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Resumo

Na presente dissertacio, sdo apresentadas contribuictes & determinagio da condigdo res-
sonante em sensores baseados na resondncia de plasmons de superficie. Trés contribui-
gOes sdo apresentadas: 1) um método para rastreamento da condicdo ressonante baseado
numa aproximagio por fungdo cossenoidal, este método tem como destague sna eficiéneia,
computacional e robustez contra diversos tipos de perturbagido; ii) a construgdo de urm
regressor paramétrico linear para ajuste da curva de tessonéncia como aperfeicoamento
de um método existente na literatura, o regresssor apresenta varias vantagens, como me-
lhor tempo de resposta, implementacio simpies ¢ ndo dependéneia da escolha inicial dos
pardametros para determinaciio da ressondncia; e iii} um algoritme com base no comporta-
mento de formigas para determinar a condicfio ressonante em imagens, o algoritmo pode
ser aplicado sem a necessidade de aprimoramento da qualidade da imagem e ndo requer
novmalizacio dos dados obtidos para ser aplicado. Todas as abordagens foram testadas
por meio de simulagdes e experimentos. Os resultados obtidos serviram para mostrar a
validade dos algoritmos desenvolvidos, assim como sua efetividade na determinagio da

condicdo ressonante.

Palavras-chaves: biosensores, ressondncia de plasmons de superficie, algoritmo de cold-

mia de formigas, regressio linear, detecgdo de minimo.



Abstract

The present dissertation presents contributions to the resonance determination in surface
plasmon resonance based sensors. Three contributions are presented: i} a method for
tracking the resonance condition based on a single approximation a cosinusoidal function,
this method is computationally efficient and presents robustness against disturbances; i) a
linear parameter regression constriuction for the resonance curve fitting as improvement for
an existing method in litevature, the regression presents some advansages, such as bettey
response time, simple implementation and no dependence of inifial parameter choice;
and iii) an algorithm based on ants behavior to determine the regonance in images, the
algorithin can be applied without the need to improve the image quality and it does not
require normalization of the obtained data to be applied. All approaches were tested by
simulations and experiments. The results served to show the validity of the developed
algorithms, as well as its effectiveness in determining the resonant condition.

Palavras-chaves: biosensor, surface plasmon resonance, ant colony algorithm, lincar re-

gression, minimmm detection.
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1 Introducdo

1.1 Introducido

Muitas vezes, o diagndstico precoce de doencas & fundamental para determinar cui-
dados clinicos prévies, sendo importante para um tratamento efetivo ou evitar complica-
¢oes ao paciente. O diagndstico precoce de doengas também é (il na detecgio antecipada
de epidemias, possibilitando a adocdo de medidas preventivas assim como a formulagio

de vacinas @ soros.

Geralmente, o diagnéstico de doencas é realizado em anélises de laboratério por
meio de isolamento do virus o determinacdo do genoma viral. Essa determinacio se dé
pela detecgiio de antigenos virais e sorologia. No entanto. € possivel que os resultados
positivos 8¢ aparecam apoés alguns dias e, em vArios casos, ndo é possivel aguardar este
tempo para iniciar o tratamento. Além disso, é necessaria uma infraestrutura adequada e

funcionérios qualificados para execncdo desses testes,

O uso de biosensores é uma alternativa vidvel para a detecgdo de doencas. Bio-
sensores apresentam varias vantagens em relacio aos métodos tradicionais de deteccao,
sendo o menor tempo de resposta uma das prineipais {1, Além disso, é possivel fabricar
biosensores portateis e de simples utilizagdo, reduzindo os custos com infraestrutura e

funcicnérios qualificados.

Biosensores sdo dispositivos utilizados para detectar compostos quimicos por meio
de interagdes bioquimicas entre enzimas especificas e a substancia que se deseja detectar
[2]. Basicamente, um biosensor é formado por: um elemento bioldgico, que interage com
a substdncia de interesse: urn elemento transdutor, capaz de transformar a interagio num
sinal eléfrico mensuravel, wm sistema de aquisicdo de dados, utilizado para medigéo da.
grandeza mensurdvel; e uma unidade de processamento, necessiria para extracdo das
caracteristicas dos sinais adquiridos [3]. Diferentes configuragdes para biosensores podem
ser encontradas na literatura. Os tipos mais frequentes de biosensores encontrados sao:

eletroquimicos; piezoelétricos; dpticos; e térmicos 4]

Nas dltimas décadas, biosensores opticos ganharam destague devido ao ndo uso
de sinais elétricos na regido sensivel, possibilitando a sua aplicagao em ambientes de risco
inflamével ¢ imunidade & interferéncia eletromagnética [5;. Biosensores Opticos utilizam
Inz como forma de medicio ¢ o processo de transducio ocorre por meio de mudangas so-
fridas pela luz devido as propriedades Opticas das substéncias analisadas. Os biosensores
dpticos mais comuns sdo sensores baseados em fluorescéneia; sensores de grades de di-

fracio; sensores de espelhos ressonantes; e sensores baseados na ressonancia de plasmons
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de superficie, ou SPR (Surfoce Plusmon Resonance). Os trés iitimes ainda apresentam
como vantagem a ndo necessidade do uso de marcadores para rotular as biomoléculas de

interagio [1]. O presente trabalho é focado em sensores baseados no fendmeno SPR.

A tecnologia SPR néo € exclusiva para aplicagbes bioldgicas. Dispositivos baseados
no fendmeno SPR podem ter outras aplicagdes, a exemplo de determinagio de pequenos

deslocamentos 61 e detecgiio de adulteragdo em combustiveis 7.

Sensores SPR sdo construidos numa estrutura de miltiplas camadas em que duas
dessas camadas formam umsa interface metal-dielétrico. A ressoniincia de plasmons de su-
perficie é um fendmeno optoeletrdnico que ocorre na interface metal-dielétrico sob condi-
cdes especificas. Como resultado da ocorréncia do fendmeno SPR, acontece uma redugéo
na refietividade da superficie de metal para nm determinadoe comprimento de onda ou
angulo de incidéneia da hnz. Implementacdes praticas de sensores SPR sdo feitas para
operacio em dois modos principais: variando o dngulo de incidéncia da luz com compri-
mento de onda fixo, chamado interrogacio angular; e variando o comprimento de onda
da luz com dnguic de incidéncia fixo, chamado interrogacdo de comprimento de onda. A
partir da resposta SPR (curva da refletividade da superficie de metal), é possivel deter-
minar alguns pardmetros da estrutura de miltiplas camadas. Tipicamente, os pardmetros

determinados sio o indice de refracBo ou a largura de uma camada.

Num experimento envolvendo um biosensor SPR, bioreceptor é adsorvido numa
fina camada metalica (ourc ou prata) depositada sobre sobre um substrato transparente
(vidro ou polimerc). Um analito (substéncia a ser analisada) imerso numa solugdo aguosa
¢ induzido a fluir sobre essa superficie. Dependendo da composicdo do analito, uma ligacdo
entre o bioteceptor e o analito pode acontecer, resultando numa camada com diferentes
caracteristicas Opticas. A verificagio das caracteristicas &pticas dessa camnada serve para
indicar se a substincia que reage com o bioreceptor estd presente no analito. A condigdo
ressomante estd relacionada s caracteristicas dpticas dessa camada, portanto, a verificagdo

de suas caracteristicas pticas é realizada monitorando a condigdo ressonante.

Estudos em biosensores SPR sdo realizados em varios aspectos, a exemplo de mo-
delagem matemadtica, construgdo de dispositivos, e desenvolvimento de algoritmos de pro-
cessamento. A determinacio rapida e precisa de variagfes na condicdo ressonante ¢ de
fundamental importéncia para qualquer sensor SPR. Essa determinagdo é prejudicada por
virios fafores, a exemplo de ruido, imperfeigdes no caminho dptico e variacdes na fonte
de luz ou no detector éptico. A escolha de métodos adequados de processamento pode
ter um impacto significativo no processo de medigdo, seja por meio de minimizagdo dos
efeitos de perturbagoes ou aumento no desempenho computacional,

Sendo assim, o problema ahordado neste trabalho é: “Dado um conjunto de dados
obtidos experimentalmente de um sensor SPR e sujeitos a diversos tipos de perturbacao,

como determinar, com alta preciséo, eficiéncia e robustez, a condigdo ressonante a partir
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destes dadog?”

1.2 Justificativa e relevancia

A determinagdo ou, mais especificamente, o rastreanento da condigdo ressonante
em gualquer dispositive SPR & importante para o seu desempenho. Neste caso, desernpe-
nho refere-se principalmente A minimizagio de erros no rastreamento da condi¢io resso-

nante.

Na presente dissertagiio, o interesse é methorar o desempenho de dispositivos SFR
por meio de téenicas de processamento, possibilitando o uso de dispositivos mais baratos.
Sendo assin, o foco é construir e aperfeicoar métodos de processamento para compensar
ou ninimizar os efeitos indesejados, tais como ruidos de medigio, ndo uniformidade da
distribuicéo de potencia espectral da fonte de luz e das caracteristicas de propagacgao guia
de onda dptico entre a fonte de luz e o fotodetector, e influéncia de fatores externos {e.q.

ternperatura ou luz ambiente}.

1.3 Objetivos

(O objetivo principal é o desenvolvimento e andlise de métodos de processamento
da curva SPR para rastreamento da condicdo ressonante. O desenvolvimento de métodos
de processamento pode contribuir com a tecnologia de biosensores SPR em dois aspectos
principais: aprimoramento da precisio e robustez e aumento da eficiéneia computacional
dos dispositives. Para alcancar o objetivo principal, alguns objetivos especificos precisam

ser contemplados:

1. Revisdo da literatura com o intuito de caracterizar sensores SPR, sua composicéo,
conceito e aplicagtes, e dominar as principais técnicas para determinagdo da condi-

CAO ressanante;

fav}

. Estudo e analise de métodos de processamento da curva SPR existentes na literatura,

visando possiveis melhorias e implementacgao de outros métodos;
3. Iimplementacio e aprimoramento de métodos de processamento da curva SPR;

4. Aplicagao dos métodos inplementados e realizacao de testes experimentais que ve-
rifiquem a eficiéneia e adequacdo das implementagbes desenvolvidas ao problema

proposto,
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1.4 Organizacio do texto

No Capitulo 2, sic apresentados os conceitos bésicos do fendmeno SPR e sua
modelagem matemdtica, assim como uma breve discussio a respeito de sensores SPR e
biosensores SPR. No Capitulo 3, é apresentada uma revisio dos trabalhos existentes na
literatura, com énfase na determinagio da condigio ressonante. No Capitulo 4, & apresen-
tada a primeira contribuicdo do trabalho, que é o rastreamento da condicdo ressonante
por meio da aproximacio por uma fungdo cossenoidal. No Capitulo 5, é apresentada
a segunda contribuicdo do trabatho, que é a construgdo de um regressor linear, como
aperfeicoamento de um método existente na literatura, para determinacio da condigdo
ressonante. No Capftulo 6, € apresentada a terceira contribuicdo do trabalho, que é o
rastreamento da condigdo ressonante ent imagens usando urn algoritmo de coldnia de for-
migas. No Capitule 7. é apresentada uma breve sintese do trabatho e sao manifestadas

ideias para possiveis trabalhos futuros.



2 Fendomeno SPR

2.1 Introducio

Nas tltimas trés décadas, ocorreu um considerdvel avango no desenvolvimento de
dispositivos 6pticos baseados no fendmeno SPR. para os mais variados fins. Dispositivos
SPR s@io encontrados em diversas aplicaces para deteccio de compostos quimicos e bi-
ologicos. O fendmeno SPR se tornou uma poderosa ferraments para investigar eventos
dindrmicos e realizar analises de superficies ou interfaces. Neste capitulo, os principios fi-
sicos fundamentais do fenémeno SPR e a ideia bdsica a respeito dos dispositivos SPR sao

apresentados.

2.2 Ressonancia de plasmons de superficie

A 1uz, ao se propagar de um meio com indice de refracdo nq para um meio com
indice de re fracdo menor, n, < n;, ¢ parciaimente refletida e parcialmente refratada.
Vartando alguns aspectos de incidéncia da luz, a exemplo do seu dngulo de incidéncia
sobre a interface de ligacdo eutre os doig meios, ocorre nma variagio de intensidade nas
pattes refletida e refratada. Sob certas condicdes, a luz incidente sobre a superficie de
ligagdo é completamente refletida [8]. Este fendmeno é conhecido como reflexdo interna
total. Outro fendmenc de interesse, na reflexdo interna total, é o surgimento, no ponto de
incidéneia da luz, de um campo elétrico evanescente no meio de menor indice de refracéo

cuja amplitude cal exponencialmente com o aumento da distincia de penetragio [9, 10

Ao incidir um feixe de luz sobre uma superficie metdlics, devido A presenca de
campo elétrico, ocorre a ionizacio de algumas moléculas, resultando no deslocamento de
elétrons livres. Esses elétrons siio atraidos pelos {ons positivos gerados. A interagio entre
os fons positivos e os elétrons gera uma onda de oscilages coletivas de elétrons, ou onda
de plasmons [9;. Na superficie de um metal, esta onda é chamada de onda de plasmons

de superficie.

Quando a componente na diregdo da onda de plasmons, k,. do vetor resultante
da incidéncia da Inz sobre a superficie oscila com a mesma frequéncia e amplitude da
onda de plasmons, Ap parte da energia luminosa é absorvida, resultando em redugdo da
refletividade da superficie metdlica. Esse fendmeno ¢ chamado de ressonéncia de plasmons
de superficie, ou SPR. Na Figura 1, ¢ exibida uma representacdo de uma estrutura de

miltiplas camadas e do fenémeno SPR.
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luz incidente luz refletida

Figura 1 - Representacdo de uma estrutura de miiliplas camadas.

2.3 Refletividade de um sistema de miltiplas camadas

Um dispositivo SPR consiste numa estrutura de miiltiplas camadas, conforme ilus-
trado na Figura 1. Usando o modelo de multicamadas de Fresnel, que considera as camadas
como semi-infinitas, a refletividade de uma estrutura de m camadas pode ser determinada
em funcdo das caracteristicas da luz incidente (dngulo de incidéncia, €, ou comprimento

de onda, A) utilizando uma formulagdo de matrizes de transferéncia [8] e expressa como

R(o’ A) = '(mll +m12Qm) ql T (m21 + m22) QTH. (2’1)

(Mg + MyaGm) g1 + (Ma1 +M22) G |
em que, os elementos my; k,I = 1,2 compdem a matriz de tranferéncia geral
my m i
11 12| H M, (2.2)
Ma1 a2 i=2

na qual, M; é a matriz de transferéncia que descreve a propagacdo de uma onda do meio

i para o meio i + 1, expressa por

| @) —isen(®)/a] -
—jsen (B;) g cos (;)
e q; e 3; sao os coeficientes de Fresnel, dados por
5 2
o = \/ni (ny sen (0)) (2.4)
n;
: 2rd
B; — %\/n,? — (nysen (9))>. (2.5)

2.4 Modos de operacdo de dispositivos SPR

Na maioria dos casos, implementagoes préticas de dispositivos SPR sdo desenvol-
vidas para operacao em dois modos principais: variando o angulo de incidéncia da luz com
comprimento de onda fixo, chamado modo de interrogagao angular; e variando o compri-
mento de onda da luz com dngulo de incidéncia fixo, chamado de modo de interrogacao de
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comprimento de onda. Tipicamente, os dispositivos SPR sio construidos numa estrutura
de trés ou quatro camadas composta por um dielétrico, um metal, e um bioreceptor e
uma solugao aquosa ou uma apenas solugdo aquosa. Para o desenvolvimento apresentado
nesta segao, um dispositivo SPR de trés camadas é considerado.

2.4.1 Modo de interrogacdo angular

O fenémeno SPR ocorre quando a componente na direcio dos plasmons, ks, do
campo resultante da incidéncia da luz oscila com mesma frequéncia e amplitude da onda
de plasmons de superficie. A intensidade do vetor de onda de plasmons, k:p, depende da
parte real da permissividade do metal, €2g; do indice de refragdo da terceira camada, ns;
e do comprimento de onda da luz, A. Sua férmula é [11]

B 2T ﬁzRﬂ%
ko =3 \ €2 + 13’ (2:59)

A intensidade da componente resultante da luz na dire¢do do vetor de onda de plasmons
é dada por

ks = 2;111 sen (). (2.7)

Igualando (2.6) a (2.7), ng pode ser determinado por

fig = J €2r (Mg sen(f}‘,r,g))2

€ar — (M sen(BR))z’

(2.8)

na qual, ng é expresso em funcgdo do dngulo de ressonéncia, 05.

2.4.2 Modo de interrogacdo de comprimento de onda

O modo de interrogacdo por comprimento de onda nao é intuitivo, visto que,
igualando (2.6) a (2.7), o termo relacionado ao comprimento de onda é cancelado. No
entanto, a permissividade dielétrica dos materiais que formam cada camada é dependente
do comprimento de onda da luz. Desta forma, (2.6) e (2.7) sdo reescritas como

w | eMNea)
ko = \] &2 + €3 () 29
e

ky = % e (\) sen(), (2.10)

em que, w é a frequéncia angular e ¢ a velocidade da luz e cujas fungoes dielétricas sao
dependentes do comprimento de onda da luz. Igualando (2.9) a (2.10), a funcao dielétrica

do meio 3 pode ser determinada em fungao de A por

s (M) e (A) (sen())?
e = (N — & (M) (sen(0))

5 = €3r (A) +Jear (A). (2.11)
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Expandido (2.11) e considerando ¢ = €s5 + jeo;, apés algumas manipulagées algébricas,
é possivel obter [12]

&5, (h) = €ar (A) € (A) (Sen(g))2 + €2 (A) — €1 (A) (Sen(‘g))z + €27 (A) €21 () €1 (A) (Sen(a))z
(c2r (N — €2 (V) (sen(6)))" + ear (A) ear (V)

e2r (A) €1 (A) (sen(6))*
(20 () — &1 (V) (sen(8))?)” + ear (A) ear (X)

(2.12)
A partir da qual, o indice de refragdo nz pode ser expresso em funcio do comprimento de
onda de ressondncia como [13]

esn{Ag))®
n = \/ Viesm O+ (e () + om0 (2.13)
A refletividade, R, serd escrita em funcdo apenas de # quando se tratar do modo de
interrogacao angular e em fungdo apenas de A quando se tratar do modo de interrogagao
por comprimento de onda. Exemplos de curvas SPR para os dois modos de operagio sio
exibidos na Figura 2.

2.5 Sensores SPR

De modo geral, um sensor SPR pode ser considerado um dispositivo constituido
de miltiplas camadas capaz de detectar variagdes no indice de refragio de uma camada.
As caracteristicas de algumas camadas sdao escolhidas de forma que ocorra ressonéncia
na faixa de operagdo do dispositivo. Uma mudancga no indice de refragdo ou na funcao
dielétrica de uma camada resulta numa mudanca na condicdo ressonante do sistema de
miiltiplas camadas. Essa mudanca pode ser determinada observando as novas condigoes
de refletividade da superficie metélica.

Na Figura 3, é exibido um esquema de um sensor SPR composto por quatro ca-
madas. Um sensor SPR compreende um sistema 6ptico, contendo uma fonte de luz para
excitagao do fendmeno SPR, uma estrutura de miltiplas camadas para ocorréncia de
reflexdo e absorcao de luz, e um conjunto de lentes e espelhos para polarizagéo e dire-
cionamento da luz; um meio transdutor, que interrelaciona os fenémenos (bio)-quimicos
para o dominio Optico; um sistema de aquisi¢do, composto por um sensor de imagem
para captacao da luz refletida; e um sistema de processamento de dados. A estrutura de
miltiplas camadas é construida de forma que uma destas camadas seja constituida de
uma célula de fluxo para passagem de diferentes substéncias e seja possivel determinar
o indice de refracio da substincia presente na célula ou variagdes no indice de refracdo
desta substincia. Uma camada metaélica interligada a uma camada dielétrica é utilizada

para a excitagao do fendmeno SPR. Para captacdo da luz refletida, os sensores de imagem
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A (nm)
(b)

Figura 2 — Curvas de refletividade da superficie como fun¢éo (a) do 4ngulo de incidéncia
da luz e (b) do comprimento de onda da luz para duas propriedades dépticas
diferentes da terceira camada. A condigdo ressonante é detectada a partir do
minimo de refletividade. A largura da curva a meia altura, ou FWHM (Full

Width at Half Mazimum), fornece informagoes adicionais sobre a espessura da
camada.

podem conter uma linha (uni-dimensional) ou uma matriz (bi-dimensional) de fotode-
tectores. Os sensores de imagem mais usuais sdo sensores CCD (charge-coupled device) e

sensores CMOS (complementary metal-ozide-semiconductor).

Na maioria dos casos, a camada metalica dos sensores SPR é constituida de ouro ou
prata porque estes materiais proporcionam a ocorréncia da ressondncia numa combinagdo
conveniente de comprimento de onda da luz e dngulo de incidéncia. Além disso, esses
metais ndo sofrem reagdes com as substancias bioquimicas tipicamente utilizadas em
sensores SPR.

2.5.1 Biosensores SPR

O fendmeno SPR pode ser utilizado para detecgdo de biomoléculas ou avaliagao
de reacoes bioquimicas. Um sensor SPR monitora mudangas no indice de refracao proé-

[URCA/BIBLINTECAIBC
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«—— célula de fluxo

n2 &2 ds

odetector

EE
m SPR — m

Figura 3 — Esquema de um sensor SPR composto por quatro camada. A componente k.
entra em ressonédncia com k;p, resultando em perda de refletividade. A refleti-
vidade da superficie metdlica é medida usando um conjunto de fotodetectores,
que pode compor uma cdmera de duas dimensdes ou um sensor de linha.

»

fonte de luz

ximo a superficie metalica. Um biosensor SPR é formado por uma camada bioquimica
ativa proxima a superficie metdlica. Relembrando o esquema exibido na Figura 1, as duas
primeiras camadas do dispositivo constituem a interface metal-dielétrico enquanto uma
substancia bioreceptora que interage com a substincia de interesse é imobilizada sobre
a superficie metdlica, formando assim a terceira camada (bioreceptora) da estrutura de
muiltiplas camadas. Uma vez montado este conjunto de camadas, uma solugao aquosa, na
gual, a substancia de interesse pode estar presente, é induzida a fluir sobre a terceira ca-
mada. A camada bioreceptora é seletiva, de forma que caso a substincia de interesse esteja
presente na solugdo, a substancia de interesse ficara ligada a camada bioreceptora e isto
resultard numa pequena variacdo no indice de refragdo desta camada e, consequentemente,
uma mudanca na refletividade da estrutura de miiltiplas camadas. Assim, a presenca da
substéncia de interesse pode ser determinada rastreando mudancas na refletividade da
estrutura de multiplas camadas em relagdo a valores de referéncia conhecidos.

2.5.2 Sensorgrama

Ao se admitir uma nova substancia na célula de fluxo, a adesdo dessa substancia
na superficie (adsor¢do) ndo ocorre de forma instantdnea [14]. O fenémeno de adsorgdo
faz com que as mudangas na condigdo ressonante sejam continuas ao longo do tempo. A
evolugdo no tempo (cinética) da condigao ressonante fornece informacoes importantes para
a analise da estrutura de miltiplas camadas. A anélise da cinética pode ser utilizada para
indicar o tipo de reagdo que ocorre ou se produtos intermedidrios participam da reagdo. Por
exemplo, ao ocorrer uma reacao de ligacdo na passagem de um analito pelo bioreceptor,
a condicdo ressonante sofre uma variagao, conforme ilustrado na Figura 4. Com a analise
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da cinética, é possivel determinar caracteristicas importantes da reagio, como constantes
de equilibrio e dissociagéo, assim como determinar os tempos de inicio e fim da reacdo
além de possiveis anomalias. A andlise da cinética é feita com um sensorgrama, que é um
gréfico da evolucéo da condicao ressonante ao longo do tempo. O sensorgrama também é

titil para realizagao de ciclos de limpeza ou experimentos controlados.

O sensorgrama pode representar a variagdo da condigdo ressonante ao longo do
tempo, sendo 1til para determinacao dos tempos de inicio e fim de reagoes ou rotinas con-
troladas, como ciclos de limpeza. Contudo, uma medida mais adequada para a construcao
de sensorgramas é a variagao do indice de refragao da camada analisada, Ans, medida em
unidade de indice de refracdo, ou RIU ( Refractive Index Unit). Na Figura 5, é exibido um
exemplo de sensorgrama. Nos tempos miiltipos de 1000s, uma nova substéncia é admitida
na célula de fluxo e uma variagdo na condigdo ressonante ocorre. Devido os fenémeno de
adsorgao, é esperado que a variacao da condigdo ressonante se comporte como um sistema

dindmico linear de primeira ordem.

Neste trabalho, o objetivo é determinar a condigdo ressonante os efeitos de adsorg¢ao

e de reagoes bio-quimicas nao sao analisados.

LA g e

w\\ antes da
passagem do

Ressonancla
apés a
passagem do

Fonte de Luz Fotadatsctar

Figura 4 - Tlustragdo de reagdo que ocorre em um sensor SPR. A substéncia presente
no analito se liga ao bioreceptor, causando uma mudanc¢a nas caracteristicas
Opticas da estrutura e, consequentemente, uma mudanga na ressondncia. As
linhas vermelhas representam a resposta de um sensor de linha e a faixa preta
nelas indica a condicao ressonante. O cada ponto obtido no sensor de linha
corresponde a um dngulo de incidéncia de luz diferente.

2.5.3 Determinacido da Condicdo Ressonante

O rastreamento da condicdo ressonante é uma etapa crucial em sensores SPR. O
rastreamento da condigdo ressonante é realizando por meio da localiza¢do da posicao de
minima refletividade a partir de um sinal (imagem ou vetor de uma dimenséo) da refle-

tividade da superficie. No entanto, a localiza¢io pode ser prejudicada por vérios fatores,
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substancia 4

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
t (s)

Figura 5 - Exemplo de sensorgrama. A cada intervalo de 1000 segundos, uma substéncia
diferente da anterior é admitida na célula de fluxo. As setas indicam a entrada
de uma nova substincia. Usualmente, uma substéncia (e. g., 4gua) é utilizada
como referéncia no comego do experimento e a evolugdo no tempo da condigao
ressonante ou do indice de refragio sdo utilizadas para anélise.

e 2

Fonte Caminho Estrutura
de Luz Optico Optica

e

Figura 6 — Diagrama representativo de um sensor SPR e das diversas formas de pertur-
bagdo que afetam a resposta de um sensor SPR.

Fotodetector

sejam eles espaciais, a exemplo de imperfeigoes no caminho éptico; ou temporais, a exem-
plo de variagtes na fonte de luz e no detector dptico, e influéncia de fatores externos, como
luz e temperatura. Um diagrama representativo contendo uma relagao simplificada dos
fatores que influenciam a resposta de um sensor SPR ¢ exibido na Figura 6. Rugosidade,
deformidade e ndo-uniformidade sdo perturbagoes espaciais, que tendem a depender do
dngulo de incidéncia ou do comprimento de onda da luz e podem ser compensadas com
um conhecimento amplo de suas caracteristicas. Os diversos tipos de ruido e a luz ex-
terna sio perturbacgoes temporais, que afetam a resposta do sensor mas ndo podem ser
compensados pois sao influenciados pelo tempo.



Capitulo 2. Fendémeno SPR 13

2.6 Modelo de perturbacio em sensores SPR

A determinacao de mudangas de refletividade na estrutura de miltiplas camadas
pode ser prejudicada por varios fatores, a exemplo de ruido, imperfeicdes no caminho
Optico e variagoes na fonte de luz e no detector Gptico.

Sobre os aspectos relacionados as perturbagdes, o modelo descrito por Thirstrup e
Zong em seu artigo sobre o centréide com linha base dindmica [15] foi utilizado. O modelo
de perturbagdo é apresentado para o modo de interrogacao angular, no entanto, ele pode

ser adaptado para o modo de interroga¢do por comprimento de onda alterando a varidvel
independente, f, por A.

No modelo de perturbacdo, é considerado que a resposta do fotodetector, P (6,t),
pode ser expressa como

P(6,t) =G [a(8,t) Iy + B (t)], (2.14)
| a(6,t) = R(0+ A8, (t)) + B, (t) + AF (6) (2.15)

e
B(t) = By (t) + AN (1), (2.16)

em que: G é o fator de ganho do fotodetector; I é a intensidade de luz normalizada;
R(6,n3) é a funcao da refletividade da superficie sob condigao de angulo de incidéncia
f; By (t) é uma perturbagio de fundo independente da intensidade luminosa, que ocorre
devido ao ruido de corrente escura do fotodetector; e B (t) é uma perturbacio de fundo
dependente da intensidade luminosa, que ocorre devido ao espalhamento da luz e flutu-
acoes na intensidade da fonte de luz e no ganho do fotodetector. O termo AN (t) estd
relacionado com o ruido de quantizagdo do detector e flutuagoes de corrente escura; AF (6)
estd relacionado com uma perturbagio independente do tempo, mas dependente do es-
paco devido a forma da superficie; e A#, (t) corresponde a um ruido de fase originado
da fonte de luz, que emite luz em comprimentos de onda distintos, e caminho 6ptico nao

ideal.

2.7 Processamento de Sinais

Para lidar com os diversos tipos de perturbacdo e monitorar com precisdo a con-
digdo ressonante, estratégias de processamento de sinais adequadas sao necessarias. Essas
estratégias ganham uma importdncia maior quando a necessidade de medigoes com alta
resolucdo e baixo nivel de ruido entra em conflito com a necessidade de contrugao de

dispositivos portéteis, de baixo custo e com capacidade de processamento limitada [16].
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O processamento de sinais pode ser considerado o tltimo passo de um experimento
envolvendo sensores SPR. A escolha de boas estratégias de processamento ¢ fundamental

para melhorar caracteristicas do sensor, como precisio e relagio sinal-ruido [17].

Normalmente, o processamento de sinal em um dispositivo SPR é aplicado em trés
etapas: normalizacdo, filtragem e detecgdo. A etapa de normalizacdo é necesséaria porque,
geralmente, lasers comerciais sdo utilizados como fonte de luz em dispositivos SPR e
a maioria deles apresenta uma distribuicdo de intensidade de luz gaussiana espacial na
safda. Isso significa que ao se obter um sinal de refletividade na condicdo de reflexdo interna
total, este sinal tem o formato de uma curva gaussiana. A etapa de normalizacdo consiste
em dividir todas as curvas obtidas por uma curva base da condi¢édo de reflexdo interna
total para compensar a nao uniformidade da fonte de luz. A etapa de filtragem aprimora
a qualidade dos sinais obtidos pela aplicacao de filtros para minimizacao dos efeitos de
ruido. Tipicamente, filtros simples como média e mediana sdo aplicados nos dominios
temporal e espacial. A etapa de detecgao consiste em determinar a condigdo ressonante
ou variagoes na condigdo ressonante, que é a determinagao do angulo de ressonincia ou
do comprimento de onda de ressonédncia. No Capitulo 3, é feita uma discussao a respeito
dos principais métodos de processamento para detecgdo da condigéo ressonante existentes
na literatura.



3 Revisao da Literatura

A determinacéo rapida e precisa de variagdes no ponto de ocorréncia do fendmeno
SPR é de fundamental importéncia para qualquer sensor SPR. Para garantir um desem-
penho apropriado de um dispositivo SPR, devem ser utilizados métodos de processamento
de dados adequados.

3.1 Métodos de rastreamento da condicio ressonante

Na literatura, existem varios estudos focados na criagdo ou aprimoramento de
métodos para rastreamento do ponto de ocorréncia do fenémeno SPR. Tais métodos sao,
majoritariamente, baseados: (i) no método do centréide; (ii) em alguma aproximacio da

curva SPR obtida por uma fungdo; ou (iii) em extracio de caracteristicas da curva SPR.

3.1.1 Centréide

Um dos métodos mais utilizados para determinacdo da ressondncia de plasmons
de superficie é o método do centrdide com linha base fixa, que é 1itil para determinacédo
do ponto maximo ou minimo de curvas simétricas, a exemplo de curvas polinomiais de
segunda ordem ou gaussianas. Para determinar a posicao de minima refletividade, o mé-
todo do centréide determina o centro geométrico da regido da curva SPR abaixo de uma
linha base, conforme ilustrado na Figura 7. O valor correspondente ao centro geométrico

¢

o Zio, (6L —01[0)
SeLo, (L= 110)

em que: I [#] é o valor de intensidade da curva no éngulo @ e L é a linha base. A posigio

; (3.1)

do centro geométrico obtido pela aplicagdo do método do centroide é utilizada como a

posicao da condigdo ressonante.

No entanto, o formato da curva SPR é assimétrico em relagdo a posigdo de mi-
nimo da curva SPR, o que faz com que a escolha da linha base interfira no valor do centro
geométrico numa curva. Além disso, devido ao formato assimétrico, a posigdo do centro
geométrico ndo é equivalente a posi¢do de minimo. Sendo assim, existem muitos traba-
lhos na literatura com variagoes do método do centréide para determinacao da condigao

ressonante.

Johansen et al. [18) propuseram um método do centréide ponderado para reduzir

os erros de linearidade e proporcionar melhor desempenho que o centroide tradicional.
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Figura 7 — Esbogo ilustrativo para mostrar o conceito basico do algoritmo do centréide.
O algoritmo determina o centro de massa de uma regido abaixo de uma linha
base que é a regido hachurada na figura.

Thirstrup e Zong [15] propuseram ajustar a linha base dinamicamente de acordo
com parametros pré-definidos para aprimorar o desempenho do método do centréide e
compensar os efeitos da assimetria da curva. O método de Thirstrup e Zong é insensivel a
ruido de disparo (shot noise) e ruido de plano de fundo, resultantes das variagoes no ganho
do detector de luz e da intensidade da fonte de luz, e da luz ambiente, respectivamente. No
entanto, o método de Thirstrup e Zong pode demandar muitas iteragdes para convergir.
Por isso, este método é considerado ineficiente computacionalmente.

Hu e Zhao [19] propuseram manter a linha base fixa e usar o quadrado da distéancia
a partir da linha base para o ponto como peso para este determinado ponto. Sob condigbes
ideais, para uma mesma linha base, o método de Hu e Zhao leva a erros menores que o
do centréide tradicional. No entanto, os efeitos da assimetria ndo sdo compensados e, em
curvas com alto nivel de ruido, os efeitos do ruido sdao amplificados consideravelmente,

podendo levar a erros maiores que os erros otidos utilizando o método do centréide basico.

Zhan et al. [20] propuseram um método do centréide para determinagdo do ponto
de ocorréncia do fenémeno SPR que ndo faz uso de linha base. Nesse método, eram
escolhidos a priori duas faixas de pontos para o uso do centréide. Os autores indicaram seu
método como rapido e com erro préximo ao método de Thirstrup e Zong. No entanto, para
grandes variagoes do ponto de minima refletividade, o método de Zhan et al. apresenta

um erro elevado.

3.1.2 Funcoes de interpolacao

E possivel obter a expressio para a curva SPR em funcéo das varidveis independen-
tes (Angulo de incidéncia ou comprimento de onda da luz) a partir dos modelos existentes.
No entanto, a expressao é complexa e seu nivel de complexidade aumenta exponencial-
mente & medida que aumenta o niimero de camadas da estrutura. Por isso, varios trabalhos

encontrados na literatura tém como foco o uso de expressoes mais simples como forma de
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ajuste da curva SPR e determinacao da ressonincia.

Em suas andlises, muitos autores consideram uma aproximacio Lorentziana para
a curva SPR, expressa como

i
(z — B)* +C?

em que, os pardmetros A, B e C devem ser determinados para o ajuste da curva e z repre-

R (z) = (3.2)

senta a varidvel independente (dngulo de incidéncia ou comprimento de onda, dependendo
do modo de operagédo). Essa aproximacao serve, inclusive, para realizar andlises tedricas
das camadas no projeto de um sensor SPR [21]. No entanto, a aproximagdo Lorentziana
é simétrica em relagdo a condigdo ressonante e néo equivalente a curvas SPR reais.
Chinowsky et al. [22] estabeleceram que, para pequenas variagdes nos pardmetros
da estrutura multicamada, é possivel determinar qualquer parimetro da estrutura por
meio de uma projecao linear 6tima a partir dos dados obtidos. Contudo, essa estratégia
requer conhecimentos detalhados dos elementos que compoem o biosensor, como caracte-

risticas da fonte de luz e do fotodetector e até mesmo das fontes de perturbagoes.

Kurihara et al. [23] partiram do modelo de Fresnel de trés camadas e, apds diversas
aproximacoes e simplificagoes, obtiveram uma expressdo matematica nao-linear cuja forma
se assemelha muito a de uma curva SPR para o modo de interrogacio angular. A expressao
obtida pode ser utilizada para fazer um ajuste de uma curva SPR e fornecer caracteristicas
importantes, como largura, amplitude e assimetria da curva SPR, e posicdo e profundidade
do ponto de minima refletividade. Para realizacao do ajuste da curva, K. Kurihara et
al. sugeriram usar o bem estabelecido algoritmo de Levenberg-Marquardt [24]. Como
limitagOes para aplicacdo de tal método nota-se que o ajuste utilizando o algoritmo de
Levenberg-Marquardt requer um tempo elevado tempo para convergir ou a possibilitade
de o algoritmo convergir para um minimo local.

Tobiska e Homola [25] propuseram uma funcgio parametrizada ndo-linear seme-
lhante a de Kurihara et al. para o método de interrogagao de comprimento de onda.
Diferentemente de Kurihara et al., que derivaram sua equacio apenas para uma estrutura
de trés camadas, Tobiska e Homola mostraram que a sua equagio pode ser aplicada a
estruturas com diferentes niimeros de camadas. Assim como Kurihara et al., Tobiska e
Homola sugeriram utilizar o algoritmo de Levenberg-Marquardt para realizagao do ajuste

da curva, resultando nas mesmas limitacoes da proposicao de Kurihara et al..

Karl e Pien [26] propuseram utilizar um estimador de maxima verossimilhanca
para determinar as variagoes na posicao da minima refletividade. O estimador de Karl
e Pien usava a forma conhecida da curva SPR para determinar mudangas na posigao de
minima refletividade. O estimador proposto por Karl e Pien ndo é robusto a ruidos de
disparo e de fundo. Além disso, muitas iteragtes podiam ser necessarias para convergéncia

do método.
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Hastings [27] propos algumas mudangas no estimador de maxima verossimilhanca
de Karl e Pien para torni-lo mais robusto aos ruidos de disparo e de plano de fundo.
Mesmo assim, a abordagem usada por Karl e Pien e Hastings considera que as curvas
SPR sdo exatamente iguais, o que nao é verdade na prética.

Wang et al. [28] estudaram formas de otimizar o rastreamento do ponto de minima
refletividade por meio de aproximagoes por funcdes polinomiais. Os autores afirmaram
que fungoes de ordem maior que trés ndo melhoram a qualidade do processamento e

propuseram uma forma de limitar a faixa de valores utilizada para o ajuste polinomial.

Chen e Wang [29] usaram a transformada de Hilbert-Huang para monitorar vari-
acoes no indice de refragdo de uma camada. oa autores relataram que, com a aplicacdo

do algoritmo, é possivel aprimorar a relagdo sinal-ruido e o limite de detecgéo.

Xie et al. [30] propuseram algoritimo de fusdo de dados Mazimum a Posteriori
(MAP) para estimar a curva SPR e a posigdo de minima refletividade. Segundo os autores,
o método é bom para remover incertezas e aprimorar a densidade amostral da curva SPR.
No entanto, a mesma curva precisa ser amostrada diversas vezes para se obter um bom
resultado e certas formas de ruido correlacionados ao caminho dptico podem prejudicar

0s resultados.

Sereda et al. [31] utilizaram a equagdo desenvolvida por Kurihara et al. [23] e
determinaram uma faixa de pontos igualmente espacados 6tima para aplicagao da equagao
no modo de interrogacao por comprimento de onda. Os autores relataram que aumentar
o numero de pontos para estimagdo da curva diminui o nivel de ruido, mas aumenta a
incerteza (erro) da curva estimada. Uma estimativa inicial da posi¢do de minimo pode ser

utilizada como um ponto central e reduzir o mimero de comprimentos de onda utilizado.

Ghasemi et al. [32], apresentaram férmulas fechadas para o erro de estimacdo na
deteccdo da ressonancia. Os autores afimaram que as fomulas otimizam consideravelmente
o processo de deteccdo de ressondncia. No entanto, as férmulas foram desenvolvidas ape-
nas para o caso simples de uma aproximacao polinomial quadratica para detecgdo da
ressondncia. Além disso, tais formulas nao foram aplicadas experimentalmente, visto que
os autores fizeram apenas uma anélise tedrica delas.

3.1.3 Outras abordagens

Em adicio aos métodos baseados no centréide e em aproximagoes por fungoes,

existem outras abordagens para determinagdo da condigdo ressonante.

Partindo de algumas caracteristicas da curva SPR, Owega e Poitras [33] estabe-
leceram que a posi¢ao de minima refletividade pode ser rastreada com base numa cor-
respondéncia de similaridade local. No entanto, esta abordagem é sensivel a escolha de

pardmetros por parte do usudrio e, em condigoes ideais, leva a erros maiores que os mé-
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todos tradicionais.

Souza Filho et al. [34] analisaram que mudancas na condicio ressonante também
podem ser verificadas com base nas caracterfsticas da curva SPR, a exemplo da largura e
da assimetria. Todavia, estas caracteristicas nao sdo tao faceis de obter na pratica devido

as diferencas entre curvas SPR tedricas e experimentais.

Karabchevsky et al. [35] propuseram utilizar a transformada de Radon para ex-
trair a posicdo de minima refletividade de uma imagem SPR (processamento em duas
dimensées). Karabchevsky ef al. relataram seu método como rapido. No entanto, sio rea-
lizadas operacgoes de grande complexidade computacional, como a transformada de Radon
e medianas com 900 pontos numa imagem 900 x 800 pixels, e ndo foi realizada analise do
desempenho computacional do método, o que leva a questionar a sua eficiéncia.

Geng et al. [36] montaram um esquema para gerar curvas SPR semiperiédicas.
Eles propuseram utilizar a transformada de Fourier nessas curvas semiperiddicas para
rastrear a condicdo de ressonancia. Geng et al. ndo demonstraram porque seu método
funciona e utilizaram-no apenas para detectar mudancas na estrutura multicamadas, ndo
quantificando estas mudancas.

3.2 Conclusao

Apesar da existéncia de diversos métodos para rastreamento da condigio resso-
nante, cada abordagem de processamento apresenta limitagoes, seja em relagdo a com-
plexidade computacional; a rejeicio de perturbagdes; ou aos erros na determinacao da
posicdo de minima refletividade. Nos capitulos seguintes, diferentes abordagens sao por-

postas como forma de superar essas limitagoes.
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4 Aproximacao por Funcao Cossenoidal

Neste capitulo, as caracteristicas morfolégicas da curva SPR sdo exploradas de
forma que é possivel determinar a variagdo do ponto de minima refletividade a partir de
aproximagoes por fungoes cossenoidais dos dados experimentais obtidos. Esta abordagem
leva a uma solucéo eficiente computacionalmente e possibilita a determinacédo da variacéo

da posi¢ao de minimo numa unica iteragao com robustez e precisdo.

4.1 Descricao do método

Para a andlise apresentada nesta segdo, serda considerado que apenas o indice de
refragdo da camada bioldgica é alterado (i.e., a terceira camada na Figura 8). A varidvel z é
utilizada como um indexador para ambos, o dngulo de incidéncia da luz, #, se considerado
o modo de interrogagao angular; ou o comprimento de onda da luz, A, se considerado o
modo de interrogagao por comprimento de onda.

a
—— célula de fluxo

odetector

¢

-

fonte de luz

m SPR ==

Figura 8 — Estrutura representativa de um sensor SPR de trés camadas.

4.1.1 Morfologia da curva SPR

A funcdo que representa uma curva SPR, obtida a partir de uma estrutura de
multiplas camadas para um dado indice de refragao da terceira camada, pode ser expressa
como R;(z), em que, z representa um indexador de um ponto na variavel controlada
(Angulo de incidéncia da luz ou comprimento de onda da luz, dependendo do modo de
operagdo) sobre a curva SPR. Ao mudar o indice de refragdo da terceira camada, haverd
mudancas na curva SPR, no entanto, a morfologia da curva é, essencialmente, a mesma,

conforme ilustrado na Figura 9. Apesar da mesma morfologia, sdo observadas mudancas
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na posicao e intensidade do minimo, e mudangas na profundidade e na largura da curva.
A variacdo de largura da curva é proporcional & variacdo na posicao de minimo. Com base
nessas mudangas, é possivel representar a nova curva SPR, R, (z), baseada em R, (z), por
meio da seguinte transformacao

Ry (z) = AR, (az + azp) + B, (4.1)

na qual: A, B, a, e ; sdo parametros reais e constantes (e, usualmente, desconhecidos). O
parametro A estd relacionado com a mudanga de profundidade da curva, o pardmetro B
corresponde & variagdo na intensidade de minima refletividade, o pardmetro a representa
um escalonamento na curva (FWHM2 = aFWHM1), e o pardmetro z; estd relacionado

ao deslocamento da posicao do minimo.

4.1.2 Aproximacdo da curva SPR por uma funcgio cossenoidal

Para determinar a variacdo da posicdo de minima refletividade, serd considerado
que uma curva SPR pode ser aproximada por [37]

R (z) = Re[R (z)] (4.2)
em que, R representa uma fungdo complexa cossenoidal, expressa por
R (z) = ce (%)=, (4.3)
O coeficiente 6timo, ¢, em termos de minimizacdo do erro médio quadratico para tal
aproximagao, é determinado pela projecdo de R (z) em e (%)=
X

c=Y R(z)e (%), (4.4)

z=1

em que, X é o nimero de pontos (z varia de 1 a X) (ver Figura 10; j é a unidade
imagindria (j = y/—1); e E é uma constante, visto que o somatério do denominador é

constante. O coeficiente ¢ é complexo e, portanto, pode ser expresso como
c=C/®, (4.5)

em que, C' é a amplitude da cossenoide e

® =tan! (Im (C)) (4.6)

Re (¢)

é o angulo de fase da cossenoide. E importante observar que o valor médio é desconsiderado

na aproximacao.
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Figura 9 — Gréfico da refletividade da superficie para diferentes valores do indice de
refragdo da terceira camada. As mudangas de largura da curva e da posigio de
minima refletividade sdo perceptiveis. As curvas sao exibidas para representar
variagoes (b) positivas ou (c) negativas no indice de refragéo.



Capitulo 4. Aprozimagdo por Fungio Cossenoidal 23

R (z)

fri

0 (x) Y
T

Figura 10 - Curva SPR discreta com uma indicagio da relagio entre dngulo e indexador.

Figura 11 — Curvas SPR (tracejadas) e suas aproximacgoes por cossenoides. A diferenca
entre as posi¢des de minimo das curvas SPR é similar as diferenca de fase das
cossenoides.

4.1.3 Rastreamento de mudangas na posicdo de minima refletividade

As curvas SPR nao se parecem com as cossenoides e as posi¢des de minimo das
curvas SPR sdo diferentes das posigdes de minimo das cossenoides. Na Figura 11, sido
exibidas curvas SPR e suas aproximagoes por uma fungdo cossenoidal. No entanto, a
diferenca entre as posi¢oes de minimo das curvas SPR é similar a diferenca entre as
posicoes de minimo das cossenoides e, consequentemente, da diferenca de fase entre elas.
A diferenca de fase pode ser utilizada para se determinar a diferenca de minimo entre as
curvas SPR.

A aproximacao definida em (4.2) é, essencialmente, uma expansao em séries de
Fourier considerando apenas a primeira harmonica. Utilizando R; (z) como uma curva
SPR de referéncia e considerando as propriedades da transformada de Fourier e a trans-
formacédo apresentada em (4.1), a fase, ®,, obtida a partir da aproximagdo de R; (z) por

uma cossenoide pode ser expressa em funcdo da fase de referéncia, ®;, por
®y = ad, + azy. (4.7)
Calculando a diferenca de fase entre as cossenoides,

A@R — (1)2 = (I)la (48)
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obtém-se
Adp = (a—1)P; + axy. (4.9)

O termo (a — 1), corresponde exatamente a variagio no comprimento da curva, que, con-
forme mostrado nos resultados de simulagio apresentados mais adiante neste capitulo
(Figura 12(b) Figura 15(b)). é quase linearmente proporcional a variagio da posigao de
minima refletividade. Assim,

(a—=1)P; x azxg (4.10)

ou
yazy = (a — 1) Dy, (4.11)

em que, ¥ é uma constante de proporcionalidade obtida a partir da relagdo entre aAzx
e (a — 1) ®,. Portanto, a variacdo de posicdo na minima refletividade pode ser expressa

COIo
Adp

CTa+q)

De forma que, conhecendo a constante 7 e a diferenca de fase Adg, é possivel rastrear

Azk = ax (4.12)

varia¢des na posicdo de minima refletividade, representadas por Az%. E importante notar
que esta abordagem serve apenas para determinar variagoes na condi¢io ressonante, sendo

necessaria uma calibragdo prévia para utilizagdo de uma condigdo de referéncia.

4.2 Analise do efeito das perturbacoes

Observando (4.12), é possivel notar que o resultado final ndo depende dos paré-
metros A e B. Isto significa que, usando a tecnica proposta, a amplitude e o nivel DC dos
sinais obtidos ndo influenciam o resultado.

Para analisar os efeitos das fontes de perturbagdo, o modelo apresentado na se-
¢io 2.6 foi utilizado. Os ruidos de fundo, B; () e B, (t), so classificados como de variagéo
lenta e podem ser considerados constantes durante a aquisi¢do de uma curva SPR. Obser-
vando as Equagtes 2.14; 2.15; e 2.16, é possivel ver que By (t) e B; (t) afetam P (0, t) como
um nivel DC e o pardmetro G afeta P (0, t) como um multiplicador constante (ganho em
amplitude). Portanto, esses pardmetros podem ser desconsiderados desde que o nivel DC
e o ganho em amplitude ndo afetam o resultado final quando se usa a abordagem pro-
posta. Os termos AF (6) e AN (t) podem ser combinados em um tnico termo, AW (6, t),
modelado como um ruido branco gaussiano de média nula. Portanto, para a andlise que
utiliza o método proposto, considerando a intensidade de luz normalizada (I, = 1), a

resposta do fotodetector pode ser reescrita como

P (0,t) = R(0+ A6, (£)) + AW (6,1). (4.13)
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A aproximagéo definida em (4.2) contém uma componente de uma tinica frequén-
cia. Portanto, o processamento do sinal usando o método proposto contém, implicita-
mente, um filtro passa baixa de altissima qualidade.

4.3 Resultados de simulacdes

Para verificar a aplicabilidade do método descrito, foram desenvolvidas simulacoes
digitais com base no modelo de Fresnel (descrito na secdo 2.3) para calcular a refletividade
de uma estrutura de miiltiplas camadas. As simulagoes foram desenvolvidas para os dois
modos de operacdo principais: modo de interrogagio angular e modo de interrogagio por
comprimento de onda. Foi considerado um sistema com quatro camadas composto por:
copolimero de olefina ciclica (COC-TOPAS); ouro; uma camada cujo indice de refracio
foi variado, podendo ser considerada a camada bioldgica; e uma camada de dgua, usada
para representar a parte aquosa de uma solugdo. Nas simulagdes, foram analisadas as
variacoes dos parametros, o erro de detecgdo e a estabilidade dos dados na presenca de

perturbagoes.

Para avaliar a influéncia das perturbacoes e a estabilidade dos resultados obtidos
a partir do uso do método proposto, foi utilizado o Desvio Quadratico Médio (DQM) com
relagdo a condicao ideal para curvas perturbadas sob o modelo de perturbagio descrito
na secao 2.6. O DQM é calculado por

1 M . ~ .2
ohag (n3) = 77 3 [A0F (ns) — AGE(i)] (4.14)
i=1
em que, A#F (n3) representa a variagdo na condigdo ressonante calculada utilizando o
método proposto em condicdes ideais (sem perturbagoes) e AOF (i) representa a i-ésima
estimativa da variacdo na condigido ressonante obtida utilizando o método proposto na

presenca de perturbacoes.

4.3.1 Modo de interrogacdo angular

Para o modo de interrogagdo angular, foi considerado um comprimento de onda
da luz fixo, A = 670nm, e o dngulo de incidéncia da luz, @, variando de 63° a 79° em
passos de 0,015625°. Foi utilizada uma estrutura de quatro camadas e os valores dos
pardmetros da estrutura sio exibidos na Tabela 1. Nas simulagoes, o indice de refracao,
ng, foi variado de 1,33 a 1,37 em passos de 0,001. Os valores escolhidos sdo condizentes

com os equipamentos utilizados para a realizagiao experimental.

Na Figura 12(a), € mostrado um conjunto de curvas SPR obtidas para diferentes
valores do indice de refracdo, nz. Na Figura 12(b), a variagdo da largura da curva (i.e.
FWHM) em funcéo da variagéo na posicdo de minima refletividade para diferentes valores
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Tabela 1 — Pardmetros da estrutura de miltiplas camadas usados no modelo de simu-
lagdio. As espessuras das camadas externas {1 e 4) sio muito maiores que as
espessuras das camadas internas e sdo onsideradas infinitas.

camada || composicido indice de refragdo largura (nm)
1 TOPAS ny = 1, 226 d1 - X

2 fina camada de ouro n, = 0,161 + 3,787 dy = 50

3 biocamada nyg=1,33a 1,37 d; = 400

4 dgua ng = 1,333 dy =20

do indice de refracio, ng, é exibida. A partir da Figura 12(b), é possivel perceber que a
largura da curva, que estd relacionada com o pardmetro a em (4.1), estd linearmente

relacionada com a variagdo na posigio do minimo, o que foi considerado em (4.10) e
(4.11).

As variagdes do dngulo de ressonancia obtida a partir da busca do ponto de minima
refletividade nas curvas SPR sem ruido sdo chamadas de verdadeiras. O erro de deteccio
para os outros métodos é calculado com relacgdo ao caso verdadeiro utilizando a seguinte

expressao para o modo de interrogagio angular
520 () = AOF (n5) — AG, (ng). (4.15)

em que, AH% (ny) € a variagio do dngulo de ressonincia para o caso verdadeiro e A8} (ng)
é a variagdo do variacdo do dngulo de ressonéncia estimada utilizando algum método de

determinacao.

Na Figura 13, sdo exibidos os gréficos da variagido do dngulo de ressonancia para
os casos “verdadeiro”, estimada utilizando o método do centroide (A%} e estimada utili-
zando o método proposto (A85). Em todos os casos, a variagdo na posigio do minimo fol
determinada com base em curvas SPR ideais (livres de perturbagio}. E importante lem-
brar que, com excecdo do método do centrdide quadratico, todos os métodos do centrdide
levam a resultados semelhantes quando as curvas processadas sdo livres de perturbagéo.
Na Figura 13(b}, sdo exibidos os graficos do erro (valor verdadeiro — valor calculado)
de determinagdo das variagGes do no dngulo de ressonincia determinadas utilizando o
método do centroide e o método proposto. Os erros na determinacdo do indice de refragao

usando o método proposto sGo menores que usando o método do centréide.

Na Tabela 2, sdo mostrados os valores obtidos da DQM para o método proposto
relativos & condicdo ideal para curvas perturbadas sob o modelo de perturbagdo descrito
na secio 2.6. Os termos de perturbacgao, Afly e AN, foram gerados com uma distribui-
¢do Gaussiana de média nula c varidncias 03y, € 04y. Para determinacio da variagéo

do minimo com o método proposto, nenhuma estratégia de aprimoramento do sinal foi
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Figura 12 — (a) Refletividade do sistema de miiltiplas camadas para diferentes valores
de n3. As curvas sofrem um deslocamento para a direita a medida que se
aumenta valor de ng, a curva mais a esquerda foi calculada com ng = 1,33
e a curva mais a direita foi calculada com ns = 1,37. Estas curvas foram
utilizadas para calcular a relagio entre a variagido de largura e a variagdo
da posi¢do de minima refletividade. (b) Mudanga na FWHM em fungédo da
posicdo de minima refletividade para as curvas apresentadas na (a).

utilizada. Para representar uma situagao mais proxima da real, nas simulagoes, os sinais
obtidos foram saturados contendo valores entre 0 e 1. Cada DQM na Tabela 2 foi calcu-
lado usando 1000 curvas SPR geradas para cada indice de refracdo. A partir da Tabela 2,
é perceptivel que o método proposto apresenta capacidade de rejeicdo de ruido, visto que
o DQM é significativamente baixo se comparado com a resolugéo do sensor (0,0156).

4.3.2 Interrogacdo por comprimento de onda

Para o modo de interrogagdo por comprimento de onda, a dependéncia Optica
em relagdo ao comprimento de onda da luz nos materiais empregados na estrutura de
multiplas camadas foi considerada. Sabendo que o TOPAS comega a transmitir a partir
de 390nm, o comportamento das propriedades dpticas em fungdo do comprimento de onda
sdo exibidos na Figura 14. A figura também contém a funcéo dielétrica da camada de ouro

em func¢do do comprimento de onda da luz utilizando o conjunto de dados experimentais
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Figura 13 — Resultados das simulagées para determinagdo da condigdo ressonante (a)
Determinagdo da variagdo no angulo de ressondncia para materiais com dife-
rentes indices de refragdo. (b) Erro na determinagio da variagdo do dngulo de
ressonancia obtidos com o uso do método proposto e o método do centroide.

Tabela 2 — Efeito do ruido sobre a detecg¢do da variagdo da posigdo de minimo obtida com
o método proposto.

DQM | ko, =0 0Rg, =0,1 0%y, =0,2 0%y, =0,3
oin =0 < 0,013 0,023 0,381
iy =0,1 || 0,001 0,014 0,030 0,387
oan = 0,2 || 0,002 0,019 0,074 0,403
oy =0,3 ] 0,003 0,027 0,091 0,410

de Jhonson e Christy [38].

Nas simulacoes, foi considerado um angulo de incidéncia da luz fixo, # = 68° e o
comprimento de onda da luz, A, foi variado de 600nm a 1.400nm em passos de 0,9765nm. O
indice de refragao, ng, foi variado de 1,33 a 1, 37, em passos de 0, 001. Os valores escolhidos

sao condizentes com os equipamentos utilizados para a realiza¢dao experimental.

Na Figura 15(a), é apresentado um conjunto de curvas SPR para diferentes valores

A1 & s
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Figura 14 — Dispersdo dos materiais utilizados na estrutura de miltiplas camadas. Indice
de refragdo como uma fungdo do comprimento de onda para (a) TOPAS e (b)
dgua desgaseificada e desionizada. (c) Fungio dielétrica do ouro em fungdo

do comprimento de onda
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Figura 15 — (a) Refletividade do sistema multicamadas para diversos valores de ng. As
curvas sofrem um deslocamento para a direita a medida que se aumenta valor
de ny. A curva mais a esquerda foi calculada com ng = 1,33 e a curva mais a
direita foi calculada com ng = 1, 37. As curvas foram utilizadas para calcular
a relagdo entre a variagdo de largura e a variagdo da posigao de minima
refletividade. (b) Variacdo da largura da curva em funcdo da variagdo da
posicdo de minima refletividade para as curvas apresentadas em (a).

do indice de refracio da terceira camada, ng. Na Figura 15(b), é apresentado o gréfico
da variagdo da largura da curva (FWHM) em funcdo da variagdo do ponto de minima
refletividade para diferentes valores do indice de refragao, ns. Pela Figura 15(b), é possivel
notar que a variacdo da largura da curva, que estd relacionada com o parametro a em
(4.1), é quase linearmente relacionada & mudanca de posicdo de minima refletividade, o
que foi considerado em (4.10) e na (4.11).

Na Figura 16, sao mostrados os graficos da variagdo no comprimento de onda de
ressonéncia para os casos “verdadeiro” (AME), estimado usando o método do centréide
(ANG) e estimada usando o método proposto (AAE). Em todos os métodos, a variacio
na posicdo do minimo foi determinada com base em curvas SPR ideais (livres de pertur-

bagbes).
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Figura 16 — Resultados de simulagdes para determinacao da condigao ressonante no modo
de interrogacdo por comprimento de onda para materiais com diferentes in-
dices de refracéo.

4.3.3 Aspectos computacionais

Em termos gerais de complexidade, para processar uma curva com 1024 pontos, o
método de aproximacdo por funcdo cossenoidal requer até 4103 FLOPS (FLoating-point
Operations Per Second). Para processar a mesma curva com 1024 pontos, o método do
centréide com linha base fixa requer até 5124 FLOPS. E importante comentar que a
aplicagdo do método do centrdide requer um aprimoramento prévio da qualidade dos

sinais obtidos, resultando em um custo computacional maior.

4.4 Resultados experimentais

Para demonstrar a aplicabilidade do método proposto, experiéncias com solugoes
de diferentes indices de refragdo foram realizadas. As substancias utilizadas nos experi-
mentos foram dgua desgaseificada e desionizada (H;0) e solugdes de dlcool isopropilico.
Para ambos os modos de operagdo, interrogagdo angular e por comprimento de onda, as
curvas SPR foram obtidas para Hy0, e solugdes com dlcool a concentragoes de 20%, 30%,
40%, 50%, 60% e 70%.

Para analisar a estabilidade do método, foram calculadas a média e a varidncia

nas regioes em regime permanente do sensorgrama, calculadas, respectivamente, como

1 =
p=—-— Ang (t) (4.16)
g t
1 c
2= — — Ang (t)]? 4.1
o At t_th_At [ﬂ‘ ng (t)l 3 ( 7)

em que, t, corresponde aos tempos finais da presenca de substéncia na célula de fluxo a

cada concentracao, e At a faixa de tempo utilizada para célculo.
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4.4.1 Modo de interrogacdo angular

Fotografias do equipamento utilizado nos experimentos para o modo de interro-
gagdo angular sdo exibidas na Figura 17. O sistema 6ptico usa um elemento de acopla-
mento dptico difrativo, ou DOCE (Diffractive Optical Coupling Element), desenvolvido
por Thirstrup et al. [11]. Um laser, comercializado pela Thorlabs, com controle de cor-
rente e temperatura (consequentemente de poténcia, ou intensidade luminosa) foi utilizado
como fonte de luz (A = 670nm). Lentes colimadora, para direcionar os raios luminosos,
e polarizadora, permitindo a passagem da luz numa tnica polarizagdo (paralela ao plano

de incidéncia) foram utilizadas. Para movimento das solucoes, uma bomba peristética

REGLO, comercializada pela Ismatec, foi utilizada. Os sinais foram capturados por uma
camera CMOS DCC1645C, também comercializada pela Thorlabs.

Ry - vred;

Figura 17 — Fotos do equipamento utilizado nos experimentos para o modo de interroga-
¢ao angular.

As solugdes foram admitidas na célula de fluxo aumentando a concentragdo de
alcool isopropilico. Curvas SPR com 1.024 pontos foram obtidas e processadas usando o
método proposto e o método do centréide. Os dados processados foram utilizados para
determinacéao de variagdes no indice de refragdo. Os sensorgramas obtidos com o calculo
do indice de refracdo a partir do método proposto e do método do centroide sao exibidos
na Figura 18. Exemplos de curvas SPR obtidas para cada concentragdo sdo apresentadas

na Figura 19. As curvas estdo representadas em fungdo da posigdo de pixel, p, que pode



Capitulo 4. Aprozimagio por Fungio Cossenoidal 33

0,025
na(Bg)

0,02 na(05)
0,015
[ At
20,01
<
0,005

0

20%  30% 40% @ 50%  60% 70%

0,005

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
t (s)

Figura 18 — Sensorgramas experimentais para monitoramento online do indice de re-
fragdo a partir do método proposto e do método do centréide no modo de
interrogacao angular. As linhas verticais de cor cinza indicam a entrada de
4gua na célula de fluxo.
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Figura 19 — Curvas SPR obtidas para diferentes concentragoes de dlcool isopropilico no
modo de interrogagdo angular.

ser convertida de forma aproximada para dngulo usando

1200 —p

@ —
(p) =63+ =533

(4.18)

Para analisar a estabilidade do método, foram céalculadas a média e a varidncia
nas regioes de regime permantente do sensorgrama, a regido foi determinada como sendo
os ultimos 100s (At) antes das mudangas de substancia (faixas prestas ligadas as linhas
veritcais de cor cinza na Figura 18). Os valores da média e da varidncia das variacoes do
indice de refragdo para as diferentes concentragoes de alcool isopropilico sdo mostrados

na Tabela 3. Os valores foram calculados utilizando 41 pontos.

4.4.2 Modo de interrogacdo por comprimento de onda

Para os experimentos no modo de interrogacio por comprimento de onda, o equi-
pamento desenvolvido por Oliveira et al. [13] foi utilizado. Um diagrama de blocos repre-
sentativo do equipamento utilizado nos experimentos para o modo de interrogagio por

comprimento de onda é exibido na Figura 20. O sistema 6ptico usa um chip em formato
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Tabela 3 — Média e varidncia da variagdo do indice de refracio em regime permanente
calculada a partir do método do centréide e do método proposto para o modo
de interrogacédo angular.

concentracio | 20% 30%  40% 50% 60% 70%

média (centréide) 0,0089 0,0132 0,0163 0,0181 0,0190 0,0195
média (método proposto)

0,0088 0,0126 0,0154 0,0176 0,0190 0,0201

varidncia x107° (centréide)
varidncia x10°? (método proposto)

‘0,0901 0,3939 0,0249 0,3016 0,3312 0,7513

0,3023 0,3216 0,2396 0,0341 0,1481 0,0549

de prisma desenvolvido por Moreira et al. [39]. Foi utilizada uma fonte de luz branca cujo
espectro é dividido no prisma. Lentes colimadora, para direcionar os raios luminosos, e
polarizadora, permitindo a passagem da luz numa tnica polariza¢do (paralela ao plano
de incidéncia) foram utilizadas. Para movimento das solugoes, uma bomba peristética
REGLO, comercializada pela Ismatec, foi utilizada. Os sinais foram capturados por um

espectometro de fibra 6ptica.

Célula de fluxo

Chip 6ptic ,)

«+— Polarizador o
“— Diafragma : Fibra éptica

T ¥ Lente colimadora é < %

Fonte de luz branca Espectémetro

Figura 20 — Diagrama de blocos do equipamento utilizado nos experimentos para o modo
de interrogagdo por comprimento de onda.

Curvas SPR com 3848 pontos foram obtidas e processadas usando o método pro-
posto e o método do centréide. Os dados processados foram utilizados para determinacéo
de variacoes no indice de refragdo. Os sensorgramas obtidos com o célculo do indice de
refracdo a partir do método proposto e do método do centréide sdo exibidos na Figura 21.

Exemplos de curvas SPR obtidas para cada concentragdo sdo apresentadas na Figura 22.

Para analisar a estabilidade do método, foram cédlculadas a média e a varidncia

nas regides de regime permantente do sensorgrama, a regiao foi determinada como sendo

i inTeA BR(
! RYATED )Lt AL
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os ultimos 50s (At) antes das mudangas de substéncia (faixas prestas ligadas as linhas
veritcais de cor cinza na Figura 21). Os valores da média e da varidncia das variagdes do
indice de refragio para as diferentes concentragoes de dlcool isopropilico sdo mostrados

na Tabela 4. Os valores foram calculados utilizando 21 pontos.

Tabela 4 -~ Média e varidncia da variagdo do indice de refragdo em regime permanente
calculada a partir do método do centréide e do método proposto para o modo
de interrogacdo por comprimento de onda.

concentracao | 20%  30% 40% 50%  60%  70%

média (centréide) 0,0079 0.0132 0.0165 0.0184 0.0191 0.0205
meédia (método proposto) 0,0078 0.0120 0.0162 0.0171 0,0190 0.0181

varidncia x10¢ (centréide)
varincia x10~% (método proposto)

0,0700 0,0920 0,2540 0,2710 0,6170 3,8240
0,0075 0,0428 0,0163 0,0058 0,0070 0,0022

0,03
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Figura 21 - Sensorgramas experimentais para monitoramento online do indice de refragao
a partir do método proposto e do método do centréide no modo de interro-
gagao por comprimento de onda. As linhas verticais de cor cinza indicam a
entrada de d4gua na célula de fluxo.

4.4.3 Discussao

A partir da Figura 18 e da Figura 21, é possivel ver que as curvas apresentam
comportamento exponencial quando a concentracdo da solugao na célula de fluxo é al-
terada (transi¢do de estados), que é o comportamento esperado devido ao fenémeno de
adsorcdo [14]. No entanto, em estado estaciondrio, as curvas obtidas utilizando o método
proposto apresentam um melhor comportamento (menor nivel de oscilagéo) ao longo do
tempo, conforme os valores de variancia apresentados nas Tabelas 3 e 4. Isso mostra que o

método proposto apresenta maior robustez a ruido temporal que o método do centréide.

Também foram realizadas simulagdes com outros conjuntos de indices de refragao e

os resultados obtidos foram similares. O conjunto de indices de refragdo para apresentacao
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Figura 22 — Curvas SPR obtidas para diferentes concentracoes de dlcool isopropilico no
modo de interrogac¢ao por comprimento de onda.

dos resultados neste documento foi escolhido por ser compativel com os equipamentos

disponiveis para realizagoes experimentais.

4.44 Experimento com ciclo de limpeza controlado

Também foram realizados experimentos para anilise de cinética com uma subs-
tancia utilizada para formacdo de uma camada residual (o sistema de trés camadas se
torna um sistema de quatro camadas) e um ciclo de limpeza controlado para remogéo
desta camada. BSA (Bowvine Serum Albumin) foi utilizado para formagao camada de uma
residual. Devido a disponibilidade de equipamento, o experimento foi realizado apenas
para o modo de interrogagao angular. O equipamento utilizado para o experimento foi o

mesmo apresentado na Figura 17.

Neste experimento, as substidncia utilizadas foram: dgua pura, como substédncia
de referéncia; hipoclorito, como substincia de limpeza; PBS, como substincia que nao
forma camada residual; e BSA a concentragao de 10%, como substéncia que nio forma
camada residual. Na célula de fluxo, as substéncias foram admitidas na seguinte ordem:
1) dgua, 2) hipoclorito, 3} dgua, 4) PBS, 5) dgua, 6) BSA, 7) dgua, 8) hipoclorito, 9) dgua.
O sensorgrama relativo & determinagéo da variacdo do dngulo de ressonincia usando o

método desenvolvido pode ser visto na Figura 23.

Observando a figura, é perceptivel que o indice de refragdo determinado volta ao
normal ao se readmitir 4gua na célula de fluxo apds as admissoes de hipoclorito ou PBS,
no entanto, o0 mesmo nao é valido apds a admissdo de BSA, o indice de refragao fica bem
acima do indice de refracio de referéncia. Para remover esta camada, um ciclo de limpeza
controlado foi aplicado com a inducéo de hipoclorito na célula de fluxo até que o valor de
referéncia para hipoclorito fosse encontrado. Apés o ciclo de limpeza, dgua foi readmitida
na célula de fluxo e é perceptivel que o indice de refracdo medido corresponde ao indice

de refracéo inicial.
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Figura 23 — Sensorgrama obtido para aplicacdo de ciclo de limpeza controlado a partir
do método proposto no modo de interrogagao angular. A substancia presente
inicialmente na célula de fluxo é dgua e as marcagoes indicam os tempos de
entrada das substéncias na célula de fluxo.

45 Conclusao

Neste capitulo, um método para rastreamento da condicao ressonante em sensores
SPR foi apresentado. O método foi desenvolvido com base em caracteristicas da curva
SPR. A solugéo desenvolvida foi testada por meio de simulagoes e validada por experi-
mentos nos dois modos de operagdao. O método apresendado possibilida a determinagao de
mudancas na posicao de refletividade por meio de uma simples aproximagédo por uma fun-
¢do cossenoidal e pode ser aplicado diretamente aos dados brutos normalizados obtidos,
nao sendo necesséria a etapa de filtragem. O método desenvolvido é de simples implemen-
tacdo, alta eficiéneia computacional e imune a perturbagdes. E importante observar que
o método nao pode ser utilizado para determinagao da condicao ressonante, apenas para
rastrear suas variacoes, o que significa que um valor de referéncia conhecido é necessério
para sua aplicacdo. No entanto, na maioria dos casos o interesse em experimentos envol-
vendo sensores SPR é rastrear as variacoes na condig¢do ressonante com relagao a uma

referéncia.
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5 Regressor Linear

Neste capitulo, é apresentado um vetor de regressio paramétrica linear para a
equagdo nao linear proposta por Kurihara et al. [23] para ajuste da curva SPR. Devido a
semelhanca entre as equagoes, o vetor de regressido paramétrica linear também pode ser
utilizado para a equagao de Tobiska e Homola [25]. O vetor de regressio linear possibilita

uma estimacao, a partir de minimos quadrados simples, para equagao nao-linear da curva.

5.1 Equacdo paramétrica nao-linear

Devido as multiplas interagoes na estrutura de muiltiplas camadas, uma expressao
fechada para a curva SPR em funcdo das varidveis independentes (4ngulo de incidéncia ou
comprimento de onda da luz) é dificil de se obter. Partindo do modelo de Fresnel de trés
camadas, com base em vérias simplificagoes e aproximacoes, Kurihara et al. determinaram
uma equagao paramétrica nao-linear para a curva SPR contendo cinco pardmetros. A
equagdo paramétrica nao-linear proposta por Kurihara et al. para ajuste da curva SPR é

expressa por
_B+C(0-D)

E2+(0—D)*]’
em que, Rg corresponde a refletividade da superficie e # o dngulo de incidéncia da luz.

Rx(0)=A|1

(5.1)

Os pardametros A, B, C, D, e E devem ser determinados para o ajuste da curva.

Tobiska e Homola propuseram uma fungdo parametrizada nao-linear semelhante
a de Kurihara et al., mas para o caso de interrogacido de comprimento de onda. A equa-
¢do paramétrica ndo-linear proposta por Tobiska e Homola para ajuste da curva SPR é

expressa por
B AW +P(A=C)

W24+ (A=C)*’
em que, Rr corresponde & refletividade da superficie e A o comprimento de onda da luz.

Rr(A) =1 (5.2)

Para esta equagao, os autores também relacionaram os pardmetros A com a profundidade,
C com a posicdo do minimo, W com a largura e P com a assimetria da curva SPR,

caracteristicas que podem ser tteis em estratégias de processamento [40, 34, 41].

Para determinagéo dos pardmetros das equagoes, se utiliza o algoritmo de Levenberg-
Marquardt, que é um algoritmo nao-linear para a determinagdo de pardmetros utilizado
para calcular os minimos quadrados nao linear, mas que apresenta problemas, como a ne-
cessidade de uma escolha inicial dos pardmetros adequada e possibilidade de convergéncia

lenta ou convergénia para um minimo local.
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De acordo com o Teorema dos Minimos Quadrados {42, o valor mais provivel das
grandezas desconhecidas é aquele que minimiza a soma dos quadrados da diferenca (erro)
entre os valores atualmente observados e os valores calculados multiplicados por niimeros
que medem o grau de precisdo. A ideia é minimizar uma fungfo de perda construida a
partir dos quadrados dos erros de estimagio. Uma fungio de perda bésica é
1

7=

(R— Rx)"(R - Rx) (5.3)

em que, R é a curva SPR a ser estimada e Ry é uma estimativa de R na forma de {5.1).

Neste capitulo, é apresentado um regressor linear que possibilita estimar os pa-
rimetros destas equagbes por meio de um algoritmo dos minimos quadrados simples,
superando os problemas citados. As Equagdes 5.1 e 5.2 sdo bem similares. Normalizando
e fazendo A =1 e # — A em (5.1), é possivel determinar facilmente os parimetros de (5.2)
com base nos pardmetros de (5.1). Por isso, serd apresentado a construgdo do regressor
linear apenas para (3.1).

5.2 Construcao do regressor linear

Expandindo {5.1), ¢ obtida

B+CW—DW

Rk (8)=A|1-

x () [ E? + (8 — D)?

_ 4 E*+D*—B+CD—-2D§ - C8+6*] °
a E* 4 DZ-2Df +0°

(5.4)

cujos termos R e 0 sio conhecidos. (5.4} pode ser reorganizada

[E? + D?| Rx—[2D] 0Rk +6°Rx = [A (E* + D* = B+ CD)|+{-A(2D + C)| 0 +[A]¢".
(5.5)
Isolando o termo #R, que ndo multiplica nenhum parimetro,

0*Ric — [AJ6° — [A (2D + C), 0 + 2D 0Rx — [E® + D*| Ri + [A(E? + D* - B+ CD))|

(5.6}
ou, expressando de uma forma mais simples,
Ry = A+ BO+CORx + DRg + E, (5.7)
com
A=A
B' =-A[2D + (]
C'=2D

D =-[E?+ DY
E’:A[E2+D2~B+CD]
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que pode ser colocada numa representagdo em regressio linear simples

y(0) =¢" (0)©, (5.8)
em que,
y(0) = 0°Rx, (5.9)
oT(0)=[0* 0 ORx Rx 1] (5.10)
e=[4 B ¢ D E|. (5.11)

Usando N pontos de refletividade a diferentes 4ngulos de incidéncia, se obtém

y(61) ¢"(0,)

¥= : = : 0 = $0. (5.12)
y(On) ¢" (On)
Fazendo uma estimativa © de ©,
Y = ¢6. (5.13)
Gerando uma funcdo de perda
J(6) = %ETE = %(Y—d)é)T(Y—tb(:)) = %(YTY_YT<D9+9T<I>T®(:)—9T¢>TY). (5.14)

O minimo desta fungdo é encontrado derivando-a e igualando-a a zero

d _ray_ 1 T T d Tvr 1 BTETEY — &THE — &7V
o (9)_5(0‘1' ¢+ 796 — &TY + 670TP) = 37O — 7Y = 0. (5.15)

Desta forma, a melhor estimativa para © é

~

6= (3720) 7y (5.16)

Tal que os pardmetros de (5.1) sdo determinados resolvendo:

A=A

D=-C/2

C=2D-B'/A ; (5.17)
E=V-D*-D

B=FE*+D*-CD-E/E
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5.3 Resultados de simulacdo

Primeiramente, para verificar a funcionalidade do ajuste da curva SPR utilizando
o regressor proposto, foram realizadas simulagdes. Nas simulagdes, uma estrutura de trés
camadas composta por TOPAS, ouro e uma solugido aguosa foi considerada. Detalhes
da estrutura de multiplas camadas podemn ser vistos na Tabela 5. As simulagoes foram
realizadas considerando o modo de operacio angular com comprimento de onda da luz
fixo, A = 670nm, e variando o dngulo de incidéncia da luz de 65° a 77°. As curvas SPR
foram geradas utilizando o modelo de Fresnel, apresentado na segdo 2.3. As curvas SPR
geradas utilizando o modelo sio chamadas de verdadeiras. Com o uso do regressor, o
objetivo é obter aproximagdes para curvas SPR. Por isso, foram utilizados apenas dois

valores distintos para o indice de refracio da terceira camada.

Tabela 5 - Pardmetros da estrutura de miltiplas camadas usados no modelo de simulagdo.

camada || composi¢io indice de refragio largura (nm}
1 TOPAS ny = 1,526 dy = 20
2 ouro ng = 0,161 + 3,787 d; =50
3 solugdo aquosa n3 =1,33 e 1,34 ds = oo

Na Figura 24, as curvas SPR geradas para nz = 1,33 e ng = 1,34 e suas apro-
ximagoes utilizando o regressor desenvolvido e o algoritmo de Levenberg-Marquardt sao
apresentadas. Para verificagdo da qualidade das aproximagdes, foi utilizado o erro médio

quadratico, calculado como
B
1 . 2
bng =5 2 [R(O)— B (0)], (5.18)
9=8,

em que, R é a curva SPR verdadeira, obtida a partir do modelo; RxéadeR aproximagcao
na forma da Equagéo 5.1; §; ¢ o ponto inicial e 8; o ponto final da curva; e N é o mimero

de pontos.

Para a curva obtida utilizando nz = 1.33, o erro médio quadratico de aproximacao
utilizando o regressor foi de 0, 13056 x 10~2 enquanto o erro médio o erro médio quadratico
de aproximacio utilizando o algoritmo de Levenberg-Marquardt foi de 0, 11558 x 103,
Para a curva obtida utilizando n3 = 1.34, o erro médio quadratico de aproximagao utili-
zando o regressor foi de 0, 09286 x 102 enquanto o erro médio o erro médio quadrdtico
de aproximacdo utilizando o algoritmo de Levenberg-Marquardt foi de 0,07796 x 1073
As curvas estimadas usando a regressdo e o algoritmo de Levenberg-Marquardt sao muito
proximas das curvas originais com base nos erros médios quadriticos obtidos. Foram

realizadas simulagdes utilizando outros valores de ng e, em todos elas, os valores dos er-
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Figura 24 - Curvas SPR geradas para condicdo ideal (sem ruido) e suas aproximagdes
utilizando o regressor e o algoritmo de Levenberg-Marquardt para (a) ng =
1,33 e (b) nz =1,34.

ros foram similares aos valores apresentados e o erro obtido utilizando o algoritmo de

Levenberg-Marquardt foi menor que o erro obtido utilizando o regressor.

Para simular uma situagao menos ideal, ruido com distribui¢do normal foi adici-
onado ao espectro para simular ruido de medigdo. Na Figura 25, as curvas SPR geradas
para ng = 1,33 perturbadas com ruido de varidncias 0,01 e 0,03 e suas aproximagoes

utilizando o regressor e o algoritmo de Levenberg-Marquardt sdo apresentadas.

Foi percebido que, com o aumento do nivel de ruido, o erro nos resultados obti-
dos com o ajuste pseudolinear aumenta de forma que, para valores elevados do nivel de
ruido, as curvas aproximadas sao muito diferentes das curvas originais. Isto ocorre porque
o ajuste ndo é realizado diretamente para a curva SPR, mas para o termo 6?Y, o que
leva a uma propagacao de erros ao resolver (5.17). Para superar este problema, métodos
aprimorados dos minimos quadrados podem ser utilizados, a exemplo do uso de varidveis
instrumentais. O uso de varidveis instrumentais possibilita uma estimacéo de parametros
adequada mesmo quando elementos da regressdo estdo relacionados aos erros [42]. Varia-
veis instrumentais sdo um conjunto de varidveis que, de certo modo, estdo relacionados

com o0 erro mas nao estao incluidas no modelo.
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Figura 25 — Curvas SPR ruidosas geradas para ng = 1, 33 e suas aproximagoes o regres-
sor e o algoritmo de Levenberg-Marquardt para curvas adicionadas de ruido
branco Gaussiano com varidncias (a) 0? = 0,01 e (b) 2 = 0,03.

76 78

5.3.1 Uso de Variaveis Instrumentais

Inicialmente, para a geragdo das variaveis instrumentais, foi realizada uma esti-
mativa da curva SPR utilizando o regressor e o método dos minimos quadrados linear. A
curva estimada foi denomidada z () e foi utilizada para a geragio das varidveis instru-

mentais:
7 (0) =

As variaveis instrumentais foram entdo utilizadas para a solugao dos minimos quadrados

[ 0 02 2 1]. (5.19)

da seguinte forma:
6= (e) ¢y,

Ap6s a obtengdo de ©, os pardmetros da curva foram determinados utilizando (5.17).

(5.20)

Na Figura 26, sdo exibidas a curva SPR gerada perturbada com ruido de varidncia
0,03 e seu ajuste usando o regressor com o uso de varidveis instrumentais. O uso de

varidveis instrumentais se mostrou efetivo e forneceu uma estimativa consistente da curva
SPR original.

'{h’\m
': -.‘5‘}-’

(‘MR(‘

-ﬁl..’

1
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Figura 26 — Curva SPR gerada perturbada com ruido de varidncia 0,03 e sua aproximagao
utilizando o regressor combinado com varidveis instrumentais e e o algoritmo
de Levenberg-Marquardt.

5.4 Resultados experimentais

Para demonstrar a aplicagdao pratica do regressor desenvolvido, experiéncias com
substancias de diferentes indices de refracao foram conduzidas. As substincias utilizadas
nos experimentos foram dgua deionizada e degaseificada e solugdes de PBS e hipoclorito.
O equipamento utilizado foi 0 mesmo descrito na subsecao 4.4.1.

Inicialmente, trés curvas SPR com 1024 pontos cada uma foram obtidas para H,O,
PBS and hipoclorito contidas na célula de fluxo em regime permanente. Ap6s normaliza-
¢ao, as curvas obtidas foram utilizadas para ajuste utilizando o regressor sem e com o uso
de varidveis instrumentais e o algoritmo de Levenberg-Marquardt. As curvas obtidas para
refletividade normalizada em funcéo da posigdo de pixel, p, sdo exibidas na Figura 27.

O conjundo de dados experimentais foi escolhido por ter uma falha na posigao de
ressondncia para hipoclorito, como é possivel perceber observando a Figura 27(c). Esta
falha ocorre devido a uma rachadura no espelho utilizado no equipamento e ndo pode ser

superada por algoritmos mais simples como simples busca ou centréide.

Ainda observando as curvas da Figura 27, a curva aproximada usando o regressor
é bem proxima da curva aproximada usando o algoritmo de Levenberg-Marquardt. No
entanto, o tempo médio de processamento de uma unica curva usando o regressor é muito
menor que o tempo médio de processamento usando o algoritmo de Levenberg-Marquardt.
Para processar uma tnica curva de 1024 pontos, a solugdo utilizando o regressor aliado
a variaveis instrumentais requer 117000 FLOPS. Nao foi possivel determinar o niimero
de FLOPS requerido para usando o algoritmo de Levenberg-Marquardt, no entanto, no
entanto, o tempo necessario para a solugao usando o algoritmo de Levenberg-Marquardt
foi sessenta vezes maior. O tempo médio usando o regressor ainda pode ser aprimorado

usando um algoritmo recursivo.
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Figura 27 — Curvas SPR experimentais obtidas (real) e suas aproximagdes usando o re-
gressor sem e com o uso de variaveis instrumentais e o algoritmo de Levenberg-
Marquardt para curvas obtidas com a substéncia na célula de fluxo sendo (a)
agua, (b) PBS e (c) hipoclorito.

5.5 Conclusao

Neste capitulo, foi apresentado um vetor de regressdo paramétrica linear, para
ajuste da curva SPR. Em relacio aos métodos anteriores, o uso da regressao linear apre-
senta varias vantagens, como melhor tempo de resposta; implementagao simples; e nao
dependéncia da escolha inicial dos pardmetros. O regressor foi testado por meio de simula-

¢oes e experimentos e os resultados obtidos foram muito similares aos obtidos utilizando o
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algoritmo de Levenberg-Marquardt mas o algoritmo de Levenberg-Marquardt leva a uma
curva mais préxima a original, no entanto, o uso do regressor desenvolvido apresenta uma
eficiéncia computacional muito maior que o uso do algoritmo de Levenberg-Marquardt,
sendo preferivel para a aplicagdo em equipamentos com capacidade de processamento li-
mitada, a exemplo de dispositivos portateis de baixo custo. Em situagdes de nivel de ruido
elevado, a estimativa utilizando o método dos minimos quadrados linear e o regressor é
falha, porém, é possivel contornar o erro de estimativa ao se utilizar métodos aprimorados

para solugao dos minimos quadrados linear, a exemplo do uso de variaveis intrumentais.
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6 Algoritmo de Col6nia de Formigas

Neste capitulo, é descrito o uso de um algoritmo meta-heuristico baseado em cold-
nia de formigas para determinacgdo da posi¢ao de ressondncia a partir de imagens de baixa
qualidade. Usando uma regra de transi¢do de estados no algoritmo de coldonia de formigas,
a determinagao da ressondncia é formulada como um problema de encontrar o melhor ca-
minho entre os extremos de uma imagem SPR. O uso de colénia de formigas possibilita
lidar com multiplas faixas escuras e apresenta boa robustez em relagdo a ruido e outras
formas de perturbagoes. Resultados de simulagdo e experimentais sdo apresentados para

demonstrar a aplicabilidade da solugdo proposta.

6.1 Introducao

Assim como a maioria dos métodos existentes na literatura, os métodos apresenta-
dos nos capitulos anteriores sao aplicados a uma tinica curva SPR. Muitos equipamentos
capturam uma imagem da refletividade da superficie [43]. Dependendo de diversos fato-
res, a imagem SPR obtida pode ser de baixa qualidade. Speckle noise originado da fonte
de luz produz pontos com intensidade variada em pixels aleatérios. ndo uniformidade da
distribuigao de potencia espectral da fonte de luz e nao idealidades das caracteristicas de
propagacao guia de onda 6ptico entre a fonte de luz e o fotodetector contribuem para re-
duzir a qualidade da imagem. Em adigdo, o sensor de imagem esta sujeito a perturbagoes,
tais como ruido de corrente escura, efeitos de quantizagdo e influéncia da Inz externa.

Geralmente, para processar estas imagens, os métodos de processamento de uma
linica curva sdo aplicados apés utilizar todas as linhas da imagem para gerar uma tnica
curva. Neste caso, cada linha de uma coluna é considerada uma medida diferente no mesmo
angulo e todas as linhas de uma mesma coluna sdo combinadas usando algum tipo de filtro
(por exemplo, média) para gerar um tnico ponto. No entanto, combinar linhas para gerar
uma tinica curva pode resultar numa curva distorcida, visto que, normalmente, as fontes de
luz utilizadas em dispostitivos SPR tém uma distribuigéo de intensidade de luz gaussiana.
Isso significa que as regiGes mais centrais da imagem SPR tém uma concentragdo maior de
intensidade luminosa e, ao somar todas as linhas e extrair a média para gerar uma tnica

curva, esta concentragdo tende a aumentar, resultando numa distor¢ao da curva obtida.

6.2 Algoritmo de col6nia de formigas

Para determinar a condicdo ressonante (a faixa escura resultante da reducdo da
refletividade) numa imagem de baixa qualidade, foi desenvolvido um algoritmo com base
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Figura 28 — Representacdo da imagem SPR numa matriz de transicio de estados. As
setas indicam as possiveis trajetorias das formigas a partir de um né quando
se realiza movimento de avango.

no comportamento de formigas [44, 45, 46]. A imagem SPR é tradada como uma matriz de
transi¢do de estados da parte superior para a parte inferior da imagem SPR. A imagem é
considerada um grafo bidimensional X x Y (ver Figura 28) e cada pixel é considerado um
né com tamanho (ou custo) proporcional a intensidade do pixel. As formigas atravessam o
grafo indo do topo (ninho) para o fundo (comida), e voltando para o ninho. Elas nunca se
movem horizontalmente. O movimento do ninho para a comida é chamado de movimento
de avango, enquanto o movimento da comida para o ninho é chamado de movimento de

retorno.

Inicialmente, A formigas sao uniformimente distribuidas na primeira linha da ma-
triz (y = 1) e todos os elementos da matriz de feromoénio,

P P2 ot Pax)
WY1y Ye2 T Pex

U — (. ) {. ) - (' ) 1 (6‘1)
Py, Pyttt PX)

assumem um mesmo valor inicial ¢g. ¢, ) € a quantidade de feromonio na posigao (y, )

Cada né tem um custo associado ¢y z). Quanto maior o custo, maior o tempo
que as formigas permanecem neste né antes de transitar para o préximo né. O tempo de
permanéncia é definido como

S(yz) = round (%) , (6.2)
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em que, round(-) é a operagao de arredondamento para o inteiro mais préximo e v repre-
senta a velocidade das formigas.

No movimento de avanco, as formigas tendem a seguir o caminho com maior
concentragao de feromonio memorizando sua trajetoria. E esperado que a faixa escura de
refletividade seja estaciondria numa imagem, resultando em um caminho continuo. Com
base nisso, as formigas podem se mover apenas para os seus trés vizinhos mais préximos da
linha seguinte, como representado na Figura 28. Na posigao (y, z), realizando movimento

de avanco, a formiga a se move para a préxima posicdo de acordo com a seguinte regra

probabilistica
Plz—1y+1) = %1 (6‘3)
Pr
Patiy+) = o (6.4)
Pe
Plzy+1) — §= (65)
em que,
x-1 o]
go{y-{-l,.’.t{)
= 3 Pure) 6.6
: zi=1 (:E o SL‘,')2 ( )
X o
(p(y+l i)
B = Plyrrz) (6.7)
$i§+1 (:E - xi)z
Pe = min (pupf‘) + ()D?y+1,a:) (68)
e
S=p+pr+pe (6.9)

com a sendo um paridmetro que determina a importéncia do feromoénio.

No movimento de retorno, as formigas se movem voltando pela sua trajetéria de
avango memorizada. Ao se mover do né (z,y) para o né (zy,y — 1), as formigas deixam
feroménio no né (z,y). A regra de atualizagio de feromonio é

Plomy = Pl + Py (6.10)
em que p é uma quantidade padrio de feroménio deixada pelas formigas. Apds completar
os movimentos de avanco e retorno, a formiga a escolhe o ponto (1,z) de acordo com a

seguinte regra probabilistica N

P P,x)
L) = e
o 2P0 .q)

e comeg¢am novamente os movimentos de avango e de retorno.

(6.11)

Periodicamente, a matrix de feromonio, ¥, é atualizada para representar os efeitos

da dispercao de feroménio devido as condigbes de ambiente. A atualizagao da matriz de



Capitulo 6. Algoritmo de Colénia de Formigas 50

feroménio é dada por

. old
p— { B (1 B) clp(y,x) S o (612)

A-Bely (1=B)eim >

Plya) —
em que, 3 é a taxa de evaporagdo de feroménio e v é a quantidade minima de feroménio

permitida em cada posi¢do da matriz de feroménio.

6.3 Resultados de simulacdo

Um modelo de simulacéo foi desenvolvido para execugio de algoritmo de col6nia do
formigas para a determinagdo da posicdo do fendmeno SPR. Foi considerado um sistema
de trés camadas composto por: substrato de topazio (camada 1, n; = 1.526, d; = conm);
uma camada fina de ouro (camada 2, ng = 0,161 + 3, 7877, d; = 50nm); e uma solugao
aquosa (camada 3, ng = 1,333, d3 = conm), e operando no modo de interrogacao angular
com comprimento de onda da luz fixo em A = 670nm. O angulo de incidéncia da luz
foi variado de 63° a 79° em passos de 0,0625°. Uma curva SPR de 256 pontos foi gerada
usando o modelo de Fresnel de miltiplas camadas. Esta curva foi utilizada para gerar uma
imagem SPR 256 x 256 com resolugdo de 8 bits por meio da repeti¢cdo da mesma curva
em cada linha da imagem. O contraste da imagem foi reduzido e um ruido Gaussiando
de média nula e varidncia 0? = 0, 2 foi adicionado. Além disso, imperfei¢des épticas como
manchas claras e faixas escuras também foram adicionadas para degradar a qualidade da

imagem e simular uma situagdo menos ideal.

O algoritmo de colénia de formigas foi aplicado a4 imagem SPR. Depois de executar
o algoritmo de colonia de formigas, a maior parte do feroménio ficou concentrada numa
unica linha. Esta linha é o melhor caminho da matriz de transigdo de estados e corresponde
a faixa SPR. Na Figura 29, sdao exibidas a imagem SPR ideal e a imagem SPR degradada

com a linha de ressonédncia obtida apds o uso do algoritmo de colonia de formigas.

Para estudo comparativo, foram aplicados na imagem degradada o método do
centrdide, que é o mais usual para determinar a condi¢fio ressonante, e o método baseado
na Transformada de Radon, que é especifico para uso em imagens.

6.3.1 Centrdide

Para determinar a posicdo de minima refletividade, o método do centréide foi
aplicado individualmente a cada linha da imagem apés a aplicacéo de um filtro de mediana
(7 % 7 pixels) nela. A imagem SPR contendo a linha obtida usando o método do centréide
é exibida na Figura 30(a). Observando a figura é possivel perceber que a detecgdo da

ressonéncia foi bem mais dispersa ao se usar o método do centréide.
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6.3.2 Transformada de Radon

A transformada de Radon para uma funcio de duas variaves, f (z,y), (imagem)
¢ uma tranformacdo integral desta funcao sobre linhas retas, definida matematicamente

como

Z{f (z,y)} = /_3: /_ji f(z,y)d (zcos(¢) + ysen (@) — p) dzdy (6.13)

em que, p = /z? +y? e ¢ € [—90°,90°]. A fungdo delta de Dirac (4) converte a integral
de duas dimensdes para uma integral de linha ao longo de p = z cos (¢) + ysen (¢). Por
meio da transformada de Radon, uma imagem é representada como uma colegao de linhas

de projecao ao longo de varias diregoes.

O método baseado na transformada de Radon foi utilizado conforme a descricdo
em [35]. Apds a utilizagdo do método, foi obtida uma faixa para a linha de ressonéncia.
A faixa de ressonancia obtida a partir do uso da tansformada de Radon estd exibida na
Figura 30(b). A faixa obtida é relativamente larga, isso se deve ao fato de a transformada
de Radon ser utilizada primariamente para detectar linhas ou bordas enquanto a condigdo
ressonante apresenta uma curva suave. O resultado do método baseado na transformada
de Radon apresenta melhores resultados quando a espessura da ressondncia é pequena, no
entanto, esta espessura esta relacionada a qualidade do sensor, quanto menor a espessura

da ressondncia, maior a qualidade do sensor SPR.

(b)

Figura 29 — Imagens SPR geradas utilizando o modelo de Fresnel: (a) Imagem SPR ideal
e (b) imagem SPR degradada com a linha de ressonincia determinada pelo
algoritmo de colonia de formigas.
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(b)

Figura 30 — Determinacdo da condigdo de ressonincia usando (a) método do centréide e
{(b) transformada de Radon.

6.4 Resultados Experimentais

Testes experimentais foram conduzidos para avaliar a aplicabilidade do algoritmo
de colénia de formigas a uma imagem SPR real. O equipamento utilizado foi o mesmo
descrito na subsegdo 4.4.1. Nos testes experimentais, diferentes analitos foram utilizados
proporcionando indices de refracdo efetivos diferentes para a terceira camada do sistema
de muiltiplas camadas. As substancias utilizadas como analito foram solugées de dgua
degaseificada e deionizada (H,0) e solucao de hipoclorito (HYPO-S) a concentragées de
100%-0% (dgua pura) e 50%-50% (50% de HyO e 50% de HYPO-S).

Inicialmente, foi obtida uma imagem de relfetividade para H;O e para hipoclorito
contidos na célula de fluxo em regime permanente. As imagens obtidas para refletividade
da superficia sao exibidas na Figura 31. O algoritmo de colonia de formigas foi aplicado
as imagens obtidas e a maior parte do feroménio ficou concentrada um uma tnica linha.

Os resultados obtidos estdo exibidos na Figura 32.

6.4.1 Discussao

Nos dois casos (estudos de simulagdo e experimentais), os valores dos pardmetros
utilizados no algoritmo foram 4 = 512, ¢y = 1, ¢y = intensidade do pixel (entre 0
e255), v =5 a=1p=17=1e B = 0,0l. Com base nos resultados obtidos, é
possivel afirmar que o algoritmo desenvolvido pode ser usado para determinar a posicdo
de ressondncia sem nenhum passo de pré-processamento, mesmo quando a qualidade da

imagem é baixa e sem a necessidade de normalizagdo se a distribui¢do gaussiana na fonte
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Figura 31 — Imagens SPR experimentais para: (a) adgua pura e (b) 50%-50% 4gua-
hipoclorito.

et R

(b)

Figura 32 — Resultados experimentais para: (a) dgua pura e (b) 50%-50% dgua-
hipoclorito.

de luz é suficientemente larga. Sob as mesmas condigoes, véarios dos métodos descritos na
literatura ndo proporcionam bons resultados. E é importante mencionar que a maioria
deles requer algum passo de pré-processamento para melhorar a qualidade dos dados
obtidos. No entanto, se os dados obtidos forem de boa qualidade, o uso de outros métodos
é mais recomendado, visto que o tempo de processamento do algoritmo desenvolvido é
grande.



Capitulo 6. Algoritmo de Colénia de Formigas 54

6.5 Conclusao

Neste capitulo, foi apresentado um algoritmo metaheuristico com base no com-
portamento de formigas para determinar a posigao de ressonincia a partir de imagens de
baixa qualidade. A imagem SPR é tratada como uma matriz de transigao de estados e o
algoritmo de colonia de formigas é utilizado para determinar o melhor caminho entre os
extremos da imagem. A solugdo apresentada é efetiva quando a qualidade da imagem é
muito baixa, mas requer um tempo de processamento elevado. O algoritmo desenvolvido
foi testado por meio de simulacoes e testes experimentais para demonstrar sua efetividade
no processamento de dados SPR. A partir do resultados obtidos, pode-se concluir que a
aplicagdo do algoritmo produz resultados satisfatérios para a determinagao da posigao de
ressonancia até mesmo quando a qualidade da imagem é muito baixa e a resolugdo do

sensor é limitada.
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7 Consideracoes Finais

Neste capitulo, sao apresentadas as consideracgoes finais do trabalho. Nas secdes
seguintes: ¢ apresentada uma sintese do trabalho desenvolvido; sdo levantadas algumas
consideragdo importantes, tais como vantagens e limitacoes dos métodos desenvolvidos; e

elencadas possiveis atividades futuras para continuagio do trabalho.

7.1 Sintese

Neste trabalho, foram apresentadas contribuigoes, na forma de estratégias de pro-
cessamento, a determinagdo da condigdo ressonante em sensores 6pticos baseados na res-
sondncia de plasmons de superficie. Foram apresentadas trés contribui¢ées: i) um método
para rastreamento da condigdo ressonante baseado em aproximagao da curva SPR por
uma funcgao cossenoidal; ii) a constru¢ao de um regressor paramétrico linear para ajuste
da curva SPR como aprimoramento para solugdo da equagdo de Kurihara et al. [23]; e
iii) um algoritmo com base no comportamento de formigas para determinar a faixa de
ressonancia em imagens. Todas as abordagens foram testadas por meio de simulagées e e
os resultados tanto de simulagdo quanto experimentais serviram para validar os métodos
desenvolvidos.

7.2 Conclusoes

O método de rastreamento baseado em uma aproximacdo por funcao cossenoidal
faz uma aproximacio das curvas SPR por uma tinica senoide e utiliza a diferenga de fase
entre as senoides aproximadas para determinar a diferenga entre as posi¢oes de minimo
das curvas SPR. Uma grande vantagem do método é a sua robustez, ja que ele tem, im-
plicitamente, um filtro de altissima qualidade, pois a aproximagdo por uma tinica senoide
elimina os ruidos em todas as frequéncias diferentes da frequéncia da senoide. Além da
capacidade de rejeigdo a ruido, o método é rdapido em termos computacionais, exigindo

poucas operagoes para a obtengdo de resultados.

O regressor paramétrico linear é utilizado solucionar equagao desenvolvida por
Kurihara et al. utilizando o método dos minimos quadrados linear. A utilizacao do re-
gressor possibilita uma solugdo mais simples e com melhor desempenho computacional e
nao depende da escolha inicial dos pardmetros. Comparada com a estimativa utilizando
o algoritmo de Levenberg-Marquardt, a estimativa utilizando o regressor apresenta um
erro médio quadratico de aproximagao maior. No entanto, em ambos os casos, 0s erros

médios quadréticos de aproximacao sdo significativamente baixos, na faixa de 0,1 x 1073,
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nao havendo ganho considerdvel de precisdo. Além disso o ganho em velocidade deve ser
levado em conta, visto que o uso do regressor leva a uma solucido pelo menos 60 vezes
mais rapida que a obtida com o uso do algoritmo de Levenberg-Marquardt. Em situacdes
de nivel de ruido elevado, o erro de estimagao obtido com o uso do método dos minimos
quadrados linear e o regressor é grande, resultando em uma curva estimada muito dife-
rente da verdadeira, porém, os uso de métodos aprimorados para solugdo dos minimos
quadrados linear, a exemplo do uso de varidveis intrumentais, serve para contornar este
problema.

O algoritmo desenvolvido com base no comportamento de formigas é especifico
para aplicagdo em imagens. Ele é efetivo para extrair a condi¢do em imagens com alto
nivel de degradacdo, e pode ser aplicado diretamente nos dados obtidos do sensor de
imagem sem necessidade da etapa de filtragem. Outra vantagem considerdvel, é a nédo
necessidade de compensar a forma gaussiana da fonte de luz. Sua principal desvantagem é
o tempo de processamento relativamente elevado necessario para sua convergéncia, o que

faz com que outros métodos sejam preferiveis.

7.3 Continuagao da pesquisa

Uma lista de possiveis trabalhos futuros, dando continuidade ou utilizando o pre-

sente trabalho, é apresentada a seguir:

e Implementacio do algoritmo recursivo para a utilizagdo do regressor linear tendo
em vista a analise dos impactos da recursividade e do ganho em tempo de proces-

samento.

¢ Implementacio de outras estratégias aprimoradas de solugao dos minimos quadrados
(e.g. regressor estocastico) e comparagéo entre elas.

o Alterar o algoritmo de colonia de formigas com base no tempo para um algoritmo
com base em transi¢des, aumentando a sua eficiéncia computacional.
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