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Resumo zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Na presente dissertagao, sao apresentadas contribuigoes a determinagao da condigao res-

sonante em sensores baseados na resonaneia de plasmons de superficie. Ties contribui-

goes sao apresentadas: i) urn metodo para rastreamento da condigao ressonante baseado 

mima aproximacao por fungao cosseaoidal, este metodo tern como destaque sua eficiencia 

computational e robustez contra diversos tipos de perturbagao; i i ) a eonstrugao de urn 

regressor parametric© linear para ajuste da curva de ressonancia como aperfeigoamento 

de um metodo existente na literatura, o regresssor apresenta varias vantagens, como me-

Ihor tempo de resposta, implementagao simples e nao dependencia da escolha inicial dos 

parametros para determinagao da ressonancia; e iii) um algoritmo com base no comporta-

mento de formigas para determinar a condigao ressonante em imagens, o algoritmo pode 

ser aplicado sem a necessidade de aprimoramento da qualidade da imagem e nao requer 

normalizagao dos dados obtidos para ser aplicado. Todas as abordagens foram testadas 

por meio de simulagoes e experimentos. Os resultados obtidos serviram para mostrar a 

validade dos algoritmos desenvolvidos, assim como sua efetividade na determinagao da 

condigao ressonante. 

Palavras-chaves: biosensores, ressonancia de plasmons de superficie. algoritmo de colo-

nia de formigas, regressao linear, detecgao de minimo. 



Abst ract zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

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; ii) a, 

linear parameter regression construction for the resonance curve fitting as improvement for 

an existing method in literature, the regression presents some advantages, such as better 

response time, simple implementation and no dependence of init ial parameter choice; 

and ii i ) an algorithm based on ants behavior to determine the resonance in images, the 

algorithm can be applied without the need to improve the image quality and i t does not 

require normalization of the obtained data to be applied. A l l 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, linear re-

gression, minimum detection. 
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1 Int roducao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1.1 Introducao 

Muitas vezes, o diagnostico precoce de doengas e fundamental para determlnar cui-

dados clinieos previos, sendo importante para um tratamento efetivo ou evitar cornpliea-

goes ao paciente. O diagnostico precoce de doengas tambem e u t i l na detecgao antecipada 

de epidemias, possibilitando a adogao de medidas preventivas assim como a formulagao 

de vacinas e soros, 

Geralmente, o diagnostico de doengas e realizado em analises de laboratorio por 

meio de isolamento do virus e determinagao do genoma viral . Essa determinagao se da 

pela detecgao de antigenos virais e sorologia. No entanto, e possivel que os resultados 

positives so aparegam apos alguns dias e, em varies casos, nao e possivel aguardar este 

tempo para iniciar o tratamento. Alem disso, e necessaria uma infraestrutura adequada e 

funcionarios qualificados para execugao desses testes. 

O uso de biosensores ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 11 111 & alternativa viavel detecgao de doengas. Bio-

sensores apresentam varias vantagens em relagao aos metodos tradicionais de detecgao, 

sendo o nienor tempo de resposta uma das principals [1]. Alem disso, e possivel fabricar 

biosensores portateis e de simples utilizagao, reduzindo os custos com infraestrutura e 

funcionarios qualificados. 

Biosensores sao dispositivos utilizados para detectar compostos quimicos por meio 

de interagoes bioquimicas entre enzimas espeefficas e a substantia que se deseja detectar 

[2]. Basicamente, um biosensor e formado por: um elemento biologico, que interage com 

a substantia de interesse; um elemento transdutor, capaz de transformar a interagao num 

sinal eletrico mensuravel; um sistema de aquisigao de dados, utilizado para medigao da 

grandeza mensuravel; e uma unidade de processamento, necessaria para extragao das 

caracteristicas dos sinais adquiridos [3]. Diferentes configuragoes para biosensores podem 

ser encontradas na literatura. Os tipos mais frequentes de biosensores encontrados sao: 

eletroquimicos; piezoeletricos; opticos; e termicos [4]. 

Nas ultimas decadas, biosensores opticos ganharam destaque devido ao nao uso 

de sinais eletricos na regiao sensivel, possibilitando a sua aplicagao em ambientes de risco 

inflamavel e imunidade a interferencia eletromagnetica [5]. Biosensores opticos utilizam 

luz como forma de medigao e o processo de transdugao ocorre por meio de mudangas so-

fridas pela luz devido as propriedades opticas das substantias analisadas. Os biosensores 

dpticos mais comuns sao sensores baseados em fluorescencia; sensores de grades de di -

fragao; sensores de espelhos ressonantes; e sensores baseados na ressonancia de plasmons 
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de superficie, ou SPR (Surface Plasmon Resonance). Os tres utimos ainda apresentam 

como vantagem a nao necessidade do uso de marcadores para rotular as biomoleeulas de 

interagao [1]. O presente trabalho e focado em sensores baseados no fendmeno SPR. 

A tecnologia SPR nao e exclusiva para aplicacoes biologicas. Dispositivos baseados 

no fendmeno SPR podem ter outras aplieagoes, a exemplo de determinagao de pequenos 

deslocamentos [8] e detecgao de adulteragao em combustiveiszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA [7]. 

Sensores SPR sao construidos numa estrutura de multiplas camadas em que duas 

dessas camadas formam uma interface metal-dieletrico. A ressonancia de plasmons de su-

perficie e um fendmeno optoeletronico que ocorre na interface metal-dieletrico sob condi-

goes especificas. Como resultado da ocorrencia do fendmeno SPR, acontece uma redugao 

na refletividade da superficie de metal para um determinado comprimento de onda ou 

angulo de incidencia da luz. Implementagoes praticas de sensores SPR sao feitas para 

operagao em dois modos principals: variando o angulo de incidencia da luz com compri-

mento de onda fixo, chamado interrogagao angular; e variando o comprimento de onda 

da luz com angulo de incidencia fixo, chamado interrogagao de comprimento de onda. A 

partir da resposta SPR (curva da refletividade da superficie de metal), e possivel deter-

rninar alguns parametros da estrutura de multiplas camadas. Tipicamente, os parametros 

determinados sao o indice de refragao ou a largura de uma camada. 

Num. experimento envolvendo um biosensor SPR, bioreceptor e adsorvido numa 

fina camada metalica (ouro ou prata) depositada sobre sobre um substrato transparente 

(vidro ou polimero). U m analito (substancia a ser analisada) imerso numa solugao aquosa 

e induzido a fluir sobre essa superficie. Dependendo da composigao do analito, uma ligagao 

entre o bioreceptor e o analito pode aeontecer, resultando numa camada com diferentes 

caracteristicas opticas. A verificagao das caracteristicas opticas dessa camada serve para 

indicar se a substancia que reage com o bioreceptor esta presente no analito. A condigao 

ressonante esta relacionada Is caracteristicas opticas dessa camada, portanto, a verificagao 

de suas caracteristicas opticas e realizada monitorando a condigao ressonante. 

Estudos em biosensores SPR sao realizados em varios aspectos, a exemplo de mo-

delagem matematica, construgao de dispositivos, e desenvolvimento de algoritmos de pro-

cessamento. A determinagao rapida e precisa de variagoes na condigao ressonante e de 

fundamental importancia para qualquer sensor SPR. Essa, determinagao e prejudicada por 

varios fatores, a exemplo de ruido, imperfeigoes no caminho optico e variagoes na fonte 

de luz ou no detector optico. A escolha de metodos adequados de processamento pode 

ter um impaeto significative no processo de medigao, seja por meio de minimizagao dos 

efeitos de perturbagoes ou aumento no desempenho computacional. 

Sendo assim, o problema abordado neste trabalho e: "Dado um conjunto de dados 

obtidos experimentalmente de urn sensor SPR e sujeitos a diversos tipos de perturbagao, 

como determinar, com alta precisao, eficiencia e robustez, a condigao ressonante a partir 
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1.2 Just if icat iva e relevancia 

A determinagao on, mais especifieamente, o rastreanento da condigao ressonante 

em qualquer dispositive SPR e importante para o sen desempenho. Neste caso, desempe-

nho refere-se principalmente a minimizagao de erros no rastreamento da condigao resso-

nante. 

Na presente dissertagao, o interesse e melhorar o desempenho de dispositivos SPR 

por meio de tecnicas de processamento, possibilitando o uso de dispositivos mais baratos. 

Sendo assim, o fbco e construir e aperfeiepar metodos de processamento para compensar 

ou minimizar os efeitos indesejados, tais como ruidos de medigao, nao uniformidade da 

distribuigao de potencia espectral da fonte de luz e das caracteristicas de propagacao guia 

de onda optico entre a fonte de luz e o fotodetector, e influencia de fatores externos (e.g. 

temperatura ou luz ambiente). 

1.3 Objetivos 

O objetivo principal e o desenvolvimento e analise de metodos de processamento 

cia curva SPR para rastreamento da condigao ressonante. O desenvolvimento de metodos 

de processamento pode contribuir com a tecnologia de biosensores SPR em dois aspectos 

principals: aprimoramento da precisao e robustez e aumento da eficiencia computacional 

dos dispositivos, Para alcangar o objetivo principal, alguns objetivos especificos precisam 

ser contemplados: 

1. Revisao da literatura com o intuito de caracterizar sensores SPR, sua composigao, 

conceito e aplieagoes, e dominar as principals tecnicas para determinagao da condi-

gao ressonante; 

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

visando possiveis melhorias e implementagao de outros metodos; 

3. Implementagao e aprimoramento de metodos de processamento da curva SPR; 

4. Aplicagao dos metodos inplementados e realizagao de testes experimentais que ve-

rifiquem a eficiencia e adequagao das implementagoes desenvolvidas ao problema 

proposto. 
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1.4 Organizacao do texto 

No Capitulo 2, sao apresentados os conceitos basicos do fendmeno SPR e sua 

modelagem matematica, asslrn como uma breve discussao a respeito de sensores SPR e 

biosensores SPR. No Capitulo 3, e apresentada uma revisao dos trabalhos existentes na 

literatura, com enfase na determinagao da condigao ressonante. No Capitulo 4, e apresen-

tada a primeira contribuigao do trabalho, cpe e o rastreamento da condigao ressonante 

por meio da aproximagao por uma fungao cossenoidal. No Capitulo 5, e apresentada 

a segunda contribuigao do trabalho, que e a construgao de um regressor linear, como 

aperfeigoamento de um metodo existente na literatura, para determinagao da condigao 

ressonante. No Capitulo 6, e apresentada a terceira contribuigao do trabalho, que e o 

rastreamento da condigao ressonante em imagens usando um algoritmo de colonia de for-

migas. No Capitulo 7, e apresentada uma breve sintese do trabalho e sao manifestadas 

ideias para possiveis trabalhos futures. 
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2.1 Introducao 

Nas ultimas tres decadas, ocorreu um consideravel avango no desenvolvimento de 

dispositivos opticos baseados no fenomeno SPR para os mais variados fins. Dispositivos 

SPR sao encontrados em diversas aplieagoes para detecgao de compostos quimicos e b i -

ologicos. O fenomeno SPR, se tornou uma poderosa ferramenta para investigar eventos 

dinamicos e realizar analises de superficies ou interfaces. Neste capitulo, os principios f i -

sicos fundamentals do fenomeno SPR e a ideia basica a respeito dos dispositivos SPR sao 

apresentados. 

2.2 Ressonancia de plasmons de superficie 

A luz, ao se propagar de um meio com indice de refragao para um meio com 

indice de re fragao menor, ra2 < e parcialmente refletida e parcialmente refratada. 

Variando alguns aspectos de incidencia da luz, a exemplo do seu angulo de incidencia 

sobre a interface de ligagao entre os dois meios, ocorre uma variagao de intensidade nas 

partes refletida e refratada. Sob certas condigoes, a luz incidente sobre a superficie de 

ligacao e completamente refletida [8]. Este fenomeno e conhecido como reflexao interna 

total. Outro fenomeno de interesse, na reflexao interna total , e o surgimento, no ponto de 

incidencia da luz, de um campo eletrico evanescente no meio de menor indice de refragao 

cuja amplitude cai exponencialmente com o aumento da distancia de penetragao [9, 10]. 

Ao incidir um feixe de luz sobre uma superficie metalica, devido a presenga, de 

campo eletrico, ocorre a ionizagao de algumas moleculas, resultando no deslocamento de 

eletrons livres. Esses eletrons sao atraidos pelos ions positivos gerados. A interagao entre 

os ions positivos e os eletrons gera uma onda de oscilagoes coletivas de eletrons, ou onda 

de plasmons [9]. Na superficie de um metal, esta onda e chamada de onda de plasmons 

de superficie. 

Quando a componente na diregao da onda de plasmons,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA kx, do vetor resultante 

da incidencia da luz sobre a superficie oscila com a mesma frequencia e amplitude da 

onda de plasmons, ksp, parte da energia luminosa e absorvida, resultando em redugao da 

refletividade da superficie metalica. Esse fenomeno e chamado de ressonancia de plasmons 

de superficie, ou SPR. Na Figura 1, e exibida uma representagao de uma estrutura de 

multiplas camadas e do fenomeno SPR. 
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camada 2 _________________J12 £2 d 2 • 
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luz incidente luz refletida 

Figura 1 - Representagao de uma estrutura de miiliplas camadas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.3 Refletividade de um sistema de mult iplas camadas 

Um dispositivo SPR consiste nuraa estrutura de multiplas 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 fungao das caracteristicas da luz incidente (angulo de incidencia, 9, ou comprimento 

de onda, A) utilizando uma formulagao de matrizes de transferencia [8] e expressa como 

( m n + mi2qm) qi - (m21 + m 2 2 ) q„ 
R (9, A) 

( m n + muqm) Qi + (m2i + m 2 2 ) <?„ 

em que, os elementos m « ; k, I = 1,2 comp5em a matriz de tranferencia geral zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

m—1 
mn ml2 

m 2 i m 2 2 

n  M U 

(2.1) 

(2.2) 

izyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= 2 

na qual, M j e a matriz de transferencia que descreve a propagagao de uma onda do meio 

i para o meio i + 1, expressa por 

cos (A) -j sen ( f t ) /q{ 

- j sen ( f t ) & cos ( f t ) 
(2.3) 

e qi e ft sao os coeficientes de Fresnel, dados por 

yn? - (n!sen (g))' 

n, 

ft = ^ ^ - ( ^ n ( « ) f . 

(2.4) 

(2.5) 

2.4 Modos de operacao de disposit ivos SPR 

Na maioria dos casos, implementagoes praticas de dispositivos SPR sao desenvol-

vidas para operagao em dois modos principals: variando o angulo de incidencia da luz com 

comprimento de onda fixo, chamado modo de interrogagao angular; e variando o compri-

mento de onda da luz com angulo de incidencia fixo, chamado de modo de interrogagao de 
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comprimento de onda. Tipicamente, os dispositivos SPR sao construidos numa estrutura 

de tres ou quatro camadas composta por um dieletrico, um metal, e um bioreceptor e 

uma solugao aquosa ou uma apenas solugao aquosa. Para o desenvolvimento apresentado 

nesta segao, um dispositivo SPR de tres camadas e considerado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.4.1 Modo de interrogacao angular 

0 fenomeno SPR ocorre quando a componente na diregao dos plasmons,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA kx, do 

campo resultante da incidencia da luz oscila com mesma frequencia e amplitude da onda 

de plasmons de superficie. A intensidade do vetor de onda de plasmons, ksp, depende da 

parte real da permissividade do metal, e2R; do indice de refragao da terceira camada, n 3 ; 

e do comprimento de onda da luz, A. Sua formula e [11] 

k — 
2~ 

A \ e2R + n 
2 • 

(2.6) 

A intensidade da componente resultante da luz na diregao do vetor de onda de plasmons 

e dada por 

27T 

kx = y r i i sen(0). (2.7) 

Igualando (2.6) a (2.7), n 3 pode ser determinado por 

e2R (ni sen(0R)Y 

£2R ~ ( " i sen(6>fl))2' 

na qual, n 3 e expresso em fungao do angulo de ressonancia, 0R. 

(2.8) 

2.4.2 Modo de interrogacao de comprimento de onda 

O modo de interrogagao por comprimento de onda nao e intuitivo, visto que, 

igualando (2.6) a (2.7), o termo relacionado ao comprimento de onda e cancelado. No 

entanto, a permissividade dieletrica dos materials que formam cada camada e dependente 

do comprimento de onda da luz. Desta forma, (2.6) e (2.7) sao reescritas como 

CO k — — "'sp 
6 2 ( A ) 6 3 < A ) (2.9) 

c\e2 (A) + e3 (A) 

e 

kx = ^^fe7(^)sen(6), (2.10) 

em que, u) e a frequencia angular e c a velocidade da luz e cujas fungoes dieletricas sao 

dependentes do comprimento de onda da luz. Igualando (2.9) a (2.10), a fungao dieletrica 

do meio 3 pode ser determinada em fungao de A por 

«w= i

; r ' ' y zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA£ " « w
+

f a w -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

6 2 (A) - ex (A)(sen(0)) 
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Expandido (2.11) e considerando e2 =zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ^2R + j^2l, apos algumas manipulagoes algebricas, 

e possivel obter [12] 

e 2fl (A) ex (A) (sen(fl)) 2 + e2R (A) - e1 (A) (sen(f9))2 + e 2 / (A) e2I (A) e, (A) (sen(fl)) 2 

(e 2fl (A) - ex (A) (sen(0) ) 2 ) 2 + e2I (A) e 2 / (A) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

6 2 f l (A)£! (A)(sen(fl)) 4 

(e2R (A) - C l (A) (sen(tf) ) 2 ) 2 + e2I (A) e 2 / (A) 

(2.12) 

A partir da qual, o indice de refragao n 3 pode ser expresso em fungao do comprimento de 

onda de ressonancia como [13] 

e3 (A) -

-3 

= v WzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( A H ) ) 2 + (e3I ( A H ) ) 2 + (2.13) 

A refletividade, R, sera escrita em fungao apenas de 9 quando se tratar do modo de 

interrogagao angular e em fungao apenas de A quando se tratar do modo de interrogagao 

por comprimento de onda. Exemplos de curvas SPR para os dois modos de operagao sao 

exibidos na Figura 2. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.5 Sensores SPR 

De modo geral, um sensor SPR pode ser considerado um dispositivo constituido 

de multiplas camadas capaz de detectar variagoes no indice de refragao de uma camada. 

As caracteristicas de algumas camadas sao escolhidas de forma que ocorra ressonancia 

na faixa de operagao do dispositivo. Uma mudanga no indice de refragao ou na fungao 

dieletrica de uma camada resulta numa mudanga na condigao ressonante do sistema de 

multiplas camadas. Essa mudanga pode ser determinada observando as novas condigoes 

de refletividade da superficie metalica. 

Na Figura 3, e exibido um esquema de um sensor SPR composto por quatro ca-

madas. U m sensor SPR compreende um sistema optico, contendo uma fonte de luz para 

excitagao do fenomeno SPR, uma estrutura de multiplas camadas para ocorrencia de 

reflexao e absorgao de luz, e um conjunto de lentes e espelhos para polarizagao e dire-

cionamento da luz; um meio transdutor, que interrelaciona os fenomenos (bio)-quimicos 

para o dominio optico; um sistema de aquisigao, composto por um sensor de imagem 

para captagao da luz refletida; e um sistema de processamento de dados. A estrutura de 

multiplas camadas e construida de forma que uma destas camadas seja constituida de 

uma celula de fluxo para passagem de diferentes substantias e seja possivel determinar 

o indice de refragao da substantia presente na celula ou variagoes no indice de refragao 

desta substantia. Uma camada metalica interligada a uma camada dieletrica e utilizada 

para a excitagao do fenomeno SPR. Para captagao da luz refletida, os sensores de imagem 
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A (nm) 

(b) 

Figura 2 - Curvas de refletividade da superficie como fungao (a) do angulo de incidencia 

da luz e (b) do comprimento de onda da luz para duas propriedades opticas 

diferentes da terceira camada. A condigao ressonante e detectada a partir do 

minimo de refletividade. A largura da curva a meia altura, ou F W H M (Full 

Width at Half Maximum), 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 sao sensores CCD (charge-coupled device) e 

sensores CMOS (complementary metal-oxide-semiconductor). 

Na maioria dos casos, a camada metalica dos sensores SPR e constituida de ouro ou 

prata porque estes materials proporcionam a ocorrencia da ressonancia numa combinagao 

conveniente de comprimento de onda da luz e angulo de incidencia. Alem disso, esses 

metais nao sofrem reagoes com as substantias bioquimicas tipicamente utilizadas em 

sensores SPR. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.5.1 Biosensores SPR 

O fenomeno SPR pode ser utilizado para detecgao de biomoleculas ou avaliagao 

de reagoes bioquimicas. Um sensor SPR monitora mudangas no indice de refragao pro-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

UFCO/BIBLIOTECAfBC I 
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Figura 3 - Esquema de um sensor SPR composto por quatro camada. A componente kx 

entra em ressonancia com ksp, resultando em perda de refletividade. A refleti-

vidade da superficie metalica e medida usando um conjunto de fotodetectores, 

que pode compor uma camera de duas dimensoes ou um sensor de linha. 

ximo a superficie metalica. Um biosensor SPR e formado por uma camada bioquimica 

ativa proxima a superficie metalica. Relembrando o esquema exibido na Figura 1, as duas 

primeiras camadas do dispositivo constituem a interface metal-dieletrico enquanto uma 

substantia bioreceptora que interage com a substantia de interesse e imobilizada sobre 

a superficie metalica, formando assim a terceira camada (bioreceptora) da estrutura de 

multiplas camadas. Uma vez montado este conjunto de camadas, uma solugao aquosa, na 

qual, a substantia de interesse pode estar presente, e induzida a fluir sobre a terceira ca-

mada. A camada bioreceptora e seletiva, de forma que caso a substantia de interesse esteja 

presente na solugao, a substantia de interesse ficara ligada a camada bioreceptora e isto 

resultara numa pequena variagao no indice de refragao desta camada e, consequentemente, 

uma mudanga na refletividade da estrutura de multiplas camadas. Assim, a presenga da 

substantia de interesse pode ser determinada rastreando mudangas na refletividade da 

estrutura de multiplas camadas em relagao a valores de referencia conhecidos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.5.2 Sensorgrama 

Ao se admitir uma nova substantia na celula de fluxo, a adesao dessa substantia 

na superficie (adsorgao) nao ocorre de forma instantanea [14]. O fenomeno de adsorgao 

faz com que as mudangas na condigao ressonante sejam continuas ao longo do tempo. A 

evolugao no tempo (cinetica) da condigao ressonante fornece informagoes importantes para 

a analise da estrutura de multiplas camadas. A analise da cinetica pode ser utilizada para 

indicar o tipo de reagao que ocorre ou se produtos intermediaries participam da reagao. Por 

exemplo, ao ocorrer uma reagao de ligagao na passagem de um analito pelo bioreceptor, 

a condigao ressonante sofre uma variagao, conforme ilustrado na Figura 4. Com a analise 
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da cinetica, e possivel determinar caracteristicas importantes da reagao, como constantes 

de equilibrio e dissociagao, assim como determinar os tempos de initio e fim da reagao 

alem de possiveis anomalias. A analise da cinetica e feita com um sensorgrama, que e um 

grafico da evolugao da condigao ressonante ao longo do tempo. O sensorgrama tambem e 

ut i l para realizagao de ciclos de limpeza ou experimentos controlados. 

O sensorgrama pode representar a variagao da condigao ressonante ao longo do 

tempo, sendo u t i l para determinagao dos tempos de init io e fim de reagoes ou rotinas con-

troladas, como ciclos de limpeza. Contudo, uma medida mais adequada para a construgao 

de sensorgramas e a variagao do indice de refragao da camada analisada, A n 3 , medida em 

unidade de indice de refragao, ou RIU (Refractive Index Unit). Na Figura 5, e exibido um 

exemplo de sensorgrama. Nos tempos miiltipos de 1000s, uma nova substantia e admitida 

na celula de fluxo e uma variagao na condigao ressonante ocorre. Devido os fenomeno de 

adsorgao, e esperado que a variagao da condigao ressonante se comporte como um sistema 

dinamico linear de primeira ordem. 

Neste trabalho, o objetivo e determinar a condigao ressonante os efeitos de adsorgao 

e de reagoes bio-quimicas nao sao analisados. 

Figura 4 - Ilustragao de reagao que ocorre em um sensor SPR. A substantia presente 

no analito se liga ao bioreceptor, causando uma mudanga nas caracteristicas 

opticas da estrutura e, consequentemente, uma mudanga na ressonancia. As 

linhas vermelhas representam a resposta de um sensor de linha e a faixa preta 

nelas indica a condigao ressonante. O cada ponto obtido no sensor de linha 

corresponde a um angulo de incidencia de luz diferente. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.5.3 Determinacao da Condicao Ressonante 

O rastreamento da condigao ressonante e uma etapa crucial em sensores SPR. O 

rastreamento da condigao ressonante e realizando por meio da localizagao da posigao de 

minima refletividade a partir de um sinal (imagem ou vetor de uma dimensao) da refle-

tividade da superficie. No entanto, a localizagao pode ser prejudicada por varios fatores, 
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Figura 5 - Exemplo de sensorgrama. A cada intervalo de 1000 segundos, uma substancia 

diferente da anterior e admitida na celula de fluxo. As setas indicam a entrada 

de uma nova substancia. Usualmente, uma substancia (e. g., agua) e utilizada 

como referenda no comego do experimento e a evolugao no tempo da condigao 

ressonante ou do indice de refragao sao utilizadas para analise. 
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Figura 6 - Diagrama representative de um sensor SPR e das diversas formas de pertur-

bagao que afetam a resposta de um sensor SPR. 

sejam eles espaciais, a exemplo de imperfeigoes no caminho optico; ou temporais, a exem-

plo de variagoes na fonte de luz e no detector optico, e influencia de fatores externos, como 

luz e temperatura. Um diagrama representative contendo uma relagao simplificada dos 

fatores que influenciam a resposta de um sensor SPR e exibido na Figura 6. Rugosidade, 

deformidade e nao-uniformidade sao perturbagoes espaciais, que tendem a depender do 

angulo de incidencia 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 sao perturbagoes temporais, que afetam a resposta do sensor mas nao podem ser 

compensados pois sao influenciados pelo tempo. 
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2.6 Modelo de perturbacao em sensores SPR 

A determinagao de mudangas de refletividade na estrutura de multiplas camadas 

pode ser prejudicada por varios fatores, a exemplo de ruido, imperfeigoes no caminho 

optico e variagoes na fonte de luz e no detector optico. 

Sobre os aspectos relacionados as perturbagoes, o modelo descrito por Thirstrup e 

Zong em seu artigo sobre o centroide com linha base dinamica [15] foi utilizado. O modelo 

de perturbagao e apresentado para o modo de interrogagao angular, no entanto, ele pode 

ser adaptado para o modo de interrogagao por comprimento de onda alterando a variavel 

independente, 9, por A. 

No modelo de perturbagao, e considerado que a resposta do fotodetector, P (9, t), 

pode ser expressa como 

P(9,t) = G[a(0,t)I0 + l3(t)}, (2.14) 

com, 

a (9, t) = R(9 + A9n (t)) + B\ (t) + AF (9) (2.15) 

e 

/3(t) = B'0(t) + AN(t), (2.16) 

em que: Geo fator de ganho do fotodetector; IzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAQ e a intensidade de luz normalizada; 

R(9,n3) e a fungao da refletividade da superficie sob condigao de angulo de incidencia 

9; B'0 (t) e uma perturbagao de fundo independente da intensidade luminosa, que ocorre 

devido ao ruido de corrente escura do fotodetector; e B[ (t) e uma perturbagao de fundo 

dependente da intensidade luminosa, que ocorre devido ao espalhamento da luz e flutu-

agoes na intensidade da fonte de luz e no ganho do fotodetector. O termo A N (t) esta 

relacionado com o ruido de quantizagao do detector e flutuagSes de corrente escura; A F (6) 

esta relacionado com uma perturbagao independente do tempo, mas dependente do es-

pago devido a forma da superficie; e A9n (t) corresponde a um ruido de fase originado 

da fonte de luz, que emite luz em comprimentos de onda distintos, e caminho optico nao 

ideal. 

2.7 Processamento de Sinais 

Para lidar com os diversos tipos de perturbagao e monitorar com precisao a con-

digao ressonante, estrategias de processamento de sinais adequadas sao necessarias. Essas 

estrategias ganham uma importancia maior quando a necessidade de medigoes com alta 

resolugao e baixo nivel de ruido entra em conflito com a necessidade de contrugao de 

dispositivos portateis, de baixo custo e com capacidade de processamento limitada [16]. 
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O processamento de sinais pode ser considerado o ultimo passo de um experimento 

envolvendo sensores SPR. A escolha de boas estrategias de processamento e fundamental 

para melhorar caracteristicas do sensor, como precisao e relagao sinal-ruido [17]. 

Normalmente, o processamento de sinal em um dispositivo SPR e aplicado em tres 

etapas: normalizagao, filtragem e detecgao. A etapa de normalizagao e necessaria porque, 

geralmente,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA lasers comerciais sao utilizados como fonte de luz em dispositivos SPR e 

a maioria deles apresenta uma distribuigao de intensidade de luz gaussiana espacial na 

safda. Isso significa que ao se obter um sinal de refletividade na condigao de reflexao interna 

total , este sinal tern o formato de uma curva gaussiana. A etapa de normalizagao consiste 

em dividir todas as curvas obtidas por uma curva base da condigao de reflexao interna 

total para compensar a nao uniformidade da fonte de luz. A etapa de filtragem aprimora 

a qualidade dos sinais obtidos pela aplicagao de filtros para minimizagao dos efeitos de 

ruido. Tipicamente, filtros simples como media e mediana sao aplicados nos dominios 

temporal e espacial. A etapa de detecgao consiste em determinar a condigao ressonante 

ou variagoes na condigao ressonante, que e a determinagao do angulo de ressonancia ou 

do comprimento de onda de ressonancia. No Capitulo 3, e feita uma discussao a respeito 

dos principals metodos de processamento para detecgao da condigao ressonante existentes 

na literatura. 
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A determinagao rapida e precisa de variagoes no ponto de ocorrencia do fenomeno 

SPR e de fundamental importancia para qualquer sensor SPR. Para garantir um desem-

penho apropriado de um dispositivo SPR, devem ser utilizados metodos de processamento 

de dados adequados. 

3.1 Metodos de rastreamento da condicao ressonante 

Na literatura, existem varios estudos focados na criagao ou aprimoramento de 

metodos para rastreamento do ponto de ocorrencia do fenomeno SPR. Tais metodos sao, 

majoritariamente, baseados: (i) no metodo do centroide; (ii) em alguma aproximagao da 

curva SPR obtida por uma fungao; ou (iii) em extragao de caracteristicas da curva SPR. 

3.1.1 Centroide 

Um dos metodos mais utilizados para determinagao da ressonancia de plasmons 

de superficie e o metodo do centroide com linha base fixa, que e ut i l para determinagao 

do ponto maximo ou minimo de curvas simetricas, a exemplo de curvas polinomiais de 

segunda ordem ou gaussianas. Para determinar a posigao de minima refletividade, o me-

todo do centroide determina o centro geometrico da regiao da curva SPR abaixo de uma 

linha base, conforme ilustrado na Figura 7. O valor correspondente ao centro geometrico 

c _ r f UzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (0L-ei[6}) 

em que: I [9] e o valor de intensidade da curva no angulo 9 e L e a linha base. A posigao 

do centro geometrico obtido pela aplicagao do metodo do centroide e utilizada como a 

posigao da condigao ressonante. 

No entanto, o formato da curva SPR e assimetrico em relagao a posigao de mi -

nimo da curva SPR, o que faz com que a escolha da linha base interfira no valor do centro 

geometrico numa curva. Alem disso, devido ao formato assimetrico, a posigao do centro 

geometrico nao e equivalente a posigao de minimo. Sendo assim, existem muitos traba-

lhos na literatura com variagoes do metodo do centroide para determinagao da condigao 

ressonante. 

JohansenzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. [18] propuseram um metodo do centroide ponderado para reduzir 

os err os de linear idade e proporcionar melhor desempenho que o centroide tradicional. 
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gura 7 - Esbogo ilustrativo para mostrar o conceito basico do algoritmo do centroide. 

O algoritmo determina o centro de massa de uma regiao abaixo de uma linha 

base que e a regiao hachurada na figura. 

Thirstrup e Zong [15] propuseram ajustar a linha base dinamicamente de acordo 

com parametros pre-definidos para aprimorar o desempenho do metodo do centroide e 

compensar os efeitos da assimetria da curva. O metodo de Thirstrup e Zong e insensivel a 

ruido de disparo (shot noise) e ruido de piano 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 metodo de Thirstrup e Zong pode demandar muitas iteragoes para convergir. 

Por isso, este metodo e considerado ineficiente computacionalmente. 

Hu e Zhao [19] propuseram manter a linha base fixa e usar o quadrado da distancia 

a partir da linha base para o ponto como peso para este determinado ponto. Sob condigoes 

ideais, para uma mesma linha base, o metodo de Hu e Zhao leva a erros menores que o 

do centroide tradicional. No entanto, os efeitos da assimetria nao sao compensados e, em 

curvas com alto nivel de ruido, os efeitos do ruido sao amplificados consideravelmente, 

podendo levar a erros maiores que os erros otidos utilizando o metodo do centroide basico. 

Zhan et al. [20] propuseram um metodo do centroide para determinagao do ponto 

de ocorrencia do fenomeno SPR que nao faz uso de linha base. Nesse metodo, eram 

escolhidos a priori duas faixas de pontos para o uso do centroide. Os autores indicaram seu 

metodo como rapido e com erro proximo ao metodo de Thirstrup e Zong. No entanto, para 

grandes variagoes do ponto de minima refletividade, o metodo de Zhan et al. apresenta 

um erro elevado. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.1.2 Funcoes de interpolacao 

E possivel obter a expressao para a curva SPR em fungao das variaveis independen-

tes (angulo de incidencia ou comprimento de onda da luz) a partir dos modelos existentes. 

No entanto, a expressao e complexa e seu nivel de complexidade aumenta exponencial-

mente a medida que aumenta o numero de camadas da estrutura. Por isso, varios trabalhos 

encontrados na literatura tem como foco o uso de expressoes mais simples como forma de 
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ajuste da curva SPR e determinagao da ressonancia. 

Em suas analises, muitos autores consideram uma aproximagao Lorentziana para 

a curva SPR, expressa como 

R L ( Z ) = (x-B? + V ( 3 ' 2 ) 

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

senta a variavel independente (angulo de incidencia ou comprimento de onda, dependendo 

do modo de operagao). Essa aproximagao serve, inclusive, para realizar analises teoricas 

das camadas no projeto de um sensor SPR [21]. No entanto, a aproximagao Lorentziana 

e simetrica em relagao a condigao ressonante e nao equivalente a curvas SPR reais. 

Chinowsky et al. [22] estabeleceram que, para pequenas variagoes nos parametros 

da estrutura multicamada, e possivel determinar qualquer parametro da estrutura por 

meio de uma projegao linear otima a partir dos dados obtidos. Contudo, essa estrategia 

requer conhecimentos detalhados dos elementos que compoem o biosensor, como caracte-

risticas da fonte de luz e do fotodetector e ate mesmo das fontes de perturbagSes. 

Kurihara et al. [23] partiram do modelo de Fresnel de tres camadas e, apos diversas 

aproximagoes e simplificagoes, obtiveram uma expressao matematica nao-linear cuja forma 

se assemelha muito a de uma curva SPR para o modo de interrogagao 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 posigao e profundidade 

do ponto de minima refletividade. Para realizagao do ajuste da curva, K. Kurihara et 

al. sugeriram usar o bem estabelecido algoritmo de Levenberg-Marquardt [24]. Como 

limitagoes para aplicagao de tal metodo 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 fungao parametrizada nao-linear seme-

lhante a de Kurihara et al. para o metodo de interrogagao de comprimento de onda. 

Diferentemente de Kurihara et al., que derivaram sua equagao apenas para uma estrutura 

de tres camadas, Tobiska e Homola mostraram que a sua equagao pode ser aplicada a 

estruturas com diferentes numeros 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 limitagoes da proposigao de Kurihara et al.. 

Karl e Pien [26] propuseram utilizar um estimador de maxima verossimilhanga 

para determinar as variagoes na posigao 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 nao e robusto a ruidos de 

disparo e de fundo. Alem disso, muitas iteragoes podiam ser necessarias para convergencia 

do metodo. 



Capitulo 3. Revisao da Literatura zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA18 

Hastings [27] propos algumas mudangas no estimador de maxima verossimilhanga 

de Karl e Pien para torna-lo mais robusto aos ruidos de disparo e de piano de fundo. 

Mesmo assim, a abordagem usada por Karl e Pien e Hastings considera que as curvas 

SPR sao exatamente iguais, o que nao e verdade na pratica. 

Wang et al. [28] estudaram formas de otimizar o rastreamento do ponto de minima 

refletividade por meio de aproximagoes por fungoes polinomiais. Os autores aflrmaram 

que fungdes de ordem maior que tres nao 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-

agoes no indice de refragao de uma camada. oa autores relataram que, com a aplicagao 

do algoritmo, e possivel aprimorar a relagao sinal-ruido e o limite de detecgao. 

Xie et al. [30] propuseram algoritimo de fusao de dados Maximum a Posteriori 

(MAP) para estimar a curva SPR e a posigao de minima refletividade. Segundo os autores, 

o metodo e 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 optico podem prejudicar 

os resultados. 

Sereda et al. [31] utilizaram a equagao desenvolvida por Kurihara et al. [23] e 

determinaram uma faixa de pontos igualmente espagados otima para aplicagao da equagao 

no modo de interrogagao por comprimento de onda. Os autores relataram que aumentar 

o numero de pontos para estimagao da curva diminui o nivel de ruido, mas aumenta a 

incerteza (erro) da curva estimada. Uma estimativa inicial da posigao de minimo pode ser 

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

Ghasemi et al. [32], apresentaram formulas fechadas para o erro de estimagao na 

detecgao da ressonancia. Os autores aflmaram que as fomulas otimizam consideravelmente 

o processo de detecgao de ressonancia. No entanto, as formulas foram desenvolvidas ape-

nas para o caso simples de uma aproximagao polinomial quadratica para detecgao da 

ressonancia. Alem disso, tais formulas nao foram aplicadas experimentalmente, visto que 

os autores fizeram apenas uma analise teorica delas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.1.3 Outras abordagens 

Em adigao aos metodos baseados no centroide e em aproximagSes por fungoes, 

existem outras abordagens para determinagao da condigao ressonante. 

Partindo de algumas caracteristicas da curva SPR, Owega e Poitras [33] estabe-

leceram que a posigao de minima refletividade pode ser rastreada com base numa cor-

respondent de similaridade local. No entanto, esta abordagem e sensivel a escolha de 

parametros por parte do usuario e, em condigoes ideais, leva a erros maiores que os me-
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todos tradicionais. 

Souza Filho et al. [34] analisaram que mudangas na condigao ressonante tambem 

podem ser verificadas com base nas caracteristicas da curva SPR, a exemplo da largura e 

da assimetria. Todavia, estas caracteristicas nao sao tao faceis de obter na pratica devido 

as diferengas entre curvas SPR teoricas e experimentais. 

Karabchevsky et al. [35] propuseram utilizar a transformada de Radon para ex-

trair a posigao de minima refletividade de uma imagem SPR (processamento em duas 

dimensoes). Karabchevsky et al. relataram seu metodo como rapido. No entanto, sao rea-

lizadas operagoes de grande complexidade computacional, como a transformada de Radon 

e medianas com 900 pontos numa imagem 900 x 800 pixels, e nao foi realizada analise do 

desempenho computacional do metodo, o que leva a questionar a sua eficiencia. 

Geng et al. [36] montaram um esquema para gerar curvas SPR semiperiodicas. 

Eles propuseram utilizar a transformada de Fourier nessas curvas semiperiodicas para 

rastrear a condigao de ressonancia. Geng et al. nao demonstraram porque seu metodo 

funciona e utilizaram-no apenas para detectar mudangas na estrutura multicamadas, nao 

quantificando estas mudangas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

3.2 Conclusao 

Apesar da existencia de diversos metodos para rastreamento da condigao resso-

nante, cada abordagem de processamento apresenta limitagoes, seja em relagao a com-

plexidade computacional; a rejeigao de perturbagoes; ou aos erros na determinagao da 

posigao de minima refletividade. Nos capitulos seguintes, diferentes abordagens sao por-

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

Neste capitulo, as caracteristicas morfologicas da curva SPR sao exploradas de 

forma que e possivel determinar a variagao do ponto de minima refletividade a partir de 

aproximagoes por fungoes cossenoidais dos dados experimentais obtidos. Esta abordagem 

leva a uma solugao eficiente computacionalmente e possibilita a determinagao da variagao 

da posigao de minimo numa iinica iteragao com robustez e precisao. 

4.1 Descricao do metodo 

Para a analise apresentada nesta segao, sera considerado que apenas o indice de 

refragao da camada biologica e alterado (i.e., a terceira camada na Figura 8). A variavelzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA x e 

utilizada como um indexador para ambos, o angulo de incidencia da luz, 9, 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. 

Figura 8 - Estrutura representativa de um sensor SPR de tres camadas. 

4.1.1 Morfologia da curva SPR 

A fungao 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 Ri (x), em que, x representa um indexador de um ponto na variavel controlada 

(angulo de incidencia da luz ou comprimento de onda da luz, dependendo do modo de 

operagao) sobre a curva SPR. Ao mudar o indice de refragao da terceira camada, havera 

mudangas na curva SPR, no entanto, a morfologia da curva e, essencialmente, a mesma, 

conforme ilustrado na Figura 9. Apesar da mesma morfologia, sao observadas mudangas 
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na posigao e intensidade do minimo, e mudangas na profundidade e na largura da curva. 

A variagao de largura da curva e proporcional a variagao na posigao de minimo. Com base 

nessas mudangas, e possivel representar a nova curva SPR, R2 (x), baseada em Ri (x), por 

meio da seguinte transformagao 

R2 (x) = ARX (ax + ax0) + B, (4.1) 

na qual: A, B, a, e x$ sao parametros reais e constantes (e, usualmente, desconhecidos). 0 

parametro A esta relacionado com a mudanga de profundidade da curva, o parametro B 

corresponde a variagao na intensidade de minima refletividade, o parametro a representa 

um escalonamento na curva (FWHM2 = a F W H M l ) , e o parametrozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA XQ esta relacionado 

ao deslocamento da posigao do minimo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.1.2 Aproximacao da curva SPR por uma funcao cossenoidal 

Para determinar a variagao da posigao de minima refletividade, sera considerado 

que uma curva SPR pode ser aproximada por [37] 

R (x) « Re [R (x)} (4.2) 

em que, R representa uma fungao complexa cossenoidal, expressa por 

R ( x ) = c e > ( * h (4.3) 

O coeficiente otimo, c, em termos de minimizagao do erro medio quadratico para tal 

aproximagao, e determinado pela projegao de R (x) em 

c=JTR(x)e<2*)x, (4.4) 

em que, X e o numero de pontos (x varia de 1 a X) (ver Figura 10; j e a unidade 

imaginaria (jzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — y/—l); e E e uma constante, visto que o somatorio do denominador e 

constante. O coeficiente c e complexo e, portanto, pode ser expresso como 

c = CZ$, (4.5) 

em que, C e a amplitude da cossenoide e 

* = t a n - > ( ^ (4.6) 
Re(c) 

e o angulo de fase da cossenoide. E importante observar que o valor medio e desconsiderado 

na aproximagao. 
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Figura 9 - Grafico da refletividade da superficie para diferentes valores do indice de 

refragao da terceira camada. As mudangas de largura da curva e da posigao de 

minima refletividade sao perceptiveis. As curvas sao exibidas para representar 

variagoes (b) positivas ou (c) negativas no indice de refragao. 
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Figura 10 - Curva SPR discreta com uma indicagao da relagao entre angulo e indexador. 

as 

0 

x 

Figura 11 - Curvas SPR (tracejadas) e suas aproximagoes por cossenoides. A diferenga 

entre as posigoes de minimo das curvas SPR e similar as diferenga de fase das 

cossenoides. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.1.3 Rastreamento de mudancas na posicao de mfnima refletividade 

As curvas SPR nao se parecem com as cossenoides e as posigoes de minimo das 

curvas SPR sao diferentes das posigoes de minimo das cossenoides. Na Figura 11, sao 

exibidas curvas SPR e suas aproximagoes por uma fungao cossenoidal. No entanto, a 

diferenga entre as posigSes de minimo das curvas SPR e similar a diferenga entre as 

posigoes de minimo das cossenoides e, consequentemente, da diferenga de fase entre elas. 

A diferenga de fase pode ser utilizada para se determinar a diferenga de minimo entre as 

curvas SPR. 

A aproximagao definida em (4.2) e, essencialmente, uma expansao em series de 

Fourier considerando apenas a primeira harmonica. Utilizando Ri (x) como uma curva 

SPR de referenda e considerando as propriedades da transformada de Fourier e a trans-

formagao apresentada em (4.1), a fase, <&2, obtida a partir da aproximagao de i? 2 (x) por 

uma cossenoide pode ser expressa em fungao da fase de referenda, <&i, por 

$ 2 = a $ ! + ax0. (4.7) 

Calculando a diferenga de fase entre as cossenoides, 

= $ 2 - $ ! , (4.8) 
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obtem-se 

A $ R = (a - 1) * ! + ax0. (4.9) 

0 termo (a — 1), corresponde exatamente a variagao no comprimento da curva, que, con-

forme mostrado nos resultados de simulagao apresentados mais adiante neste capitulo 

(Figura 12(b) Figura 15(b)), e quase linearmente proporcional a variagao da posigao de 

minima refletividade. Assim, 

(a - 1) $ i oc ax0 (4.10) 

ou 

7OX0 = ( a ( 4 . 1 1 ) 

em que, 7 e uma constante de proporcionalidade obtida a partir da relagao entre aAx 

e (a — 1)zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA $ 1 . Portanto, a variagao de posigao na minima refletividade pode ser expressa 

como 

A z £ = a * 0 = y ^ . (4.12) 

De forma que, conhecendo a constante 7 e a diferenga de fase A $ zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAH , e possivel rastrear 

variagoes na posigao de minima refletividade, representadas por Ax^. E importante notar 

que esta abordagem serve apenas para determinar variagoes na condigao ressonante, sendo 

necessaria uma calibragao previa para utilizagao de uma condigao de referenda. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.2 Analise do efeito das perturbagoes 

Observando (4.12), e possivel notar quezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 0 resultado final nao depende dos para-

metros Ae B. Isto significa que, usando a tecnica proposta, a amplitude e o nivel DC dos 

sinais obtidos nao influenciam 0 resultado. 

Para analisar os efeitos das fontes de perturbagao, o modelo apresentado na se-

gao 2.6 foi utilizado. Os ruidos de fundo, B'0 (i) e B\ (t), sao classificados como de variagao 

lenta e podem ser considerados constantes durante a aquisigao de uma curva SPR. Obser-

vando as Equagoes 2.14; 2.15; e 2.16, e possivel ver que B0 (t) e B[ (t) afetam P (9, t) como 

um nivel DC e o parametro G afeta P [9, t) como um multiplicador constante (ganho em 

amplitude). Portanto, esses parametros podem ser desconsiderados desde que o nivel DC 

e o ganho em amplitude nao afetam o resultado final quando se usa a abordagem pro-

posta. Os termos A F (6) e A N (t) podem ser combinados em um unico termo, AW (9, t), 

modelado como um ruido branco gaussiano de media nula. Portanto, para a analise que 

utiliza o metodo proposto, considerando a intensidade de luz normalizada (To = 1), a 

resposta do fotodetector pode ser reescrita como 

P* (0, t) = R(6 + A9n (t)) + AW (9, t). (4.13) 
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A aproximagao deflnida em (4.2) contem uma componente de uma unica frequen-

cia. Portanto, o processamento do sinal usando o metodo proposto contem, implicita-

mente, um filtro passa baixa de altissima qualidade. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3 Resultados de simulacoes 

Para verificar a aplicabilidade do metodo descrito, foram desenvolvidas simulagoes 

digitals com base no modelo de Fresnel (descrito na segao 2.3) para calcular a refletividade 

de uma estrutura de multiplas camadas. As simulagoes foram desenvolvidas para os dois 

modos de operagao principals: modo de interrogagao angular e modo de interrogagao 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 refragao 

foi variado, podendo ser considerada a camada biologica; e uma camada de agua, usada 

para representar a parte aquosa de uma solugao. Nas simulagoes, foram analisadas as 

variagoes dos parametros, o erro de detecgao e a estabilidade dos dados na presenga de 

perturbag5es. 

Para avaliar a influencia das perturbagoes e a estabilidade dos resultados obtidos 

a partir do uso do metodo proposto, foi utilizado o Desvio Quadratico Medio (DQM) com 

relagao a condigao ideal para curvas perturbadas sob o modelo de perturbagao descrito 

na segao 2.6. O D Q M e calculado por 

1 MzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA- 2 

^ fa.) = MzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAH lzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAAf)TR K ) - A0£ (0] , (4.14) 

em que, A9^ (n 3 ) representa a variagao na condigao ressonante calculada utilizando o 

metodo proposto em condigoes ideais (sem perturbagoes) e A9p (i) representa a z-esima 

estimativa da variagao na condigao ressonante obtida utilizando o metodo proposto na 

presenga de perturbagoes. 

4.3.1 Modo de interrogacao angular 

Para o modo de interrogagao angular, foi considerado um comprimento de onda 

da luz fixo, A = 670nm, e o angulo de incidencia da luz, 9, variando de 63° a 79° em 

passos de 0,015625°. Foi utilizada uma estrutura de quatro camadas e os valores dos 

parametros da estrutura sao exibidos na Tabela 1. Nas simulagoes, o indice de refragao, 

n 3 , foi variado de 1,33 a 1,37 em passos de 0,001. Os valores escolhidos sao condizentes 

com os equipamentos utilizados para a realizagao experimental. 

Na Figura 12(a), e mostrado um conjunto de curvas SPR obtidas para diferentes 

valores do indice de refragao, n3. Na Figura 12(b), a variagao da largura da curva (i.e. 

FWHM) em fungao da variagao na posigao de minima refletividade para diferentes valores 
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Tabela 1 - Parametros da estrutura de multiplas camadas usados no modelo de simu-

lagao. As espessuras das camadas externas (1 e 4) sao muito maiores que as 

espessuras das camadas internas e sao onsideradas infinitas. 

camada composigao indice de refragao larj pira (nm) 

1 TOPAS n j = 1,526 di = oo 
2 fina camada de ouro n 2 = 0,161 + 3, 787j d2 = 50 

3 biocamada n 3 = 1,33 a 1,37 d3 = 400 

4 agua n 4 = 1,333 d\ = CO 

do indice de refragao, n 3 , e exibida. A partir da Figura 12(b), e possivel perceber que a 

largura da curva, que esta relacionada com o parametro a em (4.1), esta linearmente 

relacionada com a variagao na posigao do minimo, o que foi considerado em (4.10) e 

(4.11). 

As variagoes do angulo de ressonancia obtida a partir da busca do ponto de minima 

refletividade nas curvas SPR sem ruido sao chamadas de verdadeiras. O erro de detecgao 

para os outros metodos e calculado com relagao ao caso verdadeiro utilizando a seguinte 

expressao para o modo de interrogagao angular 

SAeR (na) = A0T
R (n 3 ) - A0*R ( n 3 ) . (4.15) 

em que, A9R (n 3 ) e a variagao do angulo de ressonancia para o caso verdadeiro e A6R (n 3 ) 

e a variagao do variagao do angulo de ressonancia estimada utilizando algum metodo de 

determinagao. 

Na Figura 13, sao exibidos os graficos da variagao do angulo de ressonancia para 

os casos "verdadeiro", estimada utilizando o metodo do centroide (A#g) e estimada u t i l i -

zando o metodo proposto (A9R). Em todos os casos, a variagao na posigao do minimo foi 

determinada com base em curvas SPR ideais (livres de perturbagao). E importante lem-

brar que, com excegao do metodo do centroide quadratico, todos os metodos do centroide 

levam a resultados semelhantes quando as curvas processadas sao livres de perturbagao. 

Na Figura 13(b), sao exibidos os graficos do erro (valor verdadeiro — valor calculado) 

de determinagao das variagoes do no angulo de ressonancia determinadas utilizando o 

metodo do centroide e o metodo proposto. Os erros na determinagao do indice de refragao 

usando o metodo proposto sao menores que usando o metodo do centroide. 

Na Tabela 2, sao mostrados os valores obtidos da D Q M para o metodo proposto 

relativos a condigao ideal para curvas perturbadas sob o modelo de perturbagao descrito 

na segao 2.6. Os termos de perturbagao, A9^ e AN, foram gerados com uma distribui-

gao Gaussiana de media nula e variancias o~\g e o~\N. Para determinagao da variagao 

do minimo com o metodo proposto, nenhuma estrategia de aprimoramento do sinal foi 
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Figura 12 - (a) Refletividade do sistema de multiplas camadas para diferentes valores 

de n 3 . As curvas sofrem um deslocamento para a direita a medida que se 

aumenta valor de n 3 , a curva mais a esquerda foi calculada com n 3 = 1,33 

e a curva mais a direita foi calculada com n3 = 1,37. Estas curvas foram 

utilizadas para calcular a relagao entre a variagao de largura e a variagao 

da posigao de minima refletividade. (b) Mudanga na F W H M em fungao da 

posigao 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 D Q M na Tabela 2 foi calcu-

lado usando 1000 curvas SPR geradas para cada indice de refragao. A partir da Tabela 2, 

e perceptivel que o metodo proposto apresenta capacidade de rejeigao de ruido, visto que 

o DQM e significativamente baixo se comparado com a resolugao do sensor (0,0156). 

4.3.2 Interrogacao por comprimento de onda 

Para o modo de interrogagao por comprimento de onda, a dependencia optica 

em relagao ao comprimento de onda da luz nos materials empregados na estrutura de 

multiplas camadas foi considerada. Sabendo que o TOPAS comega a transmitir a partir 

de 390nm, o comportamento das propriedades opticas em fungao do comprimento de onda 

sao exibidos na Figura 14. A figura tambem contem a fungao dieletrica da camada de ouro 

em fungao do comprimento de onda da luz utilizando o conjunto de dados experimentais 
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Figura 13 - Resultados das simulagdes para determinagao da condigao ressonante (a) 

Determinagao da variagao no angulo de ressonancia para materials com dife-

rentes indices de refragao. (b) Erro na determinagao da variagao do angulo de 

ressonancia obtidos com o uso do metodo proposto e o metodo do centroide. 

Tabela 2 - Efeito do ruido sobre a detecgao da variagao da posigao de minimo obtida com 

o metodo proposto. 

D Q M = 0,1 ^ = 0,2 ^ = 0 , 3 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

aAN — 0 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA— 0,013 0,023 0,381 

°~AN = 0,1 0,001 0,014 0,030 0,387 
2 

^ A J V — 
0,2 0,002 0,019 0,074 0,403 

0,3 0,003 0,027 0,091 0,410 

de Jhonson e Christy :38 •. 

Nas simulagoes, foi considerado um angulo de incidencia da luz fixo, 9 = 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, n 3 , foi variado de 1,33 a 1, 37, em passos de 0,001. Os valores escolhidos 

sao condizentes com os equipamentos utilizados para a realizagao experimental. 

Na Figura 15(a), e apresentado um conjunto de curvas SPR para diferentes valores 
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Figura 14 - Dispersao dos materiais utilizados na estrutura de multiplas camadas. Indice 

de refragao como uma fungao do comprimento de onda para (a) TOPAS e (b) 

agua desgaseificada e desionizada. (c) Fungao dieletrica do ouro em fungao 

do comprimento de onda 
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Figura 15 - (a) Refletividade do sistema multicamadas para diversos valores de n 3 . As 

curvas sofrem um deslocamento para a direita a medida que se aumenta valor 

de n 3 . A curva mais a esquerda foi calculada com n 3 = 1,33 e a curva mais a 

direita foi calculada com n 3 = 1,37. As curvas foram utilizadas para calcular 

a relagao entre a variagao de largura e a variagao da posigao de minima 

refletividade. (b) Variagao da largura da curva em fungao da variagao da 

posigao de minima refletividade para as curvas apresentadas em (a). 

do indice de refragao da terceira camada, n 3 . Na Figura 15(b), e apresentado o grafico 

da variagao da largura da curva (FWHM) em fungao da variagao do ponto de minima 

refletividade para diferentes valores do indice de refragao, n 3 . Pela Figura 15(b), e possivel 

notar que a variagao da largura da curva, que esta relacionada com o parametrozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA a em 

(4.1), e quase linearmente relacionada a mudanga de posigao de minima refletividade, o 

que foi considerado em (4.10) e na (4.11). 

Na Figura 16, sao mostrados os graficos da variagao no comprimento de onda de 

ressonancia para os casos "verdadeiro" (AA#), estimado usando o metodo do centroide 

(AA§) e estimada usando o metodo proposto (AA#). Em todos os metodos, a variagao 

na posigao do minimo foi determinada com base em curvas SPR ideais (livres de pertur-

bagoes). 
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Figura 16 - Resultados de simulagoes para determinagao da condigao ressonante no modo 

de interrogagao por comprimento de onda para materials com diferentes in -

dices de refragao. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.3.3 Aspectos computacionais 

Em termos gerais de complexidade, para processar uma curva com 1024 pontos, o 

metodo de aproximagao por fungao cossenoidal requer ate 4103 FLOPS (FLoating-point 

Operations Per Second). Para processar a mesma curva com 1024 pontos, o metodo do 

centroide com linha base fixa requer ate 5124 FLOPS. E importante comentar que a 

aplicagao do metodo do centroide requer um aprimoramento previo da qualidade dos 

sinais obtidos, resultando em um custo computacional maior. 

4.4 Resultados experimentais 

Para demonstrar a aplicabilidade do metodo proposto, experiencias com solugoes 

de diferentes indices de refragao foram realizadas. As substantias utilizadas nos experi-

mentos foram agua desgaseificada e desionizada ( H 2 0 ) e solugoes de alcool isopropilico. 

Para ambos os modos de operagao, interrogagao angular e por comprimento de onda, as 

curvas SPR foram obtidas para H 2 0 , e solugoes com alcool a concentragoes de 20%, 30%, 

40%, 50%, 60% e 70%. 

Para analisar a estabilidade do metodo, foram calculadas a media e a variancia 

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

l_ 

At zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
(4.16) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

t=tc-At 

^ t=tc-At 

(4.17) 

em que, tc corresponde aos tempos finais da presenga de substancia na celula de fluxo a 

cada concentragao, e At a faixa de tempo utilizada para calculo. 
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4.4.1 Modo de interrogacao angular 

Fotografias do equipamento utilizado nos experimentos para o modo de interro-

gagao angular sao exibidas na Figura 17. O sistema optico usa um elemento de acopla-

mento optico difrativo. ou DOCK (Diffractive Optical Coupling Element), desenvolvido 

por Thirstrup et al. [11]. Um laser, comercializado pela Thorlabs, com controle de cor-

rente e temperatura (consequentemente de potencia, 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 unica polarizagao (paralela ao piano 

de incidencia) foram utilizadas. Para movimento das solugoes, uma bomba peristatica 

REGLO, comercializada pela Ismatec, foi utilizada. Os sinais foram capturados por uma 

camera CMOS DCC1645C, tambem comercializada pela Thorlabs. 

Figura 17 - Fotos do equipamento utilizado nos experimentos para o modo de interroga-

gao angular. 

As solugoes foram admitidas na celula de fluxo aumentando a concentragao de 

alcool isopropilico. Curvas SPR com 1.021 pontos foram obtidas e proeessadas usando o 

metodo proposto e o metodo do centroide. Os dados processados foram utilizados para 

determinagao de variagoes no indice de refragao. Os sensorgramas obtidos com o calculo 

do indice de refragao a partir do metodo proposto e do metodo do centroide sao exibidos 

na Figura 18. Exemplos de curvas SPR obtidas para cada concentragao sao apresentadas 

na Figura 19. As curvas estao representadas em fungao da posigao de pixel, p, que pode 
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Figura 18 - Sensorgramas experimentais para monitoramento online do indice de re-

fragao a partir do metodo proposto e do metodo do centroide no modo de 

interrogagao angular. As linhas verticals de cor cinza indicam a entrada de 

agua na celula de fluxo. 

500zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 10 0 0  

posigao de pixel 

1500 

Figura 19 - Curvas SPR obtidas para diferentes concentragoes de alcool isopropilico no 

modo de interrogagao angular. 

ser convertida de forma aproximada para angulo usando 

1200 - p zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
e ( P ) = 63 + 

93.33 
(4.18) 

Para analisar a estabilidade do metodo, foram calculadas a media e a variancia 

nas regioes de regime permantente do sensorgrama, a regiao 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 media e da variancia das variagoes do 

indice de refragao para as diferentes concentragoes de alcool isopropilico sao mostrados 

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

4.4.2 Modo de interrogacao por comprimento de onda 

Para os experimentos no modo de interrogagao por comprimento de onda, o equi-

pamento desenvolvido por Oliveira et al. [13] foi utilizado. Um diagrama de blocos repre-

sentative do equipamento utilizado nos experimentos para o modo de interrogagao por 

comprimento de onda e exibido na Figura 20. O sistema optico usa um chip em formato 
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Tabela 3 - Media e variancia da variagao do indice de refragao em regime permanente 

calculada a partir do metodo do centroide e do metodo proposto para o modo 

de interrogagao angular. 

concentragao 20% 30% 40% 50% 60% 70% 

media (centroide) 

media (metodo proposto) 

0,0089 

0,0088 

0,0132 

0,0126 

0,0163 

0,0154 

0,0181 

0,0176 

0.0190 

0,0190 

0,0195 

0,0201 

variancia x l O " 9 (centroide) 

variancia x 1CT9 (metodo proposto) 

0,0901 

0,3023 

0,3939 

0,3216 

0,0249 

0,2396 

0,3016 

0,0341 

0,3312 

0,1481 

0,7513 

0,0549 

de prisma desenvolvido por Moreira et al. [39]. Foi utilizada uma fonte de luz branca cujo 

espectro e dividido no prisma. Lentes colimadora, para direcionar os raios luminosos, e 

polarizadora, permitindo a passagem da luz numa unica polarizagao (paralela ao piano 

de incidencia) foram utilizadas. Para movimento das solugoes, uma bomba peristatica 

REGLO, comercializada pela Ismatec, foi utilizada. Os sinais foram capturados por um 

espectometro de fibra optica. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Celula de fluxo 

Chip optico 

_ 4 — PolarizadorzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA j 

Diafragma zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

"*"* < —i i _  i : p Lt zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

V 
Fonte de luz branca 

Fibra optica zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

U n t H R U U U CX 

Espect6metro 

Figura 20 - Diagrama de blocos do equipamento utilizado nos experimentos para o modo 

de interrogagao por comprimento de onda. 

Curvas SPR com 3848 pontos foram obtidas e processadas usando o metodo pro-

posto e o metodo do centroide. Os dados processados foram utilizados para determinagao 

de variagoes no indice de refragao. Os sensorgramas obtidos com o calculo do indice de 

refragao a partir do metodo proposto e do metodo do centroide sao exibidos na Figura 21. 

Exemplos de curvas SPR obtidas para cada concentragao sao apresentadas na Figura 22. 

Para analisar a estabilidade do metodo, foram calculadas a media e a variancia 

nas regioes de regime permantente do sensorgrama, a regiao foi determinada como sendo 
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os ultimos 50s (At) antes das mudangas de substancia (faixas prestas ligadas as linhas 

veritcais de cor cinza na Figura 21). Os valores da media e da variancia das variagoes do 

indice de refragao para as diferentes concentragoes de alcool isopropilico sao mostrados 

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

Tabela 4 - Media e variancia da variagao do indice de refragao em regime permanente 

calculada a partir do metodo do centroide e do metodo proposto para o modo 

de interrogagao por comprimento de onda. 

concentragao 20% 30% 40% 50% 60% 70% 

media (centroide) 

media (metodo proposto) 

0, 0079 

0,0078 

0.0132 

0.0120 

0.0165 

0.0162 

0.0184 

0.0171 

0.0191 

0,0190 

0.0205 

0.0181 

variancia x l 0 ~ 6 (centroide) 

variancia x 10~ 6 (metodo proposto) 

0,0700 

0,0075 

0,0920 

0,0428 

0,2540 

0,0163 

0,2710 

0,0058 

0,6170 

0,0070 

3,8240 

0,0022 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0 500 1000 1500 2000 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
t ( s) 

Figura 21 - Sensorgramas experimentais para monitoramento online do indice de refragao 

a partir do metodo proposto e do metodo do centroide no modo de interro-

gagao por comprimento de onda. As linhas verticals de cor cinza indicam a 

entrada de agua na celula de fluxo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.3 Discussao 

A partir da Figura 18 e da Figura 21, e possivel ver que as curvas apresentam 

comportamento exponential quando a concentragao da solugao na celula de fluxo e al-

terada (transigao de estados), que e o comportamento esperado devido ao fenomeno de 

adsorgao [14]. No entanto, em estado estacionario, as curvas obtidas utilizando o metodo 

proposto apresentam um melhor comportamento (menor nivel de oscilagao) ao longo do 

tempo, conforme os valores de variancia apresentados nas Tabelas 3 e 4. Isso mostra que o 

metodo proposto apresenta maior robustez a ruido temporal que o metodo do centroide. 

Tambem foram realizadas simulagoes com outros conjuntos de indices de refragao e 

os resultados obtidos foram similares. 0 conjunto de indices de refragao para apresentagao 



Capitulo 4- Aproximacao por Funcdo Cossenoidal zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA36 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

650 700 750 

A (nm) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
000 

Figura 22 - Curvas SPR obtidas para diferentes concentragoes de alcool isopropilico no 

modo de interrogagao por comprimento de onda. 

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

disponiveis para realizagoes experimentais. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.4.4 Experimento com ciclo de limpeza controlado 

Tambem foram realizados experimentos para analise de cinetica com uma subs-

tancia utilizada para formagao de uma camada residual (o sistema de tres camadas se 

torna um sistema de quatro camadas) e um ciclo de limpeza controlado para remogao 

desta camada. BSA (Bovine 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 substancia utilizadas foram: agua pura, como substancia 

de referenda; hipoclorito, como substancia de limpeza; PBS, como substancia que nao 

forma camada residual; e BSA a concentragao de 10%, como substancia que nao forma 

camada residual. Na celula de fluxo, as substantias foram admitidas na seguinte ordem: 

1) agua, 2) hipoclorito, 3) agua, 4) PBS, 5) agua, 6) BSA, 7) agua, 8) hipoclorito, 9) agua. 

O sensorgrama relativo a determinagao da variagao do angulo de ressonancia usando o 

metodo desenvolvido pode ser visto na Figura 23. 

Observando a figura, e perceptivel que o indice de refragao determinado volta ao 

normal ao se readmitir agua na celula de fluxo apos as admissoes de hipoclorito ou PBS, 

no entanto, o mesmo nao e valido apos a admissao de BSA, o indice de refragao flea bem 

acima do indice de refragao de referenda. Para remover esta camada, um ciclo de limpeza 

controlado foi aplicado com a indugao de hipoclorito na celula de fluxo ate que o valor de 

referenda para hipoclorito fosse encontrado. Apos o ciclo de limpeza, agua foi readmitida 

na celula de fluxo e e perceptivel que o indice de refragao medido corresponde ao indice 

de refragao init ia l . 



Capitulo 4- Aproximacao por Fungao CossenoidalzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 37 

t(s) 

Figura 23 - Sensorgrama obtido para aplicagao de ciclo de limpeza controlado a partir 

do metodo proposto no modo de interrogagao angular. A substancia presente 

inicialmente na celula de fluxo e agua e as marcagoes indicam os tempos de 

entrada das substantias na celula de fluxo. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

4.5 Conclusao 

Neste capitulo, um metodo para rastreamento da condigao ressonante em sensores 

SPR foi apresentado. O metodo foi desenvolvido com base em caracteristicas da curva 

SPR. A solugao desenvolvida foi testada por meio de simulagoes e validada por experi-

mentos nos dois modos de operagao. O metodo apresendado possibilida a determinagao de 

mudangas na posigao de refletividade por meio de uma simples aproximagao por uma fun-

gao cossenoidal e pode ser aplicado diretamente aos dados brutos normalizados obtidos, 

nao sendo necessaria a etapa de filtragem. O metodo desenvolvido e de simples implemen-

tagao, alta eficiencia computacional e imune a perturbagoes. E importante observar que 

o metodo nao pode ser utilizado para determinagao da condigao ressonante, apenas para 

rastrear suas variagoes, o que significa que um valor de referenda conhecido e necessario 

para sua aplicagao. No entanto, na maioria dos casos o interesse em experimentos envol-

vendo sensores SPR e rastrear as variagoes na condigao ressonante com relagao a uma 

referenda. 
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Neste capitulo, e apresentado um vetor de regressao parametrica linear para a 

equagao nao linear proposta por KuriharazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al. 23: para ajuste da curva SPR. Devido a 

semelhanga entre as equagoes, o vetor de regressao parametrica linear tambem pode ser 

utilizado para a equagao de Tobiska e Homola [25]. O vetor de regressao linear possibilita 

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

5.1 Equacao parametrica nao-linear 

Devido as multiplas interagoes na estrutura de multiplas camadas, uma expressao 

fechada para a curva SPR em fungao das variaveis independentes (angulo de incidencia ou 

comprimento de onda da luz) e dificil de se obter. Partindo do modelo de Fresnel de tres 

camadas, com base em varias simplificagoes e aproximagoes, Kurihara et al. determinaram 

uma equagao parametrica nao-linear para a curva SPR contendo cinco parametros. A 

equagao parametrica nao-linear proposta por Kurihara et al. para ajuste da curva SPR e 

expressa por 

B + C(9-D) 
RK [0) = A 1 - (5.1) 

E2 + {9-D)2 

em que, RK corresponde a refletividade da superficie e 9 o angulo de incidencia da luz. 

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

Tobiska e Homola propuseram uma fungao parametrizada nao-linear semelhante 

a de Kurihara et al., mas para o caso de interrogagao de comprimento de onda. A equa-

gao parametrica nao-linear proposta por Tobiska e Homola para ajuste da curva SPR e 

expressa por 

R T ( \ ) = i - A v ; i j r
/ y y „>, (5.2) 

W + PjX-C) 

W2 + (A - Cf 

em que, RT corresponde a refletividade da superficie e A o comprimento de onda da luz. 

Para esta equagao, os autores tambem relacionaram os parametros A com a profundidade, 

C com a posigao do minimo, W com a largura e P com a assimetria da curva SPR, 

caracteristicas que podem ser uteis em estrategias de processamento [40, 34, 41]. 

Para determinagao dos parametros das equagoes, se utiliza o algoritmo de Levenberg-

Marquardt, que e um algoritmo nao-linear para a determinagao de parametros utilizado 

para calcular os minimos quadrados nao linear, mas que apresenta problemas, como a ne-

cessidade de uma escolha inicial dos parametros adequada e possibilidade de convergencia 

lenta ou convergenia para um minimo local. 
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De acordo com o Teorema dos Minimos Quadrados [42], o valor mais provavel das 

grandezas desconhecidas e aquele que minimiza a soma dos quadrados da diferenga (erro) 

entre os valores atualmente observados e os valores calculados multiplicados por numeros 

que medem o grau de precisao. A ideia e minimizar uma fungao de perda construida a 

partir dos quadrados dos erros de estimagao. Uma fungao de perda basica e 

1 
= ~-(R-RK)T(R-RK) (5.3) 

em que, RzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 6 a curva SPR a ser estimada e RK e uma estimativa de R na forma de (5.1). 

Neste capitulo, e apresentado um regressor linear que possibilita estimar os pa-

rametros destas equagoes por meio de um algoritmo dos minimos quadrados simples, 

superando os problemas citados. As Equagoes 5.1 e 5.2 sao bem similares. Normalizando 

e fazendo A = 1 e 9 = A em (5.1), e possivel determinar facilmente os parametros de (5.2) 

com base nos parametros de (5.1). Por isso, sera apresentado a construgao do regressor 

linear apenas para (5.1). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.2 Construcao do regressor linear 

Expandindo (5.1), e obtida 

RK(0) = A 

= A 

1 -
B + C{9-D) 

E2 + {9- Df J 

E2 + D2 - B + CD - 2D0 - CO + 92 

(5.4) 

E2 + D2 - 2D9 + 62 

cujos termos R e 9 sao conhecidos. (5.4) pode ser reorganizada 

[E2 + D2] RK-[2D] 9RK+62RK =[AzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(E2 + D 2 - B + CD)} + [-A (2D + C)] 9 + [A}92. 

(5.5) 

Isolando o termo 9 2 R , que nao multiplica nenhum parametro, 

92RK = [A}92 - [A (2D + C)}9+ [2D] 9RK - [E2 + D2} R K +[A(E2 + D 2 - B + CD)] 

(5.6) 

ou, expressando de uma forma mais simples, 

92RK = A'92 + B'9 + C'9RK + D'RK + E', (5.7) 

com 
A' = A 

B ' = -A [2D + C] 

C = 2D 

D' = - [E2 + D2} 

E' = A[E2 + D2 - B + CD] 
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que pode ser colocada numa representagao em regressao linear simples 

y(e) =zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA <i>T(e)e, 

em que, 

y(0) = 62RK, 

4>T{e)=[92 0 9RK RK l ] 

e 
e = [A1 B ' C D' E 1 ] . 

Usando JV pontos de refletividade a diferentes angulos de incidencia, se obtem 

Y = 

Fazendo uma estimativa 0 de 0 , 

(5.8) 

(5.9) 

(5.10) 

(5.11) 

y(0i) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

= 0 = $ 0 . 

f{6N\ 

Y = = $ e . 

- $ 0 ) 
1 

" 2 
(YTY — r T $ 0 + 0 r $ r $ 0 - 0 r $ T y ) 

(5.12) 

(5.13) 

Gerando uma fungao de perda 

j ( 0 ) = ]-£
Te =zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA J ( y - $ 0 f ( y - $ 0 ) = hYTY-YT$e+eT$T$e-eT$TY). (5.14) 

O minimo desta fungao e encontrado derivando-a e igualando-a a zero 

- 4 J (e)zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA =  - ( 0  - YT$ + $ T $e> - $TY + © T $ T $ ) = $ T $ © - $ T y = 0  
d 

d 0 W 2 

Desta forma, a melhor estimativa para 0 e 

e = ( $ r $ ) ~ V r . 

Tal que os parametros de (5.1) sao determinados resolvendo: 

A - A' 

D = -C/2 

C = 2D- B'/A 

E = V - - D 2 - D' 

B = E 2 + D2 - CD - E / E ' 

(5.15) 

(5.16) 

(5.17) 
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5.3 Resultados de simulacao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Primeiramente, para verificar a funcionalidade do ajuste da curva SPR utilizando 

o regressor proposto, foram realizadas simulagoes. Nas simulagoes, uma estrutura de tres 

camadas composta por TOPAS, ouro e uma solugao aquosa foi considerada. Detalhes 

da estrutura de multiplas camadas podem ser vistos na Tabela 5. As simulagoes foram 

realizadas considerando o modo de operagao angular com comprimento de onda da luz 

fixo, A = 670nm, e variando o angulo de incidencia da luz de 65° a 77°. As curvas SPR 

foram geradas utilizando o modelo de Fresnel, apresentado na segao 2.3. As curvas SPR 

geradas utilizando o modelo sao chamadas de verdadeiras. Com o uso do regressor, o 

objetivo e obter aproximagoes para curvas SPR. Por isso, foram utilizados apenas dois 

valores distintos para o indice de refragao da terceira camada. 

Tabela 5 - Parametros da estrutura de multiplas camadas usados no modelo de simulagao. 

camada composigao indice de refragao larj £ura (nm) 

1 TOPAS n i = 1,526 <h = CO 

2 ouro n2 = 0,161 + 3, 787j d2 = 50 

3 solugao aquosa n3 = 1,33 e 1,34 = CO 

Na Figura 24, as curvas SPR geradas para n 3 = 1,33 e n 3 = 1,34 e suas apro-

ximagoes utilizando o regressor desenvolvido e o algoritmo de Levenberg-Marquardt sao 

apresentadas. Para verificagao da qualidade das aproximagoes, foi utilizado o erro medio 

quadratico, calculado como zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

smq = ^t,[R(e)-RK(e)]\  (5.i8) 

em que, Re a, curva SPR verdadeira, obtida a partir do modelo; RK e a d e H aproximagao 

na forma da Equagao 5.1; ^ e o ponto inicial e Of o ponto final da curva; e J V e o numero 

de pontos. 

Para a curva obtida utilizando n 3 = 1.33, o erro medio quadratico de aproximagao 

utilizando o regressor foi de 0, 13056 x 10 3 enquanto o erro medio o erro medio quadratico 

de aproximagao utilizando o algoritmo de Levenberg-Marquardt foi de 0,11558 x 10~ 3. 

Para a curva obtida utilizando n 3 = 1.34, o erro medio quadratico de aproximagao u t i l i -

zando o regressor foi de 0,09286 x 10~3 enquanto o erro medio o erro medio quadratico 

de aproximagao utilizando o algoritmo de Levenberg-Marquardt foi de 0,07796 x 10~ 3. 

As curvas estimadas usando a regressao e o algoritmo de Levenberg-Marquardt sao muito 

proximas das curvas originais com base nos erros medios quadraticos obtidos. Foram 

realizadas simulagoes utilizando outros valores de n3 e, em todos elas, os valores dos er-



Capitulo 5. Regressor Linear zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 42 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

en zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(a) 

78 

en 
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Figura 24 - Curvas SPR geradas para condigao ideal (sem ruido) e suas aproximagoes 

utilizando o regressor e o algoritmo de Levenberg-Marquardt para (a) n 3 = 

1,33 e (b) n3 = 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 distribuigao normal foi adici-

onado ao espectro para simular ruido de medigao. Na Figura 25, as curvas SPR geradas 

para n 3 = 1,33 perturbadas com ruido de variancias 0,01 e 0,03 e suas aproximagoes 

utilizando o regressor e o algoritmo de Levenberg-Marquardt sao 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 nao e realizado diretamente para a curva SPR. mas para o termo 02Y. o que 

leva a uma propagagao de erros ao resolver (5.17). Para superar este problema, metodos 

aprimorados dos minimos quadrados podem ser utilizados, a exemplo do uso de variaveis 

instrumentais. O uso de variaveis instrumentais possibilita uma estimagao de parametros 

adequada mesmo quando elementos da regressao estao relacionados aos erros [42]. Varia-

veis instrumentais sao um conjunto de variaveis que, de certo modo, estao relacionados 

com o erro mas nao estao incluidas no modelo. 
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Figura 25 - Curvas SPR ruidosas geradas para n3 = 1,33 e suas aproximagoes o regres-

sor e o algoritmo de Levenberg-Marquardt para curvas adicionadas de ruido 

branco Gaussiano com variancias (a) a2 = 0,01 e (b) a2 = 0,03. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.3.1 Uso de Variaveis Instrumentais 

Inicialmente, para a geragao das variaveis instrumentais, foi realizada uma esti-

mativa da curva SPR utilizando o regressor e o metodo dos minimos quadrados linear. A 

curva estimada foi denomidada z ($) e foi utilizada para a geragao das variaveis instru-

mentais: 

f (0) = [02 0 Oz z l). (5.19) 

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

da seguinte forma: 

Q=(e*)~L?Y- (5-20) 

Apos a obtengao de 0 , os parametros da curva foram determinados utilizando (5.17). 

Na Figura 26, sao exibidas a curva SPR gerada perturbada com ruido de variancia 

0,03 e seu ajuste usando o regressor com o uso de variaveis instrumentais. O uso de 

variaveis instrumentais se mostrou efetivo e forneceu uma estimativa consistente da curva 

SPR original. 
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Figura 26 - Curva SPR gerada perturbada com ruido de variancia 0,03 e sua aproximagao 

utilizando o regressor combinado com variaveis instrumentais e e o algoritmo 

de Levenberg-Marquardt. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.4 Resultados experimentais 

Para demonstrar a aplicagao pratica do regressor desenvolvido, experiencias com 

substantias de diferentes indices de refragao foram conduzidas. As substantias utilizadas 

nos experimentos foram agua deionizada e degaseificada e solugoes de PBS e hipoclorito. 

O equipamento utilizado foi o mesmo descrito na subsegao 4.4.1. 

Inicialmente, tres curvas SPR com 1024 pontos cada uma foram obtidas para H 2 O , 

PBS and hipoclorito contidas na celula de fluxo em regime permanente. Apos normaliza-

gao, as curvas obtidas foram utilizadas para ajuste utilizando o regressor sem e com o uso 

de variaveis instrumentais ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 0 algoritmo de Levenberg-Marquardt. As curvas obtidas para 

refletividade normalizada em fungao da posigao de pixel, p, sao exibidas na Figura 27. 

O conjundo de dados experimentais foi escolhido por ter uma falha na posigao de 

ressonancia para hipoclorito, como e possivel perceber observando a Figura 27(c). Esta 

falha ocorre devido a uma rachadura no espelho utilizado no equipamento e nao pode ser 

superada por algoritmos mais simples como simples busca ou centroide. 

Ainda observando as curvas da Figura 27, a curva aproximada usando o regressor 

e bem proxima da curva aproximada usando o algoritmo de Levenberg-Marquardt. No 

entanto, o tempo medio de processamento de uma unica curva usando o regressor e muito 

menor que o tempo medio de processamento usando o algoritmo de Levenberg-Marquardt. 

Para processar uma unica curva de 1024 pontos, a solugao utilizando o regressor aliado 

a variaveis instrumentais requer 117000 FLOPS. Nao foi possivel determinar o numero 

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 medio usando o regressor ainda pode ser aprimorado 

usando um algoritmo recursivo. 
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Figura 27 - Curvas SPR experimentais obtidas (real) e suas aproximagoes usando o re-

gressor sem e com o uso de variaveis instrumentais e o algoritmo de Levenberg-

Marquardt para curvas obtidas com a substancia na celula de fluxo sendo (a) 

agua, (b) PBS e (c) hipoclorito. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

5.5 Conclusao 

Neste capitulo, foi apresentado um vetor de regressao parametrica linear, para 

ajuste da curva SPR. Em relagao aos metodos anteriores, o uso da regressao linear apre-

senta varias vantagens, como melhor tempo de resposta; implementagao simples; e nao 

dependencia da escolha inicial dos parametros. O regressor foi testado por meio de simula-

goes 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 proxima a original, no entanto, o uso do regressor desenvolvido apresenta uma 

eficiencia computacional muito maior que o uso do algoritmo de Levenberg-Marquardt, 

sendo preferivel para a aplicagao em equipamentos com capacidade de processamento l i -

mitada, a exemplo de dispositivos portateis de baixo custo. Em situagoes de nivel de ruido 

elevado, a estimativa utilizando o metodo dos minimos quadrados linear e o regressor e 

falha, porem, e possivel contornar o erro de estimativa ao se utilizar metodos aprimorados 

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

Neste capitulo, e descrito o uso de um algoritmo meta-heuristico baseado em colo-

nia de formigas para determinagao da posigao de ressonancia a partir de imagens de baixa 

qualidade. Usando uma regra de transigao de estados no algoritmo de colonia de formigas, 

a determinagao da ressonancia e formulada como um problema de encontrar o melhor ca-

minho entre os extremos de uma imagem SPR. O uso de colonia de formigas possibilita 

lidar com multiplas faixas escuras e apresenta boa robustez em relagao a ruido e outras 

formas de perturbagoes. Resultados de simulagao e experimentais sao apresentados para 

demonstrar a aplicabilidade da solugao proposta. 

6.1 Introducao 

Assim como a maioria dos metodos existentes na literatura, os metodos apresenta-

dos nos capitulos anteriores sao aplicados a uma unica 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.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Speckle noise originado da fonte 

de luz produz pontos com intensidade variada em pixels aleatorios. nao uniformidade da 

distribuigao de potencia espectral da fonte de luz e nao idealidades das caracteristicas de 

propagagao guia de onda optico entre a fonte de luz e o fotodetector contribuem para re-

duzir a qualidade da imagem. Em adigao, o sensor de imagem esta sujeito a perturbagoes, 

tais como ruido de corrente escura, efeitos de quantizagao e influencia da luz externa. 

Geralmente, para processar estas imagens, os metodos de processamento de uma 

unica curva sao aplicados apos utilizar todas as linhas da imagem para gerar uma unica 

curva. Neste caso, cada linha de uma coluna e considerada uma medida diferente no mesmo 

angulo e todas as linhas de uma mesma coluna sao combinadas usando algum tipo de filtro 

(por exemplo, media) para gerar um unico ponto. No entanto, combinar linhas para gerar 

uma unica curva pode resultar numa curva distorcida, visto que, normalmente, as fontes de 

luz utilizadas em dispostitivos SPR tern uma distribuigao de intensidade de luz gaussiana. 

Isso significa que as regioes mais centrais da imagem SPR tern uma concentragao maior de 

intensidade luminosa e, ao somar todas as linhas e extrair a media para gerar uma unica 

curva, esta concentragao tende a aumentar, resultando numa distorgao da curva obtida. 

6.2 Algoritmo de colonia de formigas 

Para determinar a condigao ressonante (a faixa escura resultante da redugao da 

refletividade) numa imagem de baixa qualidade, foi desenvolvido um algoritmo com base 
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Figura 28 - Representacao da imagem SPR numa matriz de transigao de estados. As 

setas indicam as possiveis trajetorias das formigas a partir de um no quando 

se realiza movimento de avango. 

no comportamento de formigas [44, 45, 46]. A imagem SPR e tradada como uma matriz de 

transigao de estados da parte superior para a parte inferior da imagem SPR. A imagem e 

considerada um grafo bidimensional X xY (ver Figura 28) e cada pixel e considerado um 

no 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 e chamado de movimento 

de avango, enquanto o movimento da comida para o ninho e 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 feromonio, 

<P(l,l) <PzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(1,2) ••• <P(l,X) 

yzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA _ ¥ >(2,1) V (2 ,2 ) • • • ¥ > ( 2 , X ) 

jP(Y,l) <f(Y,2) • • • f(Y,X) 

assumem um mesmo valor inicial 4>Q. tp(y>x) e a quantidade de feromonio na posigao (y,x). 

Cada no tern um custo associado C( y ) I). Quanto maior o custo, maior o tempo 

que as formigas permanecem neste no antes de transitar para o proximo no. 0 tempo de 

permanencia e definido como 

s M = round ( S j H 4 ) , (6.2) 

(6.1) 
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em que, round(-) e a operagao de arredondamento para o inteiro mais proximo e v repre-

senta a velocidade das formigas. 

No movimento de avango, as formigas tendem a seguir o caminho com maior 

concentragao de feromonio memorizando sua trajetoria. E esperado que a faixa escura de 

refletividade seja estacionaria numa imagem, resultando em um caminho continuo. Com 

base nisso, as formigas podem se mover apenas para os seus tres vizinhos mais proximos da 

linha seguinte, como representado na Figura 28. Na posigao (y,x), realizando movimento 

de avango, a formiga a se move para a proxima posigao de acordo com a seguinte regra 

probabilistica 

V{x-\,y+l) = 77, (6.3) 

Pr zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

P zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(x+ i , » + i )  =  7 7 , (6-4) 

P(x,yzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+1) = 77, (6-5) 

em que, 

Pi =zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA E T H . (6-6) 
Xj=l (.X Xi) 

Cj=x+1 (x xi) 

Pr = E P ^ 2 , (6-7) 

pc = min (p,, pr) + <p°y+li3!) (6.8) 

e 

S = pi + Pr + Pc, (6.9) 

com a sendo um parametro que determina a importancia do feromonio. 

No movimento de retorno, as formigas se movem voltando pela sua trajetoria de 

avango memorizada. Ao se mover do no (x,y) para o no (x / , yzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA — 1), as formigas deixam 

feromonio no no (x,y). A regra de atualizagao de feromonio e 

V SR - V f f i o + A (6-10) 

em que p e uma quantidade padrao de feromonio deixada pelas formigas. Apos completar 

os movimentos de avango e retorno, a formiga a escolhe o ponto (l,x) de acordo com a 

seguinte regra probabilistica 

P{l,x) = (6.11) 

e comegam novamente os movimentos de avango e de retorno. 

Periodicamente, a matrix de feromonio, ^ , e atualizada para representar os efeitos 

da dispergao de feromonio devido as condigoes de ambiente. A atualizagao da matriz de 
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feromonio e dada por 

7zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ( l - 0 ) v g i ) < 7 

( 1 7 

(6.12) 

em que, /? e a taxa de evaporagao de feromonio e 7 e a quantidade minima de feromonio 

permitida em cada posigao da matriz de feromonio. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

6.3 Resultados de simulacao 

Um modelo de simulagao foi desenvolvido para execugao de algoritmo de colonia do 

formigas para a determinagao da posigao do fenomeno SPR. Foi considerado um sistema 

de tres camadas composto por: substrato de topazio (camada 1, n j = 1.526, d\ = oonm); 

uma camada fina de ouro (camada 2, n3 = 0,161 + 3, 787j, d2 = 50nm); e uma solugao 

aquosa (camada 3, n% = 1, 333, d% = oonm), e operando no modo de interrogagao angular 

com comprimento de onda da luz fixo e m A = 670nm. O angulo de incidencia 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 multiplas camadas. Esta curva foi utilizada para gerar uma 

imagem SPR 256 x 256 com resolugao de 8 bits por meio da repetigao da mesma curva 

em cada linha da imagem. O contraste da imagem foi reduzido e um ruido Gaussiando 

de media nula e variancia a1 = 0,2 foi adicionado. Alem disso, imperfeigoes opticas como 

manchas claras e faixas escuras tambem foram adicionadas para degradar a qualidade da 

imagem e simular uma situagao menos ideal. 

O algoritmo de colonia de formigas foi aplicado a imagem SPR. Depois de executar zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0 algoritmo de colonia de formigas, a maior parte do feromonio ficou concentrada numa 

unica linha. Esta linha e o melhor caminho da matriz de transigao de estados e corresponde 

a faixa SPR. Na Figura 29, sao exibidas a imagem SPR ideal e a imagem SPR degradada 

com a linha de ressonancia obtida apos o uso do algoritmo de colonia de formigas. 

Para estudo comparativo, foram aplicados na imagem degradada o metodo do 

centroide, que e o mais usual para determinar a condigao ressonante, e o metodo baseado 

na Transformada de Radon, que e especifico para uso em imagens. 

6.3.1 Centroide 

Para determinar a posigao de minima refletividade, 0 metodo do centroide foi 

aplicado individualmente a cada linha da imagem ap6s a aplicagao de um filtro de mediana 

( 7 x 7 pixels) nela. A imagem SPR contendo a linha obtida usando o metodo do centroide 

e exibida na Figura 30(a). Observando a figura e possivel perceber que a detecgao da 

ressonancia foi bem mais dispersa ao se usar o metodo do centroide. 
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6.3.2 Transformada de Radon 

A transformada de Radon para uma fungao de duas variaves, / (x, y), (imagem) 

e uma tranformagao integral desta fungao sobre linhas retas, definida matematicamente 

como 

/zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

oo /-co 

/ / (x, y) 8 (x coszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (<f>)  + y sen (<f>)  - p) dxdy (6.13) 
-oo J — oo 

em que, p = yjx2 + y2 e 4> € [—90°, 90°]. A fungao delta de Dirac (5) converte a integral 

de duas dimensoes para uma integral de linha ao longo de p = x cos ((f )) + y sen (4>). Por 

meio da transformada de Radon, uma imagem e representada como uma colegao de linhas 

de projegao ao longo de varias diregoes. 

O metodo baseado na transformada de Radon foi utilizado conforme a descrigao 

em [35]. Apos a utilizagao do metodo, foi obtida uma faixa para a linha de ressonancia. 

A faixa de ressonancia obtida a partir do uso da tansformada de Radon esta exibida na 

Figura 30(b). A faixa obtida e relativamente larga, isso se deve ao fato de a transformada 

de Radon ser utilizada primariamente para detectar linhas ou bordas enquanto a condigao 

ressonante apresenta uma curva suave. O resultado do metodo baseado na transformada 

de Radon apresenta melhores resultados quando a espessura da ressonancia e pequena, no 

entanto, esta espessura esta relacionada a qualidade do sensor, quanto menor a espessura 

da ressonancia, maior a qualidade do sensor SPR. 

(a) (b) 

Figura 29 - Imagens SPR geradas utilizando o modelo de Fresnel: (a) Imagem SPR ideal 

e (b) imagem SPR degradada com a linha de ressonancia determinada pelo 

algoritmo de colonia de formigas. 
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(a) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA( b )  

Figura 30 - Determinagao da condigao de ressonancia usando (a) metodo do centroide e 

(b) transformada de Radon. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

6.4 Resultados Experimentais 

Testes experimentais foram conduzidos para avaliar a aplicabilidade do algoritmo 

de colonia de formigas a uma imagem SPR real. O equipamento utilizado foi o mesmo 

descrito na subsegao 4.4.1. Nos testes experimentais, diferentes analitos foram utilizados 

proporcionando indices de refragao efetivos diferentes para a terceira camada do sistema 

de multiplas camadas. As substantias utilizadas como analito foram solugoes de agua 

degaseificada e deionizada ( H 2 0 ) e solugao de hipoclorito (HYPO-S) a concentragoes de 

100%-0% (agua pura) e 50%-50% (50% de H 2 0 e 50% de HYPO-S). 

Inicialmente, foi obtida uma imagem de relfetividade para H 2 0 e para hipoclorito 

contidos na celula 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 feromonio ficou concentrada um uma unica linha. 

Os resultados obtidos estao exibidos na Figura 32. 

6.4.1 Discussao 

Nos dois casos (estudos de simulagao e experimentais), os valores dos parametros 

utilizados no algoritmo foram A = 512, opo = 1,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C(yjX) = intensidade do pixel (entre 0 

e 255), v = 5, a = 1, p = 1,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 7 = 1 e /? = 0,01. Com base nos resultados obtidos, e 

possivel afirmar que o algoritmo desenvolvido pode ser usado para determinar a posigao 

de ressonancia sem nenhum passo de pre-processamento, mesmo quando a qualidade da 

imagem e baixa e sem a necessidade de normalizagao se a distribuigao gaussiana na fonte 



(a) (b) 

Figura 31 - Imagens SPR experimentais para: (a) agua pura e (b) 50%-50% agua-

hipoclorito. 

(a) 

Figura 32zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Resultados experimentais para: (a) agua pura e (b) 50%-50% agua-

hipoclorito. 

de luz e suficientemente larga. Sob as mesmas condigoes, varios dos metodos descritos na 

literatura nao proporcionam bons resultados. E e importante mencionar que a maioria 

deles requer algum passo de pre-processamento para melhorar a qualidade dos dados 

obtidos. No entanto, se os dados obtidos forem de boa qualidade, o uso de outros metodos 

e mais recomendado, visto que o tempo de processamento do algoritmo desenvolvido e 

grande. 
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6.5 Conclusao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Neste capitulo, foi apresentado um algoritmo metaheuristico com base no com-

portamento de formigas para determinar a posigao de ressonancia a partir de imagens de 

baixa qualidade. A imagem SPR e tratada como uma matriz de transigao de estados e o 

algoritmo de colonia de formigas e utilizado para determinar o melhor caminho entre os 

extremos da imagem. A solugao apresentada e efetiva quando a qualidade da imagem e 

muito baixa, mas requer um tempo de processamento elevado. O algoritmo desenvolvido 

foi testado por meio de simulagoes e testes experimentais para demonstrar sua efetividade 

no processamento de dados SPR. A partir do resultados obtidos, pode-se concluir que a 

aplicagao do algoritmo produz resultados satisfatorios para a determinagao da posigao de 

ressonancia ate mesmo quando a qualidade da imagem e muito baixa e a resolugao do 

sensor e limitada. 
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Neste capitulo, sao apresentadas as consideragoes finais do trabalho. Nas segoes 

seguintes: e apresentada uma sintese do trabalho desenvolvido; sao levantadas algumas 

consideragao importantes, tais como vantagens e limitagoes dos metodos desenvolvidos; e 

elencadas possiveis atividades futuras para continuagao do trabalho. 

7.1 Smtese 

Neste trabalho, foram apresentadas contribuigoes. na forma de estrategias de pro-

cessamento, a determinagao da condigao ressonante em sensores opticos baseados na res-

sonancia de plasmons de superficie. Foram apresentadas tres contribuigoes: i) um metodo 

para rastreamento da condigao ressonante baseado em aproximagao da curva SPR por 

uma fungao cossenoidal; ii) a construgao de um regressor parametrico linear para ajuste 

da curva SPR como aprimoramento para solugao da equagao de KuriharazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 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 simulagoes e e 

os resultados tanto de simulagao quanto experimentais serviram para validar os metodos 

desenvolvidos. 

7.2 Conclusoes 

O metodo de rastreamento baseado em uma aproximagao por fungao cossenoidal 

faz uma aproximagao das curvas SPR por uma unica senoide e utiliza a diferenga de fase 

entre as senoides aproximadas para determinar a diferenga entre as posigoes de minimo 

das curvas SPR. Uma grande vantagem do metodo e a sua robustez, ja que ele tern, im-

plicitamente, um filtro de altissima qualidade, pois a aproximagao por uma unica senoide 

elimina os ruidos em todas as frequencias diferentes da frequencia da senoide. Alem da 

capacidade de rejeigao a ruido, o metodo e rapido em termos computacionais, exigindo 

poucas operagoes para a obtengao de resultados. 

O regressor parametrico linear e utilizado solucionar equagao desenvolvida por 

Kurihara et al. utilizando o metodo dos minimos quadrados linear. A utilizagao do re-

gressor possibilita uma solugao mais simples e com melhor desempenho computacional e 

nao depende da escolha inicial dos parametros. Comparada com a estimativa utilizando 

o algoritmo de Levenberg-Marquardt, a estimativa utilizando o regressor apresenta um 

erro medio quadratico de aproximagao maior. No entanto, em ambos os casos, os erros 

medios quadraticos de aproximagao sao significativamente baixos, na faixa de 0,1 x 1CT3, 



Capitulo 7. Consideracoes Finais -»(> zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

nao havendo ganho consideravel de precisao. Alem disso o ganho em velocidade deve ser 

levado em conta, visto que o uso do regressor leva a uma solugao pelo menos 60 vezes 

mais rapida que a obtida com o uso do algoritmo de Levenberg-Marquardt. Em situagoes 

de nivel de ruido elevado, o erro de estimagao obtido com o uso do metodo dos minimos 

quadrados linear e o regressor e grande, resultando em uma curva estimada muito dife-

rente da verdadeira, porem, os uso de metodos aprimorados para solugao dos minimos 

quadrados linear, a exemplo do uso de variaveis intrumentais, serve para contornar este 

problema. 

O algoritmo desenvolvido com base no comportamento de formigas e especifico 

para aplicagao em imagens. Ele e efetivo para extrair a condigao em imagens com alto 

nivel de degradagao, e pode ser aplicado diretamente nos dados obtidos do sensor de 

imagem sem necessidade da etapa de filtragem. Outra vantagem consideravel, e a nao 

necessidade de compensar a forma gaussiana da fonte de luz. Sua principal desvantagem e 

o tempo de processamento relativamente elevado necessario para sua convergencia, o que 

faz com que outros metodos sejam preferiveis. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

7.3 Continuacao da pesquisa 

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

sente trabalho, e apresentada a seguir: 

• Implementagao do algoritmo recursivo para a utilizagao do regressor linear tendo 

em vista a analise dos impactos da recursividade e do ganho em tempo de proces-

samento. 

• Implementagao de outras estrategias aprimoradas de solugao dos minimos quadrados 

(e.g. regressor estocastico) e comparagao entre elas. 

• Alterar o algoritmo de colonia de formigas com base no tempo para um algoritmo 

com base em transigoes, aumentando a sua eficiencia computacional. 
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