XXIV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica — CBEB 2014

REFLECTOMETRO C')PTICNO COM SISTEMA INTEGRADO DE INFUSAO
PARA MONITORACAO DE REACOES BIOMOLECULARES

A. O. Dominguez*, J. R. Loibman*, G.O. Cavalcanti** e Eduardo Fontana*

* Dep. de Eletronica e Sistemas, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.
** Dep. de Engenharia Eletronica, Universidade de Pernambuco, Recife, Brasil.
E-mail: fontana@ufpe.br

Resumo: Este trabalho relata o desenvolvimento de
um reflectdbmetro Optico com sistema integrado de
infusdo multicanal. O reflectdmetro pode ser utilizado
para monitorizacdo de processos dinamicos em liquidos,
por meio de ressonancia de plasmons de superficie,
tendo potencial de aplicacéo na &rea de biossensores. As
principais caracteristicas do sistema sdo descritas e séo
relatados testes preliminares sobre o uso do sistema na
caracterizacdo oOptica de solucGes de NaCl.
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Abstract: This paper reports development of an optical
reflectometer with a multichannel integrated infusion
system. The reflectometer can be used for monitoring
dynamic processes in liquids by means of surface
plasmon resonance with potential use in the field of
biosensors. The main characteristics of the system are
described and preliminary tests are reported on the use
of the system in the optical characterization of NaCl
solutions.
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Introducéo

O efeito de ressonancia de plasmons de superficie
(RPS) [1] foi proposto na década de 80 como um novo
mecanismo de transducdo dptica que permitiria a analise
em tempo real da cinética de reagBes biomoleculares
sem o0 wuso de marcadores fluorescentes ou
radioisotopicos [2] - [6]. O Biacore, primeiro
equipamento comercial a explorar essa técnica, foi
langado no comego da década de 90 pela Pharmacia [7]
e outras versbes de sistemas baseados em RPS para
caracterizacdo label-free de reacdes biomoleculares
foram também lancgadas.

Com o objetivo de expandir a capacidade da técnica
de RPS para uma larga gama de aplicac6es, incluindo

aquelas dirigidas a caracterizacdo de reagdes
biomoleculares, desenvolvemos um reflectdmetro
completamente  automatizado que  permite a

monitoracdo de processos dinamicos, ai incluidas
reacdes biomoleculares de superficie. Diferentemente
dos sistemas tradicionais que operam com um feixe
focalizado fixado em um Unico ponto da superficie, o
que dificulta a medicéo paralela de maltiplas reagdes, o
sistema descrito neste trabalho permite esse modo de
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medicdo, pois opera com varredura tanto angular do
feixe laser na superficie sob teste como linear ao longo
de duas dire¢des ortogonais na superficie. Um sistema
multicanal de infusdo de liquidos, controlado por
computador, foi também desenvolvido e integrado ao
reflectdmetro.

A seguir é feita uma descricdo mais detalhada da
funcionalidade do sistema integrado e sdo mostrados
resultados experimentais preliminares de monitoragéo
de flutuacdes no indice de refracdo de uma substancia
liquida sob fluxo continuo em uma célula de reacéo,
simulando a situacdo que seria esperada na medicdo de
reacGes biomoleculares.

Materiais e métodos

Efeito de RPS em interface metal-liquido — Na
Figura 1 esta ilustrada a configuracdo de Kretschmann
[1] para observagdo do efeito de RPS em uma interface
metal-liquido, como explorado no presente trabalho.
Nessa configuracdo, um feixe laser polarizado no plano
de incidéncia ilumina internamente a face horizontal do
prisma. O filme metalico, depositado em um substrato
de vidro, é colocado em contato Optico com o prisma
usando um gel de indice de refracdo préximo ao do
vidro. O metal utilizado em aplicacdes envolvendo
reacdes biomoleculares é o ouro, que nao sofre oxidacéo
ou degradacdo por efeitos atmosféricos, e por exibir o
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Figura 1: Configuracdo de Kretschmann para

observacdo do efeito de RPS em interface metal-
liquido.
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maior fator de qualidade da curva de RPS perante outros
metais nobres [8].

A imagem expandida na Figura 1 mostra em mais
detalhe a estrutura composta do substrato de vidro com
indice de refragdo aproximadamente igual ao do prisma
(np), coberto com o filme metalico de espessura d e
indice de refracdo complexo

n=n-jx, ()
em que j € o nimero imaginario puro e n e x sdo ambos
positivos, representando o indice de refracdo e
coeficiente de extincdo do metal, respectivamente [8].
Para metais nobres na regido do infravermelho préximo
n<<x . Por exemplo, no comprimento de onda
A =9751nm utilizado neste trabalho, n=0,09 e
K ~ 6,1para o caso do ouro [8]. A espessura do metal
gue maximiza a sensibilidade do efeito nesse
comprimento de onda é de aproximadamente 67 nm
para o caso de um prisma de vidro SF2, do tipo utilizado
neste trabalho [8].

A caracterizacdo do efeito de RPS é feita pela
medicdo da intensidade de luz refletida no fotodetector
ilustrado na Figura 1. O efeito ressonante é observado
em uma estreita faixa angular dentro daquela em que
ocorreria reflexdo interna total na auséncia do filme
metalico [8], i.e.,

e>ec=sen‘l<nslnp). (2)

Processos dindmicos ocorrendo na vizinhanca da
superficie metélica, provenientes, por exemplo, de
reacdes biomoleculares, causam flutua¢des no indice de
refracdo resultando em um deslocamento na curva de
ressonéncia, conforme ilustrado na Figura 1. A medi¢édo
do descolamento angular AOps do éangulo de

ressonancia Bpg permite inferir o grau de variagdo do

indice de refracdo. Se a variagdo for causada, por
exemplo, pela imobilizagdo de biomoléculas na
superficie, a concentracdo de biomoléculas em solugédo
pode entdo ser quantificada.

Para ter uma estimativa da sensibilidade do angulo
de ressonéncia relativamente ao indice de refracdo,
pode-se utilizar a aproximacdo para a condicdo de
ressonancia obtida para o caso de interface metal-
dielétrico, ambos  considerados  semi-infinitos.
Assumindo valida a hip6tese de um metal nobre de

baixas perdas, satisfazendo a «®>>n?,n2, para

pequenas variagdes ANng no indice de refragcdo da
solucdo [8], a variagdo do angulo de ressonancia pode
ser posta na forma
ABpg ~ tg0ps (Ang /). (3)
A sensibilidade da técnica depende de qudo pequena
seja a meia largura a meia altura w da curva de
ressonéncia, ilustrada na Figura 1. A magnitude da
declividade da funcdo reflectancia R & meia altura,
conforme indicado na Figura 1, é aproximadamente [8]
AR/AB~D/(2w), 4
em que D é a faixa dindmica, indicada na figura. Para
uma variagdo AO = ABpg, (3) e (4) fornecem

AR =Qps (Ang /g ), ()
em que

D
Qps = ﬂtgeps (6)

é definido como o fator de qualidade da curva de RPS.
A expressdo (5) mostra que para uma dada variagdo
relativa do indice de refragdo da regido vizinha a
superficie metalica, a variacdo de sinal ser& tanto maior
quanto maior for o fator de qualidade. Com base nos
dados da ref.[8], para A =975,1nm, no caso de filme
de ouro e prisma de vidro SF2, assumindo o valor
tabulado do indice de refracdo da &gua destilada em
T =300K, de aproximadamente ng~1333, tem-se

Ops ~ 56 graus, w~1,7 mrad e (6) fornece Qpg ~ 440,

para D=1. Assumindo, por exemplo, uma relacdo sinal
ruido tipica de 1000, estima-se, com o uso de (5) um

limite de detecgdo de Ang / ng = 2x1078.

Reflectbmetro automatizado — O reflectdmetro
automatizado adaptado neste trabalho para monitoragao
de processos dindmicos em solugdes aquosas esta
ilustrado no diagrama esquematico da Figura 2. A fonte
de luz é um laser pigtail emitindo no comprimento de
onda de 9751 nm através da iris |. Esta reduz o
diametro do feixe para aproximadamente 1 mm. O feixe
transmitido através do polarizador P com eixo paralelo
ao plano de incidéncia é refletido pelo separador de
feixes S e detectado pelo fotodetector de referéncia D».
O feixe transmitido por S ap6s reflexdo na face
horizontal do prisma é detectado pelo fotodetector D;.
Os sinais de D; e D, s8o enviados para dois canais de
uma placa de aquisicdo de dados DAS-16 (Keythley-
Metrabyte), conectada a um PC, para processamento.

Para reduzir o angulo Bpg associado a interface

ouro-agua, para um valor proximo de 60 graus, é
utilizado um prisma equilatero de vidro SF2. Com isso,
a operacgdo do reflectébmetro ocorre em torno da regido
de incidéncia normal a face de entrada do prisma. Todos
0s movimentos de translagdo (xy ao longo da superficie
e z ortogonal a superficie) e rotacdo do prisma, bem
como 0 posicionamento do fotodetector de sinal séo
controlados por computador. A faixa de varredura
angular do reflectobmetro é de 12 graus. A resolucéo
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Figura 2: Diagrama esquematico do reflectdmetro.
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angular do sistema é de 0,005 graus (80 urad) . O

sistema tem embutido um algoritmo de compensacédo de
movimentos para corrigir a refragdo na face de entrada
do prisma perante variagcbes angulares do estagio de
rotacdo [9]. Esse algoritmo garante que o ponto de
iluminagdo do feixe de entrada seja mantido fixado
sobre o centro da célula de reacdo, independentemente
do angulo de incidéncia e localizagdo da célula sobre a
superficie. A célula de fluxo utilizada nos experimentos
e ilustrada na Figura 2 tem um volume de 30 pl .

Sistema de infusdo — Um sistema de infusdo
controlado por computador de quatro canais foi
desenvolvido e integrado ao reflectdmetro. O sistema,
ilustrado na Figura 2 e mostrado isoladamente na Figura
3, contém quatro suportes de seringas acionadas por
motores de passo. O controle por computador permite
definir volumes de amostras e duragdes de fluxo para os
quatro canais de forma programada. O sistema foi
projetado para operacdo com 5 padrées de seringa (1, 3,
5, 10 e 20 ml). Com a menor seringa, pode-se atingir
uma vazdo minima de 1 ml/hora, ou aproximadamente
0,3 pl/seg .

O modulo de controle foi implementado na
plataforma Arduino Mega, e a interface gréfica foi
desenvolvida no ambiente Qt Creator [10]. O modulo de
controle é conectado ao PC via interface USB.

Para realizacdo de experimentos com fluxo continuo
de amostras distintas através da célula de fluxo, um
circuito  hidraulico tendo  volume total de
aproximadamente 1 ml, foi desenvolvido com o
emprego de infusores IFO5C de duas vias (Compojet) e
de torneiras de 3 vias (Embramed), conforme ilustrado
na Figura 2. Com esses componentes foi montado um
multiplexador de solucbes de 5x1. A operagdo de
chaveamento entre amostras distintas é feita
manualmente e estd em desenvolvimento o controle
automatico desse procedimento.

Filme de ouro e solucdes de NaCl — Foi utilizado
um substrato de vidro metalizado com filme de ouro de
99,999% de pureza. A espessura medida por RPS no
reflectdmetro foi de 54 nm. O substrato utilizado foi de
vidro BK?7.

Solucbes aquosas com cinco valores distintos de
indices de refracdo foram preparadas diluindo
quantidades controladas de NaCl em agua destilada. As
amostras foram todas de 100 ml e as concentragdes de

Figura 3: Foto ilustrativa do sistema de infusdo.
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NaCl nos preparos foram de 0, 5, 10, 15 e 20 mg/ml. A
quantidade de soluto em cada solucdo foi pesada em
uma balanca semi-analitica (Marte AS1000). Os
volumes de A4gua destilada foram medidos com o
emprego de seringas de 20 ml. Durante 0s
experimentos, quatro seringas de 20 ml foram
acondicionadas no sistema de infusdo, uma das quais
sendo sempre a amostra de agua pura, uma vez que esta
era sempre utilizada para lavagem do sistema entre
medicBes de amostras distintas de NaCl. Conforme
ilustrado na Figura 2, a quinta amostra, que nao
permanecia inicialmente no suporte, substituia uma das
amostras de NaCl, logo que esta tivesse sido testada no
reflectdmetro.

Resultados e Discussao

Vérios testes foram realizados para avaliar a
capacidade de medicdo e de controle de fluxo de
substancias liquidas pelo sistema. Nesses experimentos
a temperatura se manteve em 24 °C = 1°C. Foram
medidas curvas de dependéncia angular da reflectancia
de filmes metalicos em contato com as amostras
liquidas, tanto em regime de fluxo continuo como em
regime estatico. Desses experimentos ndo se detectou
diferencas significativas entre os dois modos de medida.

Um experimento preliminar foi realizado para
determinar as propriedades Opticas da solucdo a partir
da medicdo de reflectincia do prisma sem filme
metalico. Essa medida foi realizada em regime estético
para diferentes amostras. A lavagem do sistema entre
amostras nesse experimento foi realizada a uma taxa de
1 ml/min por 5 minutos, tempo esse suficiente para
substituicdo completa do liquido na célula de fluxo.

A Figura 4, mostra a curva de reflectancia do prisma
para as amostras sob teste. Como pode ser ai observado,
hd uma pequena alteracdo na condicdo de reflexdo
interna total como fungdo da concentracdo de sal na
célula de fluxo. Dessa medida, para a curva de agua
destilada tem-se 6, =55,835 graus. Utilizando (2), e

para 0 caso do vidro SF2, obtém-se n, =1,348 . Esse

valor difere apenas de 1% daquele tabulado na literatura
[11].

A Figura 5 mostra as curvas de RPS em filme de
ouro medidas no sistema como fungdo da concentracdo
de NaCl. O angulo de ressonancia para o caso da
amostra de agua destilada é de 57,6826 graus. A meia
largura da curva é de w = 0.196 graus e a faixa dindmica
é D = 0,6. Com esses valores, obtém-se de (6) Qps =
139. Esse valor é aproximadamente 1/3 daquele
previsto teoricamente. Essa diferenca pode resultar do
fato de a espessura do filme ndo estar otimizada para
maximo fator de qualidade [9].

Um experimento de caracterizacdo de variacdo
temporal do indice de refragdo foi feito para simular a
situacdo tipicamente encontrada em aplicagfes de
biossensores. Nesse experimento, o0 angulo de
incidéncia foi fixado no valor 6=57,6 graus e as
diferentes amostras foram injetadas através da célula de
reacdo a uma taxa de 1 ml/min, por cinco minutos cada.



XXIV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica — CBEB 2014

1,0 T T T T T

—— Agua Destilada
5 mg/ml .
10 mg/ml
15 mg/ml ]
20 mg/ml

0,0 1 1 1 1 1
54 55 56 57 58 59

Angulo de Incidéncia (Graus)

Reflectincia

60

Figura 4: Reflectancia do prisma como funcdo da
concentracdo de NaCl.

A Figura 6 mostra a dependéncia temporal do sinal.
Como pode ser ai observado, obtém-se a cada ciclo de
limpeza da célula o retorno do sinal a linha de base.
Além disso, obtém-se para essa faixa de concentracdes
uma relacdo linear entre o sinal e a concentracdo de
NaCl. Com base em (5), e usando Qpg =139 , a

variacdo de indice de refragdo maxima observada para a
amostra de 20 mg/ml, correspondente & variagao
maxima de sinal de 0,35, é Ang/ng =0,0025 . Essa

variacdo estd de acordo com o valor tabulado na
literatura de 0,0027 [11].

Conclusoes

O reflectdmetro automatizado com sistema de
infusdo integrado relatado neste trabalho pode ser
utilizado na caracterizacdo de reacGes biomoleculares.
Trabalhos estdo sendo dirigidos no momento para uso
do sistema em sistemas biomoleculares bem
caracterizados, com o emprego de protocolos de
funcionalizacdo bem estabelecidos da superficie de
ouro. Os testes realizados no presente trabalho ainda
ndo fizeram uso de filmes de ouro otimizados para
maximo fator de qualidade, algo que devera ser
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Figura 5: Curvas de RPS em solucgdes de NaCl.

realizado em trabalhos futuros. Além disso, para evitar
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Figura 6: Dependéncia temporal do sinal.

saturacdo do sinal para aplicagbes em monitoracdo de
multiplas reagBes biomoleculares, pretende-se adaptar o
sistema para operar de tal forma a manter o nivel de
sinal constante, sempre no ponto de maxima declividade
da curva de RPS, de forma a se poder registrar a
variacdo temporal do angulo de incidéncia do feixe. O
progresso obtido nesses novos estudos serd relatado
oportunamente.
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