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RESUMO

DOMENEGUETI, J. F. M. Sensor optico para a analise da dinamica de reacdes
quimicas. 2019. 94 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o
Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2019.

Um biossensor de afinidade quimica baseado no fenbmeno da reflexdo total interna
€ apresentado. Nesse, as propriedades particulares apresentadas pelas
componentes ortogonais de polarizagdo do campo elétrico da luz permitem que
ambas se cancelem na vizinhanca do angulo critico da reflexdo interna,
proporcionando um meio para sua determinagdo univoca, permitindo monitorar o
mesmo como funcdo do indice de refracdo de uma amostra de interesse. Um estudo
acerca dos principais aspectos tedricos envolvidos no fenbmeno da reflexdo total
interna foi realizado, a fim de explorar e justificar os fendmenos observados. A
montagem experimental utilizada nos experimentos consiste de um laser de HeNe
emitindo em 633 nm, um polarizador, uma lente semicilindrica de alto indice de
refracdo, produzida com um vidro denso do tipo flint, um filme produzido com um
anticorpo, que € depositado sobre essa lente, um analisador paralelamente
orientado com relacdo ao eixo de transmissdo do polarizador, um dispositivo
transdutor, que converte um sinal luminoso em sinais elétricos, uma solu¢cdo aquosa
do antigeno especifico e de um computador, onde as informacdes coletadas pelo
transdutor sdo tratadas por meio de um programa de aquisicdo de dados
desenvolvido em uma plataforma grafica de programacgédo. O programa empregado
permite o acompanhamento das variacfes do perfil luminoso, devido a interacao do
filme de anticorpos com a solu¢cdo de antigenos, coletado pelo transdutor em tempo
real, ou seja, é possivel acompanhar toda evolugdo da reacao quimica entre um par
de espécies quimicas em tempo real. Para confirmacdo da efetividade da técnica,
foram comparadas medidas obtidas com um refratdmetro comercial, onde foi
constatado que o sistema possui sensibilidade suficiente para acompanhar

mudancas da ordem de 10~° unidades do indice de refracéo.

Palavras-chave: Refratdmetro. Afinidade quimica. Detecc¢ao biomolecular.






ABSTRACT

DOMENEGUETI, J. F. M. Optical sensor for chemical reactions dynamics
analysis. 2019. 94 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&ao
Carlos, Universidade de Séao Paulo, Séo Carlos, 2019.

A chemical affinity biosensor based on the phenomenon of total internal reflection is
presented. In it, the particular properties exhibited by the orthogonal polarization
components of the electric field of light allow them to cancel in the vicinity of the
critical angle of the internal reflection, providing means for its univocal determination,
allowing its monitoring as a function of the refractive index of a sample of interest. A
study about the theoretical aspects involved in the total internal reflection
phenomenon was carried out in order to explore and justify the observed
phenomena. The experimental set up consists of a HeNe laser emitting at 633 nm,; a
polarizer; a high refractive index semi-cylindrical lens, produced with a dense flint
type glass; a film produced with an antibody, which is deposited over the
aforementioned lens; an analyzer oriented parallel to the transmission axis of the
polarizer; a transducer device, which converts a light signal into electric signals; an
agueous solution of the specific antigen and a computer, where the information
collected by the transducer is treated with a data acquisition software developed in a
graphical programming platform. The software allows one to monitor changes in the
light profile due to interaction of the antibody with the antigen solution, collected by
the transducer in real time, i.e. it's possible to follow the evolution of the chemical
reaction between a couple of chemical species in real time. To confirm the
effectiveness of the technigue a comparison with measurements obtained with a
commercial refractometer was carried out, where it was verified enough sensitivity to

follow changes of the order of 1075 refractive index units.

Keywords: Refractometer. Chemical affinity. Biomolecular sensing.
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1 INTRODUCAO

A andlise de aspectos qualitativos e quantitativos da interacdo entre pares de
espécies quimicas que apresentam afinidade especffica € importante para uma
vasta gama de aplicacfes cientificas e industriais. (1-3) Por esse motivo, sensores
que detectam e/ou monitoram a ligacdo especifica de uma substancia em solucéo e
um ligante imobilizado em uma superficie de deteccédo tém sido desenvolvidos. (4-
10) Dentre os dispositivos mais amplamente empregados para essa finalidade,
destacam-se aqueles baseados no fenbmeno da ressonancia de plasmons
superficiais, que sdo bem estabelecidos comercialmente e comumente encontrados
no mercado. (2,8) Esses biossensores de afinidade baseados na ressonancia
plasmoénica consistem de um elemento que reconhece e é capaz de interagir com
uma determinada espécie, ou um particular grupo de espécies quimicas, e um
transdutor, que converte eventos de ligacdo em um sinal de saida passivel de ser
tratado eletronicamente.

Apesar dos sensores fundamentados na ressonancia plasmonica
apresentarem alta sensibilidade as mudancas no indice de refracdo, a imobilizacéo
de uma camada de ligacdo sobre um filme metalico é de dificil realizacdo, depende
dos ligantes particulares envolvidos (11-14) e, além disso, a orientagcdo geomeétrica
dos ligantes no filme metdlico podem afetar a interacdo com o0 reagente
bioespecifico.(11) Essa e outras dificuldades relacionadas a manufatura dos
sensores acabam tornando-os caros, logo, € interessante obter um dispositivo
menos dispendioso capaz de atuar como sensor de afinidade quimica.

A grandeza fisica que relaciona os eventos de ligacdo com mudancas na
condicdo de ressonancia dos plasmons € o indice de refracdo, grandeza esta que
carrega todas as informagfes da interacdo da luz com a matéria. Nessa classe de
sensores refratométricos, propomos a utilizagdo do método proposto por Zilio (15),
cuja precisao tipica se compara aquela apresentada por biossensores comerciais
(16), com o intuito de desenvolver um método mais simples, barato e robusto de
analise da interacdo bioespecifica entre pares de biomoléculas.

A técnica tira proveito da diferenca de fase relativa entre as componentes de
polarizacdo de uma onda eletromagnética para produzir um sinal caracteristico, no

qual o angulo critico da reflexdo interna é facilmente detectado e pode ser
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monitorado em funcdo das variagdes no indice de refracdo devidas a interacao entre
um filme de anticorpos e uma solucdo de antigenos especfificos.

Nesse cenario, inserimos o trabalho apresentado na presente tese, que
discorre a partir do capitulo 2, no qual sdo apresentados o0s principais aspectos
acerca da técnica de ressonancia de plasmons superficiais, suas montagens mais
empregadas na realizacdo de medi¢des da cinética de ligagbes quimicas.

O terceiro capitulo € dedicado a discussdo dos aspectos teoricos
fundamentais para o entendimento da técnica de medicdo empregada e dos
resultados subsequentemente apresentados.

No capitulo 4, os materiais e métodos empregados para obter os resultados
experimentais da técnica utilizada nesse trabalho sdo abordados em detalhes. Uma
completa descricdo dos protocolos de crescimento das camadas de imobilizacédo
utiizadas nas medicbes de afinidade quimica é fornecida, permitindo amplo
entendimento no que tange as camadas de imobilizacdo e os mecanismos de
obtencdo dessas em substratos vitreos.

Nos dois ultimos capitulos do corpo principal da tese sédo apresentados 0s
principais resultados obtidos empregando a refratometria baseada no angulo critico
como mecanismo de investigacado de eventos de ligacdo quimica ocorrendo em uma
interface, bem como as conclusdes acerca dos mesmos.

Por fim, é fornecido um material adicional, nos dois apéndices, a condicao de
existéncia dos plasmons de superficie e uma abordagem alternativa a apresentada
no capitulo terceiro sdo exploradas. Essas se¢cbes complementares tem o intuito de
esclarecer alguns aspectos da condicdo de excitacdo de plasmons e fornecer uma
segunda perspectiva acerca dos fendmenos envolvidos na reflexdo da luz em

interfaces dielétricas, respectivamente.
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2 ESTADO DA ARTE

Nesta secdo € analisada uma das principais técnicas empregadas em
analises de cinética quimica, a ressonancia de plasmons de superficie (SPR da sigla
em inglés). Iniciado a abordagem dos temas, uma pequena explanacao teorica
acerca dos fundamentos fisicos da técnica € apresentada, seguida por uma

discussao das principais montagens utilizadas experimentalmente.
2.1 RESSONANCIA DE PLASMONS DE SUPERFICIES

Ao interagir com cargas livres que ocupam a superficie de metais, um campo
eletromagnético pode induzir nestas particulas carregadas um movimento oscilatorio
coletivo e coerente. A essas flutuacdes eletronicas, damos o nome polaritons de
plasma superficiais (surface plasma polaritons), ou plasmons de superficie, que
apesar do nome que remete a particulas quéanticas, tem sua descricdo tedrica
originada na aproximacdo de plasmas ao empregar as equacdes de Maxwell em
metais. (17-19)

Essa flutuacdo na densidade de carga esta associada a uma onda
eletromagnética confinada na superficie do metal, decaindo fortemente tanto na
parte interna quanto na parte externa do mesmo. Devido ao confinamento superficial
(veja Apéndice A), a onda de plasma apresenta um carater conhecido como
transversal magnético (discutido em maiores detalhes no capitulo 3), no qual o
campo elétrico da onda de plasma tem vetor de propagacao orientado paralelamente
ao plano de incidéncia do campo de excitacdo. (20)

De acordo com a teoria classica, a relacédo de dispersao do periodo espacial

dessas ondas plasmonicas com a frequéncia angular w é dada por (21):

w | €,n?
kps = — |[——— (2.1)
C \|€Epm t 175

Onde €, é a permissividade elétrica do metal, n, € o indice de refragdo do
meio adjacente ao metal, que em geral € um dielétrico, e ¢ é a velocidade da luz no

vacuo. A eq. 2.1 pode ser escrita em funcdo da permissividade elétrica do meio
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adjacente, assumindo a relacdo n, =./e,. Uma vez que a permissividade dos

metais € uma grandeza escalar complexa (22), a relacdo de dispersdo possui uma
parte real e uma imaginaria, que determinam, respectivamente, 0 comprimento de
onda dos plasmons e a profundidade de penetracdo dos mesmos. (23) Devido a
grande diferenca entre os valores de permissividade entre dielétricos e metais, a
onda evanescente em ambos 0S meios € altamente assimétrica, decaindo mais
rapidamente na regido metalica, e penetrando majoritariamente no dielétrico. Devido
a esse maior alcance no meio em contato com o metal, a parte real da relagédo de
dispersao dos plasmons é sensivel a mudancgas no indice de refragéo do dielétrico e
0 campo evanescente pode ser usado como sonda de eventos préximos a interface.
(24-27)

O nicho de aplicacdo no qual os plasmons superficiais obtiveram maior éxito
emprega a capacidade de monitorar eventos em interfaces no contexto da analise
de eventos de ligacBes quimicas. Para tal, sdo produzidos filmes com ligantes
especificos em um filme fino, de ouro em geral, que interagem com um reagente em
solucdo. Essa camada de ligagdo atua como um transdutor de eventos de ligagao
em variacfes do indice de refracdo da vizinhanca do filme de ouro que, conforme a
eq. 2.1, se reflete, por sua vez, em variagdes no vetor de onda dos plasmons.

Antes de adentrar nos detalhes acerca das montagens especificas utilizadas
no estudo de interacbes quimicas, vamos tratar da excitacdo das ondas
plasménicas, que ndo ocorrem naturalmente em um condutor em equilibrio
eletrostatico. Para que as oscilacdes coletivas de densidade de carga sejam
induzidas nos elétrons livres que existem na superficie de metais, um campo
eletromagnético externo deve interagir com uma superficie metalica em condi¢bes
especificas para que ocorra transferéncia de energia e momento para os plasmons.
Essa condicdo de casamento ocorre quando o vetor de onda do campo
eletromagnético externo coincide com aquele dos plasmons na superficie do metal,
dado pela eq. 2.1, que possuem tipicamente a magnitude daqueles da luz visivel
(20). Vale reforcar que, conforme demonstrado no apéndice A, a natureza TM das
ondas plasmonicas impde que o campo externo incidente também possua a mesma

orientagdo para que exista uma componente do vetor de onda paralela a interface.
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Na pratica, no entanto, o casamento dos vetores de onda nao ocorre para luz
viajando no ar, pois, a dispersédo do vetor de onda da luz nesse meio, apresentado

na eq. 2.2, ndo coincide com a dos plasmons.

k = (2.2)

w
c

A realizacdo pratica da ressonancia dos plasmons se faz, entdo, com
mecanismos que atuem reduzindo a inclinagéo da reta w X k da luz no ar. Na figura
2.1, é ilustrado o efeito necessario para que a curva de dispersdo da luz no ar
intercepte em um Unico ponto, definindo univocamente a frequéncia de casamento, a
curva de dispersdo dos plasmons superficiais, nela, trés situacbes sé&o
apresentadas: a primeira na qual a luz, viajando no ar (e, = 1), incide em uma
superficie metalica sob um angulo menor que noventa graus, ndo coincidindo em
nenhum ponto com a curva dos plasmons; na segunda onde a incidéncia ainda se
da atraves do ar, poréem num angulo rasante, o que torna a solucao indefinida pois
existe uma infinidade de solugbes, ndo ocorrendo a excitacdo das oscilagbes de
carga; e finalmente, a condicdo onde a incidéncia ocorre através de um dielétrico
com maior densidade o6ptica sob um angulo menor que o reto, interseccionando a
curva de plasmons em uma frequéncia univocamente definida. Nas primeiras
demonstracdes experimentais desse fendmeno, atribuidas a Otto e Kretschmann
(17,28), foi empregado um prisma como acoplador Optico, garantindo a condicao de

ressonancia.
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Figura 2.1 — Dispersé@o da luz viajando no ar (e, = 1) e num meio denso (¢ > 1) comparado a cuna
de dispersdo dos plasmons.
Fonte: Elaborada pelo autor.

De posse das condi¢cBes necessarias para o acoplamento de luz nos modos
dos plasmons, passaremos agora a discutir as principais montagens experimentais e

condi¢des especificas de casamento dos vetores de onda.

2.1.1 Ressonanciade plasmons aplicada a sensores

2.1.1.1 Configuragéo de Otto

Na montagem proposta por Otto (17), ilustrado na figura 2.2, um prisma é

posicionado préximo a uma camada de ouro.

PS

Metal —> AAAD
$ A

prisma

Cri)

E
Feixe Feixe
incidente refletido

Figura 2.2 — Excitagcdo de plasmons na configuracdo de Otto.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nessa configuracdo, a curva de dispersdo da luz tem sua inclinacdo reduzida
por um fator nsenf, onde n € o indice de refracdo do prisma e 6 o angulo de
incidéncia. A ressonancia ocorre quando a luz polarizada paralelamente ao plano de
incidéncia atinge a base do prisma de tal forma que os vetores de onda do campo

incidente e dos plasmons se igualam, de acordo com a eq. 2.3.

= — nysent, (2.3)

w €EmN% w
c |JeEqn+n% ¢

Na qual o lado direito da representa a componente do vetor de onda do campo

incidente ao longo da direcdo dos plasmons e 6,,. € o particular angulo no qual a

es
igualdade se verifica.

Note que ndo existe contato direto entre o filme metalico e o prisma, sendo,
entdo, os plasmons excitados por meio de tunelamento fotdbnico na condicdo de
reflexdo total interna (discutida no capitulo 3). O campo evanescente que surge na
base do prisma decai rapidamente e, por essa razdo, a camada de ouro deve ficar a
uma distancia de cerca de 1 um para que o acoplamento 6ptico ocorra. Com efeito, é
possivel estimar a penetracdo do campo evanescente gerado pela onda plasménica
obtendo 0,28 um de penetragdo em uma interface ouro/ar com excitacdo em A =
600 nm (20). Como os plasmons sédo excitados na interface entre a lamina metalica
e 0 prisma, € neste espaco que o0s plasmons sdo sensiveis as mudancas no valor de
n,, razdo pela qual esta configuragédo ndo € muito explorada em sensoriamento, pois
a amostra analisada deve ser inserida nesse espaco, 0 que aumenta muito a

complexidade técnica dessa montagem.

2.1.1.2 Configuragdo de Kretschmann

Na geometria proposta por Kretschmann (28), a lamina metalica é depositada
diretamente na base do prisma, eliminando assim a camada de ar entre 0S mesmos,

conforme apresentado na figura 2.3.
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Figura 2.3 — Configuragdo de Kretschmann para a excitagdo de plasmons.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A lamina metalica € extremamente fina, possuindo poucas dezenas de
nandmetros de espessura, 0 que permite a excitacdo de plasmons na superficie livre
da mesma. Nessas condi¢cdes, o0 campo evanescente associado a onda plasménica
pode atuar como uma ponta de prova na regido adjacente ao filme metalico. A
condicdo de acoplamento do campo externo com as oscilacées de carga, também
dada pela eq. 2.3, fornece condicfes para se obter medidas do indice de refracdo de
uma amostra em contato com o filme metdlico. Esta configuracdo é a mais
amplamente empregada em equipamentos comerciais (19,29-31) e seu
funcionamento consiste na analise do perfil de intensidade refletido da base do
acoplador optico.

Na condicdo de ressonancia, a energia transferida para os plasmons se
apresenta como uma mudanca na refletividade, que pode ser monitorada em tempo
real. As mudancas na condicdo de acoplamento devido a variagdes no indice de
refracdo da amostra podem ser avaliadas de diversas formas; sendo as mais
comuns a varredura angular (26,32-34), na qual uma fonte de luz monocromatica é
utilizada e a posi¢éo angular do minimo de refletividade & monitorado; e a varredura
espectral (35-36) onde uma fonte de luz banda larga ilumina o acoplador éptico e o
comprimento de onda ressonante € monitorado a medida que o indice de refracdo
da amostra sofre alteracdes. Na figura 2.4 esta ilustrado o principio da aplicacao

desta configuracdo no contexto de analises bioquimicas.
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daressondncia )
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prismatico
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Figura 2.4 — Deslocamento ressoante no espectro de refletancia (a) devido a interacédo dos analitos

com os receptores na superficie do ouro (b).
Fonte: Adaptada de HOA; KIRK ;TABRIZIAN. (37)

2.1.1.3 Configuragdo em grade de difragao

Uma configuracdo extremamente interessante que permite o casamento das
relacbes de dispersdo emprega uma estrutura metalica periodicamente distorcida
(38-40). Ao interagir com uma grade que possui periodicidade espacial A, o vetor de
onda do campo de excitacdo sofre um incremento de 2mm/A (38), com m inteiro, e a

relacdo de acoplamento fica:

w | €,n% w 9 2m
— |————=—n_sen +m— ,
c Je,+n% ¢ res A (24)

Note que, diferentemente do que se observa na eq. 2.3, o primeiro termo a
direita da eq. 2.4 é proporcional ao indice de refracdo da amostra, isto ocorre, pois, a
excitacdo se da pela face distorcida da lamina metalica, que fica em contato com a

amostra. O esquema geral dessa montagem ¢ ilustrado na figura 2.5.
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luz incidente i luz refletida

amostra

grade (AP

Figura 2.5 — Excitagédo de plasmons em metais periodicamente distorcidos.
Fonte: Adaptada de CAO et al. (21)

A rugosidade da grade metdlica afeta a qualidade do sinal observado na
condicdo de ressonancia (40), além disso, o fato de a iluminacdo ocorrer atraves da
amostra representa uma grande desvantagem dessa geometria, pois, leva a erros
de medida associados a distor¢ces do feixe ao se propagar pela solucdo estudada e
somente amostras transparentes sao passiveis de analise.

Trabalhos mais recentes, que empregam as geometrias apresentadas até
aqui, exploram propriedades do grafeno que, atuando como ponte entre a lamina
metalica e a camada de ligacdo, demonstrou potencial para aumentar a
sensibilidade da ressonancia plasmoénica a variacdes do indice de refracdo, bem
como da afinidade quimica entre as espécies analisadas. (41-45) Na figura 2.6,
encontra-se uma ilustracdo da configuracdo de Kretschmann modificada pelo uso de

uma camada de grafeno.

Grafeno PS

Metal —>
n

prisma

try)
il

Feixe
incidente

Feixe
refletido

Figura 2.6 — Configuragcdo de Kretschmann modificada com uma camada de grafeno.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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2.1.1.4 Ressonanciade plasmons localizada

O crescente interesse pelo estudo de estruturas nanométricas e pela
miniaturizacdo de dispositivos sensores também se manifestou na ressonancia de
plasmons, levando ao desenvolvimento da LSPR (Localized Surface Plasmon
Resonance). Nesta configuracdo, o filme metalico (continuo) é substituido por uma
camada de nanoparticulas metélicas, com dimensdes de algumas dezenas de
nanometros, o que altera drasticamente o comportamento das ondas de plasmons
quando comparadas ao que ocorre na configuracdo tradicional. Devido a quebra de
simetria imposta pelo tamanho reduzido das nanoparticulas metalicas, que possuem
dimensdes menores que o comprimento de penetragcdo e propagacao da onda e
plasmons, o campo elétrico experimenta um confinamento muito mais acentuado
(46). Esse comportamento esta ilustrado na figura 2.7, onde uma simulacdo mostra

o confinamento do campo na vizinhangca de nanodiscos de ouro:
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Figura 2.7 — (a) Confinamento do campo elétrico na vizinhanga de nanoparticulas de ouro e
(b)comparagdo entre os campos evanescentes para SPR e LSPR.
Fonte: Adaptada de KHAN et al. (46)

bY

Observe que o0 campo se concentra a distancia de uma dezena de
nanometros da fronteira das nanoparticulas, o que reduz drasticamente a percepc¢ao
espacial, reduzindo a influéncia de efeitos volumétricos da amostra e tornando os
resultados muito mais fiéis aos eventos imediatamente préximos a camada de

ligacéo.
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A sensibilidade da ressonancia dos plasmons localizados depende da
composi¢cdo, tamanho e forma das nanoparticulas (47), que se apresentam
comumente como esferas (48-49), discos (46,50) e bastbes (51-52), e séao
empregados na geometria convencional (sobre laminas de vidro) ou, de maneira
mais interessante, na ponta de fibras Odpticas garantindo extrema flexibilizacédo
guanto ao manejo da regido de prova. (49,53)
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3 Fundamentos tedricos

Nesta secdo serdo abordados aspectos tedricos fundamentais acerca da
técnica utilizada para a medicdo do angulo critico. A abordagem tedrica tem como
objetivo esclarecer o comportamento observado na realizagdo dos experimentos.
Sera definido o indice de refracdo de uma substancia e, em seguida, iniciaremos a
descricdo mais simples do comportamento da luz ao atravessar interfaces planas,
abordaremos os coeficientes de Fresnel e a interferéncia das duas componentes
ortogonais do campo elétrico. Findada a explanagédo acerca dos fenbmenos 6pticos
relevantes para o presente trabalho, serdo abordados os fundamentos da dinamica
da interacdo entre duas espécies quimicas e, por fim, como o indice de refracdo e a
formacdo de produtos entre dois reagentes sdo conectadas para o desenvolvimento
de uma técnica que permite o acompanhamento da evolu¢cdo da interacdo entre

essas substancias.

3.1 ANGULO CRITICO

3.1.1 Iindice de refracdo

Ao viajar por um meio dielétrico transparente, podemos, em uma abordagem
simplificada, caracterizar a luz por meio de trés grandezas: sua velocidade (v); sua
frequéncia (v) e seu comprimento de onda (1). Essas grandezas estdo relacionadas
entre si, de tal sorte que se duas delas s&o conhecidas a terceira fica univocamente

determinada de acordo com a seguinte relacéo:

v=2Av (3.1)

A frequéncia da luz é um parametro fixo, definido no processo de geracéo da
mesma, jA a velocidade, e consequentemente o comprimento de onda, ndo. A
velocidade da luz depende do meio onde ela se propaga e essa € maxima quando a
luz se propaga no vacuo. Por ser uma constante universal, a velocidade da luz no
vacuo é empregada como padrdo de referéncia, de modo que representamos a

velocidade da luz por meio da fragcdo de sua velocidade no vacuo:



32

(3.2)

S| O

onde n, que é uma caracteristica do meio que a luz atravessa, é chamado de indice
de refracgéo.

Discutiremos na proxima secdo como o indice de refracdo se apresenta no
tratamento geométrico do comportamento da Iluz, bem como algumas
consequéncias da mudanca na velocidade de propagacdo da luz ao atravessar uma

interface que separa dois meios adjacentes.

3.1.2 Leide Snell

No contexto da Optica geométrica, a trajetoria da luz € descrita por meio de
raios. Quando um raio viaja de um meio transparente para outro, 0 que observamos,
em geral, € um desvio na direcdo de propagacdo desse raio incidente, fenémeno
chamado de refracdo, devido a mudanca na velocidade de propagacdo da luz ao
atravessar a interface que separa esses dois meios. Em Optica, a relacao
matematica mais simples que relaciona o caminho percorrido pelo raio luminoso ao
atravessar a fronteira entre dois meios é conhecida como Lei de Snell, ou Lei de
Snell-Descartes, (devido ao astrobnomo holandés Willebrord Snellius e ao filésofo,
fisico e matematico francés René Descartes). Para apresenta-la vamos considerar
um raio incidente em uma interface separando dois meios semi-infinitos, que seréo
discriminados por meio 1, o de incidéncia, e meio 2 o de transmissao. A interface
considerada é plana, mas o resultado € valido para superficies curvas que admitam
a existéncia de um plano tangente, bem definido, no ponto onde o raio incide. Para
um raio incidente que forma um angulo 6, com a reta normal a superficie, a diregédo

da luz refratada € determinada pela Lei de Snell:

n,sinf, =n,sinb, (3.3)

na qual 8, é o angulo da diregdo de propagacéo da luz, formado pelo raio refratado
com a normal a superficie, e n, , o indice de refragdo do respectivo meio, conforme

ilustrado na figura 3.1.
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Figura 3.1 - Refragdo em uma interface plana.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na situagéo ilustrada acima, podem ocorrer apenas duas relacdes entre 0s
indices de refracdo dos meios 1 e 2, considerados distintos a principio. Podemos
observar n, >n, ou n, >n,. Na primeira delas a refracdo sempre ocorre, para
qualquer angulo de incidéncia, entretanto na segunda, um fenébmeno particularmente
interessante pode ocorrer, no qual a luz incidente é totalmente refletida para o meio

1 ao atingir a interface. Da equacao 3.3, podemos escrever:

n
—15in 6, =sinb, (3.4)
n,

Para valores de 6, pertencentes ao conjunto dos numeros reais, a fungéo
seno esta definida no intervalo 0 <sinf, < 1. Como neste caso n, >n,, pode

ocorrer que o lado esquerdo da eq. (3.4), assuma valores maiores que a unidade e,
com isso, ndo ha refracdo. No valor limite no qual sin 6, assume valor unitario,

temos:

: n,
sinf, = Y (3.5)
1

em gue o angulo de incidéncia para o qual a igualdade anterior € obtida € chamado
angulo critico, representado doravante por 6.. Acima do &angulo critico temos o
fendbmeno da reflexdo total interna, no qual a totalidade da luz incidente é refletida de
volta para o meio de incidéncia. Para a incidéncia ocorrendo exatamente em 6., a
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refracdo é de 90°, de acordo com a equacédo 3.4, e o feixe emerge paralelamente a

interface entre os dois meios. As duas outras possibilidades, acima e abaixo do
angulo critico, estao ilustradas na figura 3.2.

1
1
- I
I

Figura 3.2 - Incidéncia (a) abaixo e (b) acima do angulo critico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O ferramental matematico proposto por Snell permite uma descricdo correta
para o comportamento da luz quanto a trajetéria de um feixe luminoso, representado
pelo seu vetor de onda, quando atravessa uma interface, que seja uma curva suave,
limitando dois meios lineares isotrépicos e homogéneos. Existem, no entanto,
diversos parametros fisicos que caracterizam um raio luminoso, como sua
intensidade, por exemplo, bem como observagfes experimentais indicando que
parcela da luz é refletida mesmo abaixo da condicdo de reflexdo interna. Essas
deficiéncias na lei de Snell sdo contempladas em uma teoria mais sofisticada,

descrita a seguir.

3.1.3 Coeficientes de Fresnel e polarizacéo da luz

O formalismo da o6ptica de raios, conforme descrito anteriormente, foi
apresentado por volta do inicio do século XVII com seu desenvolvimento ocorrendo
cerca de duzentos anos mais tarde. Somente no século XIX, com trabalhos como o
de Augustin Jean Fresnel, que dentre outros tratou das parcelas de luz refletidas e
refratadas em interfaces, James Clerk Maxwell, que mostrou que a luz é uma onda
eletromagnética, a Optica ondulatéria ressurgiu trazendo informacdes sobre

estruturas da luz ndo contempladas na teoria corpuscular. Em particular, uma
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propriedade de grande importancia para este trabalho, que ndo € diretamente
percebida pelo olho humano, foi descoberta nesse periodo, trata-se da polarizagcédo
da luz. Os principais trabalhos acerca dessa propriedade se devem aos escoceses
David Brewster e Willian Nicol, este dltimo tendo criado um método para obter luz
polarizada por demanda através do hoje conhecido prisma de Nicol. (54) Atualmente
temos varias maneiras de obter luz polarizada e serdo brevemente citadas adiante.

Em resumo, podemos dizer que o estado de polarizacdo da luz é
caracterizado pela forma geométrica descrita pelo vetor campo elétrico desta em um
dado plano, ao longo do tempo, e pode se apresentar basicamente em 3 consi¢oes:
ndo-polarizado, linearmente polarizado e elipticamente polarizado (consideramos
aqui que a polarizacdo circular € um caso particular da eliptica), que serao
formulados matematicamente no decorrer desta secéo.

Os trabalhos de Fresnel, citados anteriormente, nos levaram a obter
expressdes matematicas descrevendo precisamente 0 comportamento de cada
componente de polarizacdo da luz ao atravessar uma interface, localmente plana,
entre dois meios transparentes. Essas componentes de polarizacao sdo definidas de
acordo com sua orientagcdo em relacdo ao plano de incidéncia da luz nesta regido de
transicdo entre os dois meios e sao referidas como TE (ou onda s) para a
componente na qual o campo elétrico oscila perpendicularmente ao plano de
incidéncia e TM (ou onda p) para o caso onde o campo elétrico oscila paralelamente
ao plano de incidéncia. Consideremos, além disso, que cada uma dessas ondas
eletromagnéticas apresentem frente de onda plana (solucéo particular das equacdes
de Maxwell), sejam caracterizadas pelo seu vetor de onda ke frequéncia angular w
e incidam sobre uma interface, localmente plana, entre dois meios transparentes que
apresentam indices de refragéo n,, para o meio de incidéncia, e n,, para o meio de

transmissao, bem como as ondas refletida e transmitida associadas a elas. Deste

pondo em diante os indices "i", "r" e "t" serdo utilizados para discriminar as
grandezas que se referem, respectivamente, aos campos incidente, refletido e
transmitido. A geometria associada as duas polarizacdes possiveis esta

representada na figura 4.3.
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Figura 3.3 - Onda incidente com polarizacdo (a) s e (b) p com suas respectivas ondas transmitida e
refletida.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na aproximagcdo de ondas planas, e considerando meios ndo-magnéticos,
podemos obter as seguintes relagcdes entre 0os campos elétrico e magnético da luz,
independentemente de seu estado de polarizacao:

H =—Fk xE, (3.6)
How
Tt X
T LW T r ( )
H e E. 8
t oW t t (3.8)

em que, p,=4m-10"7 H/m. Por tratarmos de sistemas nao-magnéticos,
aproximamos a permeabilidade magnética dos dois meios pelo seu valor no Vacuo.

A natureza vetorial dos campos eletromagnéticos imp&em condi¢cbes de
contorno aos mesmos em regides de fronteira entre meios adjacentes. Para os
campos E e H devemos impor que suas componentes tangenciais a interface sejam
continuas ao cruzarmos a fronteira que limita os dois dielétricos. Com o auxilio da
geometria apresentada na figura 3.3 (a) obtemos para a polarizacdo s uma relagéo

para o campo elétrico tangencial a interface:
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E; +E, =E, (3.9)

aplicando as relagbes (3.6) a (3.8) para o campo magnético e considerando a

decomposicdo do vetor H ao longo do eixo horizontal obtemos:
—H;cos8; + H.cos 6; = —H, cos 6, (3.10)
—k;E;cos0; + k,.E,.cos0; = —k,E, cos 0, (3.11)

Da mesma forma, a polarizacdo p nos leva as seguintes equagfes para

continuidade dos campos:
E;cos0; + E,cos8; = E; cos 8, (3.13)

na qual adotamos a seguinte notacdo para os modulos dos vetores: E = |E|, H = |H|
ek =|k|.
De posse das relacbes (3.9) a (3.13), definimos os coeficientes de reflexdo

como a razao entre as amplitudes dos campos elétricos incidente e refletido, para

cada estado de polarizacédo, de acordo com:

[Er] cosf; —ncos0,

1. = |— =

* LEJ cos; +ncosé, (3.14)
[Er] —ncos6; + cos 0,

r ey — fry

P LE; , mcosf; +cosb, (3.15)

onde definimos n = n,/n, como o indice de refracdo relativo e n,, = ck,,/w
como o indice de refracdo absoluto do m-ésimo meio.
De maneira analoga, os coeficientes de transmissdo podem ser definidos a

partir das amplitudes refratadas:
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2cos0;

t.=|—| =
s [Ei]s cos6; + ncos 6, (3.16)

[ ] 2 cos 0,
p Eip_nc059i+c059t

(3.17)

Uma representacdo mais conveniente dos coeficientes pode ser obtida
eliminando sua dependéncia explicita com o angulo de refracdo. Aplicando a Lei de
Snell-Descartes nas eq. (3.14) e (3.15), obtemos uma configuracdo que facilitara a

andlise posterior:

cos; — \/n? —sen?0,

r = (3.18)
cosf; + /n? —sen?6;
—n?cosf; + /n? — sen?0; 3.19)

n2cosO; + /n? — sen?9,

Nas figuras 3.4 (a) e (b) estéo ilustrados os comportamentos das fungdes eq.
(3.18) e (3.19) para uma interface vidro/agua, onde notadamente é possivel observar
a diferenca na fracédo refletida por cada componente de polarizacdo. As razbes

definidas nas eq. (3.14) a (3.17) sdo conhecidas como coeficientes de Fresnel.
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Figura 3.4 - Coeficientes de reflexdo externa e interna para uma interface SF10/agua.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir desta figura, estdo definidas a reflexdo externa, como aquela que
ocorre quando a luz atravessa do meio com menor indice de refracdo para um meio
com maior indice de refracéo; e a reflexdo interna, que ocorre na condicdo oposta.

Como citado anteriormente, a Lei de Snell prevé a existéncia da reflexao total
interna para sin 8, = n. Substituindo a eq. (3.5) nas eq. (3.18) e (3.19) obtemos:

cos@; — Vn? —n?
1. = =
S

cos@; + Vn? —n?

1 (3.20)

—n?cosf; + Vn? — n?
= =-1 (3.21)
n?cosf; +vVn? —n?

O sinal negativo em 7, ocorre acima do chamado angulo Brewster, a partir do
gual a onda p ganha uma fase de m. (55)

E importante observar que, apesar de ser totalmente refletida para 6 > 6., a
luz penetra no meio de menor densidade éptica, conforme é demonstrado a seguir.

Seja o campo transmitido em uma interface dado por:
E, = Eq explj(k; - 7 — wt)] (3.22)

onde j =+ —1, é a unidade imaginaria. Da figura 3.3 podemos escrever:
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E, = exp [j (xkon1 sin 0; + zkyn,/n? —sin? 6; — wt)] (3.23)

na qual k, é o vetor de onda no vacuo e tomamos E,, = 1 por simplicidade. Como
acima do angulo critico sin 8; > n o radical presente no argumento da exponencial

acima é um ndmero imaginario puro, dessa forma temos:
E, = exp [j (xk0 n,sin@; + zkyn,jysin? 6 — n? — wt)] (3.24)
gue pode ser reescrito como:
E, = exp(—az) explj(xkyn,sin 9, — wt)] (3.25)

em que definimos a = kyn;/sin? §; —n?. O comportamento deste campo € ilustrado
na figura abaixo para dois angulos de incidéncia distintos, na condicdo de reflexdo

total interna. A incidéncia ocorre na regido y < 0 e a interface € o plano y = 0.

(a) (b)

1= 4
0.8- —_

% 2

A =

= 04 -

E o2 3

o (A O]

- . =

202 £2-0.27

E_—O.A‘—_ B-0.4

E -o.o—_ E-06
b -0.8-f%/

6; = 50,68° 6; = 50,79°

Figura 3.5 — Campo evanescente na interface SF10/agua para (a) 6; = 50,68° e (b) 9, = 50,79° .
Fonte: Elaborada pelo autor.

Vale notar que uma onda oscilante se propaga na direcéo paralela a interface,
no entanto, na direcdo perpendicular o campo decai exponencialmente com o fator
a. A distancia de penetracdo depende do comprimento de onda da luz e muda
rapidamente a medida que nos afastamos do angulo critico, conforme ilustrado na

figura 3.6, para luz vermelha (1 = 633 nm) incidindo em uma interface SF10/agua.
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Figura 3.6 — Distancia de penetragdo do campo evanescente para uma interface SF10/agua acima do
angulo critico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

7

A existéncia desse campo evanescente € essencial para as técnicas
baseadas no angulo critico, pois, esse atua como “ponta de prova” ao interagir com
as amostras. E importante notar que os fendmenos observados ocorrem em
distancias da ordem do comprimento de onda da luz utilizada, onde se concentra a
maior parte da amplitude do campo evanescente.

Acima do angulo critico os coeficientes de Fresnel podem ser representados

em notacdo complexa polar, conforme segue:

cosf; — j/sen?0;, —n? ae ¢

T, = = —
S .
cosf; + j/sen?0, —nz  ael”

= e /% (3.26)

—n2cos; + j/sen?6; — n? be=/B 5
— == —e /% (3.27)
n2cos6; + j/sen?6; —n? bel
em que &, =2a=Arg[r], 6,=2B =Arg[r,], a=|cosd —jVsen?6 —n?| e b=
|-n%cosh; + jVsen?6 —n?|.
As equacodes (3.26) e (3.27) nos permitem obter uma relacdo para a diferenca

de fase entre as ondas s e p como segue:

cos 8 Vsin? 8 — n?
(3.28)

§ =2tan"?! :
sinZ @
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com §=6,—46,. A figura 3.7 (a) mostra a diferenca de fase § como fungcdo do
angulo de incidéncia para a reflexdo total interna em uma interface vidro (SF10)
(n, = 1,7213) /agua (n, = 1,3328), cujo angulo critico € 6, = 50,62°, a partir do
angulo de Brewster (6, = 37,70°); j& na figura 3.7 (b) temos a diferenga de fase a
partir do angulo critico para alguns valores de n.

== T T T T T T T T
40 50 60 70 80 90 40 50
0 (graus)

60 70 80 90
0 (graus)

Figura 3.7 - Diferenca de fase entre as componentes s e p (a) a partir do &ngulo de Brewster para n =
0,774 e (b) acima do angulo critico para alguns valores de n.
Fonte: Elaborada pelo autor.

E interessante observar que existe uma expressdo analitica para a maxima

diferenca de fase entre as componentes s e p e pode ser obtido diretamente da eq.
(3.8), sua expressdo matematica é:

1—n?
Oy = 2tan? (T) (3.29)

O comportamento de §,,,, em fun¢éo de n é ilustrado na figura 3.8
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Figura 3.8 — Maxima diferenca de fase na reflexdo interna em funcdo do indice de refragcéo relativo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Note que o maximo global da defasagem depende apenas do indice de
refracdo relativo e que, devido a esta propriedade, é possivel obter polarizadores por

reflexdo, tais como o Romboedro de Fresnel.
3.1.4 Interferéncia entre as componentes ortogonais de uma onda eletromagnética

Até este ponto foram discutidos aspectos gerais da teoria que descreve o
comportamento da luz sujeita ao fenbmeno da reflexdo, tanto sob o ponto de vista
geométrico quanto pelo da teoria ondulatéria. Vamos agora discutir como
empregamos essas propriedades para realizar medi¢6es diferenciais do indice de
refracdo, expressas, neste trabalho, em termos da dindmica de interacdo entre duas
espécies quimicas.

Considere um feixe de luz monocromatica polarizada a 45° com relacdo a
normal ao plano de incidéncia, desse modo, ambas as suas componentes possuem
a mesma amplitude e a mesma fase. Esse feixe incide sobre uma interface plana
entre dois meios dielétricos transparentes lineares, isotropicos e homogéneos.
Nessa situacdo, conforme discutido, toda a informac&o sobre as amplitudes e fases
das componentes dessa onda estdo contidos nos coeficientes de Fresnel, por isso,

vamos tomar os campos refletidos como:

—

E, = Eop|r,|e'?» (3.30)
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—

E, = E,lr;le'%s (3.31)

onde [Ey;| = [Ey| = Eo/VZ.

Vamos agora projetar essas ondas numa direcdo tal que as componentes de
E, e E_Op’ nessa direcdo tenham a mesma amplitude, ou seja, vamos projeta-las a
45° com a normal ao plano de incidéncia (a mesma diregcdo do campo antes de ser

refletido). A amplitude do campo resultante fica:
Ey ip ip
E= 7(|rp|e P+ |r;let¥s) (3.32)

aqui foi desprezado o carater vetorial do campo elétrico, pois, 0 mesmo esta sobre
uma unica direcao.

Comisso, a intensidade do campo resultante é dada por:

2
I=1, (|rp| +|rs|2+2|rp|lrslcos<p) (3.33)
sendo
(O caso 0 < 6
®=@;— @, :l T caso 0z < 0 <6, (3.34)
I
kn +4 caso 0 = 6,

em que § é dado pela eq. (3.28).

Na figura 3.9, representamos o0 comportamento completo do ponto de vista da
refletividade, diferenca de fase e do perfil de intensidade para todos os possiveis
angulos de incidéncia com o intuito de facilitar a visualizacdo desses trés objetos ao
longo de todo o intervalo angular, com particular destaque para o angulo critico. Os

dados se referem a uma interface SF10/agua.
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Figura 3.9 — (a) A refletividade para as componentes s e p, (b) a diferenca de fase e (c) o perfil de
intensidade resultante da interferéncia dessas duas ondas para todo o intenalo angular.
A linha tracejada é um guia para os olhos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

E possivel notar que a amplitude do perfil de interferéncia vai a zero
exatamente na posicdo angular correspondente ao angulo critico, iSso ocorre, pois,
na situacdo limite onde a incidéncia ocorre em 6, as componentes s e p refletidas
internamente possuem a mesma amplitude mas defasadas de m, interferindo

destrutivamente entre si. A partir de 6., a diferenga de fase adicional produzida pela
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reflexdo total interna faz com que a intensidade a interferéncia ndo seja totalmente
destrutiva, mesmo que ambas as componentes ainda possuam a mesma amplitude.
Apresentamos na figura 3.10 como a posi¢do do angulo critico, para uma interface
SF10/amostra, varia a medida que o indice de refracdo da amostra € alterado de
n, = 1,3320 até n, = 1,3388 em passos de An, = 0,0017.

Intensidade (uni.arb.)

50.8 51.2
0 (graus)

Figura 3.10 - Perfil de intensidade na \izinhangca do &ngulo critico para alguns valores de IR do
substrato.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir da figura anterior, € possivel notar que a posicdo do minimo se
desloca seguindo uma tendéncia linear, para essas pequenas variacées do indice de

refragcdo do substrato. De fato € possivel demonstrar que d6, < dn, a partir da lei de

Snell-Descartes, como segue:

. n; .
sinf, = - sin 6, (3.35)
1

Tomando a diferencial de ambos os membros da eq. (3.35), temos:
dn,
cos §,d0, = —sin 0, (3.36)
n

1

Tomando 6, = 6., a eq. (3.36) se reduz a:

do, = ———dn, (3.37)
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Esta relacéo linear entre variacbes na posi¢cao angular do minimo do perfil de
intensidade e o indice de refracdo é extremamente interessante, pois, facilita a
leitura de uma medida refratométrica. Um nicho de aplicacdo para uma técnica
refratométrica baseada no angulo critico e proposta a seguir, onde o objeto de

andlise é a reacao entre um par de espécies quimicas.

3.2 DINAMICA DE INTERACOES QUIMICAS

Estudos cinéticos séo realizados, em geral, em duas etapas sequenciais:
associacao e dissociacdo. Na etapa de associacdo, um analito, A, € posto em
contato com um ligante, comumente imobilizado em uma superficie, B, formando um
complexo AB. Na etapa seguinte, somente uma solugcdo tampao interagem com o
complexo AB quebrando a ligagdo quimica e regenerando o sistema. A regeneragao
do sistema ndo ocorre para qualquer par A/B, mas como neste trabalho todas as
interacdes sao do tipo anticorpo-antigeno, essa situacdo € valida. Para a analise
realizada a seguir, sdo consideradas somente interagcbes que Sao, ou que possam
ser tomadas, como de primeira ordem.

Considere um sistema composto por uma molécula B, imobilizada em uma
superficie, e uma segunda espécie quimica A, que interage especificamente com B,
em solucdo. A reacdo de associacdo destas duas espécies € representada pela

equacao de equilibrio: (56)

A+ B 2 AB (3.38)

e tem constante de associacdo k, e de dissociagdo k,. A constante de equilibrio
para esta reacdo é definida por K, = k,/k,. Da equagdo acima, e de posse das

constantes de ligacéo e dissociagcéo, podemos escrever a seguinte equacéo de taxa:

% = k,[A][B] — kq[AB] (3.39)

em que [AB], [A] e [B] representam as concentracdes do complexo AB, do analito

A e do ligante B respectivamente. As informagdes relevantes para a compreensao
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da interacdo quimica representada pela eq. (3.38) se resumem a determinacao de
k, e k;,, que podem ser obtidos através da solugdo da equacéo de taxa (3.39). Para
resolvé-la, vamos considerar uma condicdo onde a concentracdo de A é mantida

constante, o que pode ser realizado mantendo um fluxo constante de solucdo na

superficie contendo B. Desse modo, [A] = [4],, € podemos escrever:

[Bl, = [B] + [AB] (3.40)

em que [B], é a concentragdo total de B na superficie de imobilizagéo e [B] ¢ a
concentragdo de B ndo ligado ao analito. Resolvendo a equacéo (3.40) para [AB],

temos:

[AB] = [B], — [B] (3.41)

gue na equacao de taxa (3.39) leva a:

d([Bl, —[B])
dt

= k,[Al[B] — k,([B], — [B]) (3.42)

Simplificando a expresséao anterior, podemos chegar a equacao de taxa em

funcdo da concentracdo de sitios livres:

——— = (kg [Al, + k) [B] — ky[BI, (3.43)

A partir deste ponto, faremos algumas colocacdes, de ordem particular dos
pares quimicos estudados nesse trabalho. Como veremos adiante, escolhemos
pares de ligantes especificos que possuem alta afinidade quimica, o que,
matematicamente, pode ser traduzido como k,; < k,. Dessa forma, o ultimo termo

da eq. (3.43) pode ser desprezado e teremos:

d|[B] B

BT k,,s[BI (3.44)
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onde as constantes que acompanham [B] foram comprimidas em uma Unica

constante, que entenderemos como uma taxa efetiva de primeira ordem, dada por

ks = (k. [Al, + kg). Essa Ultima equagdo de taxa com coeficiente constante pode

facilmente ser integrada e o resultado nos da o decaimento de primeira ordem da
concentracao do ligante, B:

[B] = [B] e Fovst (3.45)

Substituindo na eq. (3.41) obtemos uma expressdo para o crescimento da

concentracado do produto da reacao:
[AB] = [B],(1 — e ¥ovst) (3.46)

Resta agora analisar a etapa de dissociacdo, que segue um processo
analogo, e, lembrando que se trata de uma etapa onde apenas a solucdo tampao flui
ao longo da superficie onde agora temos o complexo AB, podemos escrever a sua

respectiva equacéo de taxa como:

d[AB]
dt

= —k,[AB] (3.47)

gque, novamente, se trata de um processo simples de primeira ordem, cuja solucao

leva ao seguinte decaimento exponencial:
[AB] = [AB] e *dt (3.48)

onde [AB], € a concentragdo do produto da reacgao ao final da etapa de associagao.
Maiores detalhes sobre os procedimentos adotados para determinar a
constante de equilibrio, K, = k,/k,, sao fornecidos na secédo de resultados. Passarei
agora aos detalhes da conexdao entre a dinAmica quimica e o angulo critico, cujo
método de obtencéo foi descrito anteriormente neste mesmo capitulo.
Considere que o ligante B foi imobilizado na superficie de um vidro com indice

de refracdo conhecido e uma solugdo de A, com concentracdo constante,
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preenchendo o meio adjacente ao vidro. Caso a camada de B seja suficientemente

espessa, a medida que ocorre a formacdo do complexo AB o indice de refracdo

percebido por um campo evanescente que interage nessa interface muda de tal
sorte que An « A[AB] e assim podemos reescrever a eq. (3.46) como:

n=ny(1— e Fobst) (3.49)

desse modo, uma técnica refratométrica capaz de realizar medic6es dinamicas é
capaz de obter toda a evolugdo da reacéo descrita anteriormente.

A seguir discutiremos o arranjo experimental necessario para tirar vantagem
das propriedades apresentadas nessa se¢do para a realizacdo de medicdes da
dinAmica de reacdes quimicas empregando refratometria baseada no angulo critico

da reflexao interna.
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4  SEGAO EXPERIMENTAL

Apresentarei nesta secdo 0s materiais utiizados e a metodologia
experimental empregados nas diversas séries de medicdes realizadas com o
objetivo de avaliar a dinamica de interacdo quimica entre pares de espécies
quimicas. Esses pares, bem como as razfes para sua utilizacdo, sdo explicitados ao
longo deste capitulo, juntamente com os protocolos seguidos na producdo das
camadas de imobilizagcéo e da fase de contato. Explico como a interferéncia entre as
duas componentes ortogonais de um Uunico campo eletromagnético € obtida

experimentalmente e, ao final, como os dados sao obtidos em tempo real.
41 METODO EXPERIMENTAL

Conforme discutido no capitulo anterior, devido a diferenca de fase adquirida
pelas ondas s e p do campo elétrico da luz, quando sujeito ao fendbmeno da reflexdo
interna, € possivel gerar um padrao de interferéncia com um minimo de intensidade
na posicado correspondente ao angulo critico. Para que tal efeito possa ocorrer, €
necessario projetar as componentes de polariza¢do ortogonais sobre uma direcéo tal
que a interferéncia seja possivel, pois, como é sabido (57-58), campos ortogonais
ndo interferem entre si, com efeito, basta notar que o produto escalar entre dois
vetores ortogonais € sempre nulo. Na pratica, isso € realizavel com um polarizador
posicionado na saida da lente, pois, a existéncia de um eixo de transmissao
preferencial, faz com que este atue como um projetor, permitindo que as
componentes paralela e perpendicular sejam somadas, fazendo com que, na
posicado angular referente ao angulo critico, exista um minimo de intensidade, que
apresenta amplitude nula caso a luz incidente seja previamente polarizada em 45 °.

Nas medi¢cdes foram utilizadas lentes semicilindricas fabricadas com vidro
denso tipo flint, mais especificamente o SF10 adquirido da Schott (59), que possui
indice de refracdo n, =1,7231, para A=6328nm, que corresponde ao
comprimento de onda do laser de He-Ne, utilizado como fonte de luz em todos os
resultados apresentados neste trabalho. Uma vez que o laser emite um feixe de luz
colimado, se faz necessario um elemento focalizador, de modo a produzir uma gama

de angulos de incidéncia, razdo pela qual sdo empregadas lentes com a geometria
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citada anteriormente. Com isso, 0 posicionamento do laser na face de entrada é
escolhido de tal sorte que o angulo critico da reflexdo interna pertenca a esse
intervalo, permitindo o monitoramento da posicdo do mesmo que, conforme descrito
na secao anterior, se apresenta como uma faixa escura no perfil de intensidade
produzido apOs a reflexdo interna na interface lente/amostra. Outro detalhe a ser
notado € a escolha do vidro, pois, quanto maior o indice de refracdo da lente, maior
a variedade de amostras que podem ser analisadas, visto que o indice de refracéo
da lente deve ser maior que o da substancia analisada para que o angulo critico
ocorra.

Com 0s mecanismos necessarios para gerar o padrdo de interferéncia, a
realizacdo das medi¢des de dindmica quimica se segue a partir da producdo dos
filmes de anticorpos e das solucBes contendo antigenos especificos, passando pela

aquisicdo e analise de dados conforme descrito a seguir.

4.2 PRODUCAO DAS CAMADAS DE IMOBILIZACAO

Nos estudos da dinamica quimica, as amostras analisadas consistiam de um
filme composto por um anticorpo, ao qual chamamos camada de imobilizacdo, e por
uma solucdo contendo o antigeno especifico, denominada fase de contato.

As fases de contato utilizadas consistiram de solucfes individuais de BSA
(Bovine Serum Albumine) diluido, em algumas concentra¢gbes distintas, em PBS
(Phosphate-buffered saline). O PBS é uma solucdo que simula o PH e as condi¢bes
de salinidade das células humanas (isotbnica), sendo, por essa razdo, utilizado para
solubilizar os antigenos componentes da fase de contato em ensaios de imunologia.

A BSA é uma proteina monomérica, globular, relativamente pequena, com
peso molecular de aproximadamente 66,5 kDa. Possuindo boa solubilidade em agua
e alta estabilidade, responde por aproximadamente 60 % do volume proteico do
plasma sanguineo. Devido a esta alta estabilidade em solu¢cdo, € comumente
empregada como estabilizador para outras proteinas. Essas caracteristicas, sua
abundancia e estabilidade, fazem da BSA um importante veiculo para a distribuicdo
de drogas via corrente sanguinea, portanto, conhecimento sobre sua imobilizacdo e
imunorreacao é de fundamental importancia na validacdo de qualquer, em particular

deste apresentado no presente trabalho, ensaio de afinidade quimica.(48)



53

Para a fase de contato contendo BSA, foram produzidas camadas de
imobilizagdo com o anti-BSA, anticorpo especifico da BSA. Para verificar que os
dados obtidos sdo decorrentes da interacdo entre o antigeno e seu anticorpo
especffico, eliminando assim a possibilidade de sinais errdbneos produzidos por
outros ligantes, realizamos um teste com um segundo anticorpo, conforme
apresentado ao longo deste capitulo.

Em um primeiro momento, foram produzidos filmes em monocamadas
automontadas seguindo um protocolo semelhante ao proposto em. (60) Todos os
reagentes empregados no procedimento descrito a seguir tém graduacao analitica e
foram adquiridos do catdlogo SIGMA-ALDRICH. (61) Os procedimentos foram
realizados junto ao Grupo de Nanomedicina e Nanotoxicologia (GNano), dirigido
pelo Prof. Dr. Valtencir Zucolotto, com a colaboracdo e supervisdo da Dra. Juliana
Cancino Bernardi e Dr. Nirton Cristi seguindo as seguintes etapas:

) Limpeza: As lentes sdo higienizadas com etanol para a retirada de
residuos inorganicos passiveis de remocdo por abrasao.
Posteriormente, as mesmas sdo colocadas em um banho de
permanganato de potassio por pelo menos 12h e, em seguida, em uma
solucdo de perdéxido de hidrogénio por um intervalo de 2h, garantindo
entdo a remocdo dos residuos organicos. As lentes séo lavadas com
agua deionizada para a retirada do H,0, e tem inicio a etapa de
silanizagéo.

i) Silanizacdo: O preparo da superficie plana das lentes para que estas
recebam a camada de anti-BSA passa por um processo de silanizagao.
Os silanos se ligam covalentemente ao vidro (lente) e permitem a
producéo de filmes que ndo séo facilmente removidos, com efeito, para
producdo de novos filmes a limpeza da camada de silanos € realizada
por meio de abrasdo com 6xido de cério em uma base de piche. Nesta
etapa utiizamos o 3-aminopropiltrietoxilano (APTES), cuja formula
molecular € apresentada na figura 4.1, em solucdo alcodlica, com
concentracdo de 20% em volume, em etanol, que foi gotejada sobre a
face plana das lentes e deixada em repouso por 20 minutos. O excesso
€ removido em dois banhos de etanol, um banho de agua deionizada e
finalmente um banho em PBS, nessa ordem, permitindo entdo a

deposicdo de uma camada de ligantes.
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ii)

0~ “CHs

|
O73 >N,
HaC.__O

Figura 4.1 — Férmula molecular do APTES.
Fonte: MERCK. (61)

N

Camada de ligantes: Esta camada atua como uma ponte entre 0 APTS
e o0 anti-BSA. O ligante utilizado, com estrutura molecular ilustrada na
figura 4.2, o glutaraldeido (GA) em solucdo aquosa, de 2,5% em
volume, é gotejado sobre o filme de APTS, permanecendo em contato
com este por 30 minutos. Ao final desse periodo, o excesso de GA é
removido em um banho em agua deionizada e outro em PBS. Nesta
etapa o GA se liga em uma de suas extremidades ao filme de APTS,

ficando com o outro extremo livre para se ligar ao anti-BSA.

O O
x x

Figura 4.2 — Formula molecular do glutaraldeido.
Fonte: MERCK. (61)

Camada de anti-BSA: Com a camada de ligantes preparada, cada
lente recebe 200 uL de uma solugéo, contendo 2 mg/mL de anti-BSA
em PBS e séo deixadas reagindo por 2 horas, sendo lavadas em dois
banhos de PBS para que entdo os ligantes que ndo se associaram a

anti-BSA sejam bloqueados.
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V) Blogueio da camada de ligantes: Como nem todos os sitios de ligacao
formados pelo GA sdo ocupados pela anti-BSA, esta etapa é
necessaria para que este nao se ligue aos antigenos presentes na fase
de contato, o que produziria sinais enganosos da interacdo entre as
espécies de interesse. O blogueio é realizado pelo gotejamento de uma
solucdo de glicina, apresentada na figura 4.3, em PBS, em
concentracdo de 50 mM, por cerca de uma hora. Apds 0s sessenta
minutos as lentes sdo lavadas em PBS, o que finaliza o processo de

producéo da camada de imobilizacao.

0
H2N \)kOH

Figura 4.3 — Férmula molecular da glicina.
Fonte: MERCK. (61)

Com as camadas de imobilizacdo devidamente preparadas, as lentes
possuem filmes com a estrutura ilustrada na figura 4.4. Estd morfologia é
tipica de filmes compostos por monocamadas automontadas (SAM — self

assembled monolayers). (62)

TT x  Glicina

2 2 \/ Anti-BSA

|GA

? APTS

Figura 4.4 — Morfologia dos filmes compostos por SAM.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na figura 4.5, abaixo, podemos notar a estrutura molecular completa de
uma das constituintes da camada de imobilizagcdo, onde o anti-BAS é

representado em verde na extremidade nitrogenada: (63)

<O~
Q—O;SV\”N%VAV=N
oL __

Figura 4.5 — Camada de imobilizacdo obtida com APTES/glutaraldeido.
Fonte: Elaborada pelo autor.

As lentes funcionalizadas segundo o protocolo descrito acima
apresentaram bons resultados (grande variacdo do sinal observado),
conforme sera apresentado na secao seguinte, porém, os resultados ndo se
reproduziam em sucessivas medicdes e, além disso, os filmes apresentaram

vida-util muito curta, oxidando rapidamente, conforme ilustrado na figura 4.6:

Figura 4.6 — Filmes de APTES/glutaraldeido oxidados.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A nao-reprodutibilidade observada em medicbes consecutivas se deve
provavelmente a esta oxidagao.

Com o intuito de tentar contornar este inconveniente, foram realizadas
diversas altera¢des, ndo simultdneas, em algumas etapas da producdo dos filmes.

Dentre essas alteragdes cito a mudanca na quantidade de banhos realizados entre
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as etapas, substituicdo do PBS por agua deionizada em todas as etapas de lavagem
e mudancga nas concentracdes dos reagentes, no entanto, a oxidacao ocorria de tal
maneira que os filmes se tornavam inutilizados em menos de 48 horas. Isolando as
reacbes quimicas que fazem parte da producdo das camadas de imobilizacdo em
eppendorfs, foi possivel notar que a oxidagdo se dava pela reacdo entre o APTES e
0 glutaraldeido, conforme ilustrado na figura 4.7, onde apenas estas duas
substancias estdo presentes dentro do eppendorf, nas concentracées de 20 % em

volume de etanol e 2.5 % de volume em agua, respectivamente.

Figura 4.7 — Eppendorf contendo APTES e glutaraldeido.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Com a persisténcia desse efeito, foi adotada uma nova estratégia para a
producdo das camadas de imobilizacdo, baseada na interacdo entre a 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e a N-hidroxisuccinimida (NHS), cujas

formulas moleculares sao ilustradas nas figuras 4.8 (a) e (b), respectivamente.

NH—CHj

HaC

O O
\-—N=C=N Il\l
(@) O H
(b)

Figura 4.8 — Formula molecular da EDC (a) e da NHS (b).
Fonte: MERCK. (61)
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A EDC reage com grupos carboxila, componentes da regido constante da

cadeia pesada de anticorpos, (61) formando um intermediario ativo que, por sua vez,

reage facilmente com aminas primarias, como aquela presente nas moléculas de

APTES. Na reacdo desta espécie intermediaria com a amina primaria do APTES,

forma-se como produto uma ureia e uma molécula resultado da ligacao direta entre

a carboxila e a amina, ou seja, 0 EDC atua como um intermediario da ligacdo entre o

anticorpo e o silano, sendo o NHS um agente que melhora o rendimento da reacao.

(64-66) O mecanismo de atuacdo do EDC na ligacdo entre o anticorpo e o silano é

ilustrado na figura 4.9, abaixo:

~ ~H-
H + N%
L» i /@
H

amina primaria
cr S

=X

|
Hoas ’
¢
acido N ester ativo proteinas isoureia
carboxilico EDC (intermediario) ligadas (subproduto)

Figura 4.9 — Mecanismo de atuagdo do EDC.
Fonte: Adaptada de THERMO-FISHER. (66)

O protocolo utilizado na produgdo destas camadas com EDC/NHS é descrito

a sequir.

)

i)

ii)

Limpeza: A etapa de limpeza é idéntica & aquela empregada na
producéo de filmes de APTES/glutaraldeido, descrita anteriormente.
Silanizacdo: A silanizacéo das lentes foi realizada pelo gotejamento de
200 uL de APTES em concentracdo de 2 % em volume em etanol por
uma hora. Apdés este periodo, as lentes sédo lavadas com &gua
deionizada e estdo prontas para receber a camada de ligantes.

Camada de anti-BSA: Para produzir a camada de ligantes, uma
solucdo contendo EDC, NHS e anti-BSA em concentracdes de 8 nM, 5

nM e 60 ug/mL, respectivamente, que permaneceu reagindo por 2 h

em PBS é gotejada na superficie plana das lentes cilindricas onde
repousa por 1 h. Nesta etapa, o anti-BSA ligado ao EDC na solugéo de
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PBS se liga ao grupo amina do APTES, ja ligado ao 6xido de silicio
presente nas lentes. A lavagem da ureia que surge como subproduto
desta reacao e feita em trés banhos em PBS, restando agora apenas o
bloqueio dos sitios ndo ocupados pelo anti-BSA.

iv) Blogueio da camada de ligantes: De maneira semelhante, o bloqueio é
realizado com uma solucdo de 50 mM de glicina em PBS por cerca de
trinta minutos, sendo entdo as lentes lavadas em PBS, findando assim
a producéo das camadas de imobilizacao.

A camada de imobilizacdo produzida através deste Ultimo método apresenta a

estrutura ilustrada na figura 4.10, abaixo:

_8/S|/\/\N

OIPIA

O

Figura 4.10 — Estrutura molecular do filme de EDC.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Este procedimento resultou em filmes que ndo apresentam a rapida oxidacao
observada nos filmes com glutaraldeido e de excelente qualidade Optica, o que
melhorou a qualidade dos dados obtidos.

Foi desenvolvido um suporte para que as lentes funcionalizadas com as
camadas de imobilizacdo fossem colocadas em contato com a solugcdo de

antigenos, conforme ilustrado na figura 4.11, a seqguir:
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Entrada da
fase de
contato

Figura 4.11 — Suporte utilizada para permitir o fluxo da fase de contato pela base da lente
semicilindrica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Com esse suporte, as lentes sdo pressionadas mecanicamente contra uma
base de acrilico, que possui canais por onde a fase de contato circula interagindo
assim com a camada de imobilizacdo. O controle da vazdo da fase de contato foi
realizado com um aparelho comercial adaptado. O sistema possui um motor de
passo acoplado a uma “rosca sem fim”, que possibilita pressionar o émbolo de uma

seringa em velocidades controladas.

4.3  SISTEMA DE AQUISICAO DE DADOS

Na montagem experimental empregada nas medi¢cbes de interacdo quimica,
direcionamos, em primeiro lugar, o feixe de luz emitido pelo laser de He-Ne em
direcdo a um polarizador com eixo de transmisséo orientado a 45 ° com a horizontal,
garantindo que ambas as componentes de polarizacdo transmitidas possuam a
mesma amplitude. ApGs atravessar o polarizador o feixe é focalizado pela lente
semicilindrica e, depois de ser refletido pela base plana desta, onde interage com a
amostra, passa por um analisador orientado paralelamente ao polarizador de
entrada. A luz transmitida pelo analisador é coletada por um dispositivo que possuli
um arranjo linear de elementos fotossensiveis (pixels), que produz um sinal elétrico
proporcional a intensidade luminosa que atinge cada pixel. Por meio de um cabo
USB o sinal elétrico € enviado para um computador onde podemos realizar analises

deste por meio de um programa de aquisi¢ao e tratamento de dados.
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4.3.1 Charge-coupled device (CCD)

O dispositivo de carga acoplada, ou CCD, empregado, é o ILX554B produzido
pela Sony e consiste de um arranjo linear de 2048 elementos fotossensiveis, cada
um com dimensdes de 14 um x 56 um, separados por 14 um que possui baixo
consumo e trabalha em frequéncia de até 2 MHz. (67) A conexdo do CCD com o
computador se da por intermédio de uma placa controladora, que permite o ajuste
do tempo de integracdo dessa, possibilitando a melhoria do contraste e a reducéo do
ruido presente no sinal transmitido para o computador.

A base do prisma é colocada a uma distancia de 10 cm do CCD e, dadas as
amplitudes tipicas de variagdo do sinal monitorado, as variagbes angulares da
posicdo do angulo criico com a evolugdo das ligacfes quimicas na camada de
imobilizacdo, que sdo da ordem de 50 pixels, podem ser tomadas como pequenos
segmentos de reta ao longo do CCD, sem a necessidade de correcdes na leitura do
sinal. Na figura 4.12 é apresentado o CCD utilizado, acoplada ao conector ao qual

se conecta a placa de controle e a placa de controle da mesma.

Figura 4.12 - CCD linear Sony ILX 554B e sua placa de controle.
Fonte: Elaborada pelo autor.

O CCD e a placa de controle constituem a parte fisica do sistema de
aquisicao de dados, composto ainda pelo software de analise descrito a seguir em

detalhes.
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4.3.2 Programa de aquisicao e tratamento dos dados

O sinal elétrico enviado pelo CCD é interpretado pelo programa como uma
matriz linear, enderecando cada amplitude ao seu respectivo pixel. Como se trata de
um sensor linear, a matriz de amplitudes nada mais é do que um perfil de
intensidade do padrdo de interferéncia refletido pela lente semicilindrica coletado
pela parte sensivel do CCD.

Esta matriz € submetida a alguns tratamentos matematicos de modo a reduzir
o ruido presente no sinal, melhorando a qualidade das medidas obtidas. A placa de
controle recebe do software a janela de integracdo e envia o sinal correspondente &
luz coletada nesse tempo de integracdo para que 0 mesmo possa ser agrupado e
uma média de diversas matrizes de intensidade possa ser obtida. A matriz de
médias passa por um filtro de frequéncia, que pode estar, a critério do usuario,
ativado ou desativado, para que seja possivel obter uma supresséo ativa do ruido
presente nessa matriz, conforme ilustrado na figura 4.13. ApGs o filtro de frequéncia,
€ possivel realizar uma correcdo da amplitude do sinal obtido levando o minimo de
amplitude para o valor zero, ou seja, trata-se de uma remoc¢édo do background do

sinal, finalizando a etapa de tratamento do sinal.

Aamplitude

1 | | 1 1 1 1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 22
pixel pixel

| i | 1 I | | 1 |
60 80 100 120 140 160 180 200 27

Figura 4.13 — Efeito do filtro de frequéncia (a direita) no sinal sem filtro (esquerda) obtido pelo CCD.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A andlise consiste basicamente de duas etapas, a obtencdo da posicao da
amplitude minima do perfil de intensidade e a calibracdo desta posicdo em funcao
de alguma grandeza fisica conveniente, por exemplo, do indice de refracdo. A
posicdo do minimo é calculada por meio de um ajuste quadratico em um intervalo de

dados cuja largura é definida pelo usuario. O ajuste polinomial é utilizado devido a
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necessidade de se obter um valor intermediario que ndo consta nos dados
experimentais, que sdo discretos, pelo fato de o elemento sensivel do CCD néo ser
continuo. Com isso € possivel obter valores fracionarios para as posicfes dos
minimos. Um exemplo deste procedimento é apresentado na figura 4.14 abaixo,
onde é possivel notar que o vértice da parabola ndo coincide com o0s pontos
experimentais de menor amplitude. Os pontos utilizados no ajuste estdo limitados

pela linha horizontal.

— o ——
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Figura 4.14 — Ajuste quadratico empregado para determinar a posicdo do minimo de intensidade no
CCD.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Relacionando as posi¢cdes ocupadas pelos minimos com o tempo de
execucdo do programa, medido a partir do clock do processador, conseguimos
realizar um acompanhamento dinamico, que possibilita 0 monitoramento em tempo
real da modificacdo do indice de refracdo da amostra analisada. Na figura 4.15
apresentamos a interface do programa utilizado onde destacamos suas principais

funcionalidades.
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Figura 4.15 — Interface do software de analise de dados com destaque para algumas funcionalidades.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 4.15, destacamos as seguintes funcionalidades: (a) endereco da
porta de comunicacdo da qual se coleta os dados, ou seja, a porta na qual o CCD
esta conectado; (b) controle do intervalo de pixels a ser representado no gréafico, do
tempo de integracdo do CCD e do numero de matrizes utilizadas no céalculo da
matriz de médias; (c) botdo liga/desliga e ajuste de parametros do filtro de
frequéncia; (d) grafico da matriz de médias apresentado como amplitude x posi¢ao;
(e) grafico da matriz de médias calibrado com correspondéncia para alguma
grandeza fisica de interesse, no exemplo, para o indice de refracdo; (f) grafico da
posicdo do minimo de amplitude em funcdo do tempo. Vale ressaltar que todos
esses graficos sdo obtidos dinamicamente, em tempo real.

Um exemplo do padréo luminoso incidente no CCD esta ilustrado na figura
4.16.
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Figura 4.16 — Padréo luminoso caracteristico definindo o &ngulo critico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observe que a posicdo do angulo critico fica claramente definida como uma
faixa escura no perfil do laser, permitindo uma facil deteccdo do mesmo pelo

software de analise de dados.
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5 RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo serdo apresentados o0s principais resultados experimentais
obtidos. Discutiremos os detalhes da producdo das camadas de imobilizacdo de
antigenos e das solucbes contendo anticorpos especfificos. Buscaremos validar a
aplicabilidade da técnica por meio de uma abordagem qualitativa acerca dos

resultados experimentais obtidos até entéo.

51 MEDIDAS DO INDICE DE REFRACAO DE LIQUIDOS TRANSPARENTES

A técnica empregada neste trabalho se fundamenta em variagbes do indice
de refracdo para produzir um sinal associado a interacdes quimicas, ou seja, trata-se
de uma técnica refratométrica. Se faz relevante, portanto, apresentar o desempenho
do sistema e dos métodos do ponto de vista da metrologia do indice de refracao.
Para realizar esta validagcdo foram empregadas diversas solugbes aquosas de
DMSO e etanol, separadamente, cujos indices de refracdo foram determinados em

um aparelho comercial, 0 ATAGO RX-5000«, e comparados com os valores obtidos

a partir de uma prévia calibracdo do presente sistema. A temperatura ambiente, de
aproximadamente 22 °, se manteve estavel (menos de 0,5 ° de flutuacdo térmica),
fato importante e que sera abordado em maiores detalhes adiante. Nos dois casos
as medicdes sao estaticas e uma média com centenas de pontos é realizada antes
gue o valor final seja coletado para comparacao.

Para realizar a calibracdo, duas amostras eram selecionadas e medidas em
ambos os sistemas, no comercial e no proposto no presente trabalho. O valor de
indice de refracdo obtido no aparelho comercial para a primeira das amostras era
associado a respectiva posicdo do minimo de intensidade determinada no proposto
método e 0 mesmo para a segunda amostra. Desse modo uma lei de conversao
entre nimero do pixel e o valor do indice de refracdo era definida por meio de uma
reta de ajuste, possibilitando a medida direta do indice de refracdo das demais
amostras. Se a calibracdo é valida, a relacdo entre os valores de indice de refracao
obtidos por ambos os métodos devem, ao serem representados em um grafico,
apresentarem relacdo linear e a reta de ajuste desses pontos deve apresentar

coeficiente angular unitario. Os resultados obtidos com a solucdo de DMSO estéo
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apresentados na figura 5.1 e com etanol, na figura 5.2, onde em ambos 0s casos 0s
valores obtidos pelo método proposto sédo apresentados no eixo vertical e os obtidos

através do refratbmetro comercial no eixo horizontal.

1,355 ; : . , : . - .
1,350
1,345 -

1,340

Método proposto

1,335 oo

1,330 , i : .‘ . , . ; ;
1,330 1,335 1,340 1,345 1,350 1,355

Refratometro comercial

Figura 5.1 — Comparacdo entre o sistema empregado neste trabalho e um refratbmetro comercial
para solugbes de DMSO. A linha vermelha é uma cunva de ajuste cujo coeficiente linear
€ 1,002 £+ 0,006.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 5.2 - Comparagdo entre o sistema empregado neste trabalho e um refratbmetro comercial
para solugBes de etanol. A linha vermelha é uma curva de ajuste cujo coeficiente linear é

1,02 + 0,01.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Note que em ambos 0s casos o intervalo de indices de refragdo das amostras

é da ordem de 1072, que é uma grande variagéo, porém os resultados coincidem em

fracOes desse intervalo e atingem coincidéncia em uma parte em 107> unidades de
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indice de refracdo. Os desvios do coeficiente angular das retas de ajuste sdo de
0,6 % para as solu¢des de DMSO e 1 % para a de etanol, em torno do valor unitario,
ou seja, os valores obtidos pelo método empregado neste trabalho concordam em

cerca de 1% com aqueles obtidos pelo aparelho comercial que apresenta precisao

da ordem de uma parte 107>,

5.2 EFEITOS DA TEMPERATURA

Apesar da possibilidade de fornecer resultados com precisdo de uma parte
em 10° no indice de refracdo, alcancar a estabilidade necessaria para que isso
ocorra depende de diversos fatores externos, dentre 0s quais a temperatura € o
mais relevante. Os efeitos térmicos afetam o desempenho do sistema, causando
alteracoes fisicas em todos os componentes, desde o laser até o ar que envolve a
montagem experimental. Com efeito, a figura 5.3 mostra a evolugdo temporal da
posicdo do angulo critico devido apenas a termalizacdo do sistema (lente
semicilindrica em contato com PBS), partindo da temperatura de armazenamento
em geladeira até atingir a temperatura do laboratério. A contribuicdo de cada
componente foi avaliada quanto a significancia desses efeitos ligados a flutuacéo

térmica ambiente e os principais resultados séo discutidos adiante.
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Figura 5.3 — Ewlucdo temporal do &ngulo critico com lente semicilindrica em contato com PBS
aquecem até atingir temperatura ambiente.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em primeiro lugar, foi avaliada a dependéncia do indice de refracdo do ar
como fungdo das varidveis: temperatura, umidade relativa e, por completeza,
pressdo atmosférica. Para isso foi empregado um cdédigo escrito em linguagem
Python com base na equacédo de Ciddor e da documentacdo distribuida pelo NIST
(National Institute of Standards and Technology) (68-69) para o indice de refracédo do
ar. A cada etapa de calculos, duas das grandezas eram mantidas constantes ao
passo que apenas a dependéncia com um delas era avaliada. Nas figuras 5.4 e 5.5
estdo os resultados simulados para o indice de refracdo do ar como funcdo da

temperatura e da umidade relativa do ar, respectivamente.

1,000285 T T T T T T T T T T

1,000280 — a
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Figura 5.4 — Simulacdo do indice de refragdo do ar como fun¢do da temperatura para umidade
relativa mantida em 45% e pressao atmosférica 101,325 kPa. A linha vermelha é apenas
um guia para os olhos.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 5.5 — Simulacao do indice de refracdo do ar como fungdo da umidade relativa para
temperatura mantida em 22 °C e pressao atmosférica 101,325 kPa. A linha vermelha é
apenas um guia para os olhos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como podemos notar, a contribuicdo de pequenas variagcdes de temperatura
para o indice de refracdo do ar é da ordem de uma parte em um milh&do, ou seja, dez
vezes menor que a precisdo do sistema, ndo sendo significativas como fontes de
erro, mesmo que sejam combinadas. A equacdo de Ciddor também relaciona o
indice de refracdo com a pressdo ambiente, cuja dependéncia é ilustrada na figura
5.6.
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Figura 5.6 — Simulacao do indice de refracdo do ar como funcdo da pressdo atmosférica para
temperatura mantida em 22 °C e umidade relativa em 45 %. A linha vermelha é apenas
um guia para os olhos.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Observe que a dependéncia com a pressao € bem mais acentuada, cerca de
dez vezes mais forte, porém com derivada com sinal oposto, o que contradiz com o
observado na figura 5.3, onde notamos que a termalizacdo ocorre em valores
menores de indice de refracdo. Essa Ultima simulacdo seguiu apenas a titulo de
completeza, uma vez que todos 0s experimentos ocorreram em pressao atmosférica
constante.

Outro ponto que apresenta dependéncia insignificante quanto a flutuactes
térmicas se deve a dilatacdo e ao efeito termo-Optico da lente cilindrica. De acordo
com as informacdes do fabricante (59) dos vidros utilizados na producdo das
mesmas, ambas as contribuicdes sdo da ordem de 10”7 para variacdes tipicas da
temperatura do laboratorio.

Uma vez que tanto a lente quanto o ar ndo afetam significativamente a leitura
do indice de refracdo, resta avaliar a contribuicdo da amostra. Uma vez que todas as
solucbes empregadas s&o predominantemente compostas por agua, foram
realizadas medicbes do indice de refracdo da agua em funcdo da temperatura,
novamente empregando o aparelho ATAGO RX-5000«, que permite selecionar a

temperatura de medicdo num intervalo entre 5 °C e 50 °C. Os resultados obtidos séo

apresentados na figura 5.7.
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Figura 5.7 — indice de refracdo da agua em fungdo da temperatura. A cuna vermelha é apenas um
guia para os olhos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Fica evidente que os efeitos térmicos associados a amostra sdo de extrema

relevancia para a estabilidade do sistema empregado neste trabalho. Em situactes
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tipicas, a temperatura ambiente durante as medicbes € cerca de 22 °C, porém,
flutuacbes da ordem de + 2 °C sdo comuns e levam a erros nas medidas em cerca
de duas partes em 10*, que representa mais de dez vezes a precisdo tipica
necessaria para medicdes de afinidade quimica. Para driblar esse empecilho, como
o sistema empregado ndo conta com controle de temperatura, o ambiente era
monitorado e as medi¢cdes eram realizadas nos intervalos onde a temperatura

ambiente se mantinha mais estavel, com monitoramento simultdneo da temperatura,

permitindo o acompanhamento da cinética quimica, como apresentado a seguir.
5.3 MEDIDAS DE AFINIDADE QUIMICA

A cinética molecular da interacdo entre os filmes produzidos e seus
respectivos antigenos especificos foi analisada. Os experimentos foram realizados
em temperatura ambiente, que permanecia constante em cerca de 22 °C com
+ 0,5 °C de tolerancia em torno desse valor, para cada medicdo. Com a bomba de
injecdo da fase de contato, o fluxo de analito circulando pela base da lente cilindrica
pode ser controlado e mantido constante com fluxo minimo dependente das
dimensdes da seringa utilizada.

Conforme mencionado na secao experimental, foram empregados dois
protocolos distintos para producdo das camadas de imobilizacdo, o primeiro deles,
empregando APTES/glutaraldeido, levou aos resultados apresentados nas figuras
5.8 a 5.10. A principio, as camadas de imobilizacdo foram elaboradas utilizando
BSA e, a fase de contato contendo anti-BSA, ordem inversa ao que foi empregado

nos demais experimentos.
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Figura 5.8 — Ewlugcdo temporal da posi¢cdo do angulo critico para solugéo contendo 0,1 mg/mlde
anti-BSA em contato com filme APTES/glutaraldeido/BSA.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 5.9 - Ewlugéo temporal da posi¢cdo do angulo critico para solugédo contendo 15 mg/ml de

anti-BSA em contato com filme APTES/glutaraldeido/BSA.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 5.8 apresenta a resposta do sistema quando uma solucdo de

0,1mg /mL de anti-BSA flui a uma taxa constante de 20 uL /min pela base da lente

cilindrica, conforme descrito no capitulo anterior. Notamos que a posicdo do minimo

de intensidade desloca de aproximadamente um pixel em cerca de 500 s, variacdo
esta que estimamos, com base em calibracdes prévias, corresponder a 10~* URI

(Unidades de indice de Refracdo). Ja na figura 5.9, mantendo o mesmo fluxo de

anti-BSA, utilizamos uma solugdo contendo 15 mg/mL, o que leva a uma

perceptivel mudanca no sensorgrama. Notamos que ndo sO a variacdo na posicao
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do minimo, ou seja, a quantidade de anticorpos ligados ao filme, aumenta com o
intervalo de tempo necessario para que o equilbrio seja atingido diminui. Essa
reducdo no tempo necessario para que o equilibbrio quimico seja atingido esta de
acordo com a eq. 3.19, onde, para k, = cte, k; = cte, [B] = ctee k, > k,, a taxa
de crescimento dos produtos é proporcional a concentracdo de analito em solucéo.
A estabilidade do sensor pode ser verificada pelo patamar observado na condicéo
de equilibrio, onde a posicdo do minimo detectado pelo CCD se mantém
praticamente constante por cerca de 150 segundos, quando a medicao € finalizada.
Vale reforcar que essa estabilidade €& fortemente dependente do controle da
temperatura ambiente que, de acordo com a equacéo de Ciddor-Edlen, pode causar
uma mudanca de 10~* UIR para uma variacdo de 1°C na temperatura o que
representa cerca de um pixel.

Finalmente apresentamos na figura 5.10, um sensorgrama completo
compreendendo as etapas de ligacdo, equilibbrio e remocdo dos anticorpos. Para
obtermos esse resultado injetamos PBS para verificar que ndo haveria resposta do
sistema para o solvente puro e em seguida a seringa com PBS foi substituida por
outra contendo uma solucdo de 60 mg/mlL de anti-BSA, que consistia da
concentracdo da solucdo adquirida da SIGMA-ALDRICH, que foi novamente
substituida pela solucdo tampdo quando uma situacdo de equilibrio foi atingida,
conforme indicado pelas setas na figura 5.10. Alguns pontos merecem particular
atencdo; em primeiro lugar note que apesar de ter sido utilizada uma solucéo quatro
vezes mais concentrada, a resposta do sensor foi apenas 15 % maior; em segundo
lugar, o tempo necessario para que esta resposta fosse alcancada reduziu em quase
50 %.
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Figura 5.10 — Sensorgrama completo obtido com uma solu¢do de 60 mg/ml de anti-BSA em PBS.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Estes resultados podem ser justificados por dois efeitos: a saturacdo dos
sitios de BSA disponiveis na camada de imobilizacdo e pelo fendbmeno conhecido
como limitagao do transporte de massa (MTL — Mass Transport Limitation). (70,71) A
saturacao dos sitios de ligacdo do filme de BSA limita a resposta maxima do sensor,
uma vez que, com todos os sitios da camada de ligagdo ocupados, 0s anticorpos
presentes na fase de contato ndo interagem com o0 campo evanescente e, portanto,
0 sensor ndo percebe variagcdes no indice de refragdo do filme. O segundo efeito,
bem mais delicado e com dificil solucdo, demorou quase trinta anos para ser
devidamente estudado e ter seus efeitos esclarecidos. Esse efeito esta relacionado
com a velocidade de difusdo do analito em solucéo até a interface com o filme.

Os eventos de ligacdo que ocorrem durante a interacao entre ligante e analito
podem ser considerados, em boa aproximacao, como efeitos de interface, ou seja, a
camada de ligacao interage predominantemente com as moléculas que estdo em
contato com o filme depositado na base da lente em detrimento aquelas que se
encontram mais afastadas. No caso de pares quimicos com alta afinidade, como é o
caso do BSA e do anti-BSA, e envolvendo solugdes muito concentradas, as ligagoes
na interface ocorrem muito mais rapidamente que a difusdo das moléculas ao longo
do volume da fase de contato até a vizinhanga da camada de imobilizacdo. Esse

fendbmeno altera significativamente a concentracdo de analito localmente afetando

toda a cinética da reacao. (70-72)
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A solucdo para o efeito da limitacdo por transporte de massa envolve avaliar
os resultados obtidos ao longo das medi¢cdes e verificar se as constantes que
caracterizam a dinamica se alteram para diferentes concentracdes de analito.

Nesta etapa, outro detalhe que vinha se mostrando cada vez mais importante
comecou a ser investigado, o que levou a completa reformulacdo do protocolo de
producdo dos filmes. Conforme descrito no capitulo quarto deste trabalho, a
oxidacdo das camadas de imobilizacdo inutilizavam as lentes em pouco tempo e
esse problema foi contornado por meio da funcionalizacdo da lentes com EDC/NHS.
Juntamente com o novo protocolo de funcionalizacdo, a camada de imobilizacédo
passou a ser produzida com anti-BSA, ao contrario do que vinha sendo feito.

Os resultados com filmes de EDC/NHS apresentavam comportamento tipico

ilustrado na figura 5.11, abaixo.
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Figura 5.11 — Limitag&o por transporte de massa.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os cinco degraus observados na figura 5.11 correspondem a injecao de PBS,
na sequéncia: injecdo de uma solugdo contendo 1 mg/ml, em seguida 3 mg/ml,
5mg/ml, 10 mg/ml e finaimente 15 mg/mlde BSA.

Uma etapa completa envolvendo adicdo de sucessivas solugdes de BSA com
etapa de remocao utilizando a solucdo tampéao também foi realizada e o observado

se encontra ilustrado na figura 5.12.
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Figura 5.12 — Ewlugéo temporal do angulo critico para solugdes contendo 1 mg/ml, 5 mg/ml,
10 mg/ml, 15 mg/ml de BSA e etapa de recuperagdo da camada de imobilizagdo com
PBS.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O comportamento observado acima foi obtido com PBS, em seguida,
solu¢des contendo 1mg/ml, 5mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml de BSA, seguido
pelo PBS novamente, para a recuperacao da camada de imobilizacao.

Note que de maneira semelhante ao que ocorreu com os filmes de APTES, a
remocao completa do analito que se ligou a camada de imobilizacdo ndo ocorre, que
pode ser observado pela diferenca na posi¢cdo ocupada pelo angulo critico no inicio
e no final da medicao.

Com relagdo aos resultados apresentados até o momento, uma importante
observacdo quanto as concentracdes utilizadas deve ser feita. Como mencionado
anteriormente a concentracdo de anti-BSA utilizada na producdo das camadas de
imobilizagdo era de 2mg/mL isso limita a quantidade de ligacdes especificas
possiveis de serem realizadas pelas moléculas de BSA em solucdo. Como
consequéncia, interacfes nao-especificas devidas ao excesso de analito passam a
ser mais relevantes na resposta do biossensor. Dentre as varias interacdes nao-
especificas, a mais relevante no caso do presente trabalho é a adsorcéo fisica das
moléculas na camada de ligacdo. Considerando que podemos ter cerca de trés
sitios de ligacdo para interacdes especificas do par BSA/anti-BSA, os efeitos de
adsorcdo devem ser muito relevantes para as concentracbes que superam essa

proporcao entre nimero de ligantes e de moléculas na fase de contato. (73)



79

Um importante requisito a ser atendido em qualquer método de medicéo € a
reprodutibilidade, que como pode ser visto na figura 5.13, ocorre de maneira muito

satisfatoria.
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Figura 5.13 — Variagdo da posi¢éo do angulo critico como fungdo da concentracdo para medi¢des
sucessivas em lentes distintas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 5.13, foram coletadas as posi¢cdes ocupadas pelo angulo critico
quando o equilibrio era atingido para cada concentracdo da fase de contato. Note
que as inclinagbes das retas de ajuste sdo semelhantes, o que significa que a
variacao da posicdo do angulo critico em funcdo do acréscimo de analito € 0 mesmo
para medi¢cOes distintas, o que atesta a reprodutibilidade do sistema. Esses pontos
foram coletados em medi¢cBes consecutivas com prismas distintos.

Uma Ultima e importante analise realizada se refere a especificidade dos
pares empregados e a falsos positivos que possivelmente surgiriam num
sensorgrama. Caso a fase de contato estivesse contaminada com alguma outra
espécie quimica, a resposta do sensor ndo seria alterada significativamente,
conforme ilustrado na figura 5.14, onde a camada de imobilizagcdo de BSA foi
submetida ao anticorpo especifico do virus da dengue, em solucdo na fase de
contato. Nessas medicdes a concentracdo empregada de anti-dengue foi de

2 mg/ml, minimizando assim efeitos de interagdes ndo especificas.
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Figura 5.14 — Posi¢&o do angulo critico para uma solugédo de analito ndo-especifico (anti-dengue).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observe que em cerca de cinco minutos de reacdo, ndo houve nenhuma
alteracdo na posicdo do angulo critico referente a qualquer variacdo do indice de
refracdo. A flutuacdo observada, além de ocorrer no sentido da diminuigdo do indice
de refracdo, € da ordem da imprecisdo devida a flutuacdes térmicas, indicando,

portanto, a seletividade na ocorréncia das reacoes.
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6 CONCLUSOES

Um método refratométrico para a analise da cinética de interacdo entre uma
fase de contato e uma camada de imobilizacdo compostas por biomoléculas foi
proposto. A técnica se baseia na determinacdo do angulo critico da reflexdo interna
em uma interface entre uma lente semicilindrica e uma amostra, que depende do
indice de refracdo de ambos, para acompanhar, em tempo real, a evolugdo temporal
da reacdo quimica entre ligantes especificos. A producdo das camadas de
imobilizacdo seguiu um protocolo semelhante ao empregado no crescimento de
monocamadas automontadas descrito na literatura, para desenvolver camadas de
anticorpos, de facil producdo quando comparados aos chips convencionais utilizados
em ressonancia plasmoénica de superficies, depositadas em substratos vitreos.

O desempenho do sistema, realizando medidas do indice de refracdo de
amostras liquidas, foi comparado aos valores produzidos por um refratdbmetro
comercial e os resultados obtidos foram coincidentes em cerca de 10~° unidades, se
mostrando, portanto, um 6timo método para aplicacdo no sensoriamento da
interacdo entre biomoléculas.

Uma vez que o sistema se apresentou suficientemente sensivel as variacdes
de indice de refracdo desejaveis de um biossensor, foram realizadas medi¢des de
afinidade quimica. Pares que apresentam afinidade especffica foram empregados e
os resultados obtidos foram extremamente satisfatérios. Apesar das dificuldades em
se obter uma camada de imobilizacdo de boa qualidade, os resultados finais se
mostraram mais simples e baratos que as alternativas comerciais. Outro fator
importante que ainda necessita atengcédo, se refere ao efeito das interagbes nao-
especificas que afetam significativamente a resposta do sensor, levando a valores
enganosos sobre a dindmica quimica.

Obtivemos boa reprodutibilidade em medicbes consecutivas, caracteristica
desejavel em um sensor. Os sensorgramas obtidos mostram que o0 método proposto
€ equiparavel aos sistemas comercializados e, mesmo com resultados ainda

qualitativos, o sistema se mostra uma boa alternativa aos dispositivos comerciais.
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APENDICE A

CONDICAO DE EXISTENCIA DOS PLASMONS DE SUPERFICIE

Na secdo 2 foi discutido que os plasmons sdo ondas do tipo TM. Sera
abordado neste apéndice, a razdo pela qual os mesmos somente se apresentam
com essa caracteristica.

Para essa andlise, considere uma interface entre dois meios com constantes
dielétricas distintas €, e €,. Seja a interface orientada ao longo da direcdo X com

normal Z, sendo ¢, 0 meio correspondente a z > 0, serdo avaliadas duas situagoes

distintas de campos eletromagnéticos interagindo nessa interface; uma no qual o
campo elétrico se propaga ao longo da direcdo x, oscilando ao longo da direcao y

(modo TE); e outra na qual o campo magnético é transversal (modo TM).

Para a regido z > 0, considere o0 seguinte campo elétrico:

E] = E e/(a¥=0bp-tizy (A1)
Analogamente, para a regido z < 0 temos:

Ej _ Ezej(kxx—wt)eazz}/]\ (A.2)
Com a,,a, > 0 definidos na secéo 3.
O objetivo agora é determinar o campo magnético na interface e aplicar as

condicbes de continuidade aos campos paralelos a mesma, para isso, tomaremos o

rotacional do campo elétrico como segue:

oH
VxE=—py, . (A3)

Assumindo que 0s campos elétrico e magnético possuem a mesma

dependéncia temporal, a derivada parcial no segundo termo da eq. A.3 fica:
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oH
Ho at pojwH (A.4)

Combinando as equacdes A.3 e A.4 temos:
VXE =pyjwH (A.5)

Que pode ser resolvida para cada uma das componentes dessa igualdade

vetorial, como segue:
[VXE]( Z#ij[ﬁ]q (A6)

Com ¢ = x,y,z. Como 0 campo elétrico oscila apenas na direcao y, podemos

escrever:
ExzyazEy = H'ijHx (A-7)
szyaxEy = UojwH, (A.8)

Onde €;,;, 1,2,3 =x,y,z é o tensor de Levi-Civita (74). Tomando a derivada

espacial do campo elétrico temos, para z > 0:

1 .
1= 1o (Cllf +jkxf)EleJ(kxx_wt)e—alz A9)
0

Analogamente para a regido z < 0:

— 1 .
H, = e (—a,% + jk,2) E e/ VX =00 g2z (A.10)
0.

Como visto anteriormente na discussdo do capitulo 3, os campos paralelos a

interface entre dois meios adjacentes devem ser continuos, logo, devemos ter
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H,(z=0)=H,(z=0), porém, como tomamos por hipétese que a ;a, >0 essa
condicdo nunca é satisfeita, portanto, os plasmons superficiais nunca ocorrem para
ondas TE.

Devemos agora avaliar se existem modos superficiais propagantes para
campos TM, para avaliar essa possibilidade, considere o0s seguintes campos

magnéticos:

H, = H e/ kx¥-0 o=tz (A.11)
H, = Hye/(kxx=0D o225 (A.12)

Considerando uma superficie metélica em equilbrio eletrodindmico (J = 0), a

equacdo de Ampere-Maxwell fica:

Vx H = eE (A.13)
Jat

que, pela sua dependéncia temporal nos leva a:

Vx H = —jweE (A.14)

Como o0 campo magnético possui apenas componente na direcdo y, podemos

separar apenas as componentes do rotacional que possuem derivadas em H,,:

€22y O Hy = —jwEE, (A.15)

€xzy0,H, = —JwEE, (A.16)

que para a regiao positiva de z fica:

1 S il 2 Jkyx—0wt) ,—aqz
E =- — (a,% + jk,2)H e’ e M (A.17)
1
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E para a regido negativa de z:

E, = (a, % — jk,2) Hyel Ka* =00 g@22 (A.18)

Jwe,

No caso TM, os campos E, e E, sdo paralelos a interface e devem ser

continuos, ou seja, devemos ter E)(Z =0) =F2’(z =0) o que nos leva a seguinte

igualdade para os termos na direcéo x:

- = (A.19)

Diferentemente do que foi observado no tratamento do modo TE, onde
apenas os termos de decaimento a, e a, se relacionavam para garantir a
continuidade, nesse caso observamos que a permissividade elétrica também
participa nas condi¢cdes de contorno do modo TM. A participacdo da permissividade
elétrica torna possivel a realizacdo da equacdo acima, uma vez que metais, como
ouro e prata, e dielétricos possuem permissividades com sinais opostos na regiao do
espectro visivel (58,75-77).

A partir dessas consideracdes, podemos concluir que, uma vez que O0S
plasmons sao ondas propagantes na interface entre dois meios com permissividades
elétricas distintas, 0s mesmos devem necessariamente se apresentar como ondas
tipo TE em metais em contato com um dielétrico, obedecendo a eq. A.19. Vale
reforcar que, conforme discutido no capitulo 2, algumas condicdes devem ser

satisfeitas para que um campo externo seja capaz de excitar esses plasmons.
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APENDICE B

A POLARIZACAO DA LUZ E O ANGULO CRITICO

Nesta secdo serd discutido o efeito descrito no capitulo terceiro sob a
perspectiva da polarizacdo da luz, para tanto, considere um campo elétrico
linearmente polarizado a 45° com a direcdo paralela ao plano de incidéncia de uma
interface entre dois meios dielétricos lineares, isotropicos e homogéneos.

Apoés a reflexdo desse campo, cada uma das componentes de polarizacao
sera refletida com amplitude dada pelos coeficientes de Fresnel, dados pelas eq.
3.18 e 3.19. Uma vez que, até o angulo critico, os coeficientes 7, e 7, variam
continuamente no conjunto dos nimeros reais, ndo ha ganho de fase entre essas
componentes e o0 efeito disso € um novo campo refletido, composto por
componentes com amplitudes diferentes daquelas do campo original, ou seja, um

campo refletido rotacionado. Na figura B.1, ilustramos essa situacao.

Criy

A8

v

Figura B.1 — Geometria da rotacdo da polarizacdo devido as diferentes refletiidades das ondas s e p.
Fonte: Elaborada pelo autor

Podemos obter o angulo de rotacdo da polarizagéo linear para esse referido

campo através da seguinte equacao:

|AG]| = (B.1)

TS
6, — arctan | —
p
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Note que a equagéo B.1 é valida apenas para o caso onde 6, = 45°.
A medida que o angulo de incidéncia de aproxima de 6,, os coeficientes de

Fresnel tendem ao valor unitario, de tal sorte que a direcédo de polarizacdo do campo
refletido é rotacionada até A8 = 90, conforme ilustrado na figura B.2.

o D =]
i b e

)
<

Angulo de rotagao (graus)

0 10 20 30 40 50 60
Angulo de incidéncia (graus)

Figura B.2— Rotagdo da polarizagdo de um campo elétrico refletido em uma interface SF10/4gua
em fun¢do do angulo de incidéncia.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Acima do angulo critico, conforme visto na sec¢ao 3, os coeficientes de Fresnel
possuem modulo unitario e uma fase complexa. Do ponto de vista da polarizacéo da
luz, isso significa que o campo esta elipticamente polarizado.

Ao considerarmos a montagem experimental utilizada, podemos interpretar o
padrdo luminoso observado da seguinte forma: uma vez que a parcela da luz,
refletida pela lente semicilindrica abaixo do angulo critico, tem a cada valor de
angulo de incidéncia uma polarizacéo diferente, observamos uma variacao espacial
da intensidade transmitida pelo analisador. Essa variacdo € no sentido de diminuir a
intensidade luminosa, pois, a rotacdo da polarizagdo tende a 90°. No angulo critico,
como a polarizagéo da luz é rotacionada de 90°, esta é totalmente bloqueada pelo
analisador, voltando a ser transmitida acima desse angulo, pois, temos agora
polarizacao eliptica.

Observe que a variacdo da intensidade luminosa observada acima do angulo
critico se deve a mudanca da orientacdo dos semieixos da elipse com relacdo ao

eixo de transmissao do analisador.



