdo em funcdo do tipo de faleadiacdo utilizada e do sistema de
deteccdo empregado. A Figura 6 apresenta um diaggpre mostra a classificacdo dos
sensores biomoleculares, em funcdo do tipo de faeradiacdo utilizada (radiacao

monocromatica ou policromatica), ou em funcéo dtesia de deteccao utilizado (21).

Figura 6 - Classificacdo dos sensores biomoleculRfeS§ baseados em acoplamento por prisma.

Monocromatica

Fonte de Radiagao

Policromatica

Sensor
Biomolecular

RPS Intensidade
Comprimento
de Onda
Sistema de F
Detecgio 5SS
Angulo de
Excitagao

Polarizagao

Fonte: autor.
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Entre as diferentes formas de medicao usadas em biossensores baseados em RPS duas
se destacam ja que sdo as configuracdes mais utilizadas: os sensores baseados na medicao da
intensidade de luz refletida na interface metal-dielétrico e os sensores que medem as variagdes
do angulo de ressonancia, utilizando em ambos os casos uma fonte de radiagdo
monocromatica. Além dessas, existe uma terceira configuracdo na qual sdo medidas as
variagdes do comprimento de onda na ressonadncia, quando o sistema permanece em um

angulo fixo utilizando uma fonte de luz policromaética.

2.4.1 Sensor RPS Baseado na Determinacéo da Variagio Angulo [/

O sensorRPSangular monitora as varia¢cdes do angélQ , OuU sejangulo de
ressonancia. A Figura 7 mostra dois espectrofRB€ com angulosé,, diferentes, que

correspondem respectivamente a meios externosirmhoes distintos.

Figura 7 - Principio de deteccédo de variacdes no indice fdecéo, a partir da medi¢do do desvio do
angulo de ressonéancia.

Angulo de Ressonancia

Reflectancia Tempo

Fonte: autor.

Na Figura 7A8 representa a diferenga do angulo sfon@ncia entre duas amostras

com indice de refracdn re+An
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2.4.2 Sensor RPS Baseado na Determinacdo da Variagéa Reflectancia
O sensoRPSde intensidade monitora a variacdo na reflectgmaia um angulo fixo,
geralmente o angulo em que a derivada da curvaftkEtancia € maxima. A forma como é

realizada a medic&o de indices de refracédo estaaitla na Figura 8.

Figura 8 - Modo de detectar variag@es no indice de refracparta da medi¢do dAR

Reflectiancia

—n :
— n+An P2

L
Angulo de Ressonincia Tempo

Fonte: autor.

Na Figura 8 AR corresponde a diferenca de reflectdeotee duas curvas para o
mesmo angulo de incidéncia, que mostra a variagéa gistintas amostras com indices de
refracdo n en+An . Os sensores biomoleculares baseamloganacdo angular e de
intensidade sdo empregados com mais frequénciaispusdivos comerciais, devido a sua

versatilidade, simplicidade e baixo custo.
2.5 Formulag&o para Determinar o indice de Refracéa partir das Curvas RPS
Para determinar o indice de refragdo de uma amldgtida, s6 é necesséario conhecer

o angulo critico e o indice de refracdo do prisiawa um determinado comprimento de onda.

Estes parametros séo relacionados por

6>8. =sen*(n/ n) (22)
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A caracterizagdo do efeito de RPS ¢ feita pela medi¢do da intensidade de luz refletida
no fotodetector ilustrado na Figura 42. O efeito ressonante ¢ observado em uma estreita faixa
angular dentro daquela em que ocorreria reflexao interna total na auséncia do filme metalico
(17), i.e.,

Para ter uma estimativa da sensibilidade do angulo de ressonancia relativamente ao
indice de refracdo, pode-se utilizar a aproximacao para a condi¢ao de ressonancia obtida para

o caso de interface metal-dielétrico, ambos considerados semi-infinitos. Assumindo véalida a
.y, . . 2 2 2

hipotese de um metal nobre de baixas perdas, satisfazendo a A~ >>N°, N para pequenas

variagdes Ang no indice de refracdo da solugdo (17), a variagdo do angulo de ressonancia

pode ser posta na forma

NG =tgf.{Angd Ny . (23)

A sensibilidade da técnica depende de quao pequena seja a meia largura a meia altura

W, da curva de ressondncia, ilustrada na Figura 9. A magnitude da declividade da funcdo

reflectdncia R a meia altura, conforme indicado na Figura 9, ¢ aproximadamente (17)

AR/AG= DY (2w), (24)
em que D ¢ a faixa dindmica, indicada na figura.

Figura 9 - Caracterizacad dos espectRidSpara a determinac¢ao do indice de refracao.

ancia

reflect

Fonte: autor.
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Para uma variacddd =Ag,; , as Equacdes 23 e 24 fornecem

AR=Qs(Any nd, (25)
em que
Qps = Rtg(eps) ' (26)
2w

é definido como o fator de qualidade da curvdR&& A Expressdo 26 mostra que para uma
dada variacéo relativa do indice de refracdo ddeegzinha a superficie metalica, a variacao
de sinal sera tanto maior quanto maior for o fat®rqualidade. Com base nos dados da

ref.(17), para=975,1 nm, no caso de filme de ouro e prisma de&d2, assumindo o valor
tabelado do indice de refragdo da agua destiladB=&®0 K de aproximadamente, =1,333
tem-sed,. =56graus ,w=17mrad e (2.26) forned@,; =440 , p&al. Assumindo, por
exemplo, uma relacdo sinal ruido tipica de 100fmasse, com o uso da Equacédo 25, um

limite de detecgdo dAng/ng=2x10°
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3 REFLECTOMETRO AUTOMATIZADO E SISTEMA DE INFUSAO

O processo de construcédo e desenvolvimento deresrnsaseados no efeRPSé um
procedimento que demanda a convergéncia de vaipas do conhecimento e a utilizacdo
de equipamentos especializados. Para realizartedsdho foram utilizados principalmente
dois sistemas desenvolvidos no laboratério de S$essoInstrumentacédo (LSI) do Grupo de
Fotonica do DES-UFPE: o reflectdmetro automatiz@®) e o médulo de infuséo (24). Neste
capitulo serdo detalhados os sistemas e a metodalbijzada para sua caracterizagcéo e
integracdo. E também descrita uma metodologia ef@ignte de alinhamento e de operacio
na caracterizacdo de processos dinamicos em MgiES@s, tais como aqueles encontrados

em aplicacdes de biossensores.

3.1 Ajuste do Reflectometro Automatizado

O reflectometro utilizado ¢ um equipamento de alta precisao, que possui entre suas
aplicacdes a possibilidade de determinar propriedades Opticas e estruturais de interfaces e o

desenvolvimento de sensores bioldgicos, conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10 - Diagrama esquematico do reflectobmetih. e D, sdo os fotodetectores de sinal e
referéncia, respectivamente; Iris, P — PolarizadorS — Spliter, MP(#) — Motor de passo do estagio
de rotag@olMP(x) — motor de passo de translaga®P(y) — Motor de passo para translagatP(w)

— Motor de passo para corre¢ao do fotodetdator

A —Acondicionamento da fonte de radiacio.
B — Movimentacao do prisma (rotagio e translagio).
C — Detectores.

Fonte: autor.
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A operacao do reflectdmetro da Figura 10, inclisias etapas, que devem ser bem
executadas para obtencdo de espectros de ressori@@mi definidos. As etapas mais
importantes na adequacdo do sistema sao: o acomaicento da fonte de radiacédo, a
movimentacdo do prisma (rotacional e translacioea)controle, deteccéo e processamento
de sinais.

O reflectdmetro pode empregar diferentes tiposrena, como por exemplo, prisma

isdsceles de angulo reto de vidro BKY<1,515 , 4m975,1nm )iastilo geralmente em
experimentos com gases, ou prisma equilatero de 8&2 (1=1,64Z, emA =975,1nm ),

ambos disponiveis no laboratério. O emprego danaride vidro SF2 permite realizar testes
com solucbes aquosas, ja que desloca a Ritgpara as proximidades da regido angular em
torno da direcdo normal a face de entrada do priblessas condi¢des o sistema opera com a
face superior do prisma posicionada praticament@lano horizontal, facilitando assim o
posicionamento da célula de infusao.

O prisma de vidro SF2 utilizado em todos os expemtos deste trabalho, tem aresta
de 50 mm, e valores nominais para o angulo intdewo= 60 graus, como ilustrado na Figura
10.

3.1.1 Acondicionamento do Laser

Para obter a polarizacéo de onga® reflectbmetro emprega uma fonte de radiacao
laser acondicionada em um suporte linear, confalasérado na Figura 11. Os elementos
utilizados para o acondicionamento do laser saa famte de emissao laser de estado solido
nao polarizada, marca Melles Griot, com comprimel@@nda no infravermelho centrado em
975,1 nm, e poténcia de 73 mW, uma (f}s um polarizadoiP) e um semi-espelh(s),
dispostos conforme a Figura.11.

O feixe do laser utilizado neste trabalho possuidiéimetro da ordem de 1 cm, a fim
de reduzir esse diametro o feixe passa atravésndeinis [2] sendo obtido um raio com um
didametro de aproximadamente 1mm. O feixe € entéaripado no plano de incidéncia pelo
polarizadorP, numero [3] da Figura 11. Uma vez que o feixe seostra colimado e
polarizado, € dividido em dos feixes por meio desemi-espelho: (S1) em direcdo ao prisma
e (S2) em diregéo ao fotodetector de referéBgjaque em conjunto com o fotodeteciox,

produzem os sinais que permitem determinar a téfte@, como detalhado na secéo 3.1.3.
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Figura 11 - Fotografia das partes utilizadas no acondicionametlaser. [1] Laser Infravermelho
A =971,1nm; [2] Iris (1); [3] Polarizador no plano de incidén¢R) e [4] Semi-espelh{s).

Fonte: autor.

3.1.2 Posicionamento do Prisma

Devido ao angulo de ressonancia para 0 ouro enmattonbm um meio aquoso ser
préximo de 60 graus, foi necessario para esteltrattieocar o prisma de angulo reto de vidro
BK7 por um prisma equilatero de vidro SF2. Com iasgperacdo do sistema ocorre com a
face metalizada do prisma posicionada praticameatalela ao plano horizontal. Uma vez
que suportes distintos tém de ser usados, um noweais eficiente procedimento de
alinhamento do prisma equilatero de SF2 foi dedeidm

Para garantir que o prisma equilatero realize ogmentos tanto de rotacdo como de
translacéo (eixog ey), o reflectbmetro possui um sistema mecanizadopguenite fixar o
prisma em um suporte com liberdade de rotac&do em to eixo que passa pelo incentro da
face triangular do prisma, com movimento controlpdlm motor de pasddP(#) (nUmero 1),
apresentado na Figura 12. Também é possivel reali@amentos de translagdo ao longo de
duas direcdes ortogonais, no plano do substratodde, que podem ser realizadas por meio

dos motores de pasBtP(x), MP(y)(numero 2), conforme ilustrado na Figura 12. Osomsst
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de passo sdo acionados independentemente por temaide controle conectado a um PC
que também é utilizado para aquisi¢céo e procesdardes dados.

Figura 12 - Mecanismo de posicionamento do prisma.NIB(8) — Motor de Rotacao; [2YP(X) —
Motor de Translacdo em x e [BJP(y) — Motor de Translagéo eyn

Fonte: autar

3.1.3 Alinhamento e Calibracdo Optica do Prisma

A metodologia de alinhamento do prisma no refleeida) proposta por Cavalcanti
(25), estabelece que no momento de trocar o prikn@eoplamento, por outro com geometria
e dimensbes diferentes, o sistema tem de seradbn E necessario garantir que o feixe do
laser que incide perpendicularmente na face dadatio prisma incida na parte central da
face superior, conforme ilustrado na Figura 13, @isma rotacione em torno do incentro.

Esta € uma posi¢do bem definida e denominada de demreferéncia (M) (23).
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Figura 13 - Configurag&o do prisma para definicdo do pontcefieréncia.
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Fonte: autor.

Cavalcanti (23), detalha o protocolo com os papsoa conseguir alinhar de maneira
correta o sistema para um prisma de angulo ret@ \tgm que neste trabalho foi utilizado um
prisma equilatero foi necessario além de seguirotopolo mencionado, realizar algumas
modificagbes e acrescentar novos passos ao proseimA seguir indicam-se os 4

procedimentos de interesse no alinhamento do sastem

* Protocolo para rotagdo do prisma em torno do seu incentro.
* Defini¢ao de pontos de referéncia translacional e rotacional.
* Protocolo de deteccdo controle e processamento de dados.

¢ Protocolo de calibragao dos fotodetectores.

3.1.4. Protocolo para Rotacao do Prisma em Torno dseu Incentro

Para o correto funcionamento do reflectémetro, ces&irio verificar se a rotagdo do
prisma esta sendo realizada em torno de seu incgtr(23). A fim de realizar esse
alinhamento, antes de colocar o laser incidinddodema perpendicular, sdo realizados os

seguintes passos:
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1. Para o alinhamento do sistema (reflectdmetro)lizadio um laser vermelho, localizado
em baixo do suporte do prisma, garantindo que e fégue na metade do estagio de
rotacdo e de maneira perpendicular & mesa Optiasugperficie superior do prisma,
conforme ilustrado na Figura 14.

2. Faz-se um desenho em papel da face triangularisimgicom marcas que indiqguem o
incentro (). Desenho que posteriormente é colado na posatéoal do prisma como
mostrado na Figura 14.

3.  Movimentam-se os motor@dP(x), MP(y) e MP(6), com ajuda do software Auto RPS,
que permite controlar todos os movimentos das pagasstema automaticamente (23).
O controle manual também é permitido. Assim é petdiazer com que o feixe
vermelho fique alinhado com a linha vertical doesd®, confome ilustrado na Figura
14.

Figura 14 - Procedimento para alinhar o prisma para rotagésorno do incentro (l).
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Fonte: autor.

4. Aplica-se uma rotagdo no sentido horario ou antéio de um angulo conhecido,
usando o aplicativo AutoRPS (23), e alinha-se Wseate o feixe vermelho com as

linhas que emergem dos vértices (a) e (b), confatmeado na Figura 15.
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As Figuras 15-a y 15-b correspondem a rotacBessansdos horario e anti-horario
respectivamente, indicando que o prisma tem qué galba chegar na posicédo certa, (a
separacao entre o feixe vermelho e a linha paratelaesponde a distancia que deve ser
movimentado o estagio de rotacdo). Esta movimeat#&cdeita com ajuda do parafuso
micrométrico que desloca o estagio de rotacaonegab vertical.

As Figuras 15-c e 15-d, correspondem a rotacOessamisdos horario e anti-horério,
respectivamente, indicando que o prisma deve haseguindo procedimento idéntico ao
indicado para o caso das Figuras 15-a e 15-b.

Figura 15 - Procedimento para alinhar o prisma para queegiréorno do incentro.

(b)

(b

(d)

Fonte: autor.
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3.1.5 Definigcao de Pontos de Referéncia Translaciaine Rotacional

O sistema de controle do reflectdmetro tem a cdpdei de armazenar a posicao de
translacéo e a de rotacdo uma vez que seja fechaplicativo. No entanto, um desligamento
inoportuno, causado por falta de energia, por el@ngode provocar perda de informagéo,
razdo pela qual, depois de alinhar o prisma paeagiye em torno do incentro, € necessario
gravar os pontos de referéncia nas posi¢coes deldc@o e rotacdo, com o objetivo de evitar
um novo procedimento de alinhamento.

Para marcar o ponto de referéncia de translacdecéssario na parte superior do
suporte do prisma fazer uma linha que indigue dodamento entre as partes fixa e movel
(linha continua indica deslocamento zero na trgéslg ilustrada na Figura 16. O ponto de
referéncia rotacional pode ser registrado ao mamcauma tela afastada do prisma a posicéo
do feixe refletido na face lateral do prisma, iadido desta maneira rotagdo zero quando o
feixe refletido coincide com o ponto de referénc@forme esquema da Figura 16.

Figura 16 - Alinhamento translacional e rotacional do prisma.
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Fonte: autor.
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Uma vez determinados os pontos de referéncia dslagio e rotacdo, tem que se
garantir que o laser infravermelho incida no patdaeferéncia (M). Para isso o feixe do laser
deve incidir perpendicularmente na face laterapdsma na posicdo de L/4, procedimento

realizado com ajuda de um espelho como se indi¢aguaa 16.
3.1.6 Protocolo de Detecgéo, Controle e Processartten

O processo de deteccdo envolve os feixes do la%re SS3 que incidem
respectivamente nos fotodetectoegfotodetector de referéncia)la (fotodetector de sinal),
ambos mostrados na Figura 17. Sendo S2 o feixetideflno semi-espelho e S3 o feixe

transmitido no ar depois que o feixe S1 refleteseterface metal-liquido.

Figura 17 - (a) Fotodetector de referén@a e (b) fotodetector de sinBh.

(b)

Fonte: autor.

O fotodetectoD,, sempre em posicao fixa, mede a intensidade de 82, com o
objetivo de eliminar qualquer flutuacdo na potérdmalaser. O segundo fotodetecior é
movimentado pelo motor de paskti?(w), mantendo-o0 na posicdo de maxima intensidade
refletida. Os dois sinais gerados por esses fatottebes sao processados e monitorados por
dois canais de um conversor analogico-digital DAS-100 kHz (Keithley Instruments,
Cleveland, Ohio-EAU), instalado dentro de um PC igadiza o controle e processamento dos

sinais de todo o sistema (23).
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Para que seja realizada a etapa de processampatessario evitar as flutuagdes do
sinal. Para otimizar a medida de refletancia esiatrealiza 1000 medi¢des, obtendo uma
média da razéo entre o sinal S3 e a sinal de reler&2, medidas que junto com a razéo
S1/S2, permitem determinar o valor da reflectandsaface superior do prisma por meio da

seguinte Equacéao

(27)

wlew

_S3s2_
R—%—

Na Equacéo (3.1) a razdo S1/S2, é um valor invelré independente das flutuacdes
do nivel de poténcia do laser. O procedimento tibragdo dos fotodetectores € detalhado a

sequir.
3.1.7 Protocolo de Calibracéo dos Fotodetectores

Para realizar a calibracdo dos fotodetectoresixe faincipal do laser € dividido em
dois feixes pelo semi-espel&um dos quais incide no fotodetector de sibwyle o outro no
fotodetector de referénci@,, conforme ilustrado na Figura 18. Observa-se quarde a
calibragdo, o detectdd: capta o sinal antes de passar pelo prisma. A éneloninar as
flutuacbes geradas pela fonte de luz laser, sendiei® a razdo entr§ e S, tal como se
explicou anteriormente. Nesta configuracdo o siat@wsiciona o detectd®; procurando a

maior intensidade de laser, fornecendo assim armaséo.
Figura 18 - Calibracéo dos fotodetectores para a determindg&azad./D-.
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Fonte: autor.
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3.2 Filme Metalico Como Superficie Sensora

O filme metélico utilizado no presente trabalho flbricado sobre um substrato de
vidro BK7, com 4 mm de espessura e indice de m@rat=1,51% em A=9751nm ,
contendo uma bicamada de Cr (3 nm) e Au (54 nm,999% de pureza). A fina camada de
Cr tem como objetivo facilitar a aderéncia do fildeeouro ao substrato. A Figura 19 ilustra a

configuracdo prisma-substrato-filme de ouro emptages experimentos deste trabalho.

Figura 19 - Configuracdo de Kretschmann para observacaofaito ele RPS em interface metal-
liquido.
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Fonte: autor.
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3.3 Sistema de Infusao

O sistema de infusdao ¢ empregado na determinagdo da resposta do dispositivo sensor,

j& que permite determinar varidveis relevantes como a velocidade de andlise, a
reprodutibilidade e a confiabilidade do sistema. Permite assim, comparar o rendimento e
desempenho com diferentes sistemas sensores ou técnicas de detecgao.

O sistema de infusdo € composto pornotebookcom interface grafica criada egt
Creator, um médulo de poténcia controlado por uma platagode desenvolvimento Arduino
Mega e um conjunto de pecas motorizadas com suparéeas seringas, conforme fotografia
da Figura 20.
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Figura 20 - Foto ilustrativa do sistema de infusdo. 1. Notebooin interface gréafica criada e@t
Creator, 2. Médulo de poténcia controlado pelo Arduino lsleg3. Pecas motorizadas com suporte
para as seringas.

Fonte: adaptado de J. R. Loibman (2013).

Este sistema é capaz de controlar independentemefzio em quatro seringas com
volumes de alguns microlitros por minuto, func&alizada por quatro pecas motorizadas, que
permitem trabalhar com 4 diferentes padrdes dega((i3, 5, 10 e 20 ml). Vale salientar que
0 sistema permite também adaptar seringas denasdé 1ml, em qualquer peca motorizada
e inserir seu volume na funcéo de seringa de 1@omh 0 objetivo de obter vazbes muito
menores, necessarias em alguns experimentos, @atérasse caso uma vazao minima de 1
ml/hora, ou equivalentement@,3id /seg aproximadamente.

As seringas sdo comprimidas de maneira independesitess émbolos que séo
acionados por motores de passo com 200 passoipar ®s motores sao controlados pelo
microcontrolador Arduino Mega que se comunica coRCQ por meio da conexao USB. Por
meio de uma interface gréafica é possivel seleciomaiimero de seringas com que se deseja
trabalhar, o volume da seringa, o volume a seriohs& o tempo no qual sera realizado o

procedimento (24).

3.3.1 Célula de Infusédo

A célula de infusdo € a peca que possibilita canfiemporalmente o liquido que

entra em contato com o filme de ouro. A peca aiilez no presente trabalho foi feita em
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teflon, material escolhido por sua baixa absor¢c@presenta uma cavidade de
aproximadamente 30 que permite a entrada e saida de liquido. Ala€la infusdo permite

o fluxo continuo das amostras liquidas em estudodifkensdes da célula de infusdo estdo
especificadas na Figura 21-a.

Figura 21 - (a) Diagrama esquematico da posi¢cdo da célulmfdedo; (b) fotografia da célula de
infus&o sobre o prisma do reflectémetro e (c) pattecélula de infusao.
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Liquido Liquido
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Célula de L b7

Infusdo @ E

/ C Filme
Lz de Ouro
Substrato de
Vidro SF2 a=127cm
b=2,55cm
c= 8,88 cm

(a)

Fonte: autor.
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Para evitar vazamento foi utilizado um anel de ddra ¢-ring) que se encontra
posicionado entre a célula de infusdo e o filmeatiwet. Este anel apresenta as seguintes
carateristicas: diametro interno e externo de mabe 7,85 mm respectivamente, e espessura
de 1,65 mm. A Figura 21 ilustra de forma detalhag@sicdo da célula de infuséo, junto com

as demais partes envolvidas.
3.3.2 Alinhamento da Célula de Infusao

Para conseguir os espectros de reflectancia dast@mdiquidas, contidas na célula de
infusdo, é necessario que o feixe do laser incist@aiente na pequena area efetiva limitada a
aproximadamente 12 nfirencerrada pelo anel de borracha, conforme ildstna Figura 22.

A incidéncia do laser na célula de infusdo é unteguiomento dispendioso, em fungcédo do

reduzido tamanho da célula e da impossibilidadésializacdo do feixe.

Figura 22 - llustracao do feixe laser incidindo na céluldarfaséo.
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Fonte: autor.
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Para alcancar a incidéncia do laser dentro daeacélal infuséo, realizam-se os seguintes

procedimentos:

1. Se o feixe do laser atinge a face lateral, no p&Mo como se mostra na Figura 13,
garante-se que a radiacdo incide no ponto de refieréM). Entdo com um paquimetro
se procura este ponto na face horizontal do priens® posiciona o anel de borracha,
junto com a célula de Infuséo nesse ponto.

2. Gira-se o prisma junto com um substrato sem film@®ukro, até o angulo onde o feixe
gue incide internamente na face superior, ndo s@filaxdo total, conseguindo ser
transmitido para fora do prisma, posteriormente camajuda de um cartdo
infravermelho localiza-se o ponto onde se devecpwsir a célula de infusdo, conforme

ilustrado na Figura 23.

Figura 23 - Localizagdo do ponto para o qual o laser atmgeea interna da célula de infuséo.
"i‘ﬁ

Fonte: autor.

3. Outro procedimento menos convencional que oferet® népida localizagcdo do ponto
de referéncia (M), consiste em situar uma gotagd@ @&om ajuda de um pincel proxima
ao ponto de incidéncia do laser na face horizanial corresponde a posicao da célula
de infusdo. Quando a intensidade do sinal do feéotr D1 alcanca a minima
intensidade, é possivel afirmar que esta é a posiggponto (M), tendo em vista que
este procedimento é feito para a posicdo angulde ocorre 0 minimo de refletancia
(dngulo de ressonancia) para a agua. A Figura Ztrano procedimento explicado

anteriormente.
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Figura 24 - Fotografias que ilustram formas de garantir gufeixe do laser atinja a area encerrada
pela borracha (célula de infuséo).

Fonte: autor.

Na Figura 24-a gotas de agua sdo depositadas sdilnee, na posicdo proxima ao
ponto de referéncia (M, mostrado na Figura 13). Migura 24-b a gota de &agua, é
movimentada empregando uma pinca e um pedaco dd fmgha, procurando obter o
minimo de refletancia, para o prisma posicionadodngulo de ressonancia da sustancia
aquosas (o0 angulo de ressonancia para a aguadastitedido previamente no reflectbmetro
foi de 58,1°). Nas Figuras 24-c e 24-d a borracheolécada sobre a gota de agua, ja
localizada na posicao correta. Na Figura 24-e mastrno momento em que € posicionada a
célula de infusao, finalmente na Figura 24-f, aseege a célula de infusdo com o parafuso,

pressionando suavemente, evitando as fugas naoteid=ifluxo.

E importante ressaltar que o Ultimo procedimentesap de ndo ser um método

convencional, assegura a incidéncia do laser defdarcélula de infusdo, apresentando-se
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como um processo eficaz, simples e de grande gadaconseguir inserir o laser na face

superior onde fica localizado o ponto de referédin
3.3.3 Circuito Hidraulico

Para a realizagdo dos experimentos, foi desenvolvido um circuito hidraulico, que
permite a conexdao entre o sistema de infusdo e a célula de infusdo com um volume
aproximado de 5 ml desde a seringa até a célula. O circuito foi feito com mangueiras de
diametro interno de 2 mm, infusores IFO5C de duas vias (Compojet) e torneiras de 3 vias
(Embramed). Os elementos utilizados sdo comumente empregados em procedimentos
médicos. Com esses componentes foi montado um multiplexador de solucdes de 5x1,
conforme ilustrado na Figura 25. A operacao de chaveamento entre as distintas amostras

contidas nas seringas ¢ feita manualmente.
3.3.4 Integracéo entre o Sistema de Infusdo, Célutke Infusédo e Reflectbmetro

Foi necessério realizar a integracdo entre o sestdrinfuséo, o circuito hidraulico, a
célula de infusédo e o reflectbmetro, como se olaseavFigura 25.

Figura 25 - llustracéo do sistema de infuséo, célula deséfue reflectémetro.
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Fonte: autor.
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Dependendo do tipo de experimento com substangiassas, ou seja, com ou sem
agentes bioldgicos, o sistema integrado além de ¢tapacidade de inserir as substancias com

diferentes vazdes, tem de cumprir 0s seguintessieagibasicos:

O analito ndo deve ser absorvido pelas paredestons de fluxo, incluindo a superficie

interna das mangueiras, que devem ser quimicamesiggentes e inertes

* Tem de minimizar os volumes mortos no circuito &idico,

» Espera-se que o sistema de infusdo injete as awod®r maneira uniforme, mantendo

constante a taxa de fluxo

« E importante que o sistema n&o esquente as amdiguatas, ja que pode modificar a

densidade, gerando variacdo nas propriedades ®pticao o indice de refragdo

* O desenho da célula de infusdo deve permitir quegestes presentes na amostra entrem
em contato direto com a superficie do transduting¢fmetélico ou camada polimérica), e
deve-se assegurar que a taxa de fluxo ndo seja mlevada, jA que se o agente
biomolecular contido na amostra é inserido com antapidez, ele podera néo interagir

com as biomoléculas na superficie.

3.4 Amostras Liquidas

Nos experimentos descritos no Capitulo 4 foramaregfas amostras liquidas de agua
com diferentes concentracdes de NaCl. Para pepardidade de soluto em cada solucao foi
utilizada uma balanca semi-analitica (Marte AS106@n uma incerteza de + 0,01g. Os
volumes de agua destilada foram medidos com o gyopte uma seringa de 20 ml + 1 ml e
uma micropipeta (Transferpette) com uma incerteza @,0005 ml.

Para a realizacéo da curva de calibracédo foramapmdps solucbes salinas a partir da
divisdo progressiva (divisdes por dois) de uma eottacdo base de 100 mg/ml, até obter
uma solugcdo com concentracao aproximada de 0,02lmigésas preparacdes foram testadas

na célula de infusédo, para posterior registro deaddPS
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Para determinar o indice de refragdo a partir dagé&o no sinal de reflectancia, foram
preparadas em agua destilada cinco solu¢des cdmtaisvalores de concentracdo. Foram
obtidas amostras com volume de 100 ml, e concdigsage NaCl de 0, 5, 10, 15 e 20 mg/ml.

Durante os experimentos, foram acondicionadasstersa de infusdo seringas de 20
ml, uma das quais contendo sempre agua pura, pavagem do sistema entre as medicdes
de amostras com diferentes concentracbes de NaCd4uiAta amostra conectada ao
multiplexor, permaneceu em uma seringa fora demigtde infusdo, aguardando tomar o

lugar da primeira amostra inserida, tal como apmtes® na Figura 25.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo apresentados os resultadogslosbtda caracterizacdo do
reflectdmetro e do modulo de infusdo separadamalée, da caracterizacéo da integragéo do
reflectbmetro automatizado, com o modulo de infusi&o liquidos. ApOGs apresentar a
caracterizacdo, sdo mostrados os resultados dasgdlamedom amostras liquidas com

diferentes concentracdes salinas, a fim de exsbrossibilidades e as deficiéncias do sistema.

4.1 Caracterizagédo do Reflectdmetro e Modulo de los&o

Nesta secdo sera tratada a forma em que foi feitaracterizacdo do sistema,
mostrando como € registrada a intensidade do feser em fungéo do tempo, também é
abordada a forma em que o sistema responde conpregonde filme de PVC como casador
de indices de refragdo, como uma alternativa diferea0 Oleo mineral. Finalmente,
caracteriza-se o0 modulo de infusdo, para deternaisataz6es minimas y maximas inseridas
por cada uma das seringas permitidas pelo sisteonz também a elevacdo da temperatura

das amostras, alterada por efeito de aquecimento.

4.1.1 Avaliacdo do Tempo de Aquisicdo no Reflectotne

O sistema de detecgdo, controle e processamenteefdémetro mostra que o
processo de aquisicao e visualizacdo dos dadasfldetédncia em funcéo do tempo, depende
das caracteristicas do conversor analdgico-digitdb software do computador. A fim de
observar esse comportamento, foram realizadas cuwaeflectancia em funcdo do tempo
para frequéncias de 1, 5 e 10 segundos de amastrafpeendo um grafico que relaciona o

tempo registrado em funcao do tempo real, confa@rihestrado na Figura 26.
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Figura 26 - Tempo de registro de dados em funcédo do tenglo re
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Fonte: autor.

Na Figura 26 se observa que o tempo registrad® gmifrequéncias de amostragem
nao coincide com o tempo real em que elas ocofPfemexemplo, para medidas de uma hora
0s registros realizados com frequéncias de amestratg 5 e 10 segundos apresentam uma
defasagem de aproximadamente 4 e 2 minutos, respeente. Esses valores sdo aceitaveis
quando as reacOes acontecem lentamente ou paranexpes onde o comportamento da
reflectancia no tempo néo representa uma prioridddeentanto, para este mesmo tempo e
uma frequéncia de amostragem de 1 segundo, sésfradg pelo sistema uma medida de 28
minutos, que corresponde com uma defasagem de 2@3tawvicom o tempo real em que
acontecem os eventos. Estas defasagens ocasionanicampressado ou deformacéo” das
curvas de refletancia em funcdo do tempo, em pdaticem experimentos que envolvam
agentes biomoleculares, gerando uma leitura emadsaelocidade com que acontecem as

associacoes e dissociacdes moleculares.
4.1.2 Registro da Intensidade do Feixe S1

A fim de avaliar no sistema o efeito de ligar elidas 0 motor de pas9dP(w), foram

realizadas duas medidas do feixe que incide nonpriéS1) em dois periodos de 24 horas.



51

Para as medidas tomadas no primeiro periodo fdigdda a fonte de alimentacdo do motor
de passoMP(w) que movimenta o fotodetector de sinBli)( as medidas realizadas no
segundo periodo foram feitas com a fonte de aliaggiat ligada. Foi obtido um gréafico da
intensidade do feixe S1 em fungcéo do tempo para caddos periodos registrados, tal como

se apresenta na Figura 27.

Figura 27 - Dependéncia temporal da intensidade do feixe S1.
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Fonte: autor.

Na Figura 27 é possivel observar que a curva straga com a fonte dos motores de
passo desligada, apresenta uma flutuacéo na idéelesde 0,005. Na curva 2 registrada com
a fonte dos motores ligada foi obtida uma flutuad@&o0,033, representando um aumento
significativo em comparacdo com a curva 1. O aumerdiminuicdo da intensidade na curva
2 é atribuido & movimentacéo do fotodete@opor parte do motor de passil(w), causada
pela ligacdo no inicio da medicéo e desligamenpoidede 15 horas aproximadamente.

O efeito observado na troca de intensidade do,fpo@e ser causado pelo movimento
da area sensora do fotodetector, que em efeitaripogitar relacionado com o aquecimento
do parafuso que sofre uma dilatacdo térmica, causeld aquecimento do motor de passo o
também pelas pequenas vibracdes do motor, jA guécal com as bobinas ligadas todo o

tempo.
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4.1.3 Filme de PVC como “Casador” de indices de Reifcéo

O procedimento para casar os indices de refradé® erprisma e o substrato é feito
com a adicdo de 6leo mineral com indice de refraganlar a qualquer dos meios que
precisam ser casados, evitando desta maneira acdetede bolhas de ar. Uma das
desvantagens em utilizar o 6leo é poder contanairithme metélico ou até mesmo a amostra
em estudo. Além disso, trocar o substrato, casadtadnaneira, torna-se dispendioso, ja que
implica desmontar e limpar rigorosamente com al@mlsuperficies de contato, evitando
deixar rastros de 6leo antes de realizar uma np&eaQao.

Com o objetivo de encontrar uma melhor forma dedcaopticamente o prisma com
0 substrato, sem utilizar 6leo mineral, este fdissituido por um filme de PVC. Uma vez
realizado este processo, foram feitas trés curgasgftetancia para diferentes configuracoes e
igual meio dielétrico, conforme ilustrado na Figu28. A curva 1 foi feita para uma
configuracdo SF2-ar, as curvas 2 e 3 foram feiwsa [SF2-BK7-Au-ar, utilizando meios
“casadores” diferentes. A curva 2 foi obtida colmé de PVC e a curva 3, com o0 emprego de

6leo mineral.

Figura 28 - Curva de reflectancia para a estrutura SF2jarge2-PVC-BK7-Au-ar [2], e SF2-0leo
mineral-BK7-Au-ar [3].
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Observa-se na Figura 28 que na configuracdo SKP}ase obtém um espectro de
reflexdo interna total. Na configuragdo SF2-6leoeral-BK7-Au-ar se obtém uma curva de
RPS tipica para o ar. No entanto, na configura¢gaFB/C-BK7-Au-ar, foi obtida uma curva
gue mostra uma multipla reflexdo interna do feramgmitido dentro do filme de PVC, que
origina uma interferéncia dependente do angulondeléncia. Levando em consideragao
estas curvas, é possivel dizer que o filme de Pifi2ado ndo permite um bom acoplamento
dos indices de refracdo do prisma e do substraia,uez que nao foi possivel obter a curva
de RPS.

4.1.4 Vazdes Inseridas pelo Modulo de Infuséo

O moébdulo de infusdo tem um limite de operacdo, depende tecnicamente da
guantidade de passos necessaria para que 0s mgiterasuma volta. Por causa disso foram
determinados os valores das vazdes minimas e msxioma as quais o0 modulo pode operar

para as seringas de 3, 5, 10 e 20 ml. Os valotetoskestao listados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1Vazdes maxima e minima para os diferentes padeesrithgas.

Seringa Volume (ml) Vazao Minima fl/min) Vazao Maxima (ml/min)
1 3 2,24 7,46
2 5 3,42 11,41
3 10 5,10 16,86
4 20 8,55 28,50

Na Tabela 1 se observa que o valor de vazdo mipossui uma faixa entre 2,24 e
8,55, e na vazdo maxima os valores variam entfee/2B,50, sendo que as vazfes aumentam
progressivamente com relagdo ao volume da seringa.

A fim de comparar a vazéo programada no sistemaaearado experimental, foram
realizadas medidas de volume em fungdo do temperindo um volume de 19 ml em 19
minutos de forma continua. A Figura 29 apresentaolume em funcdo do tempo
correspondente a caracterizacdo do modulo de miusduncéo de vazdo de 1 ml/min (16,66

wl/min).
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Figura 29 - Volume inserido em funcédo do tempo para umangarde 20 ml, marca Descarpak.
(médulo de infusdo programado na funcédo de 1ml/min)
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Fonte: autor.

De acordo com a Figura 29 pode-se observar queaim@ealmente se obtém uma
vazéo de 1,037 ml/min (17,2&min) afastando-se 3,4% aproximadamente da proggamo
modulo de infusdo. Dado que as dimensdes das asrpaglem variar de uma marca a outra,
recomenda-se que as seringas sejam caracterizatkss de cada experimento, para dar

certeza da vazao inserida no sistema.

4.1.5 Influéncia da Temperatura da Peca Motorizadao indice de Refracéo

O calor gerado pelos motores de passo em cada asn@edas motorizadas, causa um
aquecimento de toda a peca de alumino, calor delet@mente transferido a amostra contida
na seringa. Este efeito térmico pode alterar aénde refracdo da amostra, ja que a densidade
dos liquidos diminui com o aumento da temperatlesa observar este efeito realizaram-se

experimentos de monitoramento da temperatura.
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Para realizar as medicbes o sistema de infusgowdgramado na funcao de 5 pl/min,
vazéo correspondente a um passo a cada 4 segpadass monitoracdo da temperatura foi
utilizado um termémetro analdgico com uma incertdea+PC. Foram realizados dois
arranjos: no primeiro caso (a) o termémetro foiggosado no suporte da seringa, para medir
a temperatura na peca motorizada. No segundo basotérmémetro foi posicionado dentro
da seringa para medir a temperatura na amostra @gtilada), conforme a Figura 30.

Figura 30 - Arranjo experimental para medir a temperatura entdo de tempo; (a) para a peca
motorizada e (b) para a amostra@tlestilada) contida na seringa.
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Fonte: autor.

A fim de avaliar a influéncia da temperatura ndaag#o do indice de refracao, foram
registradas medidas da temperatura em funcao dmtpara o suporte e para uma amostra de
agua destilada contida na seringa de 10 ml, que asiplada ao suporte. As duas curvas
obtidas sdo mostradas na Figura 31.



56

Figura 31 - Incremento da temperatura em fungdo do tempsuporte da seringa e da amostra
contida na seringa. (amostra inserida com uma v@s&al/min).
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Fonte: autor.

As curvas apresentadas na Figura 31 mostram um artangento nao linear,
destacando um aumento progressivo da temperatoraespeito ao tempo. Pode-se observar
que, ao longo de 120 minutos o aquecimento do sup@nsfere calor lentamente a agua
contida na seringa, produzindo nesse periodo deaema elevacao da temperatura em 3,7
°C. Elevacgbes na temperatura podem ocasionar ueragib nas medidas de reflectancia que
permitam determinar o indice de refracdo. E impoetaessaltar que o indice de refracéo da
amostra ndo sofrera variacdes apreciaveis se o €aissipado antes de entrar na célula de
infusao.

Continuando a andlise da influéncia da temperdhiraeterminada teoricamente a
partir da equacao de Sellmeier a variacdo do irtBoeefracdo, para uma amostra de agua na

faixa entre 20 e 38C e para um comprimento de onda de 975,1 nm, obtend

5

n=-1,947x10 T+ 1,3263, 82

comT em unidades d¥C.
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4.2 Integragdo Reflectometro Automatizado-Moédulo dénfuséo

Nesta secdo por um lado apresentam-se medidadlegéecia varrendo posicao do
feixe através da regido da célula delimitada pelingg Também € obtido o limite de

deteccao do reflectometro para concentracéesonésra 0,4 mg/ml.
4.2.1 Area de Contato e Area lluminada

Para determinar com certeza a posicdo exata ontlexe tem que incidir, foi
implementada uma rotina no reflectbmetro que p@&rmadrrer a superficie de contato entre o
metal e a célula de infusdo sem liquido. Foi faitaa varredura de uma superficie de 180
mm?, em forma matricial, com linhas e colunas espagadeada 0,5 mm e a cada 0,1 mm
respectivamente. Deve-se enfatizar que existe ustagho entre 4rea de contato e area
iluminada. A primeira corresponde a area limitadk gélula de infusdo e a segunda se refere
a regiao iluminada pelo feixe a qual depende dalande incidéncia. A fim de encontrar o
ponto exato para fazer incidir o feixe dentro deadlimitada pela célula de infuséo, foi
realizada uma medicéo de reflectancia em funcgmodigdo. Os resultados experimentais de
refletancia da area de contato entre a célulafdedn e o filme de ouro, sdo apresentados na

Figura 32.

Figura 32 - Reflectancia em funcéo da posicdo que mostraalimitada pelo o-ring, para uma célula
de infusdo sem liquido.

Fonte: autor.
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Na Figura 32 se observa uma depressédo circulacouesponde a area de contato
entre a borracha e o filme metalico, que permitecoen clareza a area limitada pela célula de
infusdo, a qual estara em contato direto com a&olaquosa.

A Figura 33 mostra um corte transversal da curvantkel de intensidade da
reflectdncia em funcdo da posicdo. Nota-se que as dalores minimos apresentam
diferentes reflectancias. Essa diferenca € atrébaddfato de o parafuso que pressiona a célula
de infusdo, ndo exercer uma pressao uniforme sdarenfluenciando as dimensdes da area

de contato.

Figura 33 - Reflectancia em fungéo da posicdo, para umadara feita no meio da célula de infusédo
sem liquido.
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Fonte: autor.

A partir da Figura 33 foi determinado o diametrteino de 2,44 mm da célula de
infusdo, o que fornece uma area de contato demfb Essa area possui uma reflectancia
média de 0,88. Considerando que o feixe do lasssypdl mm de diametro e incide na
superficie do filme metalico com um angulo de 6G@ugr a area iluminada € de
aproximadamente 1,6 nfmAssim, é possivel afirmar que este feixe podeakgado dentro
da célula de infusdo, sem atingir a regido de baftactancia ou de contato entre a borracha

e o filme metélico.
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4.2.2 Curva de Calibragao

A curva de calibracéo do reflectometro integradaodalizada para fluxo em estado de
repouso, ou seja, para uma vazao nula. A curvasapi@da na Figura 34 representa o

deslocamento anguld¥8ps , em fungdo da concentragBla@ena solucéo.

Figura 34 - Curva de calibracdo que mostra o comportamental do sensor para diferentes
concentracdes salinas.
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Observa-se que para concentracdes salinas infer@od® mg/ml o reflectdmetro na
configuracdo SF2-BK7-Au-(Solugdo salina) respondeearmente com uma relacao

dé.s/dC=0,11graus mL/mg de NaCl, permitindo calcular concertteacsalinas a partir do

deslocamento do angulo de ressonancia. A Figuna@fra em mais detalhe a resposta do

reflectdmetro na faixa de concentragdes entre,04&rg/ml.
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Figura 35 - Curva de calibragéo para concentracdes inferiofedrag/ml.
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Fonte: autor.

Na Figura 35 observa-se que nao é possivel gamgui o sistema apresente um
comportamento linear para concentracdes inferiales0,02 mg/ml. Para medi¢cbes de
intensidade com o angulo fixo pode-se chegar aisndiada menores de concentracdo, em

que infere-se a variagao angular a partir da vaoiage reflectancia.
4.3 Medidas Realizadas com o Sistema Integrado

Nesta secao apresentam-se varios testes que feairados para avaliar a capacidade
de medicéo e de controle de fluxo de substanajaglis pelo sistema integrado. Em geral os
resultados mostram que tanto para fluxos em regiominuo como estatico, é possivel
determinar o indice de refracdo de solu¢cdes aguaspartir dos espectros de reflectancia

total e RPS. Nesses experimentos a temperatuanuastras foi mantida em 2@ + 1°C.
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4.3.1 Determinacéo do indice de Refrac&o a partiralAngulo Critico

Com base no arranjo apresentado na Secao 3.3phdsivel realizar um experimento
preliminar para determinar as propriedades Optatassolucdo a partir da medicdo de
reflectancia do prisma sem filme metélico. Essaid@efbi realizada em regime estatico para
amostras salinas com concentracoes de NaCl dg 85120 mg/ml. A Figura 36 mostra as
curvas de reflectancia para cada uma das amoatnagss nas quais se observam os pontos de

maior declividade que correspondem ao valor do langitico.

Figura 36 - Reflectancia do prisma como funcéo da conceditrde NacCl.
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Fonte: autor.

Na Figura 36 pode-se notar uma pequena alterac@ondicdo de reflexdo interna
total como fungéo da concentracdo da amostra @omigdcélula de infusdo. Da curva de
reflexdo interna total para a agua € possivel iextnaalor experimental do angulo critico, que
corresponde a 55,835 graus. Conhecendo o indicefrdgédo do prisma de vidro SF2 que é
de 1,634 para um comprimento de onda de 975,1 nepnéorme a Equacgao 22, foi
determinado que o valor do indice de refracdo da &ps = 1,348, valor que difere apenas

em 1% do valor tabelado na literatura (26).
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4.3.2 Andlises das Curvas RPS e Sensogramas Realasmcom o Sistema Integrado

A fim de avaliar a resposta do reflectdmetro irelgrforam registrados espectros de
refletancia para agua destilada e quatro amosdtass, com concentracdes de 5, 10, 15 e 20
mg/ml. A Figura 37 mostra as cinco curvas de RPYilene de ouro, medidas no sistema

como funcdo da concentragdo de NaCl, realizadaggime estatico.

Figura 37 - Curvas RPS para diferentes concentragdes salinas.
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Na Figura 37 pode-se observar que a medida querganaeconcentracdo de sal
apresenta-se também um deslocamento progressivaninono da curva RPS, que
corresponde ao angulo de ressonafigiaTrés caracteristicas relevantes podem ser easraid
da curva RPS, as quais sdo o angulo de ressonangiaija largura a meia altura e a faixa
dindmica que para o caso da agua destilada foespectivamentelps=57,6826graus,w =
0,196 graus eD = 0,6. Substituindo estes valores na Equacdo 26, semdeteo fator de
qualidadeQps = 139, valor que é aproximadamente 1/3 daquele prewéstocamente. Essa
diferenca entre os valores pode ser o resultadtatdode a espessura do filme néo estar
otimizada (27).
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Posteriormente foi realizado um experimento com sras liquidas com
concentracgdes de 0, 5, 10, 15 e 20 mg/mL de Nalforam injetadas através da célula de
infusdo a uma taxa de 1ml/min por cinco minutosacadm o objetivo de analisar a variacéo
temporal da reflectancia e a influéncia da lavagemespectro de reflectancia. Nesse
experimento foi utilizado um prisma em uma posigigular fixa, com o angulo de

incidéncia intern@=57,6 graus e o grafico obtido esta apresentado naa@fir

Figura 38 - Dependéncia temporal do sinal de reflectancia.

[ T T T T T
20 mg/ml
0,7 15 mg/ml l
0,6 10 mg/ml l s
3]
<% 0,5 _
©
Q
© 04 .
o
0,3 L]
Agua Destilada/
0,2 1 | 1 | 1 | 1
0 400 800 1200 1600
Tempo (Segundos)

Fonte: autor.

Na Figura 38 obtém-se para as concentragfes emoestm comportamento linear
entre o sinal e a concentracao de NaCl. Usandtooda qualidad€ps = 139, a variacao da
reflectancia observada para a amostra de 20 mgieniag de 0,35 e a Equacao 25 obteve-se a
variagdo relativa do indice de refragdo da amosté#ns=0,0025 Essa variacdo esta de
acordo com o valor tabelado na literatura que 86,0827 (26). Pode-se observar também na
Figura 38 que depois de inserir cada uma das amsostlinas e realizar o processo de
lavagem, o sinal de reflectancia retorna a linhaase, que corresponde a reflectancia da

agua destilada.
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Com o objetivo de conhecer tanto a resposta dos&®BScomo a sensibilidade, foi
necessario utilizar a informacéo apresentada magds 37 e 38. Com essas informacdes foi
construido o grafico que mostra o deslocamento langm funcédo do indice de refracéo,

apresentado na Figura 39.

Figura 39 - Variac&o do angulo de ressonanfifs em funcawvatéecoes no indice de refracédo
An, para diferentes concentracdes salinas.
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Fonte: autor.

Na Figura 39 observa-se que os valores do indiceeftacdo para a faixa de

concentracdes de 0 até 20 mg/ml incrementam-sarfitente com respeito as variacées do

angulo de ressonancia. Considerando a sensibilid&lg' An =94, e que as medicdes foram
registradas com o reflectbmetro na resolucdo db°0@® possivel determinar a partir da

Equacdor].s(6) = Sqed6) / 0, (resposta sensora), que relaciona o angulo dené@ssia e a

incerteza da medida angular, que o valor de ressestsora §s(6) =5, 3x10*

O valor do indice de refracdo pode ser também septado em funcdo da
concentracdo de NaCl em solugbes aquosas, comoahmsia Figura 40.
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Figura 40 - indice de refracdo em funcdo da concentracadad.
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Na Figura 40 observa-se que o valor do indice ftag@o varia linearmente com a
concentracdo de NaCl. O gréafico permitiu obter weta com derivadﬁn/ACzl, 25x 10*

ml/mg. Para calcular a maxima sensibilidade decgéte da variacdo de concentracdes
. . . ~ — 4
salinas, foi realizada a raz&o entre o valor daogts sensorflfos(6) =5, 3x10 ) e o valor da

inclinacdo da reta anterior (4.15), obtendo-se atande sensibilidade de 4,24 mg/ml.

Outra correlagdo que pode ser estabelecida paea fassa de concentracdo do
experimento anterior € a reflectancia em funcadndae de refracdo como é apresentado na
Figura 41. Observa-se que neste ajuste as medigagraentais coincidem com a reta linear,
obtendo-se uma inclinacdo com um valor aproximadb4D, que permite calcular o indice de

refracdo a partir da reflectancia ou vice-versa.
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Figura 41 - Reflectancia em fungéo do indice de refracAacdasentragdes salinas.
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4.3.3 Resposta do Sensor RPS em Fluxo Continuo

Com o propoésito de permitir um melhor entendimestdoresposta do reflectémetro
integrado em regime dinamico, foram realizados agnasnas e curvaBPSpara diferentes
concentracoes.

Foram realizadas curvd®PSpara amostras em regime estatico a uma temperatura
média de 24C, com concentra¢des de 0, 5, 10, 15, 20, 40,8Drag/ml. Para este conjunto
de amostras foram feitos sensogramas para um afigatlm em 57,81 graus e uma taxa de
amostragem de um segundo. A seguir sdo apreserdaadesrvasRPSe 0s sensogramas

obtidos nas Figuras 42-a e 42-b respectivamente.
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Figura 42 - (a) Curvas RPS para diferentes concentracdep&dtectancia em funcéo do tempo para

angulo fixo.
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Na Figura 42-a pode-se observar, como as cURRSsdo deslocadas para angulos

maiores a medida que aumenta a concentracdo ddram@sdeslocamento angular médio
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para as primeiras cinco amostras é de 0,6 grausapar5 mg/ml, e de 0,24 graus por cada 20
mg/ml, para as trés amostras restantes. Nesteafafiplotada uma reta vertical proxima ao
angulo onde se apresenta a maior declividade (5fd&is). Com referéncia a esta reta pode-
se apreciar para as cinco concentracdes infer{are$ que os cruzamentos entre as curvas
RPSe a reta apresentam espacamentos similares. Gagarm ao comportamento das trés
amostras restantes (f-h), nas quais os espacanséaakferentes.

Na Figura 42-b apresentam-se 0s sensogramas quemasvariacdo de reflectancia
para cada uma das amostras estudadas na FiguraEAp@ssivel observar que para as
amostras que se localizam na regido linear (av@riacdo da refletdncia mantém um valor
préximo de 0,06 entre cada uma delas, no entaata,gs amostras que se encontram fora da
regido linear e que apresentam concentragoes itasgfah), observam-se variacoAR fora
de um padrao linear, parAC iguais. A informacao difigp permite concluir que para
concentracdes inferiores de 20 mg/ml, a respostaetisor apresenta um comportamento
linear.

Para observar a eficiéncia do processo de lavageairalito hidraulico, os dados do
sinal de reflectancia para os primeiros 200 seggndbtidos apos este processo foram

sobrepostos e ampliados como pode-se observagneaM3.

Figura 43 - Superposicdo dos sinais de reflectancia redst@ara cada uma das lavagens que
mostram-se nos primeiros segundos 200 segundaguata B2-b.
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Fonte: autor.
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Ao realizar uma comparacado entre as curvas do gexmea da Figura 43, é possivel
observar um aumento progressivo no sinal de réfec, que possivelmente pode ser
causado pelos residuos de NaCl que ficam dentoirclato hidraulico apdés a medicédo, e que
nao sdo evacuados pelo processo de lavagem, aaip@sgivelmente pode estar associada a
uma adsorc¢ao da solucdo salina por parte dos elesndn circuito hidraulico. A curva de
reflectdncia correspondente a concentracdo de @Mimgpresenta um pico que parece ter
sido causado por um residuo de NaCl que néo fauexkp na lavagem anterior.

Por ultimo, a Figura 44 apresenta para as cong@esaanteriormente descritas uma
comparacao entre as curv@PSregistradas, para as amostras em regime estatiegirae

dindmico (as amostras inseridas em regime dinafaram feitas com uma taxa 1 mi/min).

Figura 44 - CurvasRPSpara diferentes concentracdes em fluxo estataindmico.
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Fonte: autor.

Na Figura 44 observa-se a superposicao das cRW§snao sendo possivel perceber
um deslocamento que permita distinguir uma da pstrgerindo que para as condi¢des deste
experimento ndo representam variacado significatiea regime do fluxo em que séo

registradas as curvas.
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4.4 Efeito da Temperatura na Reflectancia

A temperatura da amostra contida na célula de aofp®de sofrer variacdes, as quais
podem ser causadas por flutuacbes da temperaturkabooatorio o das variagcbes da
temperatura das amostras inseridas na célula dgdimf As flutuagdes térmicas que afetam as
solugdes aquosas geram variagdes no indice dedefda amostra, que podem ser detectadas
pelo sensor dBPS

Com o proposito de acrescentar a caracterizac@efi@doctdmetro integrado no estudo
das variacBes térmicas nas amostras, foi necess&ialmente determinar a relagdo que
existe entre a reflectancia e a temperatura. Cardaago Equacdo 28, que representa a
variacdo do indice de refracdo em funcdo da teryrargpara uma faixa de temperaturas
entre 20 e 30C (AT=10°C) e a reflectancia em funcéo do indice de refrgE&qura 41), foi
possivel determinar a dependéncia da reflectameraa temperatura, como se apresenta na

Figura 45.

Figura 45 - Reflectancia em funcdo da temperatura para uomdigtiracdo SF2-BK7-Au-(dgua
destilada com 20 < T <3Q@).
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Fonte: autor.

Na Figura 45 observa-se que para a faixa de var@edemperatura entre 0 e 10 °C, o

reflectdbmetro na configuracdo SF2-BK7-Au - (dguatitkda), responde linearmente com
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uma inclinacdo delR/ dT=0,002¢ °C?, a qual permite determinar que para uma amostra de
agua destilada que varia sua temperatura em 1 ¥st@ma responde com variacdes na
reflectancia de 0,0028.

Posteriormente foi planejado um experimento conbjetivo de observar como é a
dindmica de variagéo da reflectancia com a temyeratevando em conta que o desenho da
célula ndo permite o posicionamento de um terma@nagntro dela, se optou por realizar a
medicdo da temperatura da amostra contida na agjugjamente antes de inserir-se dentro
do sistema. No experimento foram inseridas de mamgilependente duas amostras de agua
de 15 ml com uma taxa de 30 ml/ min e com tempexsitde 15 e 36 + . O sensograma
obtido é apresentado na Figura 46.

Figura 46 - Reflectancia em funcdo do tempo para uma amostaguke
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Fonte: autor.

O sensograma da Figura 46 mostra duas variacoesficagivas no sinal de
reflectdncia, associadas as variacbes do indiceefiacdo, geradas pelas variagbes na
temperatura da amostra alojada dentro da célulafasfio. E possivel observar um aumento

(@) e uma queda (b) na reflectancia de aproximad&Em@,03, em ambos os casos que
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correspondem respectivamente as temperaturas @e 3B°C da agua inserida dentro da
célula de infuséo.

Uma maneira de determinar a temperatura da amdstriao da célula de infuséo é
utilizando a relagdo de reflectancia em fungio emperaturadR/ dT=0,002¢ °C*?

encontrada na Figura 47, a partir da qual foi pessleterminar que para uma variacdo de
0,03 no sinal de reflectancia, se apresenta umacgéar aproximada de PC na temperatura
da amostra contida na célula de infusdo. Sendmpei&tura de referéncia de %2, se obtém
que as temperaturas aproximadas das amostras dentédula de infusdo séo de 14 €°G5
respectivamente. Observando uma leve diferenca el#s, a variagcao entre o valor estimado
e o valor medido, pode ter relagcdo com a variagitethperatura gerada pela adsorgéo e
dissipacéo de calor, ao longo do percurso pereappédo circuito hidraulico do sistema.
Continuando com a ideia de analisar a influéncidedaperatura na reflectancia, foi
realizado um experimento utilizando regime estatiamntinuo para observar se eles geram
variagdes significativas nos valores de reflec&@nPiara uma temperatura media de°@4
Assim, foram estabelecidas condi¢cdes de tempo &vem que foi inserida agua destilada
dentro da célula de infusdo apresentadas na TdkldJtilizando estas condigcbes foram
realizados trés sensogramas que registram a éeftéaatem um periodo de sete horas, para
uma posicao do prisma de 5,5 graus. A Figura 4&septa o resultado dos trés sensogramas

que foram realizados independentemente nas mesmdig@es anteriormente descritas.

Tabela 4.2InfusBes para avaliar o efeito do fluxo na tempeeat

Tg‘rfg‘c’)a('ﬁo‘:zs) Vazio (mi/hora) VazAo fl/min)
0-1 0 0
12 2 33,3
23 3 50,0
3.4 5 83.3
45 10 166.6
5.7 0 0
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Figura 47 - Sensogramas para as condi¢cdes de vazdo indicadabela 2.
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Fonte: autor.

E possivel observar nos sensogramas da Figuraetpara cada intervalo de tempo
(indicado na Tabela 4.2), o sinal de reflectané@a mantém um padrdo no comportamento
que possa ser associado a vazdo inserida no manterpoovavel que as variagdes na
reflectancia tenham uma relacdo direta com as g@@gde temperatura tanto da amostra
inserida como do ambiente da sala ou também dagamentos do reflectdmetro. Se a causa
das flutuacdes do sinal é realmente a temperaiaraspectros 1, 2 e 3 apresentam variagées
maximas na reflectancia de 0,0047, 0,0053 e 0,00@8res acima do erro do sistema de
0,002 relatado em (23) e que corresponderiam régpeente com flutuacdes de
temperaturas de aproximadamente 1,7, 1,9 e 1 °C.

Visando analisar a influéncia da temperatura dema sala foi realizado um
experimento utilizando uma amostra de agua deatitadn temperatura média de Z em
regime estatico, frequéncia de amostragem de l1l0ndeg e para o0 prisma uma posi¢cao
angular de 5,5 graus. O sensograma que mostralac@gado sinal de reflectancia para um

periodo de sete dias é apresentado na Figura 48.
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Figura 48 - Evolucao do sinal de reflectancia para um peritel 7 dias.
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Fonte: autor.

Durante todo o periodo de medicdo do experimeritmémitorada periodicamente a
temperatura da sala com um termOmetro, observamdase esta permaneceu
aproximadamente em 24C, esperando-se obter uma curva de reflectancia lewes
variagcbes no decorrer dos dias. No entanto, podees® na Figura 48 que o sinal de
reflectancia vai aumentando progressivamente ceéempo. Este comportamento nos indica
que existe um fator que interfere no comportamdatourva.

Entre os parametros que podem afetar visivelmenteiraa de refletancia esta a
variacdo da temperatura. E por isso que se optodgierminar este valor indiretamente com
base na relagddR/ dT=0,002¢ °C, sendo o valor da reflectancia 0,023, obtém-sevaior
AT = 8,2°C, que indica a variacdo da temperatura. Novanmrgervando o comportamento
da curva é esperado que este valor correspondaaaqueda na temperatura visto que a
reflectancia estd aumentando. Assim iniciando coma temperatura de 2€ e com uma
queda de 8,2 °C, a temperatura esperada seria d&C 1@proximadamente, valor de

temperatura que nao coincide com a temperaturd 8 2gistrada pelo termémetro.
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Observa-se que existe uma discordancia entre @ valoulado da temperatura e o
valor medido pelo termdmetro, que nao correspoodeoaenportamento mostrado pela curva,
0 que nos leva a sugerir que o aumento do sinetfancia pode estar associado a outros
fatores como uma possivel instabilidade nas fodeeslimentacéo, laser, fotodetectores,
contaminagcdo da &gua utilizada etc., hipétesesngadoram testadas no presente trabalho e
gue merecem investigacdes em pesquisas futuras.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi integrado um reflectometro awtzado operando no
infravermelho com um modulo de infusdo, com possiaplicagcdes no desenvolvimento de
sensores biomoleculares baseados em ressonanciplasmons de superficie para a
monitoracdo de multiplas reacdes. Os experimentestes desenvolvidos mostraram que o
sistema de RPS responde a variacdes da concentiagioostra em estudo.

Foi verificada experimentalmente a metodologia dsiggonamento do feixe laser,
garantindo que ele incida na area do metal que€inacontato direto com a amostra em
estudo, metodologia que permitiu realizar esteqaimeento de maneira rapida.

Foi implementada uma metodologia do alinhamenticomo reflectdmetro para a
utiizagdo do prisma equildtero com vidro SF2. Esteetodologia abrange: o
acondicionamento do laser, e o alinhamento do prisfme por sua vez compreende a
incidéncia do laser na face superior do prismaieaem torno do seu incentro.

Obteve-se uma curva de calibracdo para o sistenegrado, reflectometro
automatizado com um modulo de infusdo, na quakséoou que para concentracdes abaixo
de 0,02 mg/ml a curva afasta-se da linearidadetrara que este comportamento é coerente
com a resolucéo angular do reflectbmetro que a&cQr@0N5 graus (§0ad).

A partir das curvas de refletancia obtidas com tectdmetro integrado na
configuracdo de refletancia total (ATR), foi postideterminar o angulo critico para uma
série de amostras com concentracdes salinas désrgrermitindo com ajuda do indice de
refracdo do prisma, calcular o indice de refraca® @mostras. Esta configuracdo oferece
diversas aplicacoes, sem precisar estritamentdaito ele plasmon de superficie, ja que o
reflectdmetro integrado pode ser utilizado parameinar indices de refracao.

A partir das curvas de RPS obtidas para diferemt@mscentracbes salinas, se
determinou um comportamento linear entre as vaemdd angulo de ressonancia e os indices
de refracdo, calculados a partir dos parametragaidels das mesmas curvas.

O sistema integrado de RPS foi usado para deternoinindice de refracdo em
amostras liquidas nas quais foi variada a concgidrale NaCl, que permitiu calcular uma
resposta sensora de 5.3¥]10valor que se considera apropriado e suficientea pa

desenvolvimento de sensores biomoleculares.
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Para evitar saturagdo do sinal para aplicacfes entoracdo de mdultiplas reagdes
biomoleculares, pretende-se adaptar o sistemaqgpemar de tal forma a manter o nivel de
sinal constante, sempre no ponto de maxima deatieédda curva de RPS, de forma a se
poder registrar a variacao temporal do angulo dieémcia do feixe.

As curvas de RPS, tanto em regime estatico comandao, realizadas nas mesmas
condicbes de temperatura e concentracdo, ndo ataesaliferencas significativas nos
valores de refletancia. Conclui-se assim, que atigbes da refletancia podem ser realizadas
em qualquer regime sem ter variagdes que compramsza comportamento.

Foi possivel determinar uma relacdo que mostra oaama a reflectancia do sensor
RPS em fungcdo da temperatura, que permitiu anaisaas flutuacbes de reflectancia em
funcdo do tempo presentes em um sensograma sasulbade de uma reacdo térmica
esperada ou de variagdes causadas por outras.fontes

O reflectbmetro automatizado com sistema de infusdiegrado relatado neste
trabalho pode ser utilizado na caracterizacdo debes biomoleculares. Trabalhos estéo
sendo dirigidos no momento para uso do equipamentosistemas biomoleculares bem
caracterizados, com o emprego de protocolos deidn@izacdo bem estabelecidos da
superficie de ouro.

Os testes realizados no presente trabalho ainddizétam uso de filmes de ouro
otimizados para maximo fator de qualidade, visamdoelhoramento da resposta do sensor

RPS, sugere-se a utilizacao desses filmes em iabalturos.
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