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RESUMO

A construgdo e o desempenho de um sistema com sensor de fibra
Optica para medigac do pH numa faixa ampla € apresentada. A
construgdo do sensor ¢é baseada no empregoe de dois indicadores
colorimétricos de pH, fornecendo uma sensibilidade na faixa de pH
1 a pH 7, com uma precis@c de 0,1 unidades de pH. Essa faixa se
estende até pH 9, mas com uma precisidco menor. A aplicagéo

principal deste protdtipo € a monitoragdo do pH gastrico.

O sistema € baseado na Imobilizagio conjunta dos indicadores
coloriméiricos e microparticulas de dispersdo em microesferas de
gel de "polyacrylamide". O sensor € construildo com uma Unica fibra
éptica de plastico de 0,25mm, um divisor de luz com fibra Optica,
uma 1&mpada sub-miniatura de tungsténio halogenado, um
fotodetector com grade holografica e CCD, conectado a um
computador, responsavel pela analise espectral em duas faixas de
comprimentos de onda. O computador apresenta graficamente o valor
do pH por um periodc de até 24 horas. O sistema apresenta uma
estabilidade 0,2 unidades de pH por 24 horas, tempo de resposta de
alguns minutos e fol testado em amostras de suco gastrico e em um

animal.



ABSTRACT

The construction and perfomance of a fiber-optic broad-range
pH sensor is described. The general construction of the sensor is
based on two immobilized colorimetric indicators, providing a
sensitivity over the pH range of 1 to 7 with a precision of 0.1 pH
unit. The range extends to pH 9 with less precision. The primary

objective of the design is for gastric measurements.

The system is based on absorbance dyes bound to
polyacrylamide gel containing light-scattering particles. The
sensor is constructed on a single 0.25mm diameter plastic optical
fiber. The optical system consists of a sub-miniature tungsten
lamp, fiber-optic splitter, and CCD - grating detector connected
to a computer for spectral analysis, using two wavelength regions.
The computer displays the pH graphically over 24 hours. The system
shows stability within 0,2 pH unit over 24 hours, response time of
a few minutes and has been tested with gastric juice samples and

in an animal.
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cAPITULO 1

INTRODUGCAO

As medigdes médicas e bicldgicas tém recebido muita atencgéo
nos UGltimos anos, dada sua impertancia principalmente no
diagnéstico de disfungdes do organismo humano. O projeto e o
desenvolvimento dos sistemas de medigdo biomédica, além das
restri¢des normais de um sistema de medida convencional, devem
considerar a anatomia do  ponto de medida, a atividade
fisiolbgica e a seguranga do pacliente {[Payne, 1989]. Dessa
maneira, a teoria e o proijeto dos sistemas dependem de varias
dreas do conhecimento, tals como, fisicliogia e anatomia humana,
fisica do estado sélido, engenharias eletrénica, elétrica e
mecaénica, acustica, ©Optica e mecénica dos fluidos. O tema &

portanto complexo e interdisciplinar.

Dentre os sistemas de medicdo biomédica, a aplicagdo que tem
atraidec a maior atencidoc € a monitoragio continua de grandezas
quimicas em pacientes em tratamento intensivo. Equipamentos para
a monitoragdc do pH, dos gases do sangue, tals como, PCO, e PO,
e gases anestésicos j& se encontram dispenivels comercialmente.

Além desses, sensores para a mediglc de potassio, calcio,

glicose, etc., estdo em continuo desenvolvimento, principalmente

1



com respeito & miniaturizagdo e biocompatibilidade.

Particularmente o pH, a sua medigdco tem merecido uma
continua investigacéo, pois a sua regulagdo € um fator importante
no organismo humano. O valor do pH nas diferentes solugbes pode
variar desde menos de 0 até mais de 14. Baseado na concentragao
do ion hidrogénio (moles/litro}, Soren Peter Lauritz Sorensen

enunciou em 1909 o conceito do pH [Stock, 1989]:

pH = -log [H'] (1.1)

Apbs o desenvolvimento do conceito termodinémico da
atividade 1iénica, 15 anos mais tarde, a defini¢dc anterior foi
modificada e o pH fol redefinido como o negativo do logaritmo da
atividade do ion hidrogénio [Emde, 1990]. A atividade, em linhas
gerais, expressa a disponibilidade de um ion em participar de uma
reag&o quimica [Cobbold, 1974]. Entretanto, como a atividade do
ion hidrogénio e a sua concentraglo sdo grandezas multo préximas,
o pH pode ser considerade em termos praticos como fungao da

concentracdo [Crockford e Knight, 1964].



1.1 Monitoragdo do pH gastrico

O sistema digestivo tem a fun¢fo principal de absorver os
nutrientes e eliminar a parcela ndoc nutritiva do alimento. Essa
tarefa é realizada pela movimentagéo do alimento ingerido através
de compartimentos segiiencials, cada um com adequado valor de pH e
conteudo enzimatico, possibilitando a digestdc e a abscrcdo dos
nutrientes. Os principais fatores determinantes do valer do pH
gastrico s&oc as secregbes de acido e muco, o alimento ingerido, a
saliva engolida, as regurgitagfes ducdenals, pancreaticas e
biliares, e a eficacia da mistura e da evacuag8oc do quimo [Fuchs

et al., 1991].

0 valor do pH gastrico durante um periocdo de 24 horas
tipicamente se encontra entre 1 e 2 (60% deste pericdo de tempo).
Raramente o pH atinge o valor 1. Por outro lado, elevagbes
transitérias até pH 7 podem ser observadas apds a ingestédoc de
alimento e, em alguns casocos, durante a noite. As flutuag¢bes do pH
apds as refeligdes possivelmente refletem a heterogeneidade da
composicdo do suco gastrico, ao passo gque os episdédios alcalinos
durante a noite sido provavelmente devido ao refluxoe duodenal

[Fimmel et al., 1985; Pounder e Fraser, 1993].



A monitoracdoc continua por 24 horas da aclidez gastrica € um
procedimentoe clinico importante na investigagdo de desordens no
estdmago e na avallaglo de drogas antisecretdédrias e antiacidos
[Walt, 1986¢]. Clinicamente, o pH de pacientes em estadc critico
deve ser mantido acima de 4, evitando-se assim o desenvolvimento
de Ulceras e sangramentos [Ahern e Rice, 19911. Além disso, o©

procedimento € empregado para detectar o refluxo ducdenal {[Fuchs

et al., 19617.

As técnicas validadas e empregadas na determina¢do do pH
gastrico sdc basicamente a aspira¢dc e determinagdo do pH do suco
gastrico e a monitoracgdoc continua do pH intragastrico com
eletrodos de vidro ou antiménio, através da 1nsergéo do

dispositivo via ducto nasal [Meiners et al., 1%82}.

As medigdes em amostras de suco géastrico aspirado apresentam
uma série de limitagfes. O procedimento de aspiragfo afeta a
medida diretamente, devido & prépria remocdo do suco gastrico, ou
indiretamente pela estimulacgdo do refluxo duodenal ou provocacgéo
de respostas secretérias. A presenca c¢e alimento sélide no
estimago impde dificuldades na asplracao. Procedimentos
repetitivos de amostragem sio inconvenientes e desconfortéaveis
para o paciente. A amostragem noturna & freglentemente impossivel
devido aos baixos volumes existentes e a técnica apresenta uma

reprodutibilidade pobre [Fimmel et al., 1985; Merki, 1989}].



A monitoracio do pH gastrico com eletrode tem sido apontada
como a alternativa em substitulc¢8o ao método de aspiraglo, pois
nadc requer a remogdc do suco gastrico e o valor do pH pode ser
medideo com baixos volumes do fluido. Essa técnica permite
determinar continuamente por 24 horas o valcor do pH, fornecendo
um perfil detalhadoc da acidez géstrica [FPimmel et al., 1985]. A
partir dos dados obtidos, a identificag&oc de anormalidades no
sistema gastrico €& obtida com uma andlise estatistica do perfil
detectado, notadamente através de uma distribuicdo em frequéncia

dos dados [Fuchs et al., 1991].

No procedimento clinico, © eletrodo pré-calibrado é inserido
até o estémagoe, via ducto nasal. A disténcia entre o nariz e a
terminacido do eletrodo em pacientes adultos é aproximadamente de
57cm. O posicionamento do eletrodo no "corpus fundus™ do estémago

é geralmente controlado por fluoroscopia.

A figura 1.1 apresenta um registro continuo por 24 horas do
pH gastrico médic de dez voluntarios saudaveis. A monitoragéo fol
efetuada simultaneamente com os eletrodos de vidro (referéncia
incorporada) e de antimdnio {(referéncia externa). O periodo de
monitoracio iniciou-se as 7:45h e as refeigdes padronizadas foram
realizadas as 08:15h, café da manh&; 13:00h, almoco e 19%:00h,

jantar [Angerer et al., 1990].



Figura 1.1: Perfil do pH géstrico médio em dez voluntarios

saudaveis (modificado de Angerer et al., 199%90).

0s valores dos pHs medidos pelos eletrodos de vidrc e
antimdnio {(figura 1.1) apresentam um perfil similar, com uma
elevacdo pronunciada do pH, no caso até pH 5, durante e apbs cada
refeico & o© retorno ao valor basal, entre pH 1 e 2, algumas
horas depois. As transig¢des do pH sao lentas, vapiando entre
dezenas de minutos a algumas horas, e a frequéncia das variagles
basicamente acompanha a frequéncia das refei¢les. 0Os pequencs
desvios existentes entre as leituras s8co devidos aos artefatos
inerentes nas avaliacdes "in vive"™ e os erros introduzidos pelo

eletrodo de referéncia externo do eletrodo de antimdnio [Angerer

et al., 1990].



1.2 Eletrodos de vidro e antiménio

O eletrodo de vidro € ¢ sensor mals empregado para a medigdo
do pH de solugio aguosa [Emde et al., 1%89} e fluidos corporals
[Caestecker e Heading, 1990]. A medig&c do pH é baseada na
gerag&o de um potencial elétrico na interface liquido-vidro, a
gual é proporcional a raz&o das concentragdes do ion hidrogénio
nos dois lados do vidro. O bulbo de vidro contém uma solugdo com
concentragdc constante de hidrogénico {geralmente HCl) e um
eletrodoc de potencial definide (geralmente prata/ cloreto de
prata) [Bennett, 1987}. Um eletrodo de referéncia € necessario

para fechar o circuito, formando uma célula eletroquimica.

0 eletrodo de vidro com referéncia incorporada é também
empregado em pilula radictelemétrica, a qual, geralmente presa
por um cabo de "nylon”, é ingerida pelo paclente. O procedimento
pode interferir com a mastigag@o e induzir vémito com frequéncia
maior qgue o eletrodo de vidro convencional, devido a rigidez do
cabo. As desvantagens principals da radicpilula sdo a perda de
sinal e interferéncias eletromagnéticas de fontes externas
[Cacstecker e Heading, 1990}. 0O seu custoc é em torno de USS

250,00 [Bennett, 1987].

0 eletrodo de antiménio policristalino € um eletrodo do tipo
metal / metal-éxido e foi desenvolvido por Uhl e Kestranek em

1923 [Ask et al., 1982]. O principic de funcionamento baseia-se

na fina camada de ©oéxido de antimdénic presente na superficie do

-



antiménic, a qual gera um potencial de corrosdoc propeorcional a
concentragéo do ion hidrogénio da solugdo. Atualmente, o eletrodo
& construide com antimdnio monocristaline, reduzindo assim o
tempo de corrosdo e aumentandeo, em consequéncia, o tempo de

utilizacgdo do mesmo [Oesch et al., 1987].

1.2.1 Limitagdes e vantagens dos eletrodos

Os eletrodos de vidro estfo disponiveis tanto com o eletrodo
de referéncia externo quanto com o© eletrodo de referéncia
incorporado. O primeiro dispositivo possul um di&metro na faixa
de 1,6 a 5,0mm. O outro possui um di&metro entre 3,0 a 4,5mm e

apresenta um comprimento maior.

A dimensdc fisica do 0ltimo dificulta a insercdo via ducto
nasal [Emde et &l., 1987; Caestecker, 1989] e causa malior
desconforto ac paciente quando periodos de monitoracio
prolengades s8oc necessérios [Oesch et al., 1987}. Pelo mesmo
motivo, restringe o seu usc tanto em aplicagdes pediatricas
[Vandenplas et al., 1987; Vandenplas, 1990}, quanto combinado com

certos endoscodpios [Oesch et al., 1987].

Apesar das dimensdes menores do primeiro, a utilizacgio de um
eletrodo de referéncia externo apresenta algumas inconveniéncias
[Emde et al., 1989}. Perda de contacto com a pele, mudanca na

composigdo dos ions devide a persplragao [Vandenplas et al.,
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1987] e alteragdes nas propriedades do gel de acoplamento
[Vandenplas, 19%0] rém sido apontadas COomo fontes de
discrepéncias em relag&o aos registros obtidos com o eletrodo de
referéncia incorporado. Os desvics podem resultar em erros da
ordem de 0,3 a 0,6 unidades de pH durante a monitoracio

[Caestecker e Heading, 1990].

No aspecto fisico, o eletrodoe de vidro apresenta uma
robustez mecénica pobre, pois o© bulbo de vidro (50 a 100um de
espessura), geralmente feito artesanalmente, pode guebrar durante
o manuseio [Oesch et al., 1987]1. O alto preg¢o praticamente obriga
a sua reutilizagio. Como nem calor e nem gas esterilizante s&o
recomendados para qualquer tipo de eletrodo e nioc existe um
procedimento padrdo adotado, eletrodos descartaveis s8o a melhor

opcioe para prevenir a transmiss8@o de doengas infecciosas [Emde et

al., 1987; Emde, 1980}.

O eletrodo de antimdnio, por sua vez, apresenta uma robustez
mecinica boa e difmetro diminute (1,2 & 4,0mm). Adversamente, o
dispositivo emprega um eletrodo de referéncia externo e sua
resposta é afetada por oxigénio, didxido de carbono, agentes
oxidantes e redutores, fosfatos e citratos [Emde, 19907,

restringindo o seu uso em avaliagdes géstricas [Emde et al.,

19871.

O tempo de vida médio de um eletrodo de vidro é da ordem de

40 a 60 monitorag®es continuas por 24 horas, embora o



envelhecimento

[Vandenplas et al.,

produza

19871,

uma

ao bulbo de vidro [Ask et al.,

de antiménio é indicade para um maxime de 5 monitorag¢des,

ao fendmeno de corrcsdo envelvido

Klinkenberg et al.,

19897.

19827 .

redugao

A tabels

no

1.1

For outro lado,

[Vandenplas et al.,

tempo

apresenta de

de resposta

provavelmente devido ao atague do HCL

o eletrodo
devido
1987;

forma

comparativa as principals caracteristicas estaticas e dindmicas

dos dispositivos mencionados.

Tabela 1.1:

vidro com referéncia externa,

incorporada e do eletrodo de antimdnio.

Compara¢do entre as caracteristicas do eletrodo de

do eletrodo de vidro com referéncia

Vidro Vidro Antimdnio Referéncia
Caracteristica referéncia referéncia bibliografica
externa incorporada
Diametro (mm) 16a50 30a45 1,2a40 Caestecker, 18989
Faixa de pH O0a12 Oat2 1a1i0 Klinkenberg et al., 1989
Seletividade ac HY total total parcial Mclauchlan et al, 1987
Sensibilidade 55mVipH 55mVipH 48mV/pH MclLauchian et al, 1887
Desvio temporal {pH / 24 horas) 0,11 0,11 0,47 Mclauchlan et al, 1987
Desvio temp.(pH/ °C de 22 a 37°C) 0,0033 0,0033 0,0367 WizLauchlan et al, 1887
Caracteristica de transferéncia linear linear histerese MclLauchian et al, 1887
Tempo de resposta (segundos) 10245 <25 <30 Klinkenberg et al., 1889
"Buffers” de calibragdo (pH1a 7} 2 2 2 Benneft, 1987
Caracteristicas do "buffer" qualquer qualquer especifico Ask et al, 1982
Monitoracéo gastrica sim sim clrestricbes Emde et al., 1889
Risco de chogque elétrico sim sim sim -
Rigidez mecanica ruim ruim boa Oesch et al., 1987
Descartave! nao nao néo QOesch et al., 1987
Referéncia externa incorporada externa Kiinkenberg et al., 1988
Prego medio (US§) 250 500 150 Klinkenberg et al., 1989
Vida il (x 24 horas) 50 50 ) Vandenplas et al., 1987

10




1.3 Sensor de pH com fibra éptica

Sensores com fibra o6éptica para a mnediglo de parametros
quimicos em meic bicldgico tém apresentado um desenvolvimento
significativo nos ultimos anos [Peterson e Vurek, 1984; GSeitz,
1688; Seitz, 1989; Ashworth e Narayanaswamy, 1989]. Os sensores
possuem tipicamente um  transdutor guimico imobilizado na
extremidade de uma unica fibra Optica ocu de um feixe de fibras
épticas e um instrumento opto—eletrdénico para excitacgéo/detecgdo
(figura 1.2). A substéncia a ser medida, gue normalmente &
incolor e n&oc luminescente, interage com ¢ transdutor quimico,
alterande o eguilibric de um indicador colorimétrice ou
luminescente. Quande iluminado, o transdutor reflete ou emite
radiac&o, a gual retorna para o detector. A luz de retorno
apresenta uma distribui¢dc espectral diferente da radilagadc da
fonte, sendo utilizada portanto para determinar a concentragio da

substé&ncia sob investigagao.

} Radiac3o
da fonte
Excitacao : B - Fibras pticas Transdutor
- : =
pon o B o
Deteccao N} Radiagéc OptO»QUIIﬁICO
! de retorno
INSTRUMENTO | SENSOR COM
OPTO-ELETRONICO : FIBRA OPTICA

Figura 1.2: Diagrama esquematico de um sistema genérico com

sensor de fibra Optica.
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Dentre os inumercs sensores confeccionados, a aplicacgao
clinica que tem atraido malor atengdo € a monitora¢dc continua e
"in vivo"™ do pH, PCO> e POs» do sangue arterial. Isso se deve
principalmente ao substancial mercado qgue existe para a
monitoracic dos parémetros citados em pacientes em estado critico

[Seitz, 1988].

Particularmente aos sensores de pH, o emprege da técnica
bptica na aplicag@c supramencionada é simplificado devido a faixa
estreita de variacfo do pH do sangue arterial, tipicamente entre
7,38 e 7,44 [Wheeler, 1978). Como as subst3ncias sensoras
{indicadores de pH) apresentam tipicamente sensibilidade numa
faixa de até 3 unidades de pH, a confecgdoc dos sensores
desenvolvidos fol baseada no emprege de apenas uma Gnlca
substancia senscora. Essa caracteristica apresenta trés vantagens
imediatas. Primeiro, o sensor pode ser projetado para operar na
faixa linear da curva de sensibilidade éptica do indicador de pH,
o gue simplifica o processamento eletrdnico no sistema detector.
Seqgundo, o indicador de pH pode prontamente ser identificado, a
partir da sua faixa de sensibilidade Optica. Tercelro, a
reprodutibilidade do sensor é facilitada, devido ac emprego de

apenas uma Unica substéncia sensora.

Entretanto, recentemente, Posch et al. (1989) desenvolveram o
primeiro sensor com fibra Optica para a medig&o do pH na faixa de

0 a 7, que pode ser aplicado para monitoragbes gastricas. O
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sensor € baseado no emprego de dois indicadores fluorescentes de
pH, imcbilizados separadamente em celulose, a qual € posicionada
na terminag&c de um feixe de fibras Opticas. No entanto, o
instrumento opto-eletrdnice consiste de um espectrofluorimetro
comercial, o© qual ndc compensa as ndo linearidades do sensor,
sendo utilizado apenas para a determinagdo dos espectros de
emiss3do do sensor em fung&o do pH. O procedimento de calibragio
dos sensores nao fol apresentado e © seu desempenho néc foi

avaliado em suco gastrico "in vitro™ e "in vivo".

1.4 Objetivos do presente trabalho

A técnica de sensores com fibras &pticas apresenta algumas
vantagens na aplicagéoc biomédica em relagac aos eletrodos
convencionais. O principic ©&ptico garante seguranga contra
chogues elétricos, Iimunidade & radiag¢do eletromagnética e a
eliminac&c da referéncia externa. O difmetro milimétrico ou
micrométrico do senscor facilita a sua insercéoc via ducto nasal,
viabilizando © seu uso em aplicaglio pediadtrica, e reduzindo o
desconfortec do paclente em monitoragdes prelongadas. O custo
reduzido, se comparado aos eletrodos convencionals, possibilita
que © sensor possa  ser considerado um  item descartavel,
assegurando a assepsia nas monitoragles e eliminando a mio-de-

obra necessaria para ¢ procedimento de reesterilizacio,
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Considerando a lImportéancia clinica da monitoracac continua
do pH estomacal e as vantagens da técnica Ooptica, ainda néoc
devidamente exploradas na aplicagdo pretendida, o cobijetive
principal deste trabalho € apresentar o projeto e a construgéo de
um sensor com fibra ¢ptica e do correspondente instrumento opto-
eletrdénico para a medig&o do pH gastrico. Além disso, apresentam-
se os resultades do desempenho do sistema desenvelvido em sclugo
tampdo (Apéndice A), em amostras de suco gastrico "in vitro®™ e em
um  animal "in vivo™. Finalmente, apresenta-se uma analise
comparativa entre as caracteristicas do sistema construido com as

dos eletrodos de vidre e antiménio.

Dentre as caracteristicas principais do protdtipo, o sensor
deve apresentar sensibilidade na faixa de pH 1 a pH 7,
tipicamente necessaria para a avaliag8o gastrica (Pounder e
Fraser, 1093). Conforme apresentado anteriormente, esta
caracteristica implica gque o sensor deve empregar uma mistura de
no minimo dois indicadores de pH, visando atender a faiza de
medida de 6 unidades de pH. Dentro dessa faixa, a exatidio e a

resoluc&o devem ser de 0,1 unidades de pH, considerando a larga

faixa de medida da aplicag¢do proposta.

0 sensor deve ainda apresentar um tempo de resposta de no
naximo alguns minutos, © gue permite acompanhar as variagdes
tipicas do pH estomacal (figura 1.1). Além dissc, o© desvio no
valer do pH nas monitoragbes continuas por 24 horas deve ser

inferior a 0,2 unidades de pH, valer acelto para esta aplicagac
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clinica (Klinkenberg et al., 1989).

Dentre as suas caracteristicas fisicas, o sensor deve
apresentar resisténcia mecénica adequada e dimensdes reduzidas
para viabilizar as avalia¢Ses "in vivo™. Ainda, o sensor deve ser
construide com fibras oOpticas de plastico, devido as suas
caracteristicas de flexibilidade e integridade fisica na torcéao,

necessarias para a aplicaclo biomédica.

O custo do sensor deve ser o menor possivel, permitindo que

o dispositivo possa ser considerado um item descartavel.

Além do sensor, alqumas caracteristicas do instrumento opto-

eletrdénico devem ser delineadas. A fonte éptica deve ser
preferencialmente de baixa poténcia, ¢ que permite a obtengfo de
um sistema compacto, e possulr uma vida Util de no minimo uma
centena de horas, considerando que as monitoragdes tipicas do pH
gastrico sé&o por um periodo de 24 horas. O sistema de
fotodetecclio e processamento do sinal deve continuamente, durante
o periodo de monitorag&c propesto, transduzir a radiagdo
incidente, determinar o pH, apresentar graficamente o perfil do
pH medido e armazenar os valores determinados para analises

posteriores.

Finaimente, um  procedimente de c¢alibracgéo deve ser

determinado, permitindoc a utilizag&o serial do sensor proietado.
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A apresentagdc deste trabalho estéd dividida em seils
capitulos, incluindo esta Introdugéc. O Capitulo 2 apresenta a
fundamentagdo tedrica de um sistema tipico com sensor de fibra
dptica para a medig¢&c do pH. No Capitule 3, os parémetros de
projeto do sistema proposto foram delineados, a partir da
avaliagdo de um sistema béasico desenvelvido. O Capitule 4
apresenta o protétipo construideo. No Caplitulo 5, apresentam—se o0s
resultados obtidos dos testes em solug&o, ™in vitro" e "in vivo™.
Por fim, <o Capitulce & & dedicado as discussfes gerais e

conclusdes.
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cAPiTULO 2

SISTEMA OPTICO PARA A MEDICAO DO pH

Métodos optices tém se mostrado relevantes em varios campos
da quimica analitica. A ccolorimetria e a fotometria tém sido
utilizadas, por guase um século, na determinacdo qualitativa de
espécies quimicas e bioguimicas. © exemplo mails tipico &
provavelmente a fita de papel de pH contendo indicadores
colorimétricos imobilizados em celulose. Em 1830, um meétodo
haseado na extincdoc ("guenching”) da fosforescéncia para a
deteccio de baixos niveis de oxigénio fol apresentado por Kautsky
e Hirsch. Em 1968, Bergman fol ¢ primeiroc a desenvolver um
equipamento de medig&c de oxigénio baseado na extingado da
fluorescéncia [Wolfbeis, 1992]. Na década de 70, Libbers e Optiz
(1975) elaboraram o primeiro esqguema do senscr com fibra optica,
baseado num indicador de pH. Finalmente, Peterson et al. (1980}
desenvolveram um protdtipo portatil de um sistema com sensor de
fibra o6ptica para a medi¢do do pH sanguineo e apresentaram uma

avaliacdo "in vivo"™ dessa técnica.
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2.1 Sistema genérico com sensor de fibra oOptica

para a medigdo do pH

Nos ultimes anos tém havido um notaéavel interesse no
desenvolvimento de sensores quimicos com fibra éptica. Os
principais fatores gque contribuiram para o surgimento e o
crescimento da area foram a disponibilidade das fibras o&pticas,
desenvcolvidas para as comunicagbes Opticas:; a petencialidade de
desenvolver sensores com melhores caracteristicas estaticas e
dinadmicas, quando comparade aos sensores convencionals; e por
fim, a disponibilidade dos computadores para o© processamento

digital da informagado [Seitz, 1989].

Os sistemas de medicgio de pH construidos com & técnica
6ptica possuem dois blocos basicos: o sensor propriamente dito e

o instrumento opto-eletrénico, conforme mostrados na figura 2.1.

Fonte éptica | ————@» Fibras opticas Fase reagente

Fotodetector | -

Instrumento Sensor com
opto-gletrénico fibra dptica

Figura 2.1: Representagio esquematica de um sistema genérico de
medigdo de pH, composto do sensor de fibra optica e do

instrumento opto-eletrdnico.
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Embora exista uma variedade de configuragdes, ©s sensores
tipicamente compartilham uma fase reagente f{indicador de pH),
imobilizada na extremidade de uma ou mais fibras opticas. A fase
reagente pode, por exemplo, ser confinada no interior de uma
membrana permeavel, cujos poros permitem a difus@o da substéncia
a ser analisada (analitico), mas impedem a saida da fase
reagente. Assim, o analitice interage com a fase, produzindo uma
alteracdc na sua colorag¢é&o ou no seu nivel de luminescéncia. A
variagdo Optica obtida € entBc monitorada pela radlacgac presente

na porgéo terminal da fibra optica.

O instrumento opto-eletrdénice, por sua vez, € basicamente
composto pela fonte oOptica, que gera a radiacdc na faizxa
adequada, e pelo sistema de fotodetecgdo, responsavel pela
discriminacio e transduglo da radiacdo e o© processamento
eletrdnicoe do sinal elétrico. Sendo asgsim, & radiaclo emitida
pela fonte trafega no sentide da fase reagente, a qual reflete
parcialmente a radiagdo absorvida ou emitida por luminescéncia. A
distribuicso espectral da radiag8c de retorno é alterada em
funcdo da concentragdo do analitico. Essa propriedade ¢é o
principic de operagdo dos sensores gue empregam a tecnica dOptica

[Seitz, 1989].
A  sequir, apresentam-se os componentes principais que

compdem © sensor e os elementos principals do instrumento opto=-

eletrdnico.
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2.1.1 Sensor com fibra optica

O sensor com fibra éptica € basicamente constituido das
substancias guimicas sensoras (indicadores de pH) e da fibra

Optica.

2.1.1.1 Indicador de pH

Os indicadores de pH s&c substancias orginicas de carater
fracamente acido ou basico, que tém a propriedade de alterar a
coloragdo ou luminescéncia com & variagdo do pH. A mudanga de
coloragéo nao ocorre bruscamente, mas de uma maneira gradual
entre valores definidos da escala de pH. A faixa dentro da qual
se processa a mudanga de colorag&c é conhecida como zona de

transicgdo ou sensibilidade.

As primeiras desccbertas de indicadeores de pH limitaram-se 3
identificac&o de substé@ncias vegetais (extratos) que, em contacto
com determinadas solucgdes, alteravam a sua coloracio.
Curiosamente, a primeira subst@ncia provavelmente identificada e
noticiada fol o "extrato de pau brasil"™, por volta de 1555. Como
o extrato era largamente utilizado como corante, observou-se que
a sua colorag8ic alterava quando tratado com diferentes solucdes

[Madsen, 1972].
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Em 1664, com a pubklicag8o do livro Histéria Experimental das
Cores, Robert Boyle reconheceu que as substéncias alteram a sua
ceoloragao em fungdo da acidez ou alcalinidade do meio, podendo
portante serem empregadas como indicadores de pH. Dentre as
primeiras aplicagdes dos indicadores, destacam~se o estudo da
qualidade de &agua mineral e o emprego em andlise titulométrica,
tal como a efetuada por W. Lewis em 1767, empregando o indicador

"litmus™ [Madsen, 1972].

A partir do inicic do século XIX, a alcalimetria e,
posteriormente, a acidimetria j& eram conhecidas e aplicadas como
métodos analiticos. Os indicadores colorimétricos, ainda baseados
em substé&ncias naturals, eram utilizados para a monitoracgdo do

ponto final nas titulag¢des [Madsen, 1972].

A desvantagem dos indicadores até entic conhecidos era o
desempenho limitado, devido principalmente as impurezas
existentes nos extratces. Por issco, um desenvolvimento importante
e gignificative teve inicio com a introdugdo dos indicadores
sintéticos. 0Os primeircs a serem desenvolvidos foram o©s
indicadores da familia das sulfoneftaleinas, propostco por Luck em
1877, seguidos pelos da familia "azo", apresentado por Miller em

1878 [Tomicek, 19517.

A partir das primeiras descobertas, um numero crescente de
indicadores colorimétrice e luminescente fol desenvolvido e

utilizado extensivamente em titulometria até por volta da década
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de 30, a partir da qual o eletrode de vidro se tornou um
dispositivo cada vez mais comum nos laboratdérios de analises
guimicas. Entretanteo, no final dos anos 70 e inicic do anos 80,
o5 indicadores de pH retornaram ao cenério cientifico com a
introdugédo do conceitce de sensores de fibra 6ptica. Atualmente,
varios grupos de pesqulsa se dedicam exclusivamente  ao
desenvolvimento de novos  indicadores, particularmente com
caracteristicas oépticas no infravermelho préximo, podendo assim
utilizar o "hardware" ja disponivel para as comunicagdes dpticas

[Fabian e Zahradnik, 1989; Jones e Porter, 1989].

Embora a teoria descrita a sequlr seja aplicada tanto para
os indicadores colorimétricos guante pars os luminescentes, a
analise desenvelvida c¢onsidera apenas indicadores do tipo

colorimétrico.

A primeira tentativa para explicar o seu funcionamento teve
coms base a teoria da dissociagdo eletrolitica. Baseado nessa,
Oswald em 1894 formulou a Teoria Iénica dos indicadores, segundo
a qual os indicadores s&8c &cldos ou bases fracas, em gque a
molécula ndc dissoclada e © ion respective possuem coloragdes

diferentes [Ohlweiler, 19687.

Um indicador acido gualquer pode ser representado pelo
simbelo H.Ind. A sua dissociag8o € dada pela eguagéo 2.1 [Seitz,

19847 :
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H.Ind —g® Ind- + gt

coloragé&o A coloragdo B
(2.1}

Se a substancia se encontra em um meio nitidamente acido, o©
equilibric se desloca para a esquerda, reprimindc a lonizag&o. O
predominio das moléculas ndo dissocladas confere a solugdo a
coloracdc A. De outro lado, se ¢ indicader se encontra em uma
solucdo alcalina, os ions OH™ combinam—-se com 05 ions HY do
indicador, formando moléculas ndo dissociadas de HpO. Dessa
maneira, o equilibrio se desloca para a direita. A predominancia
dos ions Ind™ faz com que a solugdo apresente a coloragdc B.
Analogamente, a teoria explica o funcionamento dos indicadores

basicos [Ohlweiler, 1968].

A Teoria Iénica trata de uma maneira simples a mudanga de
coloracio dos indicadores conforme as solugfes em teste sejam
acidas ou basicas. Essa ndoc &, todavia, uma teoria completa, pois
a coloracdo de uma substancia organica depende da estrutura da
molécula. Assim sendo, a mudanca de colora¢do de um indicador e ©
resultade de um reagrupamentc intermolecular, gque acarreta uma

modificacdo na estrutura do indicador [Bishop, 1972].
A coloracio das substancias organicas € devida a presenga de

determinados grupos atdmicos ou grupos de ligagdes duplas nas

respectivas moléculas. Entre o©s grupos cromdforos, destacam—se:

23



nitro (O=N=0H); azo (~N=N-} e o quincidico, cbtido a partir do

ntcleo benzénico e ilustrado na figura 2.2.

Niicleo Niicieo
benzénico quinoidico

Figura 2.2: Estrutura quimica dos cromdéforos nucleo benzénico e

niucleo quinoidico.

L Tecoria Cromdfora explica a mudanga de coloragdo como o
resultado de um reagrupamento intermolecular. Como o
reagrupamento envolve a formagdc e o desaparecimento de grupos
cromdbforos, haverd mudanga de colorag@o. A interconversfo das
duas formas isdmeras {isomeria reversivel) do indicador € um
processo reversivel, conhecido COmo tautomeria. Us
correspondentes isémeros s8c portanto chamados de tautdmeros. De
acordo com a Teoria Croméfora, um indicador pode ter diferentes
formas tautdmeras com distintas coloragdes e em equilibrio entre

si [Chlweiler, 1968].
O mecanismo da mudanca de colorag8o de um indicador de pH

pode ser ilustrado c¢om o© comportamente do paranitrofencl,

conforme apresentado na figura 2Z.3.
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OH o

Incolor Amarelo

Figura 2.3: Estrutura gquimica dos tautlmeros da substancia

paranitrofenol.

A modificacio na estrutura do paranitrofencl consiste na
convers&o de um nicleo benzénico em um nitcleo dguinoidico (ver
figura 2.2). A coloragdc amarela do paranitrofenol em solugdoc
alcalina & devida & formacdo do nicleo quinoidico. A acidificagao
do meio desloca o equilibrio entre as duas formas tautdmeras,

resultando num acréscimo na concentracico do tautdmero incolor.

As Teorias Iénica e Croméfora ni&oc s&oc incompativels. Ao
contrario, elas se completam, resultando na Teoria Idnico-
Croméfora dos indicadores. De fato, a mudanga do pH causa tanto
uma mudanca no equilibrio da dissociagao eletrolitica do
indicador quantco um rearranjo internc na estrutura da sua

molécula.

Exemplificando, uma solugio de paranitrofenol se encontra em

equilibric de acorde com a seguinte equagao:
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o=n.0 {7}

O=N=0
B — + ii+
.,_._..___.._.b
OH

0
{A) {B)
Incolor Amareb

Em soluc8o alcalina, o indicador se encontra quase todo na
forma de anions (B), em equilibrioc com uma pequena quantidade de
moléculas ndo ionizadas de tautdmerc (A). Com a adicio de acido a
solucdc, o equilibric se desloca para a esquerda. A malor parte
dos anions do indicador se combina com ions HY do &cido formando
moléculas nic ionizadas do tautdmero (A), tornando a solugdo
incolor. Inversamente, a adiclo de base & solugdo incolor de
paranitrofenol acarreta a remo¢dc dos ions Ht, deslocande o
equilibrio para a direita. Dessa maneira, desaparecem guase
completamente as moléculas do tautfmero (A), ao mesmo tempo que
aumenta a concentracio dos &nions {B), tornando a soluglc de cor

amarela [Bishop, 1872}.

0 equilibric entre os tautdmeros (ou fases) do indicador e ©
pH da solugdo € calculado pela equagdo 2.1. A aplicacdoc da lel de
acdo das massas ao equilibrio permite escrever, en termos de

concentracgido [Ohlweller, 1968]:

[H*1-{ind”}/[H.Ind} = K (2.3}
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K €& denominada de constante de equilibric do indicador de
pH, pois representa o produto da verdadeira constante de
ionizagdo e da constante de eguilibrico do tautdmerc. Resclvendo a

equacio anterior para o icn hidrogénio, cbtém-se:

[HY] = K-{H.Ind]/[Ind"] (2.4)
Aplicando-se a definicfoc do pH (pH = -log[H']) e definindo-
se pK (pK = =lcog K), obtém-se a relagio exata entre as

concentragdes dos cromdforos, segunde a egquagido de Henderson-—

Halsselbalch [Tucker et al., 1989]:

pH = pK + log{[Ind™}/[{H.Ind]} (2.5)

Denominando-se T a concentraclo total do indicador, poede-se

ezorever.:

pH = pK + log{{Ind™1/[T]-[Ind"}} (2.6)

Portanto, o valor do pH pode ser ccnhecido se o valor da
concentragéo do ion [Ind-] for determinado, pols pK é a constante
do indicador de pH (tabelado) e T €& a concentragdo total do

indicador (invariante).

A concentracdo da substaéncia cromdfora ([Ind”]) pode ser
determinada por espectrofotometria, utilizando a Lei de Beer-

Lambert. Essa lei permite calcular a absorba&ncia da radiagéo
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Optica monocromatica que atravessa um comprimente conhecido da
substdncia absorvedora [Mandel e Shen, 1988]. A fracdo da
radiag&éo absocrvida pela amostra, a absorbancia, depende linear e
diretamente do comprimento do caminho éptico percorrido no
interior da amostra (L), do coeficiente de absorgio molar (e} e

da concentragdo da substéncia absorvedora em andlise ({C]):

Abs = e-L-{C] (2.7)

ou, para o caso de um indicador colorimétrico:

Abs

i

e-L-[Ind™] : (2.8)

rearranijando a equagdo Z2.6:

[Tnd-] = [T]/ (10 PK"PHI 1, (2.9)

combinando-se a equacdo 2.9 com a eguagioc 2.8, cbtém-se:

e-L-[Ind=] = e-L-[T]/ {10 PK"PH) 4, (2.10a)

ou:

Abs[Ind-] = Abs[T]/ (10 ‘PR PH) 1y (2.10b)

Na equacace 2.10b, as variaveis sac Abs[Ind-] (absorbancia

devido & concentragédo do ion Ind™) e pH (valor do pH da solugéo
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em teste), e as constantes s&o Abs{T] (absorbéncia devide a
concentragdc total do indicador) e pK (constante de equilibrio do
indicador (tabelado)}. Portanto, ¢ valor do pH da solugdo en
teste pode ser determinado a partir da medigo por meio Optico da

concentracic do ion Ind™ ([Ind™]).

A figura 2.4, Dbaseada na eguagdo 2.10b, apresenta a
dependéncia da absorbdncia com a variagdo do pH em torno do pK do

indicador [Peterson e Netto, 1993}1.

O grafico mostra gue a absorbincia € uma fungdo sigmbide com
a variacldo do pH. Além disso, a faixa de sensibilidade de um
Unico indicador € de aproximadamente * 1,5 unidades de pH em

torne do pK do indicador, totalizando 3 unidades de pH.

A ampliagdo da faixa de sensibilidade implica na utilizagdo
de uma mistura de indicadores. Teoricamente, a solucdo mais
simples seria a utilizagdo de um conjunto de indicadores com
espectros de absorgic similares e pKs espacados uniformemente
dentro da faixa de interesse. A figqura 2.5 propde uma mistura de
trés indicadores com pKs espacados de duas unidades de pH

[Peterson e Netto, 1993].
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faba de sensibiidade
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pH - pK 100% tautSémerc B

Figura 2.4: Absorbéncia do ion Ind- de um uUnico indicador de pH

em funcidoc do desvic entre o pH da sclugdo em teste e o pK do
indicador.

1 L]

A /)

indic. 1 Indic, 2 Indic. 3
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pH

Abs. relativa

Figura 2.5: Curva de abscrbancia (sensibilidade Optica) teérica
de 3 indicadores com pK em 2, 4 e 6.
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Um aumento progressivo do valor do pH resulta na acumulacso
da absorbéncia de cada indicador. Caso contrario, uma reducdo da
absorbéncia é observada. Essa caracteristica ¢ apresentada na

figura 2.6 [Peterson e Netto, 1993]7.

pd
[ / st
3
/ // ® -
A —f"’ ¢ r .
0 1 2 3 4 L & 7 8

pH

Figura 2.6: Curva de sensibilidade tedrica resultante da mistura
A: composta por 3 indicadores de espectros de absorgdc similares
e pKs em 2, 4 e 6; da mistura B, composta por 2 indicadores de
espectros de absorg8o similares e pKs em 2,8 & 5, e, em C, a

curva tipica de sensitividade o&ptica de um indicador com pK =
4,5.

O espectro da mistura de indicadcores pode também ser
apresentado em um grafico tridimensional, utilizando ¢ modelo
matematico proposto por King e Kester (1990). O modelo, baseado
na deconvolugdo do espectro em componentes gaussianas, permite

obter o©s espectros de absorblncia e/ou transmiténcia de cinco

sulfoneftaleinas. A figura 2.7 apresenta o espectro de
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transmitaéncia (T = KOwAbS) da mistura de dois indicadores en

fungdo do pH.

Transmitancia

1
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“’&1&\&“‘%“‘\ ;
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"‘%}&%“@2““
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[
(X
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de onda (rm)

Figura Z.7: Espectro de transmiténcia da mistura de "bromophenol
blue™ (pk = 3,7) e "bromocrescl purple™ (pk = §€,0), em funcaoc do
pH da solucgéo.

0 espectro apresentado tridimensionalmente permite
visualizar com mais detalhes o comportamente da mistura. Por

exemplio, as fases protonadas {meic mais &cido) dos deis

indicadores apresentam um coeficiente de absorgio molar mencr e
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absorvem na faixa de aproximadamente 450 a 500nm. A absorcic
nesta faixa (azul} confere & solugdo a coloracdo amarela. Por
outro lado, as fases desprotonadas {meio menos acido) apresentam
um coeficlente de absorgdo molar maior e apresentam um pico de
absorg¢&o no comprimento de onda de aproximadamente 600nm. A
absorgdo dos comprimentos de onda nesta faixa do laranja, confere
a solucdo uma coloragdc azul. Dentre as duas fases, a monitoracio
da transmité&ncia (ou absorbincia} da Gltima fase é mais indicada,
casc a mistura venha a ser empregada em um sensor com fibra
Optica. Basicamente, a escolha é devido a melhor sensibilidade

optica das fases desprotonadas em fungio da variacido do pH.

2.1.1.2 Imcbilizagio do indicador de pH

O emprego de indicador de pH em sensor com fibra o&ptica
implica, primeiramente, na sua imobilizagic em um suporte
(substrato), formando uma fase reagente. A imokilizaciéo &
necessaria para impedir que o indicador migre para a amostra e
assim assequrar a estabilidade temporal do sensor. 0 método de
imopilizagé&o adotado deve ser reprodutivel e possibilitar a
obtengdo de uma fase reagente densamente impregnada com
indicador, melhorando a sensibilidade Optica da medida. A fase
deve também ser permedvel ao analitico de interesse para que as
reagbes quimicas requeridas para a detecc@o possam ocorrer e deve

manter os indicaderes numa posicdo fixa em relacio & fibra,
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garantindce a estabilidade 6ptica. Ainda, a fase deve possuilr

resisténcia mecénica adequada para as avalia¢Ses "in vivo™.

Existem basicamente duas técnicas para se confeccionar a
fase reagente dos senscores com fibra o6ptica. No primeiro,
denominado intrinseco, a imobilizag8oc € produzida diretamente na
fibra, alterando uma caracteristica na sua transmissdoc Sptica. No
outro, o extrinseco, a fase reagente preparada previamente é
posicionada na extremidade da({s) fibrai{s) com o auxilio de uma
membrana permeavel. Esse metode tem side empregado largamente
devidce a reprodutibilidade obtida e algumas configuragdes séao

mostradas na figura 2.8 [Seitz, 1988].

a) | Fibra(s)

t) [Fibra(s)

c) | Fibra{s)

d) | Fibra(s)

e) | Fibra(s)
Figura £.8: Configuracgdes tipicas de um sensor do tipo
extrinseco.

Na configuracd&o "a", o indicador é imcbkilizado diretamente

na membrana, a qual & posicionada e fixada na extremidade de uma
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ou mais fibras épticas. Exemplos tipicos incluem a imobilizagdo
por ligaclio covalente do indicador em membrana de celulose e

elertrostaticamente em membrana de troca idnica.

O arranjo "b"™ ilustra a fixag&o do produto da imobilizacgao

na superficie externa de uma membrana.

Em "c", o indicador imobilizado €& confinado por uma membrana
posicicnada e selada na extremidade das fibras. Além de manter o
indicador numa posig¢do fixa, a membrana impede a penetragdo de

substancias interferentes na fase reagente.

0 arranjo mostrado em "d" adota o confinamento da fase
reagente no interior de uma membrana tubular, permeavel ao
analitico. A membrana tubular é ajustada e selada na fibra, numa
extremidade, e na outra, simplesmente selada. O emprego dessa
configuragdo permite a utilizac¢do de membrana tubular de pegueno
diametro, o que reduz o tempo requerido para a transferéncia do
analitico para e da fase reagente, melhorando o tempo de
respoesta.

Por fim, na configuragdc "e", a substéncia sensora
imobilizada é confinada no interior de um tubo capilar de vidro
ou metal. A vantagem desta técnica ¢ a produgdo de sensores com

melhor resisténcia mecanica.
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2.1.1.3 As fibras Opticas

Como a fase reagente é preparada separadamente e selada
posteriormente, as fibras Opticas servem meramente como
condutores de luz. A transmitancia na faixa de fregiiéncia de
operagdo do indicador e a abertura numérica (definida adiante)
sdo os seus parametros opticos mais importantes. Uma fibra de
transmiténcia alta melhora o nivel da intensidade luminosa no
detector, aumentando a relag&o sinal/ruido. Uma abertura numérica
grande facilita o acoplamento na fibra da radiagdo gerada pela
fonte éptica. Além das caracteristicas citadas, a aplicacgéo
biomédica impSe gue a fibra seja flexivel e mantenha sua

integridade mecanica.

No aspecto construtive, a fibra Optica € tipicamente
constituida de um ndacleo ("core®) transparente, de indice de
refracdo mn1, c¢ircundado por uma casca ("cladding™) de menor
indice de refracgdo, np {figura 2.9). 0 mecanlsmo de propagagio
ocorre porque a radiagdo que atinge a interface nucleo-casca com
um &nguloc mailor gue o angulo critico {a) € refletida de volta
para o nuacleo. Como ©os &angulos de incidéncia e reflexdc séo
iguais, a radiagio refletida atingiréd a interface com o© mesmo
anguio, sendce novamente refletida. Assim, o mecanlsmo de
reflexdes sucessivas na interface € o principio de propagagfo da

luz [Hochberg, 1986].
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O grau de acoplamento da radiag&c na fibra depende
basicamente do seu cone de aceltacdo (figura 2.9). 0O wvalor do
seno da metade do &ngulo (b)) gue define esse cone é denominado
abertura numérica (NA), a qual ¢ determinada pela equacgdc 2.11

[Sterling, 1987].

— — 2 2
NA =n, . sen ﬁ*\inl—nz
(2.11)

onde n, € indice de refragdo do ar.

Nicleo
< Casca

Encapsulamento

Figura 2.9: Mecanismo de transmissf@o da radiaglo eletromagnética

em fibra optica.

Os materiais tipicamente utilizados na fabricac&o da fibra
édptica sd@o o vidro {silica) e o plastice {acrilico) [Seitz,
198¢1. A fibra de vidro transmite radiacgic desde o ultravioleta

até o infravermelho, passando pelo visivel. A faixa com menor
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atenuaga&o € no infravermelho proéximo, entre 1500 a 1600nm, razio
pela qual as comunicag¢des opticas modernas estfo centradas nessa

faixa do espectro.

A fibra de plasticc apresenta um espectro de transmissac
centrade na regifio do visivel, embora ndc transmita luz t&o
eficientemente como a de vidro. No entanto, as caracteristicas
mecdnicas de flexibilidade e a integridade fisica do material
elegem—no como © mals adequado para a confeccio de sensores de
aplicagdo biomédica. No aspecto construtivo, a preparacic da
fibra € simples, pois ao contrario das fibras de vidro n&o exige
ferramentas sefisticadas para corte @ polimento.

Comparativamente, © custo da fibra de plastico & menor.

2.1.2 Instrumento opto-eletrdnico

O instrumentc opto-eletrénico € basicamente composto dos
sub-sistemas de geragao da radiacao de excitacéo, de
condicionamento dptico, de fotodetecgéo e processamento

eletrbénico, conforme o dlagrama em blocos ilustrade na figura

2.10.
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. Fonte
alimentacio ; Condicionador Condicionador
Gptica sico | Y | tptico

Sensor de
fibra dpfica

Figura 2.10: Diagrama em blocos do sistema tipico de medigdo,
composte do sensor de fibra Optica e do instrumento opto-

eletrdnico.

2.1.2.1 Fonte éptica

A fonte é6ptica deve fornecer radiac&c na failxa de fregiiéncia
adequada com alta intensidade e estabilidade. As fontes
tipicamente utilizadas s&c a lampada incandescente e o diodo
emissor de luz (LED). © laser & raramente empregado devido a

faixa espectral estreita e o custo elevado.

2.1.2.1.1 Lampada incandescente

A lampada incandescente basicamente consiste de um filamento
de tungsténio envolvido num bulkbo de vidro ou de quartzo. A

corrente elétrica que circula no filamento aquece-o, gerando luz
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por incandescéncia. A radiag&o enmitida apresenta uma distribuicéaoc
espectral continua desde o ultravicoleta até o infravermelho

[Narayanaswamy e Sevilla, 1988].

As lémpadas geralmente s&o de menor custo e reguerem um
sistema de alimentagdo e suporte mais simples. O tempo de vida é
primariamente determinado pela razéo da vaporizacgio do tungsténio

do filamento.

Una melhoria no tempo de vida e na estabilidade das lé&mpadas
foli obtida com a introdugdc da lampada de tungsténio halogenado.
Nesse caso, além do gas inerte, ¢ bulboc é preenchido com um
composto de halogénio. © gés inerte reduz parcialmente a
vaporizagido, enguanto gque o composto de halogénic se combina
quimicamente com ¢ tungsténioc vaporizado do filamento. Através de
um cicleo regenerativo, © tungsténioc € redepositado no filamento e
o composto de halegénio fica novamente livre para repetir o ciclo

[Modlin e Milanovich, 1992].

Uma versdc moderna € a lé&mpada sub-miniatura de tungsténioc
halogenado. Com dimensdes fisicas comparavels as do diocdo emissor
de luz, a lé&mpada citada possibilita acoplar eficientemente a
radiagdo na fibra Optica, sende portanto adeguada para sensores

com fibra optica.
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2.1.2.1.2 Diodo emissor de luz (LED)

O diodo emisscr de 1luz (LED) gera fétons gquande um par
elétron-lacuna se recombina no interior da Jungdo P-N. A
recombinacé&o resulta na emissdoc espontlnea de um féton com
energia igual & banda de valéncia do material [Newman e Ritchie,

19867 .

O emprego dos LEDs em sensores de fibra &ptica € geralmente
um desafic. Os LEDs s8o disponivels em relativamente poucos
comprimentos de onda e com estreita largura de banda (20 a 40nm).
A amplitude e a frequéncia de emissdo apresentam desvios com a
temperatura e tempo de utilizagdc. O acoplamento da radia¢8oc na
fibra éptica é ineficiente, pois ©s LEDs na faixa do visivel séo
projetados para indicagdo luminosa [Modlin e Milanovich, 199%2].
No entantc, o consumc de energia elétrica do LED é baixo, © due

facilita o projeto de sistemas portatels.

2.1.2.2 Condicionadores opticos

Os condicionadores oOpticos s8c necessaricos na selecdo dos
comprimentos de onda de operacio do sensor, dentre os gerados
pela fonte optica; na separagdo das radiagbes de excitacdo e de
retorno, caso © sensor utilize uma GOnica fibra; e na
discriminacio da radiac¢8c de retorno em no minimo duas faixas de

frequéncia, possibilitando aoc(s) detector(es) compensar(em) as
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perdas e/ou variagdes oSpticas do sistema. A selegdo da radiagdo é
realizada no sistema de excitacdo e a separaclo e discriminacéo,

geralmente, no sistema detector.

2.1.2.2.1 Selegio dos comprimentos de onda

B selecdo da faixa de frequéncia da radiagéo para o sensor &
obtida com o© emprege de filtros oOptices de absorgdo ou de
interferéncia. Os filtros de absorgdo sdo geralmente geralmente
da incorporacido de materlals absorvedores na estrutura do vidro.
Como ¢ vidro ¢ um substrato amorfo, os filtros s8oc caracterizados
pela ampla faiza de passagem (50 a 150mm), para os filtres tipo
passa falxa ou corta faixa, e ampla faixa de corte (50 a 100nm),

para os filtros tipos passa alta ou passa balxa.

Os filtros de interferéncia, por sua vez, sdoc construidos
com materiais dielétricos de diferentes indices de refracdo. A
radiac&c incidente é parcialmente refletida na interface dos
dielétricos, dadc o descasamento nos 1indices. Dependendo da
disténcia entre os dielétricos, uma faixa de frequéncia da
radiac8o incidente é transmitida através de filtro, devido ao
fenémeno de superposigdoco construtiva. Os filtros de interferéncia
permitem selecionar faixas com alguns nanometros de banda

passante [Modlin e Milanovich, 1892].
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2.1.2.2.2 Separagio das radiacgodes

Senscores com indicador do tipo colorimétrico s&oc geralmente
confeccionados com duas fibras Opticas, pols os comprimentos de
onda de excitag@o e de retorno sdo os mesmos. A separacao das
radiagbes ¢é efetuada pelas fibras épticas, conforme apresentado

na figura 2.11.

Radiacao de excitacao Fase reagente
-

.

Radiagao de retorno

Figura 2.11: Separa¢do das radiag¢des em um sensor do tipe

colorimétrico com duas fibras opticas.

Sensores com indicador do tipo luminescente {(fluorescente ou
fosforescente} empregam normalmente uma dnica fibra Optica,
porque a freqiiéncia da radiagio excitadora (AAl) é superior & da
radiacdc emitida por luminescéncia {AA2). Conforme apresentado
na figura 2.12, um espelho dicrdico pode ser utilizado para

separar as radiagdes.
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Fonte 6ptica

ARl Radiacio de excitacio Fase reagente
Detector ~
-
- Ar2
Espelho Radiacao de retorno
dicrdico

Figura 2.12: Separacgdo da radiacdc em sensor luminescente com uma

unica fibra optica.

A radiacdc incidente no espelho dicréico € separada em baixa
e alta freqgléncia (refletida ou tramnsmitida), dependendo do

dngulc de incidéncia.

2.1.2.2.3. Discriminagdc da radiagio de retorno

Para senscores baseados na medicido da intensidade luminosa,
independente se o sensor € com uma Unica fibra ou duas fibras,
com indicador colorimétrico ou luminescente, & radiacdo de
retorno deve ser discriminada em duas faixas de frequéncia (Ali e
Aﬂz) antes de ser entregue acs fotodetectores (figura 2.13). AA1
estsd centrada na failxa de méxima absorcdc do indicador
colorimétrico ou na faixa de maxima enissZo do indicador
luminescente. AA2, utilizada como referéncia, ¢ uma falixa de
comprimentos de onda na gual o indicador ndo abscrve e nem emite

radiacéo. Este arranjo, de forma similar a um espectrofotémetro
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comercial, compensa tanto as flutuacdes da intensidade da fonte

Optica quanto as variagdes nos acoplamentos.

Fonte dptica

Radiagdo de excitacao Fase reagente

w“..m.»
. I

Radiagdo de retorno

i\l

Espelhio dicréico ou
grade difratora

Z N

AAl AL2
Faixa de Faixa de
medida referéncia

Figura 2.13: Discriminacgaoc da radiac&o de retorno em comprimentos

de onda de medida e de referéncia.

Os componentes Opticos geralmente utilizados na
discriminacdo da radia¢io de retorno sfo o espelho dicréico e/ou

a grade difratora.

2.1.2.3 Fotodetector

Os detectores opticos tipicamente empregados s3oc a valvula

fotomultiplicadora e o fotodiodo PIN.
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2.1.2.3.1 valvula fotomuitiplicadora

A valvula fotomultiplicadora & o detector fotoemissivo mais
utilizade. A valvula é composta de um tubo com vacuo, uma
superficie fotoemissiva (fotocatodo) e um multiplicador de
elétrons. Quando um féton com energia suficiente atinge o
fotocatodo, um elétron é liberado devido ao efeito fotoelétrico.
O eletron gerade € ent&o acelerado por uma diferenca de potencial
existente no tubo para uma superficie secundaria de emissdo de
eletrons ("dynodo"), no gual ¢ multiplicado. Este processo &
repetido por varios estagios, caracterizando o chamado ganho da
valvula fotomultiplicadora. O pulso resultante & coletado no

anodo e processado eletricamente [Modlin e Milanovich, 19927.

Ganho da ordem de 10° ¢ a razio primaria de sua elevada
sensibilidade, sendo pertanto indicado em aplicagdes com reduzido
nivel luminoso. Devido as suas caracteristicas espectrais, o
dispositivo é adeguade para uso entre 150nm a 700nm {Modlin e
Milanovich, 1992]. Adversamente, a valvula ¢é um dispositivo

volumcso e exige um sistema de alimentacio de alta tensao.
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2.1.2.3.2 Fotodiodo PIN

O fotodiodo gera uma corrente elétrica e/ou uma diferenca de
potencial quando a sua Jjungdo P-N fica exposta a luz. A zona de
deplegfo € uma regiao de alguns microns em torno da jun¢io, na
qual os elétrons e lacunas se difundiram de seus respectivos ions
e as suas concentragbes s8¢ muito baixas. A diferenga de
concentragdo dos elétrons e lacunas na jung&o (nivel de dopagem)
causa a difusdo de elétrons e lacunas em sentidos opostos na
jun¢édo, onde as suas concentragdes no material s&c muito menores.
Como a difusdc das cargas delxa um doador e um receptor
ionizados, a diferenca de potencial {e o campo elétrico) entre a
regifio P e a N aumenta até que o numero de elétrons e lacunas gue
cruzam a jungdo, devido o campo elétrice, seja exatamente igual
ac numerc que cruza a Jjunglo devido a difus8oc [Newman e Ritchie,

1986] .

Fétons incidentes com energia maior que a banda de transigéo
geram um par elétron-lacuna no material semicondutor. Se os pares
s80 gerados na zona de deplegdo, os elétrons da regidc P séo
atraides para a regido N devido ao potencial de jungéo, enguanto
que o oposto ocorre com as lacunas. A separag¢fc das cargas causa
um fluxo de corrente num circuito externo quando a diferenca de
potencial no diode é igual ou menor gue zero [Modlin e

Milanovich, 19%927.
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Os materiais comumente utilizados na fabricac8o dos
fotodiodos séo ¢ silicio (Si), arseneto de galio (GaAs), germénio
(Ge) e arseneto de indio (InAs). A sua resposta espectral se
encontra basicamente entre 400 e 1200nm, sendo portanto mais
adequado para a medigdo de radiacgio na faixa do infravermelho

iModlin e Milanovich, 1992].

2.1.2.3.3 CCD (Charge coupled device)

O elementc basico de formagdo de CCD é o capacitor de
"metal-oxide-semiconductor™ (MOS}, apresentado na figura 2.14. O
elemento €& formado a partir do crescimento de uma camada de
didxido de silicio (isclante} sobre um substrato de silicio do
tipo P e, a seguir, um eletrodo de metal & vaporizado na parte

superior da camada de &xido.

O eletrodo de metal, denominado "gate" (porta), é polarizado
positivamente em relacfoc ao silicio. Os pares elétron—-lacunas
fotogerados dentro da camada de silicio sdc separados entre si,
sendo os eletrons atraldos para a interface 510, - S5i, devido ao
potencial da porta. Os elétrons permanecem armazenados enguanto o
potencial da porta for positivo. A guantidade de carga armazenada

& proporcional & intensidade luminosa que incidiu sobre o
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dispositive durante o periodo de exposigidc [Wilscon e Hawkes,

198091,

Si02

silicio tipo P

Figura 2.1b5: Estrutura do capacitcor "metal-oxide-semiconductor
MOoS) "

O agrupamento dos dispositivos bésicos forma um "array" de
CCD, conforme mostrade na figura 2.14. No arranijo apresentado, a
quantidade de carga armazenada nas portas Gl, devido a excitagéo
luminosa, € seqiencialmente deslocada, no casc para a direita,
até o circuitoe pré-amplificador de baixe ruide. Uma técnica de
deslocamento das cargas € apresentada na parte inferior da figura
2.15. As portas Gl, Gz e G3 s8c alimentadas por trés diferentes
linhas de potencial, L1, Lz e L3, respectivamente. No tempo T1, ©
potencial de L1 é positivo e os potenciais de L2z e L3 sdo iguais
a zero {figura 2.15%b). Assim, as cargas fotogeradas serao
armazenadas sob o5 eletrodos Gl, proporcionalmente a intensidade

luminosa incidente. Apbés um tempo de integragldo adequado, as
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cargas podem ser deslocadas ac longo da cadeia capacitiva "MOS®
pela aplicag@o de uma segiiéncia de potenciails nas linhas de
alimentag&o. Para isso ocorrer, no tempo T2, os potenciais de L1
e Lz sdo positivos e L3 continua igual a zero, o que resulta no
compartilhamento das cargas entre as portas Gl e G2 (figura
2.15¢). No proximo ciclo, o petencial de L1 é reduzido para zero,
resultando no deslocamento da carga armazenada para a porta G2
(figura 2.15d} . Repetindo-se o cicle, as cargas 580
progressivamente deslocadas ao longe da cadeia de capacitores
MOS. No final da cadeia, a quantidade de carga detectada em
fungdo do tempo representa os registros das transducdes dos

fotodetectores Gl [Wilson e Hawkes, 1989].

L1
L2
L3
[ ; ) G2 G3 ! ; ) G2 G1
(a) % %) Vi v % V2
SiO2
e ] i T T T s
| i i | | : |
| | i [ j i | Siiicio tipa P
| ! | | | | 1
i [ i i i ! {
i i I i ] i i
¢ M V2 | M t : |
! |
m —HoO f OOl i — T1
O T
|

@ - O, O i S
(d) — —p—— O : O Ts

Sentido de desiocamento das cargas

-

Figura 2.15: Principio de funcionamento de um mecanismo de

deslocamento das cargas fotogeradas no CCD. (a) representacéoc das
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portas {("gates") e (b}, (cy e (d) s&o os potenciais de

alimentag&o das portas nos tempos Ti, T2 e T3, respectivamente.

Os detectores a CCD sd8c adeqguados para varics tipos de
aplicag¢fes, c¢omo por exemplo em espectrofotometria. As suas
vantagens s8o o baixo nivel de ruildo (comparado ao “array" de
fotodiodos), adequada sensibilidade na faixa do visivel e a
capacidade do controle total por "software™ {"fuil

programmability"™) [Prettyiohns, 1992]1.

2.1.2.4 Processamento eletrdnico

Os sinais transduzidos (medida a referéncia) 880
amplificados geralmente por um amplificador operacional na
configurag&o transimpedancia. A diferenga de potencial na salda
do amplificador é direta e linearmente proporcional & intensidade

da radiac8o luminosa detectada.

Os sinais amplificados s30 normalmente processados por  um
divisor eletrdénico, gque determina o gquociente entre as duas
leituras. O valor do guocciente obtide é entido corrigideo por uma
fung¢do de calibra¢&o, permitindc determinar o valor do pH, o qual

& apresentadc no "display™.
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2.2 Conclusao

Um sistema com sensor de fibra déptica para a medigo de pH é
composto basicamente pelo sensor e pelo instrumento opto-
eletrénicc. O sensor emprega um indicador de pE {(colorimétrico ou
luminescente) Como elemento transdutor. Tipicamente, a
sensibilidade de um indicador é de trés unidades de pH. A
anpliacdo da faixa de medigio implica no emprego de uma mistura
de indicadores. O indicador selecionade deve ser imobilizado em
um Substr;ato, formando & fase reagente. A fase € mantida na
extremidade da{s) fibral(s) o6ptica(s) por uma membrana permeavel.
A fibra éptica transmite a radiagéoc de excitagdoc e a radiagdo
refletida pela fase reagente. 0 instrumento opto-eletrdnice &
tipicamente composto pela fonte oOptica (laémpada incandescente ou
LEDY, condicionadores oOpticos (filtros e grades), fotodetector
(valvulas fotomultiplicadoras ou fotodiodes PIN)] e c¢ircuiltos

eletrdnicos.
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caPiTULO 3

AVALIACAO EXPERIMENTAL DE SENSORES
OPTICOS BASICOS PARA A MEDICAO DO pH
GASTRICO

Uma avaliaclo experimental fol desenvolvida para determinar
05 principals parametros bééicos de projetc do sensor com fibra
Sptica, com caracteristicas adequadas para a aplicagloc proposta.
Para tanto, as substéncias gquimicas e os componentes do sensor
foram selecionados e um sensor fol construide e avaliado em
solucdo tampdo. Essa metodelogia fol adotada porgue material
bibliografico especifico e detalhado versando sobre o objetivo

proposto ndo era disponivel.

O capitule inicia-se com a selegdo dos indicadores de pH e
05 espectros dessas substéncias diluidas em solugbes tamponadas.
0 item seguinte propde a construgdo do senscor e define o método
de imobiliza¢éo do indicador, a membrana tubular, o elemento
refletor e a fibra éptica. A segulir, um instrumento opto-
eletrdnico é desenvolvido para avaliar ¢ sensor construido. Por
fim, alguns parametros do sensor sdo verificados, particularmente

o tempo de resposta.
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3.1 Tipos e selegdo dos indicadores de pH

Dentre as defini¢bes preliminares, a selecio dos indicadores
de pH é provavelmente a mais importante. Considerando a aplicacdo
proposta, a mistura de indicadores deve apresentar sensibilidade
na faixa de pH 1 a 7 e estabilidade adeqguada para permitir
monitoracdes continuas por um periodo de no minimo 24 horas.
Dentre os existentes, os indicadores do tipo colorimétrico siao os
mais adequados, pelas razdes apresentadas a seguir. Essas
substancias sdc comercialmente disponiveis em maior nimerc com
espectros de absorgio similares e pKs diferenciados, facilitando
a'obtengéo de uma mistura apropriada. Esses indicadores sdo mais
estaveis que o©s luminescentes, assegurande a estabillidade
temporal do sensor [Peterson e Netteo, 1993]. Do ponto de vista da
instrumentacio, a intensidade da radiagio lumincsa no
fotodetector € geralmente maior que a intensidade geralmente
obtida com sensores luminescentes, o que torna © egulpamento
opto~eletrénice mais simples tecnicamente e de baixo custo

[Wolthulis et al., 1992].

Os indicadores colorimétricos, por sua vez, s&o distribuidos
em diversas c¢lasses, as duals diferenciam-se entre si pela
estrutura bésica da molécula transdutora. Dentre as classes mails
representativas, destacam—se Tazo", "nitro®, Tphftaleinas" e

sulfoneftaleinas [Banyal, 1972].
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Uma revisdo bibliogréfica mostrou que a maioria dos sensores
de fibra oOptica com indicadores colorimétricos construidos
empregaram lindicadores da c¢lasse sulfoneftaleina, exceclio a um
trabalho com o emprego de azo [Mitchell et al., 19%91].
Exemplificando, Peterson et al. (1980) utilizaram "phencl red"
imobilizado em microesferas de "polyacrylamide™. Kirkbright et
al. {1984) confeccionaram um sensor c¢om “bromothymel blue®
imobilizado num polimero (Xad-2). Serra (1990), usando "phenol
red” imobilizado em uma resina, desenvolveu um sensor para a
medicdo de pH maritimo. Baseado no "thymol blue®™ imobilizado numa
membrana de celulose, Takal et al. {1991) construiram um sensor
para analises bioquimicas. Por fim, Baccl et al. {(19¢l)
apresentaram a técnica de 1mobilizacgdo das sulfoneftraleinas em

vidros de poros controlados.

As vantagens principais no emprego das sulfoneftaleinas sio
a sensibilidade com © pH e a discriminagdc existente entre os
comprimentos de onda de maxima absorgdo das fases protonada
{acida) e desprotcnada (bésica), o que simplifica o© projeto do
instrumento opto-eletrdnico. Além disso, a sua estrutura quimica
permite gue os mesmos possam ser imcbilizados em varios tipos de

substratos.
Optando-se pelas sulfoneftaleinas, doze indicadores de pH na

forma de sal e com pK na faixa acida cu neutra foram selecionados

(tabela 3.1). Além desses, indicadores de ocutras classes mas com
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fase desprectonada de cor azul/verde (absorcioc em tornc de 600nm)
e com pK na faixa de 1 a 2 foram também selecionados (tabela

3.2), visando facilitar a obtencdo da mistura ideal.

Tabela 3.1 Denominag&c, zona de transicic e ccloracdo dos

indicadores adquiridos da classe sulfoneftaleina.

pH
SULFONEFTALEINA 0 1 2 3 4 5 6 7 8
"Cresol red" T —— ¥ N
"m~-Crescl purple™ ) =L Y Yem
P"Thymol blue® TR e e e o e o v
"Eylenol blue® = Y
"Bromophenol blue” T ——— B
"Bromochlorophenol blue™ LT ——— B
"Tetrabromophenol blue” P r— G
"Bromocresol green" Y G
"Chlorophenol red® D p—— R
"Bromocresol purple"” L T p—— P
"Bromothymol blue® S
"Bromoxylenol blue" Y e e e e e o

~~~~~~~~~ zona de transicgdo, avaliada visualmente {[Green, 19930]
B - azul G - verde L - incolor 0 - laranja
P -~ plUrpura R - vermelho V -~ violeta Y - amarelo

Tabela 3.2 Denominag¢&o, zona de transi¢dic e coloragdo dos

indicadores adquiridos de outras classes.

pH

OUTROS INDICADORES 0 1 2 3 4 5 & 7 8
"Crystal violet® b LT p——— v

"Ethyl violet™ Y b s e e B

"Malachite green oxalate® Y-——=—=m-- G

"Malachite green carbincl® Y—ww—w——- G

"Brilliant green™ Y o e G

"Phloxzine B" R P

********* zona de transigdo, avaliada visualmente [Green, 1990]
B - azul G - verde L -~ incolor O - laranija
P - plrpura R - vermelho V - vicleta Y - amarelo
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3.2 Espectro dos indicadores diluidos em solugdo

tampao

O espectro de transmité&ncia dos indicadores selecionados
foi inicialmente determinado em sclugdo tampdo, visando conhecer
a fungdo de sensibilidade éptica (transmiténcia x pH), a faixa e
o comprimento de onda de maxima absorc¢io, tanto da fase &acida

como da basica.

Experimentalmente, uma massa apropriada do indicador em
teste fol primeiramente dissclvida em agua bidestilada, até =a
obtenc8o de uma concentragioc de 500 partes por milhidc (ppm). A
sclucldo obtida fol novamente diluida ({100 vezes) na solugéo
tampdo em questdo, fornecendo uma concentraglo final de Dbppm.
Essa concentrac¢fo, determinada experimentalmente, se mostrou
adequada para a maior parte dos indicadores em teste,
considerando © caminho é6ptice de 10mm da cubeta e o coeficliente
de absorci&o molar do indicador. Um conijunte com 15 soluges
tamp&o foram preparadas, variande de pH 1 a pH 8, em intervalos
de 0,5 unidade de pH. Antes de cada registro, o pH da solugdo
tampdo fol verificado com um eletrodo de vidro (Corning, modelo
476541), conectado a um pH-metro (Corning, modelo 12). Os
espectros na faiza do visivel foram obtidos com o

espectrofotdmetro Beckman {modelo DU-40).

A figura 3.1 apresenta a fungio de sensibilidade optica do

"bromocresol purple® em diferentes comprimentos de onda, obtida a
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partir dos espectros registrades nas diferentes soclugles

tamponadas.

B30nm

100 B e —

080 q \\ 830rpn

\
e
B e ;\"\\\ £10Mm
L \ e
.g | \ \ M\
E ‘\\\\\\\\\ S50rgm
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w 040
= \\5?\{%"‘
S
S90nm

G20

0.00

096 150 203 252 267 357 400 451 500 549 616 650 700 751 600
pH

Figura 3.1: Sensibilidade oOptica em diferentes comprimentos de
onda da fase béasica do "bromocresol purple™ diluido em sclugdo

tamp&o (bppm) .

A figura 3.1 mostra que o "bromocresol purple" apresenta a
maxima sensibilidade éptica no comprimento de onda de 5%0nm, na

faixa aproximada de pH 5 a pH 8.

Conforme +j& apresentado, a faixa de sensibilidade O&ptica
pode ser ampliada com ¢ emprego de uma mistura de indicadores. O
desenvolvimente experimental de um sistema com multiplos
indicadores pode ser trabalhoso, apesar de teoricamente simples.

Varias combinagdes de indicadores, concentragdes e comprimentos
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de onda de medida devem ser explorados para maximizar a

sensibilidade na faixa de interesse.

Dentre as misturas avaliadas experimentalmente, as mais
promissoras foram as que envolviam indicadores com espectros de
transmiténcias similares e com pKs distanciados entre si de 2 a 3
unidades de pH. A figura 3.2 apresenta a sensibilidade bptica
obtida com a mistura de tré&s indicadores. A concentracio de cada
indicador foli recalculada para o conjunto produzir uma resposta
aproximadamente linear. O procedimento experimental empregado foi

similar ao efetuado para a obtencdo da figura 3.1.

1.00

| N

0.60 ]

0.40 \

0.20 —

Transmitancia

0.00 .
1.00 2.00 3.00 4.00 £.00 8.00 7.00 8.00

pH

Figura 3.2: Sensibilidade Optica (transmiténcia no comprimento de
onda de 620nm em fung¢do do pH da solugdo tampdo) da mistura
composta por "malachite green carbincel"™ (1,25ppm}, "bromocresol

green™ (5ppm) e "bromoxylenol blue” (10ppm).
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A sensibilidade Optica da mistura de indicadores apresentada

na figura 3.2 permite determinar o pH na faixa de 1 a 8.

Entretanto, cabe ressaltar que os resultados obtidos com
indicadores diluidos em solucho  tampidc n&o  representam
rigorosamente a funcdo de sensibilidade éptica dos mesmos
indicadores gquando imobilizados. Nesse caso, preso a um polimero,
o indicador pode apresentar um desvio no seu pK, alterande a
resposta global ([Peterson et al., 1980}. Mesme assim, os estudos

foram necessarios para identificar as misturas mais promissoras.

3.3 Definigdes, projeto e construgdo de um sensor

basico

Definido ¢ indicador de pH, iniciocu-se o desenvolvimento de
um sensor basico. O dispositivo € tipicamente constituido pelo
indicador imobilizado, formando a fase reagente, uma membrana
permeavel, um elemento refletor de radiacBo e duas fibras

Gpticas.

Dentre as possivels configuragdes sensoras [Seitz, 1988]
(Capituleo 2), adotou-se o arranjo baseado no confinamento da fase
reagente no interior de uma membrana tubular, a qual é selada na

extremidade de duas fibras Oopticas. A figura 3.3 apresenta o
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diagrama tipico de um sensor de pH confeccionado com técnica

adotada.

Membrana tubular permedwe! ao
fon H+

Fibra dptica de excitago

wb
g

Fibra optica de retomo

Indicador de pH imobiliz ado
e um sistema de reflexBo

Selagem da membrana Selagem da extremidade
na fibra dptica da fise reagente

Figura 3.3: Diagrama esquematicc de um sensor tipico construido

com a técnica adotada.

3.3.1 Imobilizagdao do indicador de pH

Cs métodes de imobilizacg&co geralmente baseiam~-se nas
ligacgdes covalentes ou idnicas existentes entre o indicador e o
substrato empregado. Os métodos por ligagdes covalentes produzem
uma imobilizacdo mais eficiente, pois a perda/vazdc ("washing
out”) do indicador para a solugdo é inexlistente ou muito peguena

[Leiner e Wolfbeis, 1992], garantindo a estabilidade temporal.
0 método empregado fol a imobilizac8o por ligagio covalente

do indicador no polimerc "polyacrylamide®, formado a partir do

monémero "acrylamide™. Essa técnica fol adotada por ter
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apresentado

do mondmero

Figura 3.4:

polimero

do mel,
camadas

inadequada,

resultados

resulta

branco e inodor.

satisfatdrios

estavel & temperatura ambiente,

no

sensores com fibras oOpticas [Peterson et al.,

altamente

"polyacrylamide”,

desenvoelvimento

19807 .

O "acrylamide" €& um sdlido cristalino de cor branca,
soldvel em Aagua e
produzido a partir do "acrylonitrile™. A polimerizacio estimulada
também um composto

A figura 3.4 apresenta a estrutura guimica do

O "polyacrylamide”

[Sandler e Karo,

devido

independentes

come © material sensor e,

distal da membrana.

"polyacrylamide™.

sobretude,

ao deslocamento

a selagem da extremidade

facilita o preenchimento e a selagem.

Essa caracteristica pode

relativo

mondmerc e do polimero [Aldridge, 1985}.
NHZ NH2 NHZ KH?
H i I k
H C=0 H C= H C=0 H €C=0
i I i ! i I 1 §
cC=¢C " C-C c-C c-C ™
i 1 [ i1 [T |
H H H H H H H R
Mondmero Polimero
“acrylamide™ “polycrdamide”
Estrutura gquimica do monbmerc ("acrylamide™)
{("polyacrylamide®}.

preparado em meioc aquoso € um hidrogel
19921. A viscosidade do composto €& semelhante a
existente entre
Essa propriedade &

pecis dificulta o preenchimento da membrana tubular

Uma consisténcia sélida & preferivel,




ser obtida pela polimerizagdoc conjunta do "acrylamide" e "bis-

acrylamide™, conforme ilustrado na figura 3.5.

H H H H H H H M
P 1 [ P P
c=C T——T - C c-c c-¢c U
I | [ i i P
H C=0 H C=0 H C=0 H C=0
I ! 1 i
MH Nit2 NH NH2
I L
i L
H-C-H H-C-H
] 1
1 1
HH NHz NH N2
i | i |
H €=0 H C=0 H C=0 H C=0
[ i I P
c=C 1 c-c c-¢C C- ¢ -
11 1 1 L P
H H H H H H H H
Egrutura quimica Polimerizaglo cnuzada do
“bis-acrylamide™ *Acrylamide” e "bisacrylamide”™
Figura 3.5: Estrutura guimica do "bis-acrylamide" e do

"polyacrylamide" obtido por polimeriza¢&o cruzada.

A polimerizag¢do cruzada produz um hidrogel sélido [Sandler e
Karc, 1992], com o aspecto de uma gelatina. O grau de solidez
pode ser alterado, variando o grau de dilulg¢@io cu a razéo entre

as concentragdes de "bis" e de Yacrylamide®.

No hidrogel sélido apresentado, o© indicador de pH, em
determinadas condi¢des quimicas e fisicas, pode ser imobilizado.
A imobilizac&c é obtida com a polimerizag8o em meio aquoso, da

qual participam basicamente of{s) indicador{es) e os monlmeros. A
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figura 3.6 ilustra a imobilizac¢dc de um indicador nco polimero

"polyacrylamide™.

"Acrylamide™ "Bis-acrylamide”™ indicador de pH
imobilizado

Figura 3.6: Representagdo da imobilizacgdo de um indicador de pH

em "polyacrylamide™.

A consisténcia do hidrogel sélido se mostrou apropriada para
a confeccdc dos sensores, no entantc a sua dimensdo fisica se
mostrou inadequada. Por exemplo, o procedimento de preparagio
produz um hidrogel cilindrico de aproximadamente 13mm de didmetro
por 10mm de altura. Essas dimensdes s8c incompativeis com ©s
difmetros das membranas tubulares e das fibras dpticas
comerciais, disponiveis na faixa de 200pm a 1000pm. Em principio,
hidrogel de didmetro pegueno pode ser produzido através do
emprego de tubos micromeétricos de vidro ou pléastico. No entanto,
além da dificuldade pratica, o método dificulta a

reprodutibilidade devido as pequenas quantidades de reagentes

envolvidos.
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Uma adaptagdo ao processo dquimico de preparag¢éo do hidrogel
sé6lido fol entdo adotado, pois permite a producéo de microesferas
de hidrogel com didmetro de algumas unidades a dezenas de
micrometros. As microesferas produzidas possibilitam entdo o
preenchimento adequado da membrana tubular do sensor. O método
baseia-se na ocorréncia da polimerizacdo em meloc oleoso,
denominado polimerizagdc em emulsdo. O principic da técnica
consiste em misturar a solugdo aguosa, preparada basicamente com
os mondmeros e o Iindicador de pH, c¢om o solvente tolueno e o
emulsificador. A agitagfio mecé&nica do tubo de ensalc contendc a
emuls&o promove a formagdo de microesferas da sclug8o aquosa
descrita, circundada pelo emulsificador e, esse, pelo tolueno. A
terminagcdoc hidrofilica do emulsificador forma uma pelicula
externa e adjacente a microesfera aquosa, facilitando a sua
formacdo. Por outro lado, a sua terminaclo hidrofébica se alinha
na diregdo do tolueno, conforme ilustrade na figura 3.7. O
di&metro final das micreoesferas depende da 1intensidade da

agitag¢do mecanica imposta, devendo portanto ser controlada.

A adicdo de uma substéncia guimica iniciadora ({TEMED),
desencadeilia o© processo de polimerizacic das microesferas. O
resultado €& a formagdo de microesferas de hidrogel, conforme
representado na figura 3.8, Apdbs serem lavadas e desidratadas
adequadamente, a sua aparéncia final € a de um pd colerido,
devido ao indicador de pH imobilizade. O material produzido pode

ser armazenade e utilizado posteriormente no preenchimento da

membrana tubular do sensor.
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. Emulsficador Terminacio
° P :
Tolueno o o !
B
o o © :
° oo [+ ] | Tolueno
o 9 i
Microesfera] © © i
o O o 1 - j
© o o I Terminagio
1 hidrofilica
PQLIBEMGAO EM EMLELSAD : MICROESFERA

Figura 3.7: Microesferas aguosas em solugdo de tolueno e
emulsificador. A direita, a representac¢&o ilustra a funcao
exercida pelo emulsificador na separacdc da fase aguosa da

cleosa.

didmetro médio

10um

pH = indicador de pH imobllizado

Figura 3.8: Microesferas de "polvacrylamide™ com ¢ indicador de

pH imobilizado.
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3.3.2. Elemento refletor

A incorporagdo de um elemento refletor de radiacdo na fase
reagente & necessaria para redirecionar parte da radiacdo
incidente para os fotodetectores. A reflexo de luz pode ser
obtida basicamente pela incluséo de uma superficie
metalica/espelhada na extremidade distal da membrana tubular ou
pela incorporacao de microparticulas de disperssio ("scattering")
no interior das microesferas de "polyacrylamide" [Peterson et

al., 1980].

O primeiro método fol desconsiderado porgue resultados
experimentals mostraram que as superficies metalicas tendem =a
alterar ¢ seu ccoeficiente de reflex&o quando imersas -em solucdes

acidas (pH 1) por um periodc prolongado (12 a 24 horas).

Por essa razio, adotou-se o outro método. Microparticulas de
poliestireno, diametro médio de 0,%66um, 10% em soclucioc aquosa,
feoram incorporadas nas microesferas de "polyacrylamide®, conforme

ilustrado na figura 3.9.
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1" diamefro mibdio
0,966m

diametro médio
10pm

pH = indicador de pH imobilizado
Q = micropaticula de espalhamento

Figura 3.9: Microesferas de "polyacrylamide®" com o indicador de

pH imcbilizado e microparticulas de poliestirenc incorporadas.

3.3.3 Membrana tubular

A membrana tubular tem a funcioc de confinar as microesferas
e permitir a difusdc do jion hidrogénic. A membrana deve ser
resistente a um meio fortemente Acido {pH 13 @,
preferencialmente, apresentar boa resisténcia mecanica. Dentre as
disponiveis comercialmente, a membrana de material "polysulfone™
(Supelco, #9-5558) se mostrou ser a mais adequada, considerando
as dimensdes do sensor a ser construido. Essa membrana possui
difmetro interno de 1,1lmm e se encontra disponivel comercialmente

com diferentes tamanhos de poro.
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3.3.4 Fibra optica

A fibra deve possuir alta transmiténcia na faixa visivel do
espectro, particularmente entre 500 e 600nm, faixa de absorcdoc
dos indicadores empregados. A abertura numérica deve ser grande,
facilitando © acoplamento da radiacg&o da fonte. A fibra deve ser
de plastico (acrilico), garantinde a integridade mecénica em caso
de dobras, e ter diametro proéoximo de 550um, nmetade do valor do
difmetro da membrana tubular. A fibra selecionada fol a fibra de

plastico SH2001 (Mitsubishi Rayon Co.), didmetro igual a 500um.

3.3.5 Construgao do sensor de fibra dptica

Neste item, apresentam-se os procedimentcs para a construgdo

do sensor apresentado na figura 3.10.

Membrana tubular Selagem com
Supslco “epoxy”

) 2,0mm .
i A | i
0,5mm Fibra dptica de excitagio
. 1, imm
Fibrz dptica de retomo

Microesteras com indcador
e microparticulas

Selagem com
"epaxy”

Figura 3.10: Sensor de pH com fibra Optica basico.
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Os materiais para a construgdo do sensor j& foram definidos
anteriormente. Além desses, o selante "epoxy" fol selecionado,
pois apresentou melhor resisténcia mec@nica quando comparado com

ocutros selantes disponiveis.

O primeiro passc na construgdo do sensor & a preparacio das
fibras opticas. As terminagdes das duas fibras sfo inseridas no
intericr de um tubo de teflon (dimetro de 1,1lmm) e seladas com
"epoxy". Um periodo de 24 horas é indicado para a secagen
completa do selante. Apds esse pericdo, o tubco de teflon é
retirado e as fibras envolvidas no Tepoxy™ sdc cortadas

radialmente com uma l&mina pré-agquecida.

No passo seguinte, a terminagio de fibra &éptica é encaixada
e selada com "epoxy"™ na membrana tubular. Um periodo de 24 horas

€ necessario para a secagem completa.

Por fim, a membrana tubular selada nas fibras oépticas &
preenchida, através da cutra extremidade, com as microesferas, as
guais devem ser compactadas delicadamente com o auxilio de um
bast&o metalico até a obtencdo do comprimento do caminho éptico
desejado. A terminacgdoc da membrana € entdo selada com "epoxy" e

deixada para secar por um igual periodo de tempo.
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3.4. Instrumento opto-eletrdnico do sistema

experimental

Para a avaliag¢do do desempenho do sensor construido, foi
necessario o desenvolvimento paralelo de um instrumento opto-

eletrdnico.

Genericamente, a instrumentac¢fio tipica de um sistema com
sensor de fibra oOptica €& basicamente composta por dois sub-
sistemas distintes: o© de excitagdo e o de detecg&c dupla,
incluindo o processamento de sinal e apresentacdo dos resultados.
Em linhas gerais, o primeirc sub-sistema ¢é responsavel pela
geracdo, selegdo dos comprimentos de onda e acoplamento da
radiacdo na fibra Optica de excita¢do. A parcela da radiacgéo
refletida pela fase reagente & acoplada na Ifibra de retorno e, a
segulr, discriminada em freguéncila, formando o$ canais Opticos de
medida e o de referéncia. Geralmente, o© canal de medida esté
centrado na faizxa de comprimentos de onda de méxima absorg&o do
indicador de pH e o© de referéncia numa faixa invariavel com as
alteragdes de cor do indicador. No sistema de deteccdo, as
radiagdes de medida e referéncia s&c transduzidas para sinais
elétricos, os quals s&o amplificados em separado. Os circuitos
eletrdnicos processam o©s dois sinais elétricos resultantes e
apresentam num "display" o valor do pH, baseado nas intensidades
monitoradas nos dois canalis e na curva de calibracgéo do sensor.

As caracteristicas finais do sistema de medigdo do pH estdo,

71



portanto, apoiadas no desempenho tante do sensor gquanto do

instrumento.

Entretanto, uma instrumentacdo limitada foi implementada
somente para a reallizac&o dos testes preliminares do sensor, a
partir de adapta¢gdes no espectrofotdmetro de fluorescéncia
Perkin-Elmer, modelo 650-105. O seu diagrama em blocos &

apresentado na figura 3.11.

Espectrofotimetra de fuorescéneia

LENTE
LAMPADA .
D —— Sensor com fibra dptica
) =T
MONOCROMADOR

P 1 PTM 2

AMP 1 AMP 2
Vr vm
VOLTIMETROS

PMT: vihwiia fotomultiplicadors AMP . amplificador £.0. : fibra dptica

Vr e Vm : diferenga de potencial de referdncia e medida, respectiemente

Figura 3.11: Diagrama em blocos do instrumento opto-eletrdnico

desenvolvido para os testes preliminares do sensor construido.

No diagrama mostrado na figura 3.11, a radiacdo excitadora
gerada pela lampada de =xenon (150 Watts), alimentada por uma

fonte de alta tensdo, €& discriminada por uma grade monocromadora
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em larguras de banda de 1,5 a 20nm, na faixa de 350 a 700nm. A
radiagdc selecionada é focalizada, por um conjunte de lentes, nas
fibras oépticas de excitagfo do senscr e de referéncia. A primeira
transmite a radiag¢do acoplada para a fase reagente do sensor, na
qual é parcialmente absorvida e refletida para a fibra de retorno
do sensor, formando o canal optico de medida. A segunda fibra
entrega a radiac¢lo diretamente para o sistema de medida, formando

o canal Optico de referéncia.

As lentes focalizam a radiac@o selecionada numa aArea de Bmm?
a uma disténcia de bem, aproximadamente. 0 posicionamento das
fibras (medida e referéncia) na area de foco é feito por ajuste
manual em um sistema mecnico desenvolvido especialmente para
essa aplicag8o. Da mesma forma, duas outras montagens mecénicas

possibilitam os alinhamentos da fibra de retorno {ou medida) e da

fibra do canal de referéncia, nos seus respectivos
fotodetectores.
A fotodetecgio & efetuada por duas valvulas

fotomuitiplicadoras (RCA 1PZ28}, uma para cada canal. Os sinais
transduzidos sao amplificados em separado por dois amplificadores
operacicnalis na configuragldo transimpedancia. A diferenga de
potencial produzida na saida de cada amplificador é monitorada

por um voltimetfro.

Os testes inicials com 08 sensores mostraram duas limitacdes

do instrumento. A primelra, a sensibilidade espectral inadequada
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nos comprimentos de onda maiores que 550nm, faixa de absorcéc da
fase basica dos indicadores colerimétricos. Dentre os componentes
do sistema, a valvula fotomultiplicadora (RCA 1P28) era o
elemento mais critico. Sendo assim, o sistema de detecgdo foi
reprojetado, utilizando o fotodiodo PIN (EG&G, HUV- 4-000B) e um
filtro de blogueic de infravermelho. A figura 3.12 apresenta as

respocstas espectrals dos dols sistemas.

\_ \Nf’lN + fillro IV
~

;/// N

—
[ =}

\ 7 AN
/4 ™~

1 fotormuttipicadora

A\

Intensidade luminosa normalizad:
] {0 - ¢h [+-] -~ -] fi+]

400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm}

Figura 3.12: Respostas espectralis (normalizadas) dos instrumentos
com fotomultiplicadora (RCA, #1P28) e com fotodiodo PIN (EC&G,
$HUV-4-000B) e filtro de blogueio de infravermelho.

A segunda limitagdo era devida ao fato do monocromador do
espectrofotémetro estar posicionado no sistema de excitacéo.
Nessa configuragdo, o canal éptico de referéncia n&o incorporava
o sensor, Iimpossibilitande compensar completamente as perdas

Opticas do sistema. A soluglc temporaria adotada foil utilizar

scmente um canal tanto para a medida como para a referéncia,
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sendo portanto necessario selecionar manualmente o monocromador
entre cada leitura. Embora trabalhosc, © arranjo, mostrade na

figura 3.13, permitiu avaliar o desempenhc do sensor construido.

Espectrofotdémetro de luorescéncia

MONOCROMADOR

. [ Sensor com fibra dptica
0

LAMPADA ‘ LENTE
e FLTRO
selecio manual do canal de
medida e de referéncia PN
AMP

Vm e Vr] VOLTIMETRO

F.O. : fibra Gptica FILTRO : filtro de blogueic de infavermetho PN : folodiodo PIN
AMP : amplificador Vm e Vr; diferenca de potencial de medida e de referéncia, respectivamente

Figura 3.13: Diagrama em bloco do instrumente utilizado para

avaliar o desempenho dos sensores construidos.

3.5 Desempenho do sensor de fibra éptica basico

As caracteristicas ¢épticas deo sensor, notadamente o grau de
modulaglc optica obtide na radiag¢do incidente, © comprimento do
caminho Optice e a intensidade da radiagdo refletida, foram

determinados e ajustades experimentalmente para a faixa adequada
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de operagdc. Com issc, a construgdo do sensor pdde ser revista e

melhorada.

No entanto, os testes preliminares em solugdc tampdo
mestraram gue O sensor era excessivamente lento para a aplicacio
pretendida, que necessita um tempo de resposta de, no maximo,
alguns minutos. Com uma din&mica aproximadamente exponencial,
tipica de uma situag¢do de difusfo, o tempo de resposta (63% do
valor maximo) do sensor era em torno de 30 minutos guando

submetido a uma mudan¢a instant@nea de pH.

Uma avaliagdo dos principals fatores que poderiam estar
prolongando ¢ tempo de resposta teve que ser efetuada. Os fatores
avaliados foxam'o tamanho do poro da membrana, o comprimento da
fase sensora do sensor, a capacidade de tamponamento da solugao
empregada, a concentracdo do "bis-acrylamide™, a concentrag8o do
"polyacrylamide™ e o diametro da fase reagente. Com excegao do
tltimo, os fatores listados foram avaliados utilizando sensores
com fibra éptica, construidos com microesferas de “chlrophenol
red” (pK = 5,5), cujo modelo fol apresentado na figura 3.10. A
influéncia do difimetro da fase reagente teve que ser avallada com
o enprego de hidrogéis cilindricos, pols membranas e fibras

opticas com diémetros variados ndo estavam disponiveis.

0 teste com os sensores consistiu em determinar ¢ tempo de
resposta do mesmo quando submetido a uma variag¢@o brusca de pH 7

(Mallinckrodt, #0031} para pH 4 (Mallinckrodt, #0029). O tempo de
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resposta do hidregel {sem membrana) fol avaliade gualitativamente
por observagao visual, determinando-se o tempo aproximado para
ocorrer a mudan¢a de coloragdo do vermelho (pH 7) para o amarelo

(pH 4).

3.5.1 Tamanho do poro da membrana

Senscres foram construidos com membranas de tamanho de poro
variado e di&@metro idéntico. O primeiro grupo utilizou membranas
com poro de malor didmetro (Supelco, 5S00000MW, #9-5558); o
segundo, & membrana intermediaria (Supelco, 100000MW, #9-5555) e
o ultimo, a membrana de poro menor {Supelco, 50000MW, #9-55504).
Os tempos de resposta obtidos foram aproximadamente de 30, 50 e

75 minutos, respectivamente.

Dessa forma, um aumento significativo do tamanho do poro
seria necessario para a obtengdo de um tempo de resposta na falxa
de alguns minutos. No entante, membranas tubulares com essa

caracteristica ndo est8o disponivels comercialmente.

3.5.2 Comprimento da fase sensora

Sensores com comprimento da fase sensora de 2,0mm e 1, Bmm

foram confeccionados e testados. 0Os testes mostraram que os

sensores de 2,0mm respondem em aproximadamente 30 minutocs e os de
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1,5mm, em aproximadamente 20 minutos. Portanto, sensores com
menor comprimento de membrana sdo preferiveis, respeitando-se os
limites impostos pelo caminhe éptico necessidrio para a sua

modulacio.

3.5.3 Capacidade de tamponamento

A capacidade de tamponamento & uma propriedade da solucao
tampdo (Apéndice A) de resistir a uma modificag8o do pH por
efeito da diluicéco ou adigido de pequenas quantidades de acidos ou
bases fortes. A avaliagdo da influéncia da capacidade tamp&o foi

realizada com um conjunto de sensores idénticos.

Os sensores foram distribuidos em grupos 1 e 2 e imersos e
mantidos por 24 horas respectivamente em agua bidestilada de pH
7,0 e solugdc tampdo de pH 7,0. Apbs este periodo, cada sensor
foi retiradoe da solucgdo e, imediatamente, imerso em solugdo

tampéo de pH 4.

A resposta dos senscres dos grupos 1 e 2 fol observada em
aproximadamente 4 minutos e 30 minutos, respectivamente.
Portante, a capacidade tampdo do meioc de medida influencia
fortemente no tempo de resposta, porém esta caracteristica € uma

propriedade da solugdo em teste.
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3.5.4 Concentragao do "bis-acrylamide”

O "bis-acrylamide™ é a substancia responsavel pela
consisténcia do hidrogel. A variagdc da sua concentragio permite
preparar hidrogel com consisténcia proxima a um fluido, num
extremo, oun  semelhante a um sblido, ne outro  extremo.
Microesferas com uma concentragéo de "bis™ de 8,0mg, 4,0mg
(usual) ou concentragdoc igual a zero foram preparadas e o©s
senscores foram construides. As avalia¢des mostraram que o tempo
de resposta € praticamente independente da concentrag&o do "bis-

acrylamide”.

3.5.5 Concentragao do "polyacrylamide”

Como a polimerizagdo quimica do "pelyacrylamide™ é realizada
em meic aquoso, o grau de diluiclo do polimerc foi investigado.
Microesferas com concentracdes de 3M (usual), 1,5M ou O,cM de
"polyacrylamide" foram preparadas e utilizadas por um conjunto de
sensores com fibras oOpticas. Resultados experimentais mostraram
gque independente da concentracdo, o tempo de resposta dos trés

grupos € praticamente o mesmo.
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3.5.6 Didmetro da fase reagente

A influéncia do di&metro da fase reagente fol avaliada com
hidrogéis (sem membrana- tubular). Caso contrario, sensores com
diferentes diémetros teriam que ser desenvolvidos, envolvendo um
conjunto variado de tamanhos de membrana, fibras oépticas e
implicande em melhorias e adaptacfes no instrumento opto-

eletrdnico.

O hidrogel fol preparado no interior de microtubos de
polietileno. Os didmetros internos dos microtubos eram 0, 28mm,
0,38mm, O,58mm, ©O,86mm, 1,1%wm e 1,40mm. O hidrogel produzido
tinha a forma cilindrica, com di&metro igual ao do microtubo e
comprimento de 10mm. Cada grupo fol imerso em soluc@o tampido de
pH 7 por 24 horas. Separadamente, cada grupo fol retirado e

imersoc em sclugdo tampdo de pH 4.

Os resultados obtides s&o mostrados na figura 3.14 e 3.15,
'demonstrando, respectivamente, que a dependéncia do tempo de
resposta € aproximadamente uma funcgdo quadratica do difmetro da
fase reagente e, consegientemente, uma fungdo aproximadamente

linear da Area transversal da mesma.
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Figura 3.14: Tempo de resposta (aproxzimadamente 3 constantes de
tempo) de transig8o do hidrogel de "chlorophenol red"™ de pH 7

{(vermelho) para pH 4 (amarelo).
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Figura 3.15: Tempo de resposta (aproximadamente 3 constantes de

tempo} de transigdo do hidrogel de "chlorophenol red"” de pH 7

{(vermelho) para pH 4 (amarelo).
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3.6 Conclusio

O procedimento desenvolvido permitiu selecionar oS
componentes e construir um sensor basico. Os indicadores de pH do
tipo colorimétrico foram adotados e a sua imobilizaciéo em
microesferas de "polyacrylamide" foi efetuada, obtendo-se assim
uma fase reagente. A membrana tubular, o elemento refletor e a
fibra optica selecionadas completam os componentes para a
construgdo do sensor. A avaliac&o do Sensor exigiu O
desenvelvimentoe de um instrumento opto-eletrénico, o gqual fol
cbtido a vpartir de adaptagdes em um espectrofluocorimetro
comercial. O sistema completo permitiu, entéo, determinar os
parémetros principals de projeto para o desenvolvimento do
sistema proposto. Os testes em solugdo tamponada mostraram a
principal limitac¢d&o do senscor desenvolvido: o tempo de resposta
prolongado, de aproximadamente 30 minutos. Uma avallagdo dos
provaveis fatores que poderiam estar influenciande o tempo de
resposta foi efetuada. Os resultados mostraram gue, dentre os
fatores avaliados, a redugdo da area transversal (fase reagente e
a membrana) reduz o tempo de resposta na mesma proporgdo,
aproximadamente. Por exemple, para um sensor empregando uma
membrana com © mesmoe tamanhe do poro, a redugdo do didmetro da
membrana de 1100um para 300um deve reduzir o tempo de resposta de
30 minutos por aproximadamente 15 vezes, resultando num tempo de

resposta em torno de 2 minutos. Esse valor € adequado para a
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aplicagao proposta. Concluindo, os resultados cbtidos serviram de

base para o desenvolvimento do protétipo proposto, apresentado no

proéximo capitulo.
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cAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA COM SENSOR
DE FIBRA OPTICA PARA A MEDICAO DO pH
GASTRICO

A partir das avaliagdes preliminares realizadas (Capitulo
3), fol possivel implementar o sistema com sensor de fibra
optica para a aplicagadc proposta. A redugdo do tempo de
resposta implicou em mudangas substancials no sensor e na
definig&o das caracteristicas do instrumento opto-eletrdnico,

devido a exigénclia de um didmetro menor para a fase reagente.

Este capitulo apresenta inicialmente as especificacées
gerais do sistema, considerando os compromissos existentes. A
segulir, apresentam-se o©s projetos do sensor e do instrumento
opto-eletrdnico. Na seqiéncia, apresenta-se o© desenvolvimento
do sensor com faixa de sensibilidade de pH 1 a pH 7 e a
metodologia empregada para a determinacaoc do pH. O ultimo item

¢ dedicado para a apresentac¢do do "software".
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4.1 Especificagdo do sistema construido

A redu¢do do didmetro da fase sensora € necessaria para
obter um sistema com tempe de resposta na faixa adeguada. Essa
caracteristica implica também na utilizag&o de fibras opticas de
didmetrc menor, o que reduz o nivel da poténcia luminosa acoplada
na fibra excitadora e, por conseguinte, no fotodetector (figura

4.1). Além disto, dificulta a reprodutibilidade do sensor.

.

B

FONTE OPTICA

Figura 4.1: Desenho esguemdtice Iilustrando o acoplamento da

radiagido da fonte na fibra optica.

A variagdc na peténcia Optica acoplada, devido &
substituicdo de uma fibra de area Al por uma de area A2, pode ser

determinada de forma comparativa pela equacgdc 4.1 {(Hecht, 1988).

Perda optica (dB) = 10 log (A1/A2) + 20 log (NA1/NAZ) (4.1}
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Considerando fibras de mesma abertura numérica (NA), o
emprego de filbras de menor seg&o transversal reduz a poténcia
acoplada na mesma propor¢do. Por exemplc, a reducido em 50% da
drea da fibra resulta numa perda de poténcia éptica acoplada em 3

dB, ou seja, em 50% (eq. 4.1).

Portanto, o emprege de fibras oépticas de dimetro menor
implica, certamente, na utilizagdo de um instrumento opto-
eletronico comparativamente mais sofisticado e conseqiientemente

de custo maior.

Do exposto, fica evidente que existe um compromisso entre o
tempo de resposta do sensor e o nivel da intensidade luminosa no
fotodetector. O compromisso apresenta uma relac8o proporcional a
adrea transversal, pecls a redugdo do didmetro da fase senscora
reduz de forma quadratica o tempo de resposta, mas reduz também
quadraticamente a poténcia luminosa acoplada, devido o emprege de

fibras opticas com diametros menores.

A estratégia adotada fol desenvolver o sensor com © melhor
tempo de resposta possivel, considerandc as limitagles da
disponibilidade comercial dos componentes empregados pelo sensor.
Uma avaliac¢do dos fornecedores de membranas tubulares mostrou que
0s didmetros normalmente comercializados s&o de 1100pm, 500um,
300pm e 250pm. Paralelamente, um procedimento similar mostrou que

as fibras oOpticas de pléastico s8¢ geralmente disponiveis com
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didmetros de 1000um, 500um, 250um e 125um. Considerando um sensor
tipico (figura 3.3), o© menor sensor obtideo com a técnica adotada

seria construido com duas fibras de 125um ¢ a membrana de 300um.

No entanto, a construgdc manual do sensor propostoe &
trabalhosa e delicada, ¢ gue certamente dificultaria a sua
reprodutibilidade. Uma alternativa & o desenvolvimento do sensor
com uma tnicea fibra de maior didmetro, no caso, 250um, selado na
membrana de 300um. Além de facilitar a construcdco e melhorar a
reprodutibilidade, o custo do sensor € praticamente reduzido a
metade, tendo em vista gue o conector e a fibra sdc os elementos
mais caros. Essa caracteristica é atraente, uma vez que sensores

descartavels s8o preferiveis.

Entretanto, o projeto de um sensor colorimétrico com uma
unica fibra oOptica nac é simples. A dificuldade principal € o
desenvolvimento de um arranjc optice para a separagdc das
radiagdes excitadora e de reterno, de mesma frequéncia. Porém, é
preferivel preojetar um sistema Optico sofisticado, incorporado a
um equipamento, ao inves de reproduzir indmeros sensores com grau

de dificuldade maior, confiabilidade menor e custo maior.

Basicamente, existem duas técnicas de separacéo de radiaces
possivelis de serem implementadas neste projeto: diviscores de
feixe COm filtro {"half mirror™) ou COm fibra bptica
("splitter®™), conforme ilustradc respectivamente nas figuras 4.Z2

e 4.3,
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Figura 4.2: Divisor de feixe com "half mirror™. Considerando um

dngulo de incidéncia de 45 graus, o "half mirror™

da poténcia e reflete 50% da poténcia incidente.
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Figura 4.3: Divisor de feixe com fibra optica ("splitter").
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O divisor de luz com "half mirror"™ €& um arranjo com oOptica
convencional. Além dos elementos mostrados, o arranjo exige o uso
de lentes para focalizar as radiagdes. O "splitter™ utiliza

simplesmente um arranjo com trés termina¢des de fibra éptica.

As duas configuragdes tém vantagens e desvantagens. No
primeirc, o©s alinhamentos e os acoplamentos sdo criticos, dada a
dimensido da fibra, e susceptiveis &s variag¢des com vibracio e
temperatura. Além disso, a intensidade da radiac8o de retorno é,
teoricamente, menor. No entanto, o¢s componentes é&pticos para a
sua montagem sdo disponivels comercilaimente. O segundo envolve
apenas um acoplamento (lampada-fibra), apresenta melhor
estabilidade & temperatura e a vibrag8o e, ainda, transmite uma
parcela maior da energia luminosa para o sensor. Porém,
"splitter™ construido com fibras ¢épticas de plastico ndo esta

disponivel comercialmente,.

Considerando as vantagens do "splitter”™, optou-se pelo seu
emprego, mesmo exigindo o projeto e o desenvolvimento deste

dispositivoe.

Além das especificagbes anteriores, a fonte &ptica do
instrumento deve ser criteriosamente definida. Dentre as fontes
disponiveis, a lampada de tungsténio halogenado fol selecicnada
devido o espectro de enmissfio amplo, o baixe custo e a
simplicidade na alimentagéio elétrica. A sua desvantagem é a

relacioc existente entre o pericdo de utilizacgéc (vida dtil) e a
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poténcia optica emitida. Por exemplo, a lampada T"General
Electric" (#EPF) de 120W épresenta um periodo de utilizacgdo de
aproximadamente 30 horas, enquanto gue a lampada "Welch Allyn
(#01218) de 4,5W possul uma vida Gtil média de 600 horas. O
empregoe de uma lémpada de poténcia alta ¢é preferivel, pois
simplifica scbremaneira o projeto dos acopladores e do
fotodetector. No entanto, a vida Gtil da lampada estad relacionada
com a sua estabilidade, pecis o filamento de tungsténio é
deteriorado ao longe do periodo de utilizacio, alterando as

caracteristicas da radiaglc gerada e emitida.

Considerando que na aplicagéo pretendida o protétipo sera
geralmente utilizado para monitorar continuamente o pH por um
periodo de 24 horas, lampadas com vida util de no minimo uma
centena de horas s#c necessarias. Além disso, © seu malor pericdo
de utilizacgao reduz a fregiiéncia de substituicdo e,
consequentemente, o custo operacional do equipamentco. Por outro
lado, a redug¢&c na poténcia optica emitida pela fonte deve ser

compensada com a otimiza¢do dos acoplamentos e do fotodetector.

A estratégia adotada fol empregar uma lampada com © maior
periodoc de vida util possivel, considerando as limitagdes dos

acoplamentos e da fotodeteccgao.

A figura 4.4 ilustra o diagrama em blocos do sistema
construido, composto do sensor e do instrumento opto-eletrdnico,

os quais s&o descritos a seqguir.
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Figura 4.4: Diagrama em blocos do sistema com sensor de fibra

Optica construldo.

4.2 Sensor com fibra éptica

¢ sensor construidec emprega uma uUnica fibra oéptica, gue
serve tanto para a transmiss8o da radiag¢do de excitacg8o gquanto
para o© retorne da radiacgdo refletida pela fase reagente. Una
fibra éptica de comprimento pequeno & utilizada na terminac¢&o do
sensor, facilitando & selagem da extremidade. A figura 4.5
apresenta o diagrama da versfdc final do sensor construide e a

figura 4.6, o conector utilizado pelo sensor.
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Fibra éptica {b) Microedieras (d) Fibra Optica

Encapsulamento (&)

700um

{a) tubo de teflon ({preto} (Chemplastic, #PW 01225¢); (b) fibra
Gptica de plasticoe 250um (Poly-Optical, #PCM-1610); {c} selante
"epoxy"™ (Hardman, #$04005); (d) microesferas de "polyacrylamide”
com o5 indicadores e as microparticulas de dispersdoc (e} membrana
tubular de celulose 300um (Enka, #B4AH).

Figura 4.5 : Diagrama esquematico do sensor de fibra Optica

construido.

Fibra 6ptica (2504m) Conector Fibra éptica do sensor
Ccom encapsulamento

7

ITOQJ"‘-

2500um

MEpoxyli

Figura 4.6: Conector SMA 905 (AMP, #504666-9%) do sensor com fibra

optica.
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4.3 Instrumento opto-eletrédnico

O instrumento opto-eletrdnico construido pode ser dividido
em trés partes principais: o sistema de excitacdo, o "splitter®

com fibra Optica e o sistema de fotodetecgédo.

4.3.1 gistema de excitagao

0 sistema de excitacdo é composto do conjunto fonte oOptica -
fonte de alimentacdc elétrica, selecicnader de comprimentos de

onda e dispositivo para acoplar a radiagdo na fibra optica.

A fonte oOptica selecionada fol a lémpada de tungsténio
halogenado, pelos motivoes apresentados no item 4.1.
Aproximadamente dez tipos de lémpadas foram testadas, sendo as
primeiras de 120W, com tempo de utilizag¢io de aproximadamente 30
horas e com arrefecimento por ventilador. A otimizacado
progressiva das interfaces opticas, principalmente dos
acoplamentos, possibilitou o emprego de uma lémpada sub-miniatura
de tungsténio halogenado de 4,5W, 4,25V, temperatura de cor
3000K, tempo de vida médio de 600 horas. A figura 4.7 ilustra a

lampada utilizada, comparandc as suas dimensbes com a do LED Ti-

3/4.
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Com a definicdo da lanmpada, uma avaiiagio permitiu
determinar o tipo de alimentacdo elétrica (corrente constante ou
tensao constante) mais adequada, visande a melhor estabilidade
temporal. Tecnicamente, qualquer lampada de tungsténio altera a
intensidade luminosa emitida e a temperatura de cor com © tempo
de utilizagdo. As variacgBes na intensidade s&o compensadas pelo
sistema duplo de fotodetecgdo do equipamento, mas as alteracdes
na temperatura de cor durante a monitorac&o implicam em erros na
medida. Desta forma, o©s desvios na temperatura de cor devem ser

minimizados entre os periodos de recalibrac&o, no caso, 24 horas.

' 5.5mm|

I smm |
@ 10mm 8,6mm

L ampada sub-miniatura Diodo emissor de uz
(T1-3/4)

Figura 4.7: La&mpada sub-miniatura de tungsténioc halogenado e o

diodo emissor de luz (LED).

A temperatura de cor da lampada ¢ basicamente funci&c da

poténcia elétrica dissipada no filamento, cuja resisténcia

aumenta com o© tempo de utilizagdo devido & vaporizagéc do
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tungsténio. Assim sendo, a poténcia elétrica dissipada numa
lampada alimentada a corrente constante aumenta (P = R.IZ} com o
aumento da resisténcia do filamento. O incremento na poténcia
dissipada aumenta a temperatura interna d- bulbo, aumentando
também a resisténcia do filamento. O mecanisme de realimentacio
positiva altera a temperatura de cor e reduz o tempo de

utilizagdo da lampada.

Por outrc lado, c¢com alimentagido a tensidoc constante, a
poténcia dissipada tende a diminuir com ¢ tempo de utilizacdo
(P = VZ/R). No entanto, & redugldoc da potércia dissipada reduz
ligeiramente a resisténclia do filamento, devido a queda da
temperatura interna do bulbo. O mecanismoc tTende a compensar ©
aumento da resisténcia pelo uso, minimizardo as varia¢des na
temperatura de cor da lampada. Portanto, a alimentacdc da lampada

do protédtipo é efetuada por tensdo constante (4,25V).

¢ préximo passe fol definir a técnicz para focalizar na
fibra optica a radiag8c gerada pela lampaca. A eficiéncia do
acoplamento determina praticamente o© nivel da intensidade
luminosa no fotodetector e, por consesuinte, a relacéaoc

sinal/ruido.

Duas técnicas foram experimentadas: o enprego de uma lampada
sub-miniatura com lente focalizadora na porgdc terminal interna
do bulbo e a utilizaglo de um refletor metédlico do tipo eliptico,

conforme mostrados na figura 4.8. Os testes mostraram gue a
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intensidade luminosa no detector é superior com o uso do refletor
metalico. O refletor selecicnado possuil disté&ncia focal de 12, 7mm

e abertura numérica de 0,40.

Smm
Lente T -+
H0mm

12,5mm ) -

i é%%%%%ﬁ%%ﬁ@é&%ma
Lampada Refletor metalico do tipo eliptico

sub-miniatura com lampada sub-miniatura

com lente

Figura 4.8: Técnicas de acoplamento experimentadas: lampada sub-
miniatura de tungsténio halogenado com lente focalizadora na
porgédo terminal interna do bulbo e refletor metalico do tipo

eliptico com lé&mpada sub-miniatura de tungsténioc halocgenado.

Além dessas definigdes, o sistema de excitagéo deve bloguear
as faixas de comprimentos de onda indesejavels, no caso, ©
infravermelho e o ultravicleta / azul visivel. O infravermelho
aguece as partes metélicas, principalmente o conector com as
fibras Opticas que estéd posiciconade na éarea de foco. O
aquecimento do conector pode levar a fusdo da fibra de pléastico
{temperatura de fusio = 80 ©C)}. O ultravioleta / azul visivel,
por serem a faixa com maior energla da radiag&o gerada, podem

promover a descoloragdo das microesferas durante exposigdes
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prolongadas. As duas faixas foram portantoe blogueadas por dois
filtros do tipo absorgdc. O primeiro possul um comprimento de
onda de corte (50% da transmit&ncia maxima) em 675nm (Reynard,
#2502/KG~1), blogueande o infravermelho. O ocutro tem um
comprimente de onda de corte em 50bnm, blogueando o azul (400 a
500mnm) e o wultravioleta (<400mm}). A figura 4.9 apresenta a

montagem final do sistema de excitacgdo.

Caixa metalica

+4,25 Vdc .
SWA Refletor eliptico v
Lampada Duas fibras opticas de12opm
i
—:E:u Orificios para
arrefecimento
LV. / I CONVBCGA0
s pe
U.V. = fiftro de blogueio de ultravioleta e azul I.V. = filiro de blogqueio de infravermelho

Figura 4.9: Sistema de excitagdo compostoc por uma lampada sub-
miniatura de tungsténioc halogenado, um refletor eliptico, dois

filtros de atenuac8o e ¢ conector de fibra optica.

4.3.2 "Splitter" com fibra optica

O divisor de luz € o dispositivo responsével pela separagéo

da radiacdo incidente da luz de retorne. O primeiro arranjo
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utilizou um "splitter™ comercial com trés fibras Opticas de vidro

de 240um (Canstar, #MCC/200-240-905}, representado na figura

4,10.
Acoplador

Fonte de Conector de

radiago folya Sptica

\ SMA 905

"Sditta" - e e wk & 7 i o R

CANSTAR F_Ib!aéﬂil{)a do sensor
interface de
“t/' acoplamento

Fotodetecgdo

Figura 4.10: "Splitter” com trés fibras &pticas de vidro.

Embora um "splitter™ com fibra de vidro ndo seja
completamente adequadco, a principal limitagdo do T"splitter”
Canstar € a configuracdo com trés fibras oOpticas. Nesse casc, a
radiacho refletida na interface de acoplamento "splitter"-sensor,
devido principalmente ao descasamento entre os indices de
refracédo das fibras, retorna para o Tsplitter”™. Metade da
radiac&o de retorno é direcionada para o fotodetector, elevando a

parcela de radiacg&o n&oc modulada (que ndo alcangou o sensor).

A solugio fol entdo desenvolver um "splitter® com fibra de
pléastico. Apds varios arranjos testados, optou-se pela versido
mostrada na figura 4.11. O "splitter”™ projetado utiliza 3 fibras

6opticas de 125pm, sendo duas para a excitagldo e uma para a

98



detec¢ido. As fibras de excitagdoc sio afiladas para um diadmetro
aproximado de 110um, permitindo a insercdo das trés fibras no

conector SMA de 2Z250um de didmetro.

A configuracdo do "splitter" desenvolvido permite aumentar a
isolagédo optica entre as terminagdes de excitacso e deteccdo,
pois a parcela da energila refletida na interface "splitter"-
sensor é acoplada basicamente sobre a mesma fibra, no caso a de
excitagado. Assim, a intensidade luminosa detectada € composta
principalmente por radiagdo modulada, ou seja, refletida na fase

reagente.

Uma melhoria no acoplamento da energia oOptica "splitter™-
sensor foli obtida com a redugdo ou eliminag¢do da possivel camada
de ar existente na interface, através da utilizacBo de 6leoc de
imersdoc {Cargille, #16482). Na pratica, a superficie frontal do
conector do sensor a ser testado deve receber uma guantidade
minima da substéncia acopladora, antes de ser conectado no
"splitter™. Resultados experimentais mostram gue um ganho de
aproximadamente 50% na poténcia transferida pode ser obtido com o

usc da substéncia de acoplamento.
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Fonte 125um Acoplador

| Orificio Oleo de imersdo

Fibra_optica do sensor

250um

Espectrometro 125um

Figura 4.11: "Splitter" desenvolvido composto por trés fibras de

pléastico.

4.3.3 Sistema de fotodetecgao

O sistema de fotodetecg8o ¢é basicamente composto pelo
discriminador de frequéncia, o transdutor opto-eletrdénico e um

microcomputador tipo EC.

A discriminagdo em freguéncia e a transducgdo da radiacsc de
retorno € totalmente processada por um espectrofotémetro
miniatura comercial (Ocean Optics, Inc., #SD1000). Dentre os
motivos para a sua selegdo, destacam-se o pico de sensibilidade

no comprimento de onda de 550nm, as peqguenas dimensées fisicas, a
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determinacfic do espectro continuo numa faixa de 250nm e a entrega

da radiacgdo por fibra optica (conector SMA 905).

O Sb 1000 ({figura 4.12a) ¢ basicamente compostc por uma
lente (3bmm), uma grade holografica de 1200 linhas/mm e largura
de faixa de £50nm, um detector a CCD ("charge coupled device),
com 1024 pixels ativos, e os circuitos de condicionamento
eletrdnico. O CCD possul 76 "pixels falsos™ na extremidade do
espectro (figura 4.12b) que, segundo o fabricante, devem ser
utilizados para compensar possivels variacSes do nivel de
polarizacdo {DC) do dispositive durante as monltoragdes

continuas.

Os sinais transduzideos pelo CCD s&o iniclalmente processados
ne espectrofotdmetro e, posteriormente no microcomputador,
convertidos em seus equivalentes binaricos por uma placa
analégico-digital {Computer Boards, Inc., #CIO~-AD16JR-ATY,

indicada pelo fabricante do espectrofotdmetro.

Un microcomputador PC 386/ 25MHz e uma impressora matricial,
disponiveis no laboratério, completam o “hardware" do sistema
desenvolvido. Ressalta-se que as exigéncias impostas pelo sistema
de medigdc no processamento digital s&o minimas, principalmente
porque as transigdes no pH s&c lentas, gquando comparadas com a

frequéncia do processamento digital.
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Espectrometro comercial

(Ocean Optics, #5D 1000)
Detectora QCD
EU K”E Grade Lerte
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Conversor Condicionador i SVA 905 Hitra dptica
analogicodigital detinico | W do "spitter”
e microcomputador i
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b)

l > O com 1024 pixels aives Nowel DCdo XD
nian 104 nidSan 1100

Figura 4.12: a) Diagrama em blocos do sistema de transducio opto-

eletrénica utilizado. b) Mapa de localizacédo dos pixels ativos e

"pixels falsos™ (nivel DC) no CCD.

4.4 Sensor de fibra 6ptica com sensibilidade na

faixa de pH 1 a pH 7

Com o© sistema opto-eletrénico projetado e construido,

iniciou~se o procedimentc guimico experimental para a obtencdo de

microesferas com sensibilidade na faixa de pH 1 a pH 7. Conforne

apresentado no Capitulo 2 (item 2.1), a medicido do pH com um

unico indicador colorimétrico esta restrita a uma faixa de +/-

1,5 unidades de pH em torno do seu pK. A ampliacio da faixa
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implica no emprego de uma mistura apropriada de indicadores, com
pKs distintos e, preferivelmente, espectros de  absorcao
similares. Os indicadcores selecionados devem, preferenclalmente,
apresentar baixo coeficiente de dependéncia da forga idnica do
meio e, quando imcobilizadeos, se fixar em altas concentragdes nas
microesferas de "polyacrylamide®. Embora seja teoricamente
possivel conseguir uma mistura ldeal, na pratica foi necessario
fazer concessdes e atender aos compromissos existentes entre os

parametros na busca do melhor resultado.

A sensibilidade do sensor na medig&o do pH € proporcional a
capacidade de 1imocbilizagdc do indicador nas microesferas de
"polyacrylamide™, impriminde maior modulag8o optica na radiacio
em fungdo da variagdo do pH da solugdo. Embora a imobilizacdoc dos
indicadores da familia das sulfoneftaleinas ocorra para a guase
totalidade dos indicadores selecionados, ¢ grau de imobilizagdo &
variado, pois depende da disposig¢do dos radicals na sua estrutura
moclecular. Os resultadoes melhores foram obtidos com as
sulfoneftaleinas com pK na faixa acida (1,0 a 2,0}, a saber: "m-

cresol purple®, " thymol blue®™, "crescl red™ e "xvylenol blue®.

A definig¢do da mistura final atendeu ao compromisso
existente entre faixa de medida e os pKs, espectro de absorcao,
dependéncia da forgca idnica e capacidade de imcbilizac&oc nas
micreoesferas de "polyacrylamide®™. A mistura do "meta cresol

purple™ (nmCP) e o "bromophenol blue™ (BPB) fol a mais adequada
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dentre as inUmeras misturas experimentadas. A mistura apresenta

trés pKs, 2 e 8 para o m~CP e 4,5 para o BPR.

A possibilidade de imobilizag8o dos dois indicadores e as
microparticulas de disperséao na mesma microesfera de
"polyacrylamide™ n&c tinha sido investigada anteriormente. Unm
trabalho experimental extensivo foi ent&o desenvolvideo baseado no
procedimento conhecido para a imobilizacdo de um Unico indicador.
O objetivo foi obter microesferas com maxima concentracio dos
indicadores, melhorando a sensibilidade do sensor, e com adequada
concentra¢do de particulas de dispersio, obtendo uma intensidade
de radiagfo de retorno compativel com o limiar do fotodetector.
Ressalta-se que uma concentragéo excéssiva_ das microparticulas
aumenta o© nivel da radiagdo no detector, mas reduz a
sensibilidade do sensor, devido a diminuic¢8c do caminho éptico na
fase reagente. Por outro lado, uma baixa concentracio nao produz

a intensidade suficiente para a fotodeteccéo.

Além desse compromisso, o di&metro das microesferas deve ser
o menor possivel, permitindo o preenchimento uniforme e compacto
da membrana tubular, melhorando assim a estabilidade temporal do
senscr. No entanto, resultados experimentals mostraram gque a
redugac do diametro dificulta a incorporag&o das microparticulas
de dispers&o. Assim, um difmetro na faixa de 10um pareceu ser o
mais indicado, considerando as variaveis de empacotamento,

sensibilidade e imobilizacdo das microparticulas.
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A figura 4.13 apresenta uma ilustracf8o das microesferas

obtidas.

O espectro produzido pelas microesferas mostradas na fiqura
4.13 apresenta sensibilidade na faixa de pH 1 a pH 10, conforme
apresentado na figura 4.14. Essa caracteristica vantajosa é
porque o "m-cresol purple” {(mCP) possul dois pKs, aproximadamente
em pH 2,0 e pH 8, comportando-se como dois indicadores. O
"bromophenol blue®™ possui um pK com valor aproximado de 4,5.
Portanto, a mistura obtida representa na verdade a sensibilidade

de trés indicadores, totalizando uma faixa de nove unidades de

pH.

Em termos de faixa de comprimentos de onda de absorcio, a
fase acida dos dois indicadores absorve radiagic na faixa do azul
(450nm} e a fase bésica na faixa do laranjé {590nm). A fase
fortemente acida do mCP, particularmente abaixo de pH 3,0,

absorve na faixa do azul-esverdeado (520nm} (figqura 4.14).
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4.5 Método de determinagio do pH

A determinac8o do valor do pH a partir do espectro produzido
por um indicador imobilizado é baseada necessariamente na medicéo
da intensidade luminosa em, ne  minimo, duas faixas de
comprimentos de onda (medida e referéncia), compensando o sistema
guanto as perdas Opticas. Em um sensor composto por um Unico
indicador, o canal de medida €& geralmente centrade na faixa de
comprimentos de onda de méxima sensibilidade e o de referéncia,

nura faixa na qual o indicador ndo absorve.

O espectro preoduzido pelos dois indicadores, mostradoe na
figura 4.14, & complexo porque os indicadores absorvem em
frequéncias distintas. Devidc as suas peculiaridades, um estudo
foi desenveolvido e mostrou gue o© quociente das intensidades
luminosas na faixa do comprimento de onda de 52Cnm (monl} pelc de
580nm {monZ) é uma fun¢dc univoca com o valor do pH e apresenta
sensibilidade na faixa desejada. Portante, com o auxilio de uma
curva de calibrac8o, o quociente proposte acima pode ser

utilizado para a determinacfio do pH.

4.6 "Software”

O "software™ de controle fol especialmente desenvolvido para

atender todas as exigéncias do protétipo. As subrotinas de

leitura e processamento do CCD foram fornecidas em linguagem "C"
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{Turbo C, versido 2.0, Borland International} pelo fabricante do
equipamento. Por essa razdo, utilizou-se a mesma linguagem para a
implementacdo das subrotinas especificas do protétipo. Todo o
programa principal e as subrotinas especificas, incluindo a

listagem final, estéo descritas num Relatdrio Técnico

Uepartamental (Netto, 19%4}.

A figura 4.15 apresenta "menu" de abertura do "software" de
controle desenvolvido. A seguir descrevem-se as diversas

inicializagdes possivels do programa:

Fibor oplic pH sensor / BEW / MH E

1. pH probe - real time
2. Calibration for sensor
3. Display data from file

4. Oscilioscope mode
5. Take probe specirum
6. Change default settings

\ 7. Exit /}
\. /

Figura 4.15: "Menu" de abertura do T"software" de controle

desenvolvido.

l. "pH probe -~ real time” ¢ utilizada para a monitoracéo
temporal do pH, sendo ¢ valor atualizado em intervalos pré-

determinados de tempo (de 10 segundos a 10 minutos). A subrotina
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determina o valor do pH baseade no calcule da variavel
"quociente” do sensor em teste e na curva de calibracéo tipica
(apresentada no préximo item). O céalculo da variavel "quociente®
¢ efetuado a partir das intensidades luminosas médias detectadas
nas faixas de medida de cor {monl e mon2). Além desses, os
valores das intensidades médias nas faixas de escuro {sem luz) e
de nivel DC s&o utilizados para compensar possiveis desvics no

CCD. A variavel "quociente™ & definida como:

quociente = (monl - dark = dc} / (monZ2 - dark - dc) (4.2)

pH = £ (quociente} "apresentada no préximeo item™

onde: monl e mond sdo os valores da intensidade luminosa média na
faixa de 518 a 522nm e 588 a 592nm, respectivamente; "dark™ & o
valor de escuro do CCD, registrado na faixa de 440nm a 450nm,
pols nenhuma radiag¢dc nessa faixa alcanga o detector e "dc™ & o
nivel de polarizagido DC do detector, monitorado entre os pixels

numerc 1050 a 1070.

A apresentagdo dos resultados na tela do moniter € efetuada
na forma grafica, com o valor do pH no eixo vertical e o periodo
de tempo no horizontal (figura 4.16). O eixo de tempo pode ser
ajustado para periodos de 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas, sendo a
hora inicial automaticamente determinada e plotada em funcio da
hora de inicio do procedimento clinico. Além do tragade, a

subrotina apresenta na tela do monitor o dia da semana, més e dia
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do més, anc, e horario do inicio do registro, e também um relégio
em tempo real. Os resultados s8o periddico e automaticamente
gravades no disco rigido até o final da monitora¢&o, dado pelo

comande "escape™ ou caso a lampada queime ou o detector sature.

2. "Calibration for sensor" ¢ & subrotina gue calcula a
curva de calibragdo de cada sensor, a partir da determinacic do
valor do quociente (quoc) nos pHs 4, 7 e 1 durante o procedimento
de calibragdo. O método de calibracio de cada sensor baseia-se no
ajuste da sua curva de calibragdo (pH x quociente) &s curvas
tipicas (pH X quociente nas faixas de 1 a 4 ¢ 4 a 7) de um sensor

tipico.

/, \

BEIP/NIH - Fiber optic pH probe pH= 45
Wed Mar 23 16:17:15 1994 Current Time: 18:47

pH A

7
g[,.\

4

27

1 Time

o
\\E?k16 17 18 19 20 in/)

Figura 4.16: Apresentag¢dc dos resultados da monitoracdo continua

do pH na tela do monitor (subrotina 1.
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A metodologia de calibragéo fol possivel de ser implementada
porque o precedimento construtivo do sensor é padronizado,
resultando em sensores com caracteristicas épticas similares.
Assim, pode-se eleger aleatorlamente as curvas (de pH 1 a pH 4 e
de pH 4 a pH 7) de calibracico de um sensor como curvas tipicas,
as quais, ajustadas, ser&o utilizadas por todos os demais

Senlsores.

As curvas tipicas s&c determinadas uma Gnica vez e a suas
equagdes (pH x quoclente} s8c armazenadas manualmente no
programa. Experimentalmente, os valcres do quociente do sensor
selecionade (QUOC&T) sfc calculados em no minimo 7 valores de pH
(de pH 1 a pH 7). A analise através de um programa de computador
("fitting™} dos valores obtidos mostra que a funcidc pH x QUOCET
pode ser aproximada por duas equagdes do terceiro grau, a
primeira de pH 1 a pH 4 e a outra, de pH 4 a pH 7. As equacgdes e

curvas tipicas s8o mostradas nas figuras 4.17 e 4.18.

Para a calibrago de um sensor qualguer € necessario
determinar ¢ valor do guociente nos pHs 4 {quocd), 7 (quoc?) e 1
{gquocl), seglencialmente. Para tante, ¢ sensoer em teste é
primeiramente imerso em pH 4 e o valor do quociente é calculado a
cada 30 segundos e comparado com o© valor obtido na medicao
anterior. O valor do quocd sera obtido automaticamente quando
duas leituras subseglientes apresentarem o mesmo valor numérico,
considerando trés casas decimais. Determinado quocd4, a subrotina

informa ao usuario que o sensor deve agora ser imerso em pH 7. A
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mesma metodologla é utilizada para determinar quoc7. Por fim, ©
sensor € imerso em pH 1 e, similarmente, o valor de quocl é
calculado. Os valores dos guocientes (quocd4d, quoc? e guocl)

determinados sdo armazenados automaticamente no programa.

4.00 &
350 ///y
3.00 A////
32
pH 250
E
1.50
L
/
1.00 “py . . . . . . .
0.450 0.500 0.550 0.600 0.650 0.700 0750 0.800 0.850
Vaor do quocients
pH{l a 4) = -1,252 + 11,263 -QUOCET - 23,507'(QUOC&T)2 + 20,897~ (QUOC&T)3

Figura 4.17: Curva de calibragdo tipica de pH 1 a pH 4.

0 método de ajuste & baseado numa corre¢do linear, conforme
apresentado a seguir. O valor de quocéd deve ser corrigido para o©
valor do quociente (QUOC&T) no pH 4 da curva tipica, a gqual
determina o© valor do pH. A corre¢do necesséria €& exatamente o
desvio existente entre os dois guocientes. Similarmente, o0s
desvios entre os quocientes obtidos nos pH 7 @ pH 1 s&oc também

determinados e armazenados. Resultando, em termos genéricos:
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7.00 &

e

pH 5.50 //

5.00 /

- /’

4.00 r T .

0.840 0.890 0.540 06.890 1.040 1.080
Yaior do quociente

pH{4 a 1) = ~32,741 + 119,028-QUOCET - 137,(}31'{QUOC&T)2 + 56,4'}’1‘(Q§OC&T)3

Figura 4.18: Curva de calibrac¢&o tipica de pH 4 a pH 7.

A pH4 = quocd - QUOCET (pH4) (4.3)
A pH7 = quocT? - QUOCET (pH7) (4.4)
A pH1 = quocl - QUOCST (pH1) (4.5)

A partir dos desvios determinados, o©s coeficientes angulares
e lineares de duas equagdes de desvio (de pH 1 a pH 4 (equagdo
4.6) e de pH 4 a pH 7 l(eguacac 4.7)) séc calculadoes, visando
ajustar a curva do sensor em teste para a curva tipica. Assim,
estas equagdes permitir&c corrigir o valor do quociente (quoc)

calculado pelc sensor em teste para o quocliente a ser utilizado

na curva tipica (QUOCET) para a determinagdo do valor do pH.
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QUOC&T

i

a-quoc + b (pH 1 a pH 4) {4.6)

It

QUOCET c-quoc + d (pH 4 a pH 7) (4.7}
onde: "a" e "c" sdc os coeficientes angulares e "b"™ e "d" sdc os

coeficlentes lineares das equagbes de desvio.

Desta forma, durante uma monitorac¢éo, o valor do guociente
calculado {guoc) pelo sensor em teste € primeiramente comparado
com © quoclente obtido na sua calibrag¢&o no pH 4 {guocd), visando
definir a eguagdo linear a ser utilizada (pH 1 a pH 4 ou pH 4 a
pH 7). Na segiéncia, o valor de QUOC&T é determinadc na eguacgio
seleclonada a partir do valor do quociente calculadoe {(quoc). Por
fim, o wvalor de QUOC&T & wutilizado na curva tipica para
determinar o valocr do pH. O procedimento descrito é ilustrado

zhaixo, na forma de um "if"™ na subrotina.

/¥ célculc do guociente */

guoc = (monl - dark - dc} / (mon2 - dark - dcj;

/¥ comparar quoc com © guocd, determinado e armazenado no

programa */

se: guoc < guocd;

QUOC&T = a-quoc + b;
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pHil a 4) = -1,252 + 11,263-QUOC&ET ~ 23,50?‘{QUOC&T}2 + 20,897*(QU0C&T}3
se: quoc = quocd;

pH = 4,0;
se: quoc > quocéd;

QUOCET = c-gquoc + d;

pH{E a 7} = ~32,741 +119,028-QUOCET —137,031'(QUOC&T)2 +56,47§‘{QU0C&T)3

3. "Display data from file"” permite ao usuédrio recuperar e
apresentar no monitor os arquivos *.pH, para anédlises posteriores
dos resultados da monitorag&o continua do pH. Com © resultado
mostrado na forma grafica, © usuario pode selecionar a escala de

tempo em intervalos de 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 ou 24 horas.

As trés subrotinas apresentadas encerram as opgdes dedicadas
ao usudrio. As restantes foram mantidas nesta apresentacgdo porque

s8c tteis no proieto e desenvolvimentoe do sensor.

4. "Oscilloscope mode"” promove um numero pre-—especificado de
varredura nas leituras do detector CCD e apresenta os resultados
na forma espectral na tela do monitor. Essa opg¢do & util na
especificagdo dos parémetros operacionais, tails como: frequéncia

de amostragem {de 5 a 110kHz) e ganho (1,2,4 e 8).
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5. "Take probe spectrum” realiza um numero pré-especificado
de varreduras nas leituras do detector CCD, calcula o valor médio
das intensidades luminosas em cada pixel, apresenta o espectro
final no monitor e grava o resultado no disco rigido. Essa opgio
permite conhecer a resposta espectral do sensor num determinado

pH e € utilizada também na recalibracdc do CCD.

6. "Change defanlt eettings” permite especificar os
parametros operacicnails, tais como: frequéncia de amostragenm,
numero de varreduras, constantes de calibragdc do espectrémetro,
periode de tempo entre medidas de pH, ganho, nome das extensdes
de arquivo e comprimentos de onda inicial e final para as falixas

"monl™ e "mon2".

4.7 Conclusdo

Un sistema baseado em sensor com fibra dptica para medigio
do pH gastrico fol construido. O sensor emprega uma unica fibra
dptica de 2Z50um e utiliza dels indicadores colorimétricos
{"bromophenol blue"™ e "m-crescl purple") imeblilizados em
microesferas de "polyacrylamide™, as quals s3o confinadas no
interior de uma membrana tubular de difémetro igual a 300um. No
instrumento cpto-eletrdnico, a separaglc das radiacgdes de

excitacdc e de retorno é efetuada por um Tsplitter™ de fibra
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Optica de plastico. O sistema de excitagdo ¢ composto por uma
lampada sub-miniatura de tungsténio halogenade, um refletor
eliptico metalico e doils filtros de blogueic. O sistema de
detecgfo € baseado em um espectrofotdmetro miniatura comercial e
um microcomputador PC. O T"software"” de controle permite
basicamente determinar o valor do pH, calibrar os sensores e

ajustar os parametros operacicnais do sistema de deteccio.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

A avaliag&o do protétipo desenvolvide iniciou-se com os

testes em solugdes tamponadas, visando determinar as suas

principals caracteristicas estaticas e dinémicas. Testes
subseglientes em amostras de suco gastrico ("in vitro®™) e no
estdmago de um c&o anestesiado ("in vivo") foram realizados para

determinar o desempenho do sensor. Nos casos pertinentes, a
avaliagdo do sensor fol efetuada por comparacdo ao desempenho do

eletrodo de vidro.

5.1 Desempenho do sensor em solugdo tampdo

Os testes em solugbes tamponadas serviram para determinar as
principals caracteristicas do sistema de medida. Dentre essas, a
estabilidade temporal foi critericsamente avaliada, considerando
gue a moniteragdo continua do pH gastrico por um periodo de 24

horas € um procedimento rotineiro. A dependéncia do sensor com a

variacdo da temperatura e da forga idnica (Apéndice A} e o tempo
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de resposta foram determinados. A eficacia do método de
calibragdo adotado foi avaliada com a calibracdo de 10 sensores

com fibra optica.

5.1.1 Estabilidade temporal

A estabilidade temporal do protdtipe foi avaliada através da
monitoragdo continua do pH em pericdos de 24 horas. Os testes
iniciais foram realizados & temperatura ambiente com o sensor
imerso em solugdo tampdo pH 4 (Mallinckrodt, #0029). Os primeiros
resultados mostraram um desvio da medig8o entre o tempo t=0 e o
t=24 horas de até 1,5 unidades de pH. Comc a estabilidade do
protdtipo depende tanto da estabilidade do instrumento quanto do
sensor, foi necessario uma avaliag8c em separado. Assim, a
estabilidade do instrumento foi avaliada inicialmente sem &
participagdo do senscr, cujos resultados estdo descritos no
préximo item. O resultado da avaliagéo.do sistema completo foi
entic possivel e o©s resultados estdo detalhados no item

subseqgiiente.

5.1.1.1 Estabilidade do instrumento opto-eletrdnico

A estabilidade do instrumento foi verificada substituindo o
sensor com fibra Optica por somente uma fibra optica (fiqura

5.1). No arranjo experimental, a intensidade da radiacéo
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refletida na interface fibra-ar ¢ constante, pocis depende da
diferenga dos 1indices de refragdo dos dois meios. A porcgio
terminal da fibra foli mantida no interior de uma caixa de papeldo

de cor preta, evitando a interferéncia de luz ambiente.

Nos testes preliminares, as intensidades luminosas nas
faixas de "monl®™ e "mon2" da radiacdo refletida foram
continuamente determinadas durante 24 horas pelo detector a CCD.
O valor do quociente {("monl/mon2™) fol periodicamente calculade e
armazenado pelo microcomputador. Como a radiagido refletida
apresenta um espectro similar a radiacio de excitacio, o valor do
quociente calculado determina, a partir da curva de calibracio,
um valor de pH em tornmo de 3,5. A equivaléncia ocorre porgue o
sensor, casc fosse utilizade, também ndc altera o espectro da
radiacdo de excitagdo no pH aproximade de 3,5 (ver figura 4.14).

Por isso, c©s desvios sao apresentados em termos de unidades de

PH.

s resultados iniciails mostraram um desvico de até 0,2
unidades de pH por 24 horas. As causas foram entfdo investigadas e
mostraram gue o©s principais fatores responsaveis eram ¢ tipo de
alimentacdo elétrica da lampada, inicialmente alimentada com uma
fonte de corrente constante, e a dependéncia do sinal de saida do

detector a CCD da temperatura e do nivel de polarizagdo DC.
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Conforme j& discutide no Capitulo 4 {item 4.3.1), =&
alimentag¢do da lampada com tensdo constante foi entido adotada,

minimizando & variagdo da temperatura de cor da lampada.

Fope de  Refietor Tm |

alimentagiio | Ampada
Fibras 6pticas \ S Imef‘l FIBRA OPTICA DE PLASTICO

Microcomputador do spiitter” :
& impressora Grade n= 1,482 1) Radiagdo refletida
FDM - At o hologratca I _ + na interface
& ibra - ar
— I qi_ente I ‘
An
Detector I
= | "Sotware" 2 cco ’
de cortrole
Instrumento opto-eletronico I Caixa de papeldo de cor preta (fosco)

Figura 5.1: Diagrama em blocos do arranjo experimental utilizado
para determinar a estabilidade temporal do instrumento opto-

eletrénico.

CQuanto aco detecteor a CCD, baseado nas orlientagdes do seu
fabricante, as medic¢des dos niveis de escuro "dark™ e de
polarizagdo DC ("dc") foram incorporadas na determinagio do
pardmetro "quociente®™, além das faixas de medida e referéncia
("monl” e ™monz"), conforme equagidc 4.1. O nivel de escuro &
monitorade na faixa do azul, pois a radiagidc nessa Tfaixa é
bloqueada por um filtro de absor¢iéo (figura 4.9). O nivel de

polarizagdc DC é& monitorade entre os pixels numero 1050 e 1070

(figura 4.12.Db).
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As modifica¢des implementadas melhoraram a estabilidade do
equipamento opto-eletrdnico. Os resultados finais apresentaram um
desvio de no maximo 10,05 unidades de pH por 24 horas, em torno

do valor do pH obtideo no inicio do teste, geralmente pH 3, 5.

5.1.1.2 Estabilidade do sensor com fibra éptica

Com os desvios devido ao instrumento minimizados, iniciaram-
se as avaliag¢des dos sensores de "bromophencol blue / m-cresol
purple”. O sensor em teste fol imerso e mantido, por 24 horas
continuas, em solugdo tampdo de pH 4 (Mallinckrodt, #0029), cujo
valor do pH fol verificade antes e depoisz do teste com um
eletrode de vidro calibrado (Radiometer, GK Z2801-1). O sistema
detector calculava periodicamente o valor do guociente e, a
partir da curva de calibra¢io, determinava o valor do pH, o gual

era armazenado na memdria do computador.

Os resultados preliminares mostraram que o] SEensor

apresentava um desvic de até £1 unidade de pH por 24 horas, em

forno do pH 4. Dentre as possivelis causas responséavels pelo
desvio da medi¢8o do sensor, poden-se destacar: vazamento
{"leaking") de microesferas, acomodacio das microesferas

(presenga de ar), perda de indicador colorimétrico ("washing
out™) e/ou  descoloracio das microesferas ("bleaching™).

Considerando a dificuldade de determinar quantitativamente a
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participagao de cada fator, a metodologia empregada foi reavaliar

tedas as possiveis causas citadas.

5.1.1.2.1 Vazamento de microesferas.

O vazamento das microesferas pode ocorrer tanto na emenda
membrana-fibra optica como na porg8o terminal da membrana, devido
ac rompimentc do selante. A ruptura microscépica, observada em
alguns sensores, ocorre particularmente porque as microesferas,
preparadas e confinadas na forma desidratada, aumentam de volume
em solug&o aquosa (tampéo). Essa propriedade implica num aumento

da tensao mecanica nos pontos de selagem.

Uma variedade de adesivos {colas) foram entio selecionados e
testados, a saber: "Epoxy General Purpose” (Hardman Inc.,
$04005); "Epoxy Water—-Clear Transparent®™ ({(Hardman Inc., #04004);
"Epoxy Wet OSurface Patching™ {(Hardman Inc., #04003); "Acrylic
Fast Setting"” {Hardman Inc., #04050); "Urethane™ (Hardman Inc.,

#A-85 04024) e "Super Bonder 409" (Loctite Corporation, #400904}.

Os testes basicamente consistiram em se manter ©s sensores
em solucdo aquosa por algumas horas e, em seguida, avaliar a
integridade da selagem com © uso de um microscdpio dptico. Dentre
os selantes especificades, o "Epoxy General Purpose™ (Hardman
Inc., #04005) foi selecionadec, pois ¢ rompimento n&o fol

observado em nenhum sensor.
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5.1.1.2.2 Acomodagio das microesferas.

O termo acomodag@o & utilizado para designar a duracido de
tempe necessaria para as microesferas desidratadas do sensor
atingir a estabilidade éptica guando imersas em solucdo aquosa,
devido ao aumento no volume. Caso o tempo seja longe (horas), a

acomodagéo prejudica a estabilidade do sensor.

Aparentemente, o© periodo de acomodacidc € diretamente
proporcional ao veolume de ar retido no interior da fase reagente,
© gual concorre em espage com o aumento de volume das
microesferas. Assim sendo, © emprego de microesferas de diametro
menor reduz o volume de ar retido, devido & melhor compactacao

das mesmas no interior da membrana tubular (fiqgura 5.2}.

Além do ar retido entre as microesferas, um volume de ar era
também mantido na porcg&o terminal da fase reagente (figura 5.2a).
No processo de selagem da extremidade da membrana verificou-se
que uma melhor compactacgdoc podia ser obtida utilizando-se uma
sequnda fibra oOptica (ou outro componente cilindriceo com
dimensdes adequadas) para auxiliar a sua selagem, eliminando

praticamente a presenga de ar na terminacédoc (figura 5.2b).

A avaliacdo do tempo de acomodag&o fol realizada com os
sensores empregando microesferas com difmetros na faixa de 50um
{(sem fibra na terminag8c) e na faixa de 10um (com fibra na

terminagdo), conforme ilustrados na figura b5.2. Os testes
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mostraram que a duragdco do tempo de acomodacio fol  de
aproximadamente 60 minutos e 10 minutos, respectivamente. Assim,
optou-se pela construgdo do senscor com microesferas de 10um, com

fibra dptica na terminagéo.

Microesferas de 50um

Encapsulamento Fibra dptica

300uem

Encapsulamento Fibra dptica *Epoxy” Membrana

PR DS ESEED S b,
e e s
700pm 03
,§X b &0 4
B V&
) 3000um

Figura 5.2: a) Representacio esquemdtica do senscor com fibra
Sptica destacando a presencga de ar entre as microesferas de 50um
e entre essas e a selagem da porgdo terminal. b) Representacéo
esquematica do sensor construido com microesferas de 10pm e com

fibra dptica na extremidade.
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5.1.1.2.3 Perda de indicador colorimétrico.

A perda ("washing out") de indicador das microesferas
durante o periodo de monitoragdo impSe um desvio nas medidas,
reduzinde a estabilidade temporal e, também, a sensibilidade.
Isso significa que as micreoesferas, durante o procedimento de
preparag¢dc, nac foram adequadamente lavadas, mantendo no seu
interior uma parcela de indicador que ndc esta imobilizado. A
parcela mencionada pode migrar para a scoluglio durante o

procedimento de teste, caracterizando um desvio na medida.

Embora dados guantitatives n&o sejam disponiveis, alguns
testes de monitorag&o continua, com o sensor em solu¢do tampio de
pH 4, mostraram um desvio de estabilidade e sensibilidade. Assim
sendo, o procedimento final utilizade para se lavar as
microesferas preparadas ({(tabela 4.1) teve que ser ampliado em
nimero e valores de pH das solugdes utilizadas, em relacdo ao

procedimento inicial (tabela 3.4).

5.1.1.2.4 Descoloragio das microesferas.

Os indicadores colorimétricos estdo sujeitos ao processo de
descoloragdo ("bleaching™} se expostos & radiacdo luminosa

continuamente por um longo periodo de tempo {(horas). O processo

de descoloragdo € acentuado com ¢ aumento da energia da radiacdoc
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luminosa, reduzinde tanto a estabilidade como a sensibilidade do

Sensor.

Conforme apresentado no Capitule 4, os comprimentos de onda
menores que 500nm ndo sdc utlilizados pelo sistema detector e sao
justamente os de malcr energia, dentro do espectro de emissao da
lampada. Por essa razdo, um filtro de blogueio das radiacdes na
faixa do ultravioleta e do azul fol incorporadec ac sistema de
excitagao {item 4.3.1), eliminando & descoloracao das

microesferas em prolongados periodos de exposicéo.

5.1.1.3 Estabilidade final do sistema

Apbs a implementagao das melhorias descritas, a estabilidade
temporal final deo sistema fol avaliada (tabela 5.1). A tabela
estd dividida em trés dias de teste. No inicic de cada dia (t=0),
o pH das solug¢des tamponadas (pH 1 a pH 7, em intervalos de 1
unidade de pH), foi avaliado utilizando ¢ eletrodo de vidro
(Radiometer, $#GK 2801-1) e o sensor, ambos calibrados. Em
seguida, o sensor fol mantido em funcionamento em solucdo tampio
de pH 4 por um periodo de 24 horas. Finalizado o periodo de
tempc, um novo conjunto de solugdes tamponadas similares foil
utilizado para determinar o desvico. ©C pHs das novas solucdes

foram determinados primeiramente pelc eletrode de vidro

recalibrado e, a sequir, pelo sensor, sem recalibrac&o. Os
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desvios resultantes estdo apresentados na ultima coluna da

tabela.

Os dados obtidos mostram que o malor desvio (0,2 unidades de
pH/ 24 horas) ocorre em pH 7 e ¢ menor em pH 1 (0 unidades de pH/
24 horas). 0Os resultados sdo consistentes, pols as variagdes no
instrumento ou no sensor produzem um malor desvic em faixas com
maior sensibilidade, tal como em pH 7 {curva de calibracdo,
figura 4.18), em compara¢dc com faixas de menor sensibilidade,

tal como pH 1 (curva de calibracéo, figura 4.17}.

5.1.2 Dependéncia da temperatura

A dependéncia do sensor com a variacgdo da temperatura foi
verificada em solugdo tampidoc de pH 4 (Mallinckrodt, #0029). O
procedimento experimental baseou-se em aumentar a temperatura da
solucgdo, na qual o sensor de "bromophencl blue / m-cresol purple”
estava imerso. A temperatura inicial de 22 ©C fol aumentada em
intervalos de 59C, até o limite de 47°C, determinada por um
termdmetro de Hg. Os valores dos pHs medidos pelo sensor estéo
listados na tabela 5.2, coluna "pH sensor®™, e os valores dos pHs
da soluclo tampdo, fornecidos pelo fabricante, s&o apresentados
na coluna "pH tampfo®. Observe que a medigido do pH utilizando-se
o sensor desenvolvido foil efetuada com precis@c de duas casas
decimais, a mesma utilizada pelos valores de pH fornecidos pelo

fabricante da sclu¢do tampio.
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Tabela 5.1: Resultado da avaliaglo da estabilidade temporal do

sistema completo.

PRIMEIRO DIA

=0 pH t=24h pH
eletrodo . sensor | eleodo | sensor desvio
1,01 10 | 102 1,0 0,0
204 | 20 | 204 2.1 0.1
297 30 2.99 3.1 0.1
4,00 40 4,00 41 01
5,08 51 1 507 52 01
598 60 6.00 61 0.1
702 | 70 | 700 72 02

SEGUNDO DiA

1=0 pH t=24h pH _1
eletrodo | sensor | eletrodo sensor | desvio
1.00 1.0 100 10 0.0
205 ¢ 21 | 205 | 21 00
3.02 3.1 . 303 3.1 0.0
402 ¢ 40 402 = 41 0.1
5.11 51 510 5.1 0.0
598 6.0 6,00 6.1 ! .1
7.02 7.0 702 | 71 01

TERCEIRO DIA

1= 0 pH t=24h pH

eletrodo ' sensor  eletrodo  sensor | desvio
100 10 1,00 1.0 00
206 21 2,03 21 00
2,99 3.1 L300 1 31 A
400 = 40 4.00 41 . 01
508 51 . 5,08 5.0 0.1
599 6,1 6,00 59 A
700 . 70 7.01 6.8 L0.2
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Tabela 5.2: pH da solugido e pH medido pele sensor em funcédo da
temperatura da soluglo tampio.

Temperatura | pH
Celsius | tamp3o | sensor
22 L 400 | 402
27 4.0 404
32 40t 4.08
37 L 402 410
42 . 4,03 412
47 4,04 416

Os resultados obtidos s&c também apresentados graficamente
na figura 5.3. Nesse caso, considerou-se o pH da solugio tampdo
constante, apesar de uma variacio de 0,04 unidades de pH ter sido
indicada pelo fabricante da solucfo (tabela 5.2). Baseado na reta
de regressio, pode-se verificar que o cceficilente de temperatura
do sensor € pesitivo, sendo de aproximadamente 0, 0055 unidades de
pH por grau Celsius, na faixa avaliada. Comparativamente aos
eletrodos, ¢ desvio € aproximadamente o dobro do produzido pelo
eletrodo de vidro, igual a 00,0033 {(tabela 1.1), e muito menor ao

do eletrodo de antimdénio, iqual a 00,0367 (tabela 1.1).

5.1.3 Dependéncia da forga idnica

As solugbes tamponadas podem apresentar diferentes valores

de forcas iénicas (p), as quais sic fungdo das concentracdes e
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das cargas dos lons dispersos (Apéndice A). A forca iénica pode
afetar a constante de equilibrio {(pK} dos indicadores

colorimétricos, alterando o equilibrio entre as fases acida e

bagica [Janata, 1987]

4.46 -

4.12 Ly

E / n=6
4
22 27 32 37 42 47

Temperatura (Celsius)

pH = 0,005486 - T(°C} + 3,89741; r = 0,98741.

Figura 5.4: Variag8o do pH medido pelo senscr em fungdo da

temperatura da sclugfic tampdo de pH 4 (Mallinckrodt, #0029).

Os valores das forgas idnicas das solugfes tamponadas
utilizadas para teste foram baseados nos valores das forgas
iénicas do suco géstrico. A tabela 5.3 apresenta os valores das

concentragdes e das cargas dos ions geralmente presentes no suco

gastrico, nos pHs 1 e 2 [Mountcastle, 1980}. A partir dos valcres
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listados, as forgas iénicas foram determinadas utilizando-se a

equagdo Al.3 (Apéndice A}.

Tabela 5.3: Valores das concentracdes (mN) médias dos ions
tipicamente presentes no succ gastrico, nos pHs 1 e 2, e das

forcas idnicas (u) calculadas.

Ht ol Na®t Kt p
pH 1 0,10 0,14 0,04 0,01 0,14
pH 2 0,01 0,12 0, 08 0,01 0,10

Como a faixa de variagdo & estreita (de 0,14 a 0,10), os
efeitos da forga idnica do suco gastrico nas medicdes do sensor
sdo aparentemente despreziveis, conforme seré demonstrado adiante
no teste "in vitro"™ (item 5.2). No entanto, sclugdes tamponadas
com uma diferenga de 0,3 unidadeé, a saber p=0,1 e p=0,4, foram
preparadas nos pHs 2,1 e 5,1, visando determinar a dependéncia do
sensor com a for¢a idnica. Os valores de pH foram selecionados
devido a proximidade com os pKs dos indicadeores "m-cresol purple"
(mCP) e "bromophenol blue™ (BPB). 0s resultados do teaste estio

mostrados na tabela 5.4.

Tabela 5.4: Valor do pH medido pelo sensor em fungdoc da forcga
idnica (p = 0,1 e p = 0,4) das soluc¢des tamponadas (pH 2,1 e pH
5,1).

pH 2.1 pH 5.1
=01 u=04 =01  u=0.4
2.1 21 . 51 | 53
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Os resultados obtidos mostram que a ampla faixa de variacac
da forga ibnica ndo afeta o eguilibrio do indicador "mCP". Por
ocutro lado, o© desvic observade na faixa de sensibilidade do
indicador BPB € de 0,2 unidades de pH. Os resultados obtidos eram
esperados, considerando que o© mCP apresenta uma melhor
estabilidade que o BPB, qguando diluidos em sclugdes tamponadas

com diferentes forgas idnicas (Tomicek, 1951; Bishop, 1972).

5.1.4 Calibragao

Dois aspectos da calibragldo do sensor s8oc importantes e
devem ser apresentados. O primeire & uma descrigdoc do
procedimento empregado para a calibracéao, salientando as
consideracdes a serem adotadas. O sequndo é a verificacgdo da
eficadclia do método de calibracgio adetado {correcdo linear, item

4.6)

5.1.4.1. Procedimento de calibragaoc

O procedimento de calibrac@o consiste basicamente em se
avaliar de forma seqliencial o sensor nas solug@o tamponadas de
pHs 4, 7 e 1 e forca idnica 0,1 {(a ordem ndc & relevante). Os
valores de pH foram escolhidos por representarem os extremos (pH

1 e pH 7) e o valor central (pH 4) da faixa de medida do sensor.
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Antes do procedimento de calibragdo, aconselha-se que o
sensor ja esteja ilmerso em uma solugdo aquosa {por exemplo, agua
destilada} por um perlocdo minimo de 15 minutos, garantindo a
acomodacio das microesferas (item 5.2.2.2) e reduzindo assim o©
pericdo de tempo de calibrac&o. Além disso, a calibracio deve ser
efetuada com a extremidade do sensor protegida da luz ambiente,

pois a mesma pode induzir desvios de até 0,1 unidades de pH.

O procedimento de calibrag8o tem inicio com a seleclo e
inicializacdo da subrotina "Calibraticon for Sensor™ do "Menu
Principal™. A subrotinaz orienta o© usuarioc para posicicnar o
sensor na primeira scolugédo e digitar o valor do seu pH com duas
casas decimals (por exemplo: 4,03). Um pericdo de tempo de alguns
minutos € necessario para estabilizar as leituras, o gual &
controlado automaticamente pelo "software®". Obtido o valor final
de calibracio na primeira sclugdo, o usuario, sob a orientagao do
"software", efetua o mesmo procedimentc com as demais solugdes de
calibracdo (pH 7 e pH 1). Em média, o procedimento de calibragéo
é realizado em aproximadamente 15 ﬁdﬁutos, devido ac tempo de

resposta do sensor.

5.1.4.2 Eficacia do método de calibracgio

0 método de calibrac8c consiste em  ajustar por corregao

linear a curva de calibrac&o do sensor em teste & curva tipica

134



(item 4.6). Para a valida¢do do métcodo, um conjunto de dez

sensores foram construidos, conforme procedimento descrito na

tabela 4.1.

G Sensor nimero 1, selecionado aleatoriamente, foi
denominado de "sensor tipico" e a sua curva fol previamente
determinada e armazenada pelo programa. 0Os demais senscores foram

calibrados conforme o procedimento descrito nce item anterior.

Apds a calibragdo, cada sensor foi utilizado para determinar
o pH de coito solugdes tamponadas diferentes. O valor do pH da
solugdo tampdo fol previamente determinado usando-se um eletrodo
de vidre (Radiometer, #Gk 2801-1). A tabela 5.5 apresenta os

resultados obtidos.

Tabela 5.5: Valores dos pH medidos com dez sensores calibrades.

eletrodo) { tipico sensor com fibra Sptica - nimero
pH 1 2 3 4 5 6 7 8 %) 10 Média O padro
1,03 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0 1.0 1,0 1,0 1,0 1,0 calbragao

144 1.4 14 14 1.4 1,4 1.4 1.4 1.4 1.4 1.4 1,40 0,00
2,08 21 21 21 21 21 21 2,1 22 2.1 21 2.1 0,03
3N 31 332 31 3.1 31 31 30 32 3,0 30 3,00 0,07
4,00 4.0 40 4,0 4,0 4.0 4,0 4,0 4,0 4.0 4,0 cafibragao

510 51 5,1 52 51 5,1 51 5,2 51 51 52 513 0,05

6,00 6,0 80 6.1 61 6,1 59 6,1 6.0 6,1 6,1 6,05 0,07

7,00 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 70 7.0 7.0 cakbragio

135



A analise dos resultados mostra gue nos pHs de calibracio
(pH 1, pH 4 e pH 7) o©s valores medidos pelos sensores sé&oc
idénticos, indicando que a calibracdo foi mantida. Nos pHs
intermediarios, o desvio maximo em relagédo ao pH determinado pelo

eletrodo de vidre & de 0,1 unidade de pH.

5.1.5 Reprodutibilidade da medida

A reprodutibilidade das nmedi¢Ses do senscor foi avaliada
utilizando-se um conjunto de sete sclug¢des tamponadas (pH: 1,01;
2,11; 3,17; 4,09; 5,18; 6,03 e 7,15}. O pH das solugdes foi
verificado imediatamente antes do seu usc com um eletrodo de
vidre (Radiometer, GK 2801-1). Durante o5 testes, o sensor
permanecia por 10 minutos imerso em uma das solugdes (lentamente
agitada com um agitador magnético), sendo entdc imediatamente
retirade e imerso na scluc&o seguinte. Os resultados estdo

apresentados na figura 5.4.

O perfil de resposta obtido mostra que ¢ sensor reproduz com
uma exatidic de 0,1 unidade de pH (considerando uma precisac de
uma casa decimal) os valores dos pHs das solugdes tamponadas.
Além disso, as mnedi¢gdes ndc apresentaram histerese, pois os
valores obtides se mostraram independentes do valor do pH da

solucdo anterior.
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Figura 5.4: Reprodutibilidade das medidas do sensor em solugdes

tamponadas.

5.1.6 Tempe de resposta

0 tempo de resposta do sensor, submetido a uma variagao
brusca do pH, fol adotado como o tempo necessario para atinglr
63% da estabilidade plena, considerando gque a resposta e
aproximadamente exponencial. A partir dos resultados obtidos no
item anterior, o tempo de resposta fol determinado e esta

apresentado na figura 5.5.
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Figura 5.5: Tempo de resposta do sensor em fungdo da variacao

(tipe degrau) do pH da scolucdo tamponada.

A figura 5.5 apresenta duas particularidades do sensor.
Primeirc, o© sensor & aproximadamente seis vezes mals rapido
(menor tempo de resposta) quando submetido a uma variacéo de pH
na faixa mais acida (pH 1 a pH 2) do que na faixa menos &cida (pH
& a pH 7). Segundo, o sensor & mals rapido nas variacdes

decrescentes de pH do gue nas varlacdes crescentes.

Possivelmente, o comportamento observado pode ser explicado
pela modificagdo do volume das microesferas com o pH da solucdo
em teste, as guais diminuem e aumentam ligeiramente o seu volume
com a redugdc e o aumento do pH, respectivamente. O aumento de
volume e dificultado pela membrana tubular, cuja capacidade de

distensdc e teoricamente nula. A caracteristica da membrana pode,

portanto, preiudicar ¢ tempo de resposta nas transi¢Hes em meios
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menos acides. Por outro ladeo, a transicloc de volume é facilitada

em solugdes mais &acidas, melhorando o tempo de resposta.

Um outro aspecte que deve ser analisado € a influéncia da
capacidade de tamponamento das solugdes empregadas no tempo de
resposta do sensor. Por defini¢dc (Apéndice A), uma solucao
tampdo tem a fungidc de resistir as modificagdes no pH. Nos testes
efetuados, uma varia¢doc brusca do pH significa que a solucioc
tampao em teste deve migrar para o interior da fase reagente e
neutralizar a sclugdo tampdoc anterior. Esse mecanismo € um dos
responsavels pelo aumento do tempo de resposta do sensor. Por
exemplo, o© tempo de resposta do sensor de pH 7 (solucdo tampdo)
para pH 4 (sclugdc tampao) ¢ de aproximadamente 2 minutos e o
tempo de resposta de pH 7 (agua bidestilada) para pH 4 {sclugédo
tamp&o) € de aproximadamente 0,4 minutos. No entantce, o emprego
de sclugdes tamponadas € imprescindivel para testes e calibracgdes

de um sensor de pH.

5.2 Desempenho do sensor "in vitro"

A avaliagdo do sensor "in vitro™ foi realizada em 33
amostras de suco gastrico humano. As amostras eram originadas de
pacientes com aclidez gastrica elevada, =a maioria devido a

disfungdes hormonais, e foram cedidas pelo Setor de

Gastreentercologia do Hospital Geral do National Institutes of
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Health. O suco gastrico fol aspirado pela manhd, com © paciente
em dejum. As 33 amostras obtidas foram colhidas ao longo de
aproximadamente 30 dias e mantidas sob refrigeracdo a -4 ©C.
Antes do teste, um periodo de 24 horas fol utillizado para que a
temperatura das amostras atingisse a temperatura ambiente (25

©C) .

5.2.1 Exatidio da medida do sensor

O teste de exatididc consistiu em determinar o valer do pH de
cada amostra simultaneamente com © sensor e com o eletrodo de
vidro (Radiometer, #GK 2801-0), ambos calibrados. A precisdo
utilizada para os dois dispositivos fol de 2 casas decimais. Aléem
disto, © teste serviu para se avallar a influéncia da coloragdo e
da forga i6nica das amostras de .suco gastrico na resposta do
sensor. Os pHs medidos e a coloragao de cada amostra estido
apresentados na tabela 5.6. Os valores dos pHs determinados estdo
também apresentados. sob a forma. grafica  (figura 5.6), com C

objetivo de facilitar a interpretacidc dos resultades.

Os testes mostraram que a exatidaoc do sensor,
comparativamente ao eletrodo de vidro, é de *+ 0,1 unidade de pH
(considerando uma precisao de 0,1 unidades de pH), pois o desvic
maximo entre as leituras ndc fol em nenhum caso superior 0,07
unidades de pH. O coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,995887

demostra a boa equivaléncia existente entre oS5 dois instrumentos
de medida.
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A exatiddo obtida demonstra também que a coloracéoc e a forca
idnica do suco gastrico ndo afetam as medicdes do sensor, na

faixa de pH investigada.

Tabela 5.6: Numero, pH medido com o eletrodo de vidro e com o

sensor, e coloragdo das 33 amostras de suco géstrico.

pH desvio cor da

amostra eletrodo (pHe) © sensor (pHs) | (pHe - pHs) amostra

1 1.40 1.47 - 007 clara

2 1.4 - 1.44 003 clara

3 1.15 ; 1.19 -0.04 amarela

4 1.14 i 1.18 -0.04 amarela

5 1.15 1.19 004 amarela

6 117 : 1.22 . -005 clara

7 1.36 1.37 .00t clara

8 1.17 121 004 amarela

9 3.50 ; 3.43 0.07 amarela

10 4186 | 4.10 0.0 amarela

11 1.69 : 1.63 - 0.08 verde-amarelada

12 1.53 ‘ 1.51 002 clara

13 1.38 1.36 0.02 clara

14 1.03 : 1.06 5 -0.03 clara

15 1.20 1.24 -0.04 METOM esCuro

16 1.26 : 1.28 ; -0.03 Marrom escure

17 0.99 1.02 . 003 clara

18 1.03 ; 1.07 -0.04 amarela

19 1.13 , 1.18 -0.06 | verde-amarelada

20 1.26 1.30 . 004 | marrom escurc

21 1.04 | 1.09 005 alaranjada

22 1.25 1.28 . -0.03 verde

23 1.07 1.10 S -0.03 verde

24 1.28 a‘ 1.30 L 002 1 amarela

25 1.1 1.16 -0.05 amarela

26 1.16 1.20 . -D.O4 amarela

27 1.00 1.04 -0.04 amarela

28 1.19 1.24 -0.65 amarela

29 2.26 ; 2.30 ;004 verde

30 1.23 1.28 -0.05 verde

31 1.35 1.37 -0.01 verde

32 1.2 1.27 006 | marrom escuro

33 1.2 1.26 -0.04 | marrom escuro
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Figura 5.6: Valor do pH medido com o© sensor em fung8o do pH

medido com © eletrodc de vidro nas 33 amostras de succ gastrico.

5.2.2 Reprodutibilidade da medida

Uma avaliacdo da reprodutibllidade da medida do pH em suco
gastrico fol realizada, empregando um conjunto de quatro amostras
de pHs diferentes. 0O sensor em teste fol Iimerso na primeira
amostra e, apds 10 minutos, foi retiradeo & imerso na amostra

seguinte. O resultado obtido estd apresentado na figura 5.7.
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Figura 5.7: Resposta do sensor em amostras de suco gastrico.

Os resultados obtidos apresentaram uma boa reprodutibilidade
das leituras do sensor. Apenas um valor apresentou um desvioc de
0,1 unidades de pH entre as medi¢des efetuadas nesta amostra.
Issc provavelmente & devido ao pH desta amostra se encontrar em

um valor intermediario entre pH 4,1 e pH 4.2.

5.3 Desempenho do sensor "in vivo"

O teste "in vivo" consistiu em medir continuvamente o pH do
estémago de um c&oc anestesiado com ¢ sensor e com o eletrodo de

vidro {(Radiometer, #GK 2801-~1}, simultaneamente. Antes do teste,
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algumas adaptag¢des e desenvolvimentos tiveram gque ser realizados

para adequar o sensor e ¢ eletrodo para a monitoracdo "in vivo™.

A utilizacdo do sensor em avaliacdes "in vivo"™ exige que a
sua fase reagente seja protegida por uma estrutura, com a
finalidade principal de aumentar a resisténcia mecanica. No
entanto, a estrutura deve manter a malor possivel a &rea de
contacto entre o sensor e a solugdo, causando pouco impacto no
tempo de resposta do sensor. Dentre os arranjos desenvolvidos, a
protecdo da fase reagente com uma espiral de fio metalico se
mostrou a mals adequada. A espiral, confeccionada manualmente,
envolve a fase reagente e é selada nas duas extremidades da

membrana, conforme mostrada na figura 5.8.

"Epoxy” Espiral com fio metdiico

Fibra dptica

Lid

Figura 5.8: Sensor de fibra optica utilizade na avaliac8c "in

vivo"™.

O emprego do eletrode de vidre (Radiometer, $#GK 2801-1) em
monitoragdées continuas exigiu uma instrumentacioc para aquisicgéo,
processamento e armazenamentco de dados. Como a mesma nio era
disponivel, um sistema foi desenvolvido baseado em um pHmetro
{Corning, modelo 12}, uma placa conversora analdgico-digital

(Computer Boards, Inc., #CIO-ADI6JR-AT) e um microcomputador PC
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286/ 14MHz. A placa conversora selecionada é idéntica & utilizada
pela instrﬁm@ntagéo do sensor, o gue facilitou o desenvolvimento
do "software"” para © sistema, escrito em cédigo "C" (Turbo C,
vers&o 2.0, Borland International). A instrumentacdc permitiu
armazenar seqliencialmente os valores dos pHs determinados pelo
eletrodo, os quais foram posteriormente comparados com as

medi¢gdes obtidas com o senscor desenvolvido.

Alem das adaptagfes efetuadas, o teste comparativo entre o
senscor e o eletrodo exige que as suas extremidades estejam téo
proximas guanto possivel, garantindo a mesma regifo de medida no
melo estomacal. A estratégia adotada fol selar com uma fita
adesiva os cabos dos dols dispositivos, mantende as suas

extremidades proximas, conforme ilustrado na fiqura 5.9.

Instrumentaclio
do sensor

Sensor com Fia
iva
fibra dptica ades

Eletrodo
de vidro

instrumentacdo
do eletrodo

Figura 5.9: Combinagdo sensor/eletrodo empregada na avaliag&o "in

145



C teste "™in vivo™ iniciou-se com a preparagdo do animal. O
animal selecionado foi um cic, da raga pastor alem@io, massa 1l6kg,
idade 3,5 anos. O primeiro procedimento foi anestesiar o cio pela
administrag&o intravenosa de 20mg/kg de pentckbarbitol de soédio,
na pata direita anterior do animal. Apds aproximadamente 30
minutos, um tubo de plastico (10mm de didmetro) fol inserido via
ducte alimentar até a porgdo terminal do eséfago do clo Jja
anestesiado. A seguir, a combinagio sensor/eletrodo foi inserida
até o estémage do animal através do tubo de pléstico. O
posicionamentc da combinagdc sensor/eletrodo no estdmago foi
verificada pelo decréscimo  brusco do pH na interface
esdbfago/estdmago. Um segundo tubo de plastico (diametro 5mm) foi
inserido até o esdfago, com a finalidade de permitir a injegdo de
solugdes acidas ou basicas, variando o pH estomacal. As solucdes
utilizadas .foram acide hidroclérico (pHs 1,5 ou 2,0 e
bicarbonato de soddic {pH 8). A primeira solucic foi administrada
aocs 17, 40 e 43 minutos e a segunda, acs 29 e 52 minutos. A
duragédo total do registro foi de 60 minutos, sendo gue o valor do
pH calculado era atualizado a cada minuto. O resultado obtido

estd apresentado na figura 5.10.
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Figura 5.10: Respostas da avaliaci&c "in vive" do eletrodo de

vidro e do sensor de fibra é&ptica.

O perfil da variagio dos pHs medidos pelos dols sistemas é
gimilar. Os peqguenos desvios entre os dels tracados se devem
provavelmente a configuragido do arranjo experimental empregado,

"3

pois o© teste in vitro" demostrou gue o5 dols dispositivos
apresentam medidas praticamente 1idénticas. Observe-se due um
desvio semelhante fol encontrado guandce da avaliagfo "in vivoe"™ do

pH gastrico com os eletrodos de vidro e de antiménio (figura

1.1).

Além do valor do pH, um retardo na resposta do sensor &
cbservado em relacdo a resposta do eletrode. Essa caracteristica
era esperada, pols o tempo de resposta do sensor {alguns minutos)

€ malor que ¢ tempo de resposta do eletrodo (dezenas de

segundos). Entretanto, ressalta-se que a frequéncia de variagao
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do pH imposta no teste €& multo superior ao esperado em uma

avaliag&o clinica (figura 1.1).

5.4 Conclusdo

O sistema com sensor de pH desenvolvide fol avaliado em
solugdo tampdo, em amostras de suco géstrico e no estdmago de um
cdo anestesiado. O desvio temporal méximo é 0,2 unidades por 24
horas. O coeficiente de temperatura é 00,0055 unidades de pH por
“C. A forga ib6nica, na faixa avaliada, influencia apenas o
egquilibrio do indicador colorimétrico "bromophencl blue™. O
métode de calibrag¢lio € eficaz. A reprodutibilidade da medida é
adequada e o tempo de resposta do sensor € de alguns minutos. As
avalliagbes em amostras de suco géstrice humano mostraram gque o
sensor apresenta um exatidioc de + 0,1 unidades de pH, indicando
também que as suas medig¢bes independem da coloracde e da forga
idnica das amestras. Os testes "in vivo"™ mostraram que o perfil
de pH determinado com © senscr € similar ao cobtido com o eletrodo

de vidro.
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CAPITULO 6

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O projeto e construgdo de um sistema com sensor de fibra
Optica para a medigdo do pH gastrico estd descrito em detalhes no
presente trabalho. Pode-se observar que o sensor com fibra éptica
desenvolvido apresenta algumas vantagens quando comparadas aos
eletrodos convencionais, as quals serao resumidamente

apresentadas no proéozimo item.

Além disso, neste capitule, discute-se sobre a toxicidade
das substéncias guimicas empregadas no sensor e destacam-se as
principais particularidades do sistema projetado. Finalmente, a
continuidade deste trabalho e sugestides para futuros

desenvolvimentos s&o também discutidas.

6.1 Analise comparativa entre as caracteristicas

do sensor e dos eletrodos

Uma anadlise comparativa entre as principals caracteristicas
estaticas e dindmicas do sensor desenvolvido e dos eletrodos de

vidre e antimbénic pode ser realizada a partir dos dados
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apresentados na tabela €.1 (as caracteristicas dos eletrodos

foram chtidas da tabela 1.1).

Tabela 6.1: Tabela com as caracteristicas principals dos
eletrodos de vidro com referéncia externa e com referéncia

incorporada, do eletrodo de antiménio e do sensor construido.

Vidro Vidro Artiménio Sensor de
Caracteristica referéncia referéncia fibra optica
externa incorporada
Diametro {(mm) 16a50 3.0adb 12240 1,0 (a)
Faixa de pH 0a12 0a12 1a10 1a7
Seletividade ao HY total fotal parcial parcial
Sensibilidade 55mVipH 55mVipH 48mV/pH vatiave!
Desvio temporal {pH / 24 horas) 0,11 0,11 0,47 0a0,2b)
Desvio temp.(pH/PC de 22 a 37°C) 0,0033 0,0033 0,0367 0,0055
Caracteristica de transferéncia linear linear histerese nao-linear
Tempo de resposta (segundos) 10a 45 <25 <30 30 a 300
"Buffers” de calibragio (pH1 a 7} 2 2 2 3
Caracteristicas do "buffer” qualquer gualquer especifico especifico
Monitoracao gastrica sim sim ¢/ restrigbes sim
Risco de chogque elétrico sim sim sim nao
Rigidez mecanica ruim ruim boa boa
Descartavel nao nao nac sim
Referéncia externa incorporada externa incorporada
Prego médio (USS$) 250 500 150 6,00 (c)
Vida dtil {x 24 horas) 50 50 5 WD
NA = n&o se aplica; (a) diZmetro considerando a protecdo

mecanica; (b) desvio de zero na faixa mais acida (pH 1) e de até
0,2 na faixa neutra (pH 7}; ({(c¢) custo aproximado do sensor

construido no laboratdrio; ND = ndc fol determinado;
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6.1.1 Caracteristica desvantajosa do sensor

A unica caracteristica do sensor construido que €&, de fato,
inferior a dos eletrodos é o procedimento de calibracdc, devido
aos fatores apresentados a seguir. Primeiro, o tempo necessario
para a calibracdo {(em torno de 15 minutos) & mais prolongado em
relagdo aos dispositivos convencionais {em torno de 5 minutos),
devido ac tempo de resposta do sensor. Segundo, © sensor
necessita de trés solugbes tamponadas {(pH 1, pH 4 e pH 7), ao
contrario dos eletrodes, que usualmente empregam apenas duas (pH
1 e pH 7). Tercelro, as solugSes tamponadas devem ser
especificas, com forga iénica conhecida, similarmente ao eletrodo

de antimdnio.

6.1.2 Caracteristicas similares

Pelos dados apresentados na tabela 6.1, o desvic temporal do
sensor & lgual a zero na faixa mais acida (pH 1) e de no maximo
0,2 unidades de pH por 24 horas na faixa neutra {pH 7). Esses
desvios, na média, s&o comparaveis ao do eletrode de vidro (G, 11
unidades de pH/ 24 horas) e bem inferior, numericamente, ao
apresentado pelo eletrodo de antiménioc (0,47 unidades de pH/ 24
horas) . Observa-se que um desvio de até 0,2 unidades de pH pode
ser considerado aceitavel para & monitoracdo do pH gastrico

(Klinkenberg et al., 1989).
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A faixza de medig&o de pH de 1 a 7 € mais estreita que a dos
eletrodos (pH 0 a pH 12, para o de vidro, e pH 1 a pH 10, para o
de antimdnic), porém adequada para o aplicacio preposta.
Entretanto, vressalta-se que o sensor desenvolvido apresenta
sensibilidade até pH 10, conforme apresentado na figura 4.14.
Apesar de nado ter side explorada, essa caracteristica indica que

o sistema desenvelvido pode ser aproveitado em outras aplicacées.

A fungéo de transferéncia n&o-linear do sensor implicou num
processanento eletrdnico um pouco mais sofisticado. No entanto,
esse tipo de problema fol facilmente solucionado utilizando-se um

microcomputador.

A rigidez mecénica do sensor, protegido pela espiral de fio,
se mostrou adequada e qualitativamente comparével a dos eletrodos

para monitorag¢des "in viveo™

O coeficiente de temperatura do sensor {0,0055 pH/®C) é um
pouco maior que ¢ coeficiente do eletrodo de vidro {0,0033 pH/CC)
e aproximadamente sete vezes menor do que o observado no eletrodo

de antimdrio (00,0367 pH/°C).

A seletividade do sensor ao ion HY & inferior a do eletrodo
de vidro, devido as caracteristicas intrinsecas dos indicadores
de pH. De forma similar ao eletrodo de antimdnio, a resposta do

sensor pode ser afetada em fungdo dos ions que compdem a amostra
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de medig&oc. Entretanto, a avaliag¢io do sensor nas amostras de
suco gastrico néc apresentou desvics significatives (< 0,1

unidades de pH}.

O tempo de resposta do sensor nos pHs 1 e 2 (valores tipicos
do pH do suco gastrico) é em torno de 30 segundos, comparavel ao
dos eletrodos. Por outro lado, o sensor & mals lento que os
eletrodos nas transig¢fes em melics menos acidos, por exemplo, de
pH 6 a pH 7. Mesmoe nessas faixas, © tenpo de resposta & ainda
adequado para acompanhar a fregquéncia tipica das variacdes do pH

gastrico [(figura 1.1).

6.1.3 Caracteristicas vantajosas do sensor

O diadmetro do sensor, 1,0mm (incluindo a espiral metéalica de
protegdo}, € infericor ao didmetro do menor eletrodo disponivel
{1, 2mm), que utiliza referéncia externa. A dimensdo obtida pode
ainda ser reduzida, encapsulando-se a fibra dptica com um tubo de
didmetro externc menor e reduzindo o diametro da espiral de fio
que protege a fase reagente. Dadas as suas dimensdes, o© sgensor
desenvolvido € potencialmente adeguado para investigar o pH em

outras partes do corganismoe humanc, inacessivels aos eletrodos.

O principio Optice do sensor elimina a necessidade da
utilizacéo do eletrodo de referéncia, excluindo portanto as

fontes de erros nas medicdes encontradas em sistemas que utilizam
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eletrodos com referéncia externa. Além disso, o principio éptico
garante imunidade & radiagdo eletromagnética e, particularmente
para a aplicagdo bilomédica, seguranga do paciente contra riscos

de choques elétricos.

Outro aspecto gue pode ser considerado vantajosc € o custo
do sensor. Baseado na agulsigdo de pequenas quantidades, os
custos de 1,0m da fibra éptica e do conector SMA 605 utilizados
Séo em torno de USS 0,50 e USS 4,00, respectivamente. A
participacso dos custos das substfncias guimicas no custo final
do sensor & baixa, considerando que uma receita de preparacio de
microesferas € suficiente para produzir algumas centenas de
sensores. Da mesma forma, a participacdoc do custo da membrana
tubular, comercializadas em bobinas com centenas de metros para a
utilizacdo geralmente em maguinas de hemodidlise, & redurida,
tende em vista gue o© sensor emprega uma membrana  com
aproximadamente Smm de comprimento. Assim, considerando os
materiais e as substé@ncias guimicas empregadas, © custo do sensor
produzide no laboratérico € provavelmente de USS 6,00. Entretanto,
o custo do sensor, caso sela industrializade, define se © mesmo

proderd ser consideradoe um dispositivo descartéavel.

O custo da instrumentacdo de excitacio e deteccdo, nesse
projeto, € basicamente definido pelos custos do espectrémetro
comercial e do microcomputador PC/AT, totalizando aproximadamente

Us$ 3000,00. Entretanto, um sistema desesenvolvido para ¢ mesmo
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propésito, baseado em fododiodos PIN, filtros e lentes, e

instrumento dedicado, reduziria esse custo drasticamente.

6.2 Toxicidade das substancias quimicas do sensor

A aplicagdo biomédica de um sensor exige gue a toxicidade
das substéncias guimicas que compdem o mesmo seja conhecida.
Embora algumas dezenas de sensores baseados en indicadores,
notadamente para a medicdc do pH sangliineo, tenham sido
estudadas, a toxicidade das substancias empregadas naoc foi
apresentada. No sensor construide, as duas principais substincias
gquimicas s&o os indicadores de pH e o "polvacrylamide™, no gual

os indicadores est@o imobilizados.

O "polyacrylamide™ e indcuo, tanto que € empregado para o
tratamento de agua potavel. Ao contrario, o monémerc “acrylamide"

€ toxico [Sandier e Karo, 1992; Aldridge et al., 1985].

A toxicidade dos indicadores colorimétricos ‘*m-crescl
purple™ e "bromophenol blue™ pode, na caréncia de um estudo
especilico, ser delineada por comparacdo & um cutro indicador
colorimetrico, o T"cardiogreen". Essa substancla ¢é empregada
clinica e rotineiramente na determinacfo do débito cardiaco. No

procedimento clinico, uma solucgBo salina isoténica contendo o

indicador diluldo ¢é linjetada geralmente na artéria pulmonar,

155



através de um cateter [Webster, 1978]. A comparacio sugere gue os
indicadores utilizados no  sensor  s&o  indcuos, pois séo
substéncias do mesmo grupo do "cardiogreen®. BAlém disso, dois
aspectos devem ser ressaltados. Primeiro, os indicadores no
sensor estdo imobilizados num polimero inécuc, o qgue garante que
os indicaderes ndo estardc presentes na sua forma diluida.
Segundo, a aplica¢io do sensor & no sistema géstriceo, um ambiente
de medida menos critico, do ponto de vista da assepsia, que o

sistema arterial.

6.3 Particularidades, continuidade e

aprimoramentos no sistema desenvolvido

O trabalho descrito apresenta, a partir da motivacgio
inicial, a concepgac, projeto e construgdo de um sistema com
sensor de fibra oOptica para a medic¢do do pH gastrice e a
avaliacdo do seu desempenho em scoluglo tampdo, "in vitro™ e "in
vivo™. A primeira tentativa de um trabalho dedicado a esta
aplicacdc fol publicada por FPosch et al. (1989), cque limitou-se
en desenvolver um sensor com indicador fluorimérrico e avaliar o
seu desempenho em sclugdo tamponada. A segulr, o8 resultados
preliminares deste trabalho foram publicados [Netto et al., 18931
e 05 resultades finais foram apresentados recentemente na Segunda
Conferéncia Eurcpéia de Sensores Opticos para Medicdes Quimicas e
Biosensores ("Znd European Conference on Optical Chemical Sensors

and Biosensors™) [Netto et al., 1994]. Além desse, no mesno
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evento, um segundo sistema com sensor de fibra oOptica para a
medig&o do pH gastrico fol apresentado por Baldini et al. {1994).
No entanto, uma comparacg&c minuciosa entre os dols sistemas
desenvolvidos néo é possivel, pols o trabalho ainda nic foi

impresso.

Uma  comparagdo entre as  expectativas noe inicio do
desenvoivimento deste trabalhe e os resultados finais se mostra
importante. Dentre os desafios preliminares, destaca-se o projeto
de um sensor com fibra optica com sensibilidade na faixa de pH 1
a pH 7. Baseado na literatura disponivel, as primeiras avaliacoes
indicavam que o© sensor seria construldo com trés indicadores
colorimétricos de pH. Essa caracteristica indeseisvel
dificultaria a calibracéc e a reprodutibilidade e necessitaria de
uma analise espectral em provavelmente  trés faixas de
comprimentos de onda. No aspecto construtivo, o sensor utilizaria
duas fibras Opticas e o sistema de excitaglo seria projetado com
uma fonte Odptica de alta poténcia {centenas de Watts),

necessitando arrefecimento.

O sistema final, entretanto, é composto por um sengor ¢ um
instrumento opto~eletrénico simplificados em relagio as
expectativas inicliails, pols buscou-se ac longo do projetoe a
otimizagdo das suas caracteristicas. O protdtipo final emprega
apenas dols indicadores de pH, duas faixas de comprimentos de

onda de medida, wuma dunica fibra optica e uma l&mpada de

tungsténic halogenado de 4,25 Watts, sem arrefecimento.
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As otimizagldes mencicnadas simplificaram o protétipo. 0
emprego de dois indicadores e uma Unica fibra éptica, além de
facilitar a construgidc e reduzir o custo, produz sensores com
caracteristicas similares, melhorando a reprodutibilidade e,
conseqgilentemente, facilitando a calibrag8o. A monitcoracdo em
apenas dols comprimentos de onda permite, num passo posterior,
utilizar um sistema padrio de detecciio baseado em dois fotodiodos
do tipo PIN. O emprego de uma fonte de radiacidc de baixa poténcia
possibilita a construgio de um sistema compacto, de baixo
consumo. Além dissc, o protdétipo ndo necessita de ventilador de

arrefecimento, eliminando o ruido e a vibracdo.

Alguns aspectos do sistema final devem ainda ser discutidos.
Os indicadores colorimétricos selecionados se mostraram adequados
para O obijetivo proposto, possibilitando uma faixa de
sensibllidade de pH 1 a pH 7 (podendo ser extendida de pH 0 a pH
10) e boa estabilidade temporal. O método de imobilizacdo
conjunta dos indicadores e das microparticulas de dispersic nas
microesferas de "polyacrylamide" atendeu as exigéncias. Embora
essa técnica tenha sido utilizada anteriormente por Peterson et
al. (1980), a imobilizac¢io conjunta de dois indicaderes e a
resisténcia quimica ao melo extremamente acido (pH 1) ndc tinham

ainda sido exploradas.

O projeto do "splitter™ possibilitou a confecg&o do sensor

com uma unica fibra Optica, caracteristica impar entre os
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sensores com indicadores colorimétricos citados na literatura. O
"splitter” proijetado, incorporado a urm instrumento, é
potencialmente adequado para outras medic®es baseadas em
refletometria, seja para a medi¢do da intensidade luminosa ou da
cor da superficie refletora. Uma possivel aplicacio biomédica é o
desenvolvimento de um eguipamento para avaliar a concentracgio de
bilirrubina em recém-nascidos, baseado na refletincia difusa da

pele do recém-nascido [Yamanouchi et al., 1980].

Além dos testes J& efetuados, o sistema desenvolvido

7 -

necessita ainda ser extensivamente avaliado em monitoragdes "in
vivo", pols considera-se gue o©s testes de desempenho em soluces
e "in vitro" foram conclusivos. Assim, testes postericres de
longa duragac (24 horas) em animais e, possivelmente, em humanos
devem ser realizados. Paralelamente, © microcomputador e monitor

devem ser substituldos por um instrumento dedicado, o gual

permitirad a cbtengic de um sistema compacto e portatil.

O protétipoe construido pode ser empregado também em outras
aplicagdes, gendo a mals atraente, na éArea biomédica, o)
diagndstico do refluxc gastro-esofagico a partir da monitoracao
continua do pH do esdfago. A aplicacdo mencionada exige um sensor
com faixa de sensibilidade em torno de pH 1 a pH 7, porém com um
tempo de resposta menor que 30 segundos. Tecnicamente, a reducio
do tempo sera possivel com a utilizagdo de uma membrana com malor
tamanho de poro, a qual nadc fol ainda identificada

comercialmente. Assim, a estrategia possivelmente sers
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desenvolver membranas tubtulares com caracteristicas apropriadas
para os sensores, viabllizando o seu emprege em monitoracdes

esofégicas.

Finalizando, o© protétipo desenvelvido e testado demonstra
que senscres com fibra optica sio adequados para a monitoracio do
pH gastrico, preenchendo assim mais uma lacuna dentre os varios

campos de aplicacdo ja explorados com essa técnica sensora.
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APENDICE A

Sclugdes tamponadas

As soluc¢bes tamponadas apresentam a propriedade de resiatir
a uma modificagido do pH por efeitc de diluigdo ou adicdc de
pequenas guantidades de acidos ou bases fortes. As sclucgdes
tamponadas tém uma enorme importancia; elas servem para preparar
solugdes com pH definido ou para manter o pH de um meio em torno

de um valor desejado [Good et al., 1964]7.

Com o propdsito de ilustrar o mecanismo tampdo, apresenta-se

a acio exercida por algumas substancias.

A aAgua pura praticamente ndoc resiste a mudanga no valor do
pH caso um acido ou uma base fortes seja adicicnado. Por exemplo,
se 1 gota de &acido cloridrico é adiciocnada a 1 litro de &gua a 25
CC, o pH altera-se de 7,0 para aproximadamente 3,2. No sentido
oposto, 1 gota de hidréxido de sédic causa uma alieracdo
comparavel. Uma solugdio salina, tal como c¢loreto de sédio,
apresenta um comportamento similar ac da &gua pura [Crockford e

Knight, 1964}.

Por outro lado, as sclugdes dque contém quantidades

relativamente grandes de &cidos fortes ou bases fortes exibem
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agdo tamponante. De fato, a adigdo de uma pequena guantidade de
acido {ou base) apenas diminui foun aumenta) levemente a
concentracdc de ilon hidreogénio, originalmente presente. Todavia,
as solug¢des tampdo do tipo mencicnadoe s&c utilizadas nas
extremidades da escala de pH. As sclug¢des tamplo mais empregadas
sdc, entretante, as constituildas de acidos ou bases fracas, por

exenplo acido acetico.

Considere-se uma solugfc tamponada contendo um acido fraco
{HA}. A sua dissoclagdo em meio aquosco € fornecida pela equacéc
Al.l (cbserve-se que as substéncias tamponadas e os indicadores
colorimétricos, apresentados no item 2.1.1.1 deste trabalho, s&o
ambos &acidos fracos ou bases fracas. Desta forma, utiliza-se

neste apéndice a equagdo 2.5 demonstrada no item mencionado).

pH = pKa + log [A~]/[HA] Al.1

cnde: pKa € a constante da substéncia tampio (tabelado); [A7] e

[HA] sdo as concentracgdes do ion e do &cido, resgpectivamente.

Caso um sal do acido seja também adicionade na solucido, a

dissociagdo & dada por:

pH = pKa + log [sall/[acido] Al.2

onde: [sal] e [acido] s&o as concentra¢fes dessas respectivas

substéncias.
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Para exemplificar a acio freadora das solugdes tampio,
considere-se uma soluc¢lo preparada com acido acético e acetato de
sbdio até a concentragdo de cada substéncia ser de 0,1 mol por

litro. © pH dessa solugdo original, de acorde com a equagio Al.Z2

{(pKa = 4,74} :

pH = 4,74 + log 0,1/0,1 = 4,74

Suponha-se que em 100ml da solucdc tampdo se adiciconem Sml
de acido cloridrico 0,1 mol por litro. Uma parte do ion acetato
reagird com o lon hidrogénic introduzido e formara acido acetico
n&o ionizade. Havera, pois, um aumento nz concentracdo desse
ultimo e um decréscimo na concentracdo do primeirc. O célcule do
pH da solugdo resultante deve levar em consideracdo a nova

relacdo das concentrac¢des. Entio:
pH = 4,74 + log 0,95/1,01 = 4,70
Considere-se agora a adigio de 5ml de hidréxide de sédioc 0,1
moles por litro na solucgdo tampdo. Uma parte do acide acético

serd neutralizada; consegllentemente, a c¢cncentragdo do &cido

fraco decrescera, ao passo que a do sal aumentarad. A nova relacio

de concentracdo resulta:

pH = 4,74 + log 1,05/0,95 = 4,78
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Duas questdes importantes no uso das solugdes tampio sio a
capacidade tampdo, eficiéncia em resistir a uma variacdo no pH, e

a faixa de pH, gue pode ser coberta por um par acido/sal.

A capacidade de uma dada substancia tamp8io € maior quando a
relagio das concentragdes dos seus componentes € igual & unidade.
Essa propriedade pode ser ilustrada comparando-se os resultados
abaixo com os obtidos anteriormente. Suponha-se a solugdo tampdo

definida, no seguinte equilibrio:

pH = 4,74 + log 1,80/0,20 = 5,70

Adiciconando-se quantidades iguais de acide cloridrico e

hidréxido de s0dic aoc equilibrio apresentado, tem-se:

pH = 4,74 + log 1,75/0,25 5,58

i

pH = 4,74 + log 1,85/0,15 5,83

Os valores dos pH calculados acima mostram gque um desvio
maior foi obtido em relagdo ao pH original, comparado ao exemplo
anterior. Portante, a eficiéncia da acdo tampdc diminul com o©
aumento e o decréscimo da relagdo das concentracgdes do acido para
o sal. Em geral, a eficiéncia da acdc tampdo se mantém

satisfatéria dentro de uma falxa definida pelos limites de 0,1 a

10 para a relagdc entre as concentracdes. Issoc significa que um
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dado par acido/sal pode ser usado para preparar solucdes tampdo

com valores de pH dentrc da faixa [Ohlweiler, 1968]:

pH = pKa + 1

Forga idnica

As solugdes tamponadas podem apresentar valores diferentes
de forca idénica {u), a qual é funcgdc da concentragdc e da carga

dos ifons disperscs, conforme equagdo Al.3 [Ohlweiler, 1968]:

p= 0,5 - Z c; - Z‘i2 {A1.3)

w "

onde C & a concentracidoc do ion "i" e Z & a carga do ion i

A forga iénica pode afetar a constante de equilibrio (pK)
dos indicadores colorimétricoes, alterande o equilibrio entre as
fases acida e béasica [Janata, 1987]. O desvio no pK depende

basicamente do tipc e da familia do indicador coleorimétrico

enmpregado, sendo mais acentuado na familia das sulfoneftaleinas

do que na familia Mazo".
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Solugdes tamponadas preparadas

As receitas de preparagio das scolugdes tamponadas empregadas
neste projeto foram obtidas do programa de computador "The Buffer

Stack™ (Macintosh).

As solugdes foram preparadas na temperatura ambiente (25
©C), nos valores de pH apresentados na tabela A2.1. Cada solucao

fol preparada com ferga idnica 0,1 e 0,4.

Tabela A2.1: Valor do pH da solugdo e substéncia tampéo

utilirada.

pH Substlncia utilizada
1 Aacide cloridrico
2 adcido cloridrico
3 "potassium hydrogen phthalate”™
4 acido acético
5 acido acético
5 bicarbonato de sédio
7 “I“ﬂOpS"
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