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Resumo

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de um sistentiamalitico portatil baseado em
Ressonancia de Plasmons de Superficie (SPR). A solucdogteogsa transformar um dispo-
sitivo computacional portéatil comercial existente, cosmoartphones, tablets e notebopé&m
um instrumento capaz de analisar substancias organicaggdmcas. Desta forma minimiza-se
consideravelmente o custo comparado aos dispositivoenoionais baseados em SPR, além
de proporcionar a utilizacdo em locais remotos e abrir ailpiidade da utilizacdo por usua-
rios nas mais diversas aplicacbes, como por exemplo reabzde exames residenciais para
prevencdo de doencas e analise da qualidade da agua. Faisteado que € possivel utilizar
a proépria tela do dispositivo para gerar a luz que excita noefPR, 0 que torna o sistema
flexivel para modificar o comprimento de onda da luz utilizaddoter informagdes adicionais
em relagdo aos sistemas convencionais. Os resultado®®loitnprovaram que é possivel
excitar o efeito SPR através de uma luz policromatica paradontde interrogacdo angular,
encontrando a influéncia da componente do comprimento dedeskjada através de um filtro
realizado porsoftwareno sinal de imagem captado. Além disto foi proposta a utiivada
analise morfoldgica da curva SPR para identificacdo da&uotista ser medida, o que reduz a
complexidade computacional e aumenta a sensibilidadestiwmmento. Os resultados obtidos
com a andlise morfol6gica demonstraram a possibilidadeatgificacdo de caracteristicas ndo
observadas com o monitoramento da condi¢cdo de resson&wmiao monitoramento dos va-
lores da largurd’ e assimetria da curnv@ , foi possivel observar efeitos da variacdo do soluto
e das condic¢des da superficie. Para minimizar o efeito d&vess espurias, foi proposto um
modelo matematico que permite analisar a relagédo sinad dddsistema decomposto em cada
componente basico. Neste modelo foi considerado as vaideeontroles disponiveis, como
corrente de injecdo e tempo de integracdo, além da infludadiemperatura. Com base neste
modelo foi demonstrado que a variagdo do comprimento de dadiante de luz é mais critica
do que a temperatura. Desta forma, foram propostas duasaditas para controlar a fonte
de luz, modificando o valor da corrente para manter constantemprimento de onda sem a
necessidade do controle da temperatura.

Palavras-chave Biossensor, Ressonancia de Plasmons de Superficie sBRIRphone



Abstract

This work presents the development of a Surface Plasmonn@aese (SPR) portable sys-
tem. The proposed solution aims to transform a portable cential computing device, such as
smartphone, tablet or a notebook, in an instrument able dtya®m organic and inorganic sub-
stances.In this way considerably reduces the cost compatiedonventional devices based on
SPR, besides providing the use in remote locations and tassilple to applying in several pur-
poses by any users, such as residencial exams for diseasatwa and water quality analysis.
It was demonstrated the possibility to use the device’sescte generate the light source for
excite the SPRféect, which turns the system flexible to modify the light warejth used and
acquire additional information compared to conventiogatams. The results showed that it is
possible to excite SPRfect through a polychromatic light to the angular interrayaimode,
finding the desired influence of wavelength component usisgfavare filter in captured im-
age signal. Furthermore it was proposed to use SPR curvehological analysis for substance
identification to be measured, which reduces the compuiatmmplexity and increases the in-
strument sensitivity. The morphological analysis restgsionstrated the possibility of identify
characteristics didn’t observed by monitoring the resoeaiondition. Monitoring the values of
the SPR line broadeninGammaand asymmetr, it was observedféects of changes in solute
and surface conditions. To minimize the spurious variaéfiest, it was proposed a mathemat-
ical model that allow analyze the signal noise relationgtiithe system that was decomposed
in each basic component. In this model was considered thieat@ariables available, as light
source’s current and camera integration time, further éngperature influence. Based in this
model it was demonstrated that light source wavelengtlisdgfmore critical than temperature
effect. Thus it was proposed two ways for control the light seushanging the current for
maintain constant the wavelength without temperaturerobnt

Keywords: Biosensor, Surface Plasmon Resonance, SPR, smartphone
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Capitulo 1

Introducao

A espectroscopia de ressonancia de plasmons de supe8RiR) € uma técnica de medicao
Otica ja bastante estabelecida, empregada preferencidma deteccdo de eventos bioquimicos
sem a necessidade de marcaddres [HOMOLA; YEE; GAUGLITZ9]1.9Becentemente, este
método de sensoriamento analitico tem sido aplicado pararstonamento de microfluidos
[NEFFE et al.| 20071, de difusdo molecular [LOUREIRO et/al1@] e de reacdes cataliticas de
superficie[LARSSON et al., 2009].

Sob condi¢des de contorno especificas, a polarizagdo dagiasde superficie persiste
como uma oscilacdo eletrdnica coletiva do sistema de aeEfiares existentes na superficie
metalica. Esta oscilacdo forma uma onda de densidade d&loagjtudinal amortecida que é
restrita a se propagar e ser oticamente excitada na irgegface o filme metélico e o meio di-
elétrico adjacente [HOMOLA; YEE; GAUGLITZ, 1999]. Isto ésmonséavel por uma absorgéo
da energia proveniente da fonte de luz que € pronunciadasan@&ncia e caracterizada por um
decaimento na intensidade de luz refletida [RAETHER, 1983ARIK; HOMOLA,|2009]. A
ressonancia pode ser obtida pelo angulo de ressondgag{ao modo de interrogacao angular,
MIA) ou pelo comprimento de onda de ressonangia (no modo de interrogacéo espectral,
MIE).

Os biossensores que utilizam o principio de ressonancidadepns de superficie (SPR)
tém se destacado pelo alto grau de sensibilidade, medicénepo real de interacdes cinéticas
biomoleculares, imunidade a interferéncia eletromagaétindo necessidade de marcadores.
Utilizando uma camada biomelecular especifica como canaddvel e métodos de prepara-
céo apropriados, alvos seletivos (material viral, baasem@nticorpos e outros bio-marcadores)
podem ser identificados com alta precisdo. Esses sensatesser classificados de acordo
com a forma com que é identificada a ressonancia de plasmodengo ser divididos em:
interrogacao angular, interrogagao por comprimento da,gmela fase e pela intensidade.

A configuracéo de Kretschmann representa a abordagem aoonahpara projetos de ins-
trumentos comerciais. Essa configuracao utiliza a reflext@ona total de uma luz com polari-
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zacao p em um filme de ouro fino [KRETSCHMANN, 1971]. Recent@eevarias alternativas
tém sido elaboradas na tentativa de melhorar a qualidadesces@o dos instrumentos. Pode-se
destacar alguns exemplos de configuracdes existentesatntal biossensores com dois leds,
com interrogacao espectral e dois angulos de incidéncid@80A; YEE; GAUGLITZ]| 1999],

de acoplamento e dispersdo de ressonancia de plasmonsetigcseifSPRCD) [PILIARIK et
al.,[2009], que possibilitam a informacao espectral e amgimultaneamente [ALLEYNE et
al.,[2008].

Pode-se encontrar na literatura varias tentativas de maelbe sensores baseados em SPR
através da unido com outras tecnologias. Dentre elas podias a unido de SPR com SAW
(Surface Acoustic Wave) [FRIEDT etlal., 2003; SHEIKH; BLABROWSKI; THOMPSON,
2008], com elipsometria [HSU; LEE; LEE, 2009; NABOK et/ al0@5], com microbalanga
de quartzo (QCM-D)IREIMHULT et dl., 2004], com ressonamgacavidade (CR) [ZHAO et
al.,[2008] e a unidao de SPR com SERS (Surface-Enhanced Raratierifg) [MEYER; RU;
ETCHEGOIN, 2011} Yih et all, 2004; LIU et al., 2010].

Os biossensores que utilizam interrogacdo angular usanfamtede luz com banda de
comprimento de onda estreita, gerada por um diagerou por um LED, que incide em angu-
los diferentes sob um filme metalico para excitar o efeito. SRz € refletida e captada pelos
fotodetctores que a transforma em um sinal elétrico. O sieamagem captado pelo fotode-
tector € adquirido por uma unidade de processamento qizawgéralmente a informacéo da
posicdo do minimo da curva SPR para calcular o indice decBefrau espessura da camada sen-
sivel. Através dos valores do indice de refracéu e€la espessura da camada sensivel pode-se
calcular concentracdo de substancias e caracteristigatsceais das reacdes quimicas.

A posicao de ressonancia e a forma da curva SPR associagan\@m mudancgas nas
propriedades o6ticas da interface biochip. Estas mudancas séo relacionadas a variacées no
indice de refracdo do analitgg ou da presenca de uma camada fixada sobre a superficie de
ouro [NEFF et all, 2006].

A quantidade obtida pela mudanca do angulo de ressonAfigigou do comprimento de
onda de ressonanciales € geralmente a variacdo temporal do indice de refracao@feti 1.
Através deste valor podem ser estimadas caracteristic@soceis da fixacdo, variagdes na es-
pessura de substancias bioquimicas imobilizadas ou dilines [C.THISTRUP et all, 2004].

A condigéo de ressonancia depende do indice de refracidospessera da camada sensi-
vel. Geralmente admite-se um dos parametros conheciddswgacae o outro. Um problema
encontrado para este tipo de sensor € a estimacao simuttanieaice de refracaos e da
espessurds da camada sensivel. Existem algumas alternativas quebpivasi a estimacao
simultanea d@s e ds, entre elas a utilizagdo de ddiEDscom comprimentos de onda diferen-
tes, um com luz vermelha e outro com luz azul. Desta forma giypelgyerar duas curvas SPR
distintas para a mesma substancia e através destes dassespussivel estimar os valoress
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eds.

Como o célculo do indice de refragdo ou espessura da campdadiden diretamente da
condicdo de ressonancia, o método utilizado para detegdondesta condicao influencia dire-
tamente na precisao do biossensor SPR. Avancos tém sidiosbt investigacao e elaboracao
de novas técnicas de processamento e analise do sinal SRR .aliernativa as técnicas tradici-
onais surgiram novos métodos que tentam minimizar os sfédouido, temperatura, variagées
na intensidade de corrente [THIRSTRUP; ZONG, 2005]. Padersontrar formas alternativas
para obtencéo da condi¢do de ressonancia como o algoritsiondaridade local [OWEGA,
POITRAS, 200¥], do ajuste da curva SPR assimetrica [KURIKARAKAMURA; SUZUKI,
2002] e a parametrizacado do modelo e projecéo linear (MPLOB|SKA; HOMOLA] 2005].

Outro fator que determina a condicdo de ressonancia sdaagearésticas do metal uti-
lizado. As condi¢des da superficie de filmes de ouro, aindautiizados e expostos a um
ambiente de solugcédo aquosa, sdo pouco definidas. Essasd@mdéo instaveis e fortemente
dependente do comportamento da superficie do metal, podsstar no estado hidrofébico ou
hidrofilico.

No estado hidrofébico as moléculas de agua séo repelidasg mdica um angulo de con-
tato elevado, distribuindo a agua em pequenas goticulanda superficie esta sob condicdes
hidrofilicas, as moléculas de dgua séo atraidas formanddinencamada de 4gua imobilizada.
Isto é indicado por um pequeno angulo de contato.

O tratamento da superficie, através de solugcbes com elerddode pH e presenca de
ionsOH™~, geralmente cria uma superficie hidrofilica. Este estadbti&lo apds varios ciclos
consecutivos de passagem destas solu¢fes seguidas deEaguzontra partida, quando os
filmes sdo expostos ao ar presente no laboratorio por pedmstiEmpo curtos ou por passagem
de bolhas de ar no fluxo, estes filmes tendem a voltar ao estddwdbico. Isto pode ser
detectado por uma simples inspec¢éo visual da agua fixadareodpos a retirada do chip SPR
do instrumento.

Vérias vertentes foram exploradas na tentativa de mellwodasempenho e os limites de
sensibilidade de instrumentos baseados em SPR [PILIARBMELA, [2009]. Neste sentido,
a analise da forma da curva SPR oferece uma alternativa mgies porém ainda pouco
explorada/[SILIN; BALCHYTIS; YAKOVLEV,[1993].

A largura da curvd depende da espessura e da permissividade complexa do filmetale
que compde o biossensor [KRETSCHMANN, 1971]. O valoi'dambém pode ser utilizado,
em conjunto com a variacdo do angulo de ressonancia, paraestvalor do indice de refracdo
e da espessura da camada sensivel [KOUTSIUOBRAS et al.].2007

Trabalhos tedricos e experimentais, sobre os efeitos daafata curva SPR em nano-
particulas e filmes metalicos finos, foram publicados [PERN¥E al., 1998] YUAN; GAO,
2008;MUNECHIKA et al., 2007; QIU et all, 2008] considerandnto o dominio do com-
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primento de onda quanto o da energia. A influéncia da tempearatlacionada a interacao
de féton-SP e a ndo homogeneidade da superficie devido didage ¢ou presenca de im-
purezas, tem sido atribuidos como mecanismos de espalt@ehemplasmons de superficie
[HOFFMANN; LENKEFI; SZENTIRMAY),[1998].

Apesar de oferecer imunidade a interferéncia eletromagngés biossensores SPR apresen-
tam diversas fontes de ruido que afetam a precisdo da medigdarincipais fontes de ruido
séo: o efeito da temperatura, varia¢cdes na fonte de luz esoalisados pelo sensor de imagem.
O tempo de integracdo, temperatura e o nivel de correnteadtils influenciam fortemente na
relacdo sinal ruido do equipamento. A escolha destes gdlomea-se entdo um dificil problema
de otimizagao que deve ser solucionado para o melhor desbmpe biossensor.

A caréncia de modelos que incluam as influéncias dos ruidfislth um estudo mais
aprimorado que permita melhorar a precisdo do equipamedtestudo do comportamento
de biossensores SPR requer um modelo preciso do transdilittado. A otimizacdo dos
parametros do sistema e a redugdo do ruido necessita deosi@ta predizer a resposta SPR
com relacdo ao conhecimento das propriedades dos mategatsuturas das camadas [HOA;
KIRK; TABRIZIAN, 2007]. O modelo matematico € extremamemtgortante para determinar
a melhor técnica para o condicionamento do sinal, assim abdesempenho do sistema sob
diferentes configuracoes.

Existem diferentes modelos para os biossensores de acamicaxia configuragéo e apli-
cacdo. Aproximacdes para modelos de 3 camadas podem ssrdeitplesmente igualando-
se o vetor de onda da luz incidente com o vetor de onda da ongdksimons de superficie
[C.THISTRUP et al., 2004]. Os modelos analiticos maiszasiios sdo baseados nas equacgdes
de Fresnel, que podem estar na forma convencional [RAETHE83] ou matricial [NEFF et
al.,[2006], para avaliar o desempenho do sistema [HOA; KIRKBRIZIAN/ 2007]. Existe
também o modelo que determina a equacéo para a curva SPRagsifKURIHARA; NA-
KAMURA,; SUZUKI, 2002]. Entretanto, estes modelos nao irctua influéncia do ruido sobre
o sistema. Pode-se encontrar modelos que acrescentam @do@im matematica para o foto
detector e para a grade de difragdo [ZUREK; MORENO; GARCI4BRO, 2008], porém, nédo
consideram o efeito da temperatura e aproximam o ruidcestespor um ruido branco.

A disponibilidade de baixo custo, auséncia de marcadoréssednsores portateis é bené-
fico para implementacédo de programas de monitoracdo arabiie salude publica. Isto é
especialmente verdade no caso de paises tropicais em diesmewito, que sofrem de doencas
endémicas frequentemente nao controladas.

Apesar dos avancgos supracitados obtidos, biossensores&Rfonais sdo equipamentos
que apresentam tamanho e custo relativamente elevado% dgvido a rigorosas especifica-
cOes operacionais que exigem um aparato relativamentdewoara controlar a temperatura,
em conjunto com a excitacao oOtica e deteccdo das condi¢c@essimancia SPR que pertencem
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a interagbes biomoleculares.

A tecnologia de sistemas embarcados em alta escala deaigiegé atualmente rotinei-
ramente empregada esmartphonesle baixo custo, que oferecem alto poder computacional
combinado com sensores de imagens CMOS de alta resolucédbcedm um tamanho redu-
zido. Além disto, uma fonte de luz plana de alta eficiénciagpeet proporcionada por uma
matriz ativa de diodos emissores de luz organicos (AMOLEI® compde a tela do disposi-
tivo. Estes fatores tornam o uso simartphoneg plataformasSystem on Chip (SO@}rativas
para o desenvolvimento de equipamentos de diagnosticeadaem SPR.

Ja é possivel encontrar alguns biossensores portateisogamifitam a medicdo e analise
de substancias em campo e em locais remotos [CHINOWSKY,é2@0.7; HU et al.[ 2009;
NAIMUSHIN et all,[2003a] . Em paralelo com o desenvolvimenégte trabalho surgiram alter-
nativas que buscam integrar equipamentos biomédicos e"uEncontra-se aplicacdes que
analisam o sinal fluorescente de uma amostra [COSKUN etdI3;2VEI et al., 2013] usando
como fonte de luz untaserexterno e um conjunto 6tico, mudanca no comprimento de oada d
um biossensor com cristal foténico [GALLEGOS etlal., 201t83@és da incidéncia de uma luz
externa e conjunto 6tico. Em [NAVRUZ etlal., 2013] é utilipagin led externo, um arranjo de
fibra 6tica, um difusor de luz e um conjunto de lentes parastormar umsmartphoneem um
microscopio capaz de analisar células sanguineas. Em fLdU,@015] é proposto um sensor
SPR utilizando fibra Gtica através de uma estrutura acoplauate posterior desmartphong
composta pela fibra 6tica, conjunto de lentes, célula de flufitiros oticos. Esta estrutura
usa como fonte de luz o led diashe a camera posterior para captar a imagem monitorando a
variacdo de intensidade de luz através dos elementos ssn&m [DUTTA; CHOUDHURY,;
NATH, 2014] é utilizada uma luz externa de banda larga, unjucia de lentes e uma grade de
difracdo e unmsmartphongara analisar diferentes substancias através da mudamsspectro
da luz captada. Um sensor fabricado em fibra Gtica que recéloe @oveniente do led do
flashe direciona a luz até uma grade de difracdo, onde a luz ré&gtela grade de difracdo é
captada pela camera posterior é propostoem [BREMER; ROUEE]2 Em [VASHIST et al.,
2015] é proposto um leitor colorimétrico com uma placa deratiitilagdo usando um arranjo
de smartphonee tablet Em [ZHANG et al./ 2015] € apresentado um biossensor quieaibl
principio de medicdo de impedancia, realizada através daigrocontrolador com a placa Ar-
duino, que transmite o sinal atravésRBleetoothpara osmartphonende o sinal € processado
e visualizado. Enm [PREECHABURANA et Al., 2012] é apreseotath biossensor baseado em
SPR que usa a proépria tela do dispositivo como fonte de luz.

Os sensores mencionados ainda necessitam de um conjwtgata alinhamento e foco
do feixe de luz, componentes externos como a propria foritezdpartes mecéanicas e grades de
difracédo. Os biossensores SPR com interrogacéo angulatispositivos portateis encontrados
nao identificaram a modificacdo do angulo de ressonanciendaza medicéo através do sinal
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de intensidade da luz refletida para um angulo fixo.

Neste trabalho é apresentado um biossensor SPR cosmamphonautilizando apenas o
biochipcomo elemento externo. E utilizado como fonte de luz tanéteedo dispositivo como o
led doflash sendo demonstrado que é possivel excitar o efeito SPR canuarde banda larga
e decompor o sinal através seftware A modelagem matematica, técnicas de processamento e
andlise do sinal sdo propostas para permitir a utilizac@iisp@sitivos computacionais portateis
como biossensores SPR.

1.1 Obijetivos

O obijetivo principal deste trabalho é o projeto de um instota portéatil capaz de compor um
biossensor baseado em ressonancia de plasmons de sepréees de sistemas embarcados.

1.1.1 Objetivos especificos

Biossensores convencionais sao projetados para operanbrardes que possuem caracteris-
ticas constantes ou com pequena variagdo, como tempecatralada, alimentacao através
da rede elétrica, espaco para colocacao do instrument@utadores pessoais ou estacdes de
trabalho para coleta e andlise dos dados. Logo, os biogssnsanvencionais ndo possuem
limitagdo quanto a consumo de energia, tamanho, capacittlagecessamento e variagdo de
temperatura. Normalmente estes biossensores possuemleal® temperatura interna para a
fonte de luz, podendo até mesmo existir o controle da terhpearde todo o biossensor.

Um instrumento portatil é alimentado por uma bateria o qgaegeum consumo adequado
para aumentar o tempo de utilizagcdo sem necessidade dgaelsto limita a possibilidade de
realizar um controle de temperatura pois necessita de ounda energia elevado.

Os instrumentos portateis apresentam limitacodsadéwaree softwarequando compara-
dos aos instrumentos tradicionais de bancada. Dentre #addas existentes pode-se citar a
necessidade de tamanho e peso reduzidos para facilitatabjidade, um consumo de ener-
gia minimizado para aumentar o tempo de utilizacdo, capdeidle processamento inferior
aosdesktopu estacdes de trabalho. Logo, para ultrapassar as liregagdstentes e viabi-
lizar a utilizacdo de dispositivos computacionais porsatemo biossensores, € necessario o
desenvolvimento de algumas etapas com o estabelecimes@gdointes objetivos especificos:

e Estudo e desenvolvimento de técnicas de andlise de sinal:

- A complexidade computacional dos algoritmos utilizadasapanalise e proces-
samento de dados, influencia bastante no rendimento e apeabdade dosoftwaree
sistema computacional. Isto se torna mais evidente emrmsstportateis, que possuem
hardwaremais limitado, além de aumentar o consumo da bateria. Laga,gcancar o



Capitulo 1. Introdugéo 7

desempenho satisfatério, o estudo e desenvolvimento dieadcalternativas de analise
do sinal captado, que permitam a expansao das funcionafaidum biossensor SPR se
faz necessério.

e Analise do ruido e variaveis espurias:

- Outro fator que afeta fortemente a qualidade de qualquesose a influéncia de
variaveis espurias. Para biossensores SPR a temperatungparametro que altera o
comportamento de praticamente todo o sensor. Um instrunpentatil € alimentado por
uma bateria o que requer um consumo adequado para aumeptapo tle utilizacédo
sem necessidade de recarga. O controle de temperaturaa@toavel para dispositivos
portateis de pequeno porte, pois, 0 consumo de energiasaece®rnaria o tempo de uti-
lizacdo bastante reduzido. Além da temperatura existera®uariaveis como corrente
utilizada para a fonte de luz e tempo de integracéo do sersorayem, que influenciam
diretamente na relag&o sinal ruido do biossensor. Dess®far estudo e desenvolvi-
mento de um modelo mateméatico que seja capaz de incluir o efestas variaveis na
variavel de saida, possibilita uma otimizacéo e possdiikdde compensacéo para o sis-
tema.

e Desenvolvimento dsoftware

- O desenvolvimento deoftwareutilizado busca tornar o sistema capaz de ser em-
pregado em qualquer tipo de sistema computacional pactatibsmartphone, tablets
etc.

e Desenvolvimento da estrutura mecanica:

- Para permitir que o sistema seja adequado ao deslocamatilizagdo em locais
variados, objetiva-se desenvolver a estrutura mecanicaapeopriada para torna-lo fle-
xivel e com peso e tamanho reduzidos.

1.2 Principais contribuicoes

A solucdo proposta permite a reducdo no custo e tamanho dpaewgento em relacdo aos
biossensores tradicionais, tornando possivel a utilz&ga locais remotos com analise em
tempo real. Além disto, permite a um usuario comum ter acassm poderoso sistema de
analise portétil, que pode ser utilizado na prevencao dagdsecom a realizacdo de exames
ou em aplicacdes como analise da qualidade de agua e comeghugientre as contribuicbes
inerentes ao projeto pode-se destacar:

e O desenvolvimento de um biossensor utilizando disposifdstateis comemartphones
tablets notebookssem a necessidade de qualquer dispositivo 6tico paraaatiahto e
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foco do feixe, ou fonte de luz externa. A fonte de luz do binsee € gerada pela tela
do dispositivo portatil e a imagem é captada pela camer&mpeseste dispositivo. O
equipamento é capaz de controlar o comprimento de onda taderuz. Além disto,
€ demonstrado a possibilidade de utilizar uma imagem breowe fonte de luz para
excitar o efeito SPR em biossensores com interrogacdoamguatontrando a influéncia
da componente desejada através da passagem de um filtzadegbiorsoftwareno sinal
captado pela camera [SOUZA FILHO; LIMA; NEFF, 2014].

e A expansao das funcionalidades de biossensores basead®sssonancia de Plasmons
de Superficie , através da inclusao de novas técnicas paiseado sinal SPR obtido.
O monitoramento de caracteristicas da forma da curva € sit@peomo uma alternativa
para a analise do sinal SPR. A largura da curva é utilizadarpedir a evolugao temporal
das variacfes existentes na camada sensivel. Sao apdesentevas alternativas para
medicdo como a monitoragdo do valor da assimetria e a vargg&uido no angulo de
ressonancia. A energia do sinal bruto de imagem € outra famabisada para evolucao
temporal [SOUZA FILHO; LIMA; NEFF| 2010].

e Os novos parametros foram utilizados para auxiliar na idisgcacéao de ligacdes rever-
siveis e irreversiveis de proteinas na formacdo da monatzadwmbiossensor. Os para-
metros da largura da curdae a simetrigassimetriaG associada sdo analisados simul-
taneamente, com objetivo de avaliar a admisséo e exposecaolacdes de analito sele-
cionadas. Quatro contribuicdes foram identificadas pasaguita e assimetria da curva
SPR sendo classificadas em: intrinseca e independente dartgora, dependente da
temperatura, uma contribuicdo que depende da morfologfénae metalico através da
espessura e rugosidade e uma contribuicdo relacionadaa@l§SOUZA FILHO et
al.,[2010].

¢ Foi realizado um estudo para determinar a sensibilidaddildeagéo de cada parametro
proposto, assim como a sua suscetibilidade a presencaideeraindesejaveis [SOUZA
FILHO; LIMA; NEFF, 2010].

e Elaboracédo de um modelo matematico para determinar a oetagdl ruido do biossen-
sor, analisando a influéncia das principais fontes de ruidwsiaveis de controle em cada
componente do biossensor. Esta andlise visa otimizar degpde operacao e escolher
ou desenvolver as melhores técnicas de condicionamentimaoasserem empregadas.
O modelo proposto apresentado analisa detalhadamenteaag@nente de um biosen-
sor SPR, levando em consideracao a influéncia da correntgedgio da fonte de luz,
influéncia da temperatura e tempo de integracéo do fotosgWZA FILHO; LIMA,;
NEFF, 2017].
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e Foi investigada a alteracdo do comprimento de onda da fantezle seu efeito em
cada componente do biossensor. Foi demonstrado que ad@mdaccomprimento de
onda provoca uma alteragédo mais pronunciada do que o dargomae modificando a
abertura do feixe de luz, os indices de refracdo dos mateyg compdem o biossensor
e a sensibilidade do fotodetector. Desta forma, foi congmowque € mais importante
controlar a componente fundamental do espectro de ldas#wdo que sua intensidade.
Para isto é proposta a modificagdo no valor da corrente parpartsar o efeito causado
pela mudancga da temperatura do laser no valor do comprirderdada fundamental do
feixe de luz, o que pode ser realizado desde que o diodo lasautea fonte de luz seja
caracterizada previamente [SOUZA FILHO; LIMA; NEFF, 2017]

1.3 Estrutura do documento
A estrutura deste documento para o exame de qualificacawviidh em 6 capitulos:

e Capitulo 1 : No primeiro capitulo foi apresentada uma inigéeh que delimita o tema
sobre o qual se enquadra o desenvolvimento deste projéto da especificar os objetivos
e organizacao do documento.

e Capitulo 2: No segundo capitulo sédo apresentados contefiosos sobre os biossenso-
res baseados em Ressonancia de Plasmons de Superficie.

e Capitulo 3 : O terceiro capitulo contém a descricdo da algerdgroposta para analise
do sinal utilizando a morfologia da curva SPR, assim comdudesia sensibilidade dos
parametros propostos.

e Capitulo 4: No quarto capitulo é apresentado o estudo aglaligobre as principais fon-
tes de ruido e variaveis que influencia no sinal. O sistemalksado detalhadamente
em cada componente, de forma a criar um modelo que apresesigcao sinal ruido
incluindo as variaveis que podem ser manipuladas parazatiroisistema.

e Capitulo 5: O quinto capitulo descreve a solucdo propodtaamdo sistemas compu-
tacionais portateis, desde a concepcao da estrutura mac@mmboracdo dsoftware
hardwaree obtencéo dos resultados experimentais para analise sk&scila organicas e
inorganicas.

e Capitulo 6: As consideracdes finais sdo abordadas no sekime Gapitulo.



Capitulo 2

Biossensores baseados em Ressonancia de
Plasmons de Superficie

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Agpl3hemistry) um biossensor
é definido como dispositivo que utiliza reacdes bioquimesaeecificas mediadas por enzimas
isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou céhitasas para detectar compostos quimi-
cos normalmente por meio de sinais elétricos, térmicos toagI[UPAC, 1997].

Os biossensores sdo capazes de detectar substanciasasgaimorganicas com alto grau
de seletividade, podendo ser utilizados em diversas gpksacomo em analises laboratoriais,
aplicagcdes médicas, agricolas e monitoramento de ambieotke-se citar o uso de biossenso-
res na deteccéo de influenza, turbeculose e colesterol [HAOMM et al.) 2014]

Este capitulo aborda conceitos que seréo utilizados nodasanento deste trabalho como
o principio de ressonéancia de plasmons de superficie (3RR)elagem matematica e compo-
sicdo de biossensores baseados em SPR.

2.1 Ressonancia de plasmons de superficie

O fendmeno de plasmons de superficie (PS) € uma oscilac@mdildde de cargas longitudinal
gue se propaga ao longo da interface entre um metal e umridiel fEARVALHO; RATH;
KUBOTA, 2003]. Uma configuracao basica de um biossensordoimsem SPR esta ilustrada
na Figurd 2.l. Quando um feixe de luz se propaga em um meioditeeide refracam, e
encontra um meio com indice de refracdo mempa luz é totalmente refletida se o angulo de
incidénciad for superior ao angulo critico [RAETHER, 1988].
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Figura 2.1: Principio SPR

No ponto de incidéncia do feixe de luz parte da radiacdo pemet meio 3, criando um
campo elétrico evanescente com amplitude que cai expaieraite com a distancia de pene-
tracdo. Se no meio de menor indice de refracao for depositaddme metalico de espessura
adequada, o campo elétrico pode excitar os elétrons liresedal criando uma onda de plas-
mons de superficie (SPW) que se propaga ao longo da intenféi@o metal e o dielétrico. A
criacdo da SPW provoca uma transferéncia de energia dodeikez para a onda, que pode
ser verificada como um decaimento na intensidade de luzideflpelo filme. A SPW pode
ser excitada variando-se comprimento de onda (interragdg&comprimento de onda) ou o
angulo de incidéncia(interrogacao angular) do feixe deNeinterrogagao angular, o angulo
gue torna a componente horizontal do vetor de onda do feikezdlg igual a parte real do vetor
de onda da SPWRgksp) € denominado de angulo de ressonafgia pois mantém a oscilagéo
de cargas criando o fendbmeno SPR. O valor deste angulo dederiddice de refracdo e da es-
pessura da camada superior ao filme metalico, sendo detatangelo ponto minimo da curva
SPRilustrada na Figufa2.1.

Alteracdes nas caracteristicas do meio 3 provocam uma madanvalor dé&es. Com uma
camera é possivel detectar a intensidade da luz reflgtioara cada angulo de incidéndia
correspondente ao sinal de cambeel X,, formando a curva SPR. A partir deste sinal de imagem
determina-se o valor dies € calcula-sas.
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2.2 Descricao do biossensor

Os biossensores séo constituidos basicamente por umdlipador, um transdutor fisico qui-
mico, uma unidade de aquisicdo, processamento e contrédleGlJe uma interface com o
USUArio.

O biocatalizador é a camada bioquimica preparada para agerias a substancia desejada,
0 que torna o biossensor um elemento bastante seletivo.dathizador possui um elemento
bioldgico que fixa apenas a substancia especifica. Os elesi@ntdgicos que podem ser utili-
zados sdo enzimas, anticorpos, organelas, bactériagcéas, substancias ligantes e outros.
Quando a amostra a ser analisada entra em contato com odlizaddr, apenas a substancia
desejada € fixada. Dependendo da preparacdo da camadarbeaquide-se analisar diferentes
substancias.

O transdutor fisico quimico transforma a informacgéo da tSugga em um sinal elétrico.
A UAPC condiciona e adquire o sinal proveniente do transgdualiza o processamento, ar-
mazena a informacao e eventualmente controla os dispmsitigcessarios ao transdutor. A
interface com usuario permite que o operador visualize@nmicdo adquirida e possa confi-
gurar o biossensor.

Neste trabalho ndo serd desenvolvido o biocatalizadorpadeaf que o desenvolvimento
estara focado para o transdutor, UAPC e interface com o iesu@rprincipio do biossensor
utilizado sera o de ressonancia de plasmons de superfidieado na se¢do 2.1.

2.2.1 Transdutor fisico quimico

O transdutor fisico quimico utilizado como base para dedeimento deste projeto € composto
por um dioddaser, um conjunto de lentes colimadoras, brachipe uma camera CMOS unidi-
mensional de 102gixels(Hamamatsu S296) [SOUZA FILHO; LIMA; NEFE, 2008; SOUZA
FILHO,2006]. A configuracao do transdutor € ilustrada naiFag.2.

EAOD A
.—\\ — /’/——.
e == ==
|
0 \4

v

Diodo Laser Cémera CMOS

Figura 2.2: Transdutor Fisico Quimico.
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O biochip € formado por uma camada de ouro moldada sobre um Elementcaj#aA
mento Otico de Difracdo (EAOD). Isto permite o acoplamerttoodentre a luz de entrada e
saida mantendo uma sensibilidade alta, baixo ruido e béapemnce. A utilizacdo do EAOD
facilita a troca da superficie sensora, ndo apresenta stesgaecanicos e evita a necessidade
de manutencéo Gtica e servico técnico [C.THISTRUP €t af4R0

O diodolasergera o feixe de luz que passa pelas lentes colimadoras , dode é ajustado
para incidir perpendicularmente no EAOD de entrada. Asueashexistentes refletem a luz
que se propaga pelo EAOD até incidir em angulos diferentgsonto central. O angulo de
incidéncia depende da distancia do ponto central até o deixez gerado pelo diodaser. No
ponto central esta localizada a camada sensivel, sobrd & fijwenado o biocatalizador. A luz
refletida pelo ponto central € direcionada até a camera CM8 é convertida para um sinal
elétrico.

2.2.2 Modelagem matemaética

Considerando uma interface de dois meios semi infinitosddoa por um metal com funcéo
dielétricasm, € um dielétrico com funcao dielétrieg, o vetor de onda de plasmons de superficie
ksp € dado pela equacéo P.1 [RAETHER, 1988].

2n Eméd
ksp = —

2.1
AV éem+éed (2.1)

O vetor de onda da componente da luz incidépt@omponente paralela ao plano de inter-
face metal dielétrico) pode ser encontrado pela equacHRARPTHER,(1988].

Ky = 2Tﬂnlser(@) (2.2)

onden; é o indice de refracdo do substrata € o comprimento de onda da luz incidente.
Como mencionado na sedaol2.1 a condi¢ao de ressonancia quarnddky € igual a parte real
deksp. As funcdes dielétricas complexas do metal e da camadavees&b expressas pelas
equacOes 213[e 2.4.

&m= &mr+ JEmi (2.3)

£d = &dr + | &di (2.4)

ondeem € emi SA0 respectivamente a parte real e imaginaria da funcaariialdo metal e
£gr € g4j as partes real e imaginaria da funcdo complexa do meio 3.id&asdo que o0 meio
3 é formado por um dielétrico com parte imaginaria da fung&téttica nulasqgi = 0 e que
lemrl >> emi, igualando-se a equagaol?.2 a parte realde 2.1 encontreaser para o indice de
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refracdo efetivanes s € angulo de ressonandias dados, respectivamente, pelas equacdo 2.5 e
2.6 [C.THISTRUP et all, 2004; NEFF etlal., 2006].

Neff = \/ mr{MSerlred)” (2.5)

emr — (N15€r(bres))?

Ores = arcsir{@ Emr ] (2.6)

Ny 8mr+n%

As equactes 2.5, 2.6 foram obtidas considerando-se quesorsgmtém apenas trés cama-
das, onde a terceira camada € a regido sensivelnigge- n3. Entretanto, em um biossensor
SPR a substancia a ser analisada normalmente ¢é diluida ewlwents para permitir que seja
deslocada até a regido sensorabttchip. Logo, aléem da camada sensivel do biocatalizador
existe pelo menos mais uma camada com solucao que contérstarstia a ser analisada.

Modelo de N camadas

O biochippode ser representado por uma pilha de camadas de matdaestks, com indices
de refracdm; e espessurd;. A Figural2.3 ilustra a disposicéo fisica de camadasidohip
utilizado.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

4 N4 d4
3 N3 ds
2 N-, I d2
1 Ny 1 d1

Figura 2.3: Modelo de 4 Camadas para o Biochip

O biochipé composto por 4 camadas sendo a primeira um substrato pictiyng segunda
uma camada de ouro, a terceira é a camada sensivel que ddpenudistancia a ser analisada e
a quarta é o solvente (normalmente 4gua). O coeficiente dadeftidbiochipé obtido atraves
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das equages de Fresnel que estéo representadas na fonnahpaias equacoés 2.7a 2.10
INEEF et al.[ 2006].

R (M1 + M20m) 01 — (M1 + Mp2)Om

- 2.7
(M1 + Mi20m)da + (M1 + Mp2)Om” (2.7)
onde,
m-1

M1 M2
Mot =] [ M; = : 238
“ B J Mp1 Mp2 (2.8)
Mi:l .COS(-ﬁj) —isin(ﬁj)/Qj ] (2.9)

_|qjsm(,8j) Cos(ﬁj)

2ndj /i ~ [Ny sin(61)]? 2 — [y sin(6y)]2

Fi= \/ ] ,gj = \/ : . (2.10)

A n2

J

A intensidade de luz refletida pebochip I pode ser obtida pelo produto da intensidade

de luz incidentdinc pelo coeficiente de reflexd® dado pela equac@o 2.7, através da equacao
2.11.

1 (6) = linc(0) - R (2.11)

Como dificilmente a fonte de luz apresenta distribuicdo @apaniforme em relagéo a in-
tensidade, é necessario realizar uma normalizacédo endioetdagm sinal de referéncia. Logo,
para obter a curva SPR realiza-se a diviséo da luz refletidagpsubstancia a ser analisdga
pela luz refletida do sinal de referéntja ¢, obtendo-se entdo o sinal de intensidade normali-
zadol, de acordo com a equagdo 2.12.

Irs(6)

Im(H) - lrref (9)

(2.12)

A relacao entre a posicagn) do pixel nda camera e o angulo de incidéngjaustrada na
FiguralZ.1 depende da geometria e dimensdes do transduiene€endo-se a distribuicdo da
luz incidente, é possivel calcular a curva SPR utilizarelassequacoés 2.7a 2.12.
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2.3 Obtencéo da condicao de ressonancia

O sinal de imagem captado pelo biossensor é susceptiveliénnfa de ruido, o que torna a
curva SPR um sinal ruidoso. Consequentemente, em apleagéis, a busca direta pelo ponto
minimo da curva € ineficiente para obtenc¢édo do angulo denassia.

Existem varias técnicas de obtencdo da condi¢do de ressarddiravés da curva SPR que
tentam minimizar a influéncia do ruido e de variaveis esplgiastentes. Dentre elas pode-se
citar: Ajuste Polinomial, Primeiro Momento ou Centroidengeira derivada [OWEGA; POI-
TRAS, 2007], Linha Base Dinamica [THIRSTRUP; ZONG, 2005ntroide rapido [GENG;
ZHANG,; YU, 2012], regressao paramétrica ponderada localen@WPR) [JOHNSTON; YEE;
BOOKSH,[1997], método de analise otimo|CHINOWSKY; JUNG; K/EEL999], funcdo de
curva assimeétrica [KURIHARA; NAKAMURA; SUZUKI| 2002], pametrizagdo do modelo e
projecéo linear (MPLP) [TOBISKA; HOMOLA, 2005], algoritnde similaridade local [OWEGA,
POITRAS, 2007], centroide quadratico |[HU; ZHAO, 2009],@imacao por uma sendide [PE-
REIRA et al./ 2014].

Nesta secdo serdo abordadas as técnicas do Ajuste PoliroRrisneiro Momento, que
serdo utilizadas para realizacéo de estudos de sendilgil@andlise dos experimentos durante
este projeto. Estas técnicas foram escolhidas por se ttatégcnicas classicas ja bastante
consolidadas.

2.3.1 Ajuste polinomial

O ajuste polinomial utiliza uma aproximacéo da regido praxao angulo de ressonancia por
um polinbmio de grau. Através do polindbmio aproximado € possivel encontrar dgari-
nimo correspondente ao angulo de ressonancia expressequeledo(2.13).

Ores = Min(ag + a160 + a26° + agh° + ...an0") (2.13)

A escolha da regido pode ser feita através de um refererariabntal ou vertical. Quando
se utiliza um referencial horizontal, realiza-se inicialtte uma busca direta pela posi¢cao do
menor valor da curva. A regido é entdo determinadakpgontos a esquerdalke pontos a
direita deste valor. A utilizacdo de um referencial vettiedeita determinando-se um valor
limite de intensidadé, a partir do qual séo escolhidos os pontos abaixo desteelipaita de-
terminar o polinbmio. S&o considerados apenas 0s ponttenpentes a regido incluida entre
0s cruzamentos das curvas SPR e a reta do liniitegados. Na Figuiia 2.4 estao ilustradas as
regides de escolha para a técnica de Ajuste Polinomial.
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Figura 2.4: Representacdo da Técnica de Ajuste Polindraia @btencédo da condicdo de
ressonancia

O gréfico a esquerda da Figural2.4 ilustra, através da regiétauhada entre os pontks
e ko, 0s pontos utilizados para o calculo do angulo de ressoa@etd Ajuste Polinomial com
referencial vertical. A utilizacao do referencial horizalresta ilustrada no grafico da direita da
Figural2.4.

O ajuste polinomial minimiza o ruido na determinacéo donmalimimo da curva e do angulo
de ressonancia, além de permitir uma interpolagéo entrerdepdo sinal medido e ser menos
susceptivel as variacdes de valores de intensidade dadeihte.

2.3.2 Primeiro momento

O primeiro momento é uma das técnicas mais utilizadas nandiecdo do angulo de resso-
nancia através da curva SPR. A técnica consiste em encortemtroide dos pontos da curva
que estdo abaixo de um certo valor de intensidade. Este &alenominado de linha base e
determina a regido entre 0os pontas k, ilustrada no grafico da esquerda da Fidura 2.4, si-
milarmente a técnica de Ajuste Polinomial com referencdgatival. O angulo de ressonancia,
obtido pela técnica do primeiro momento, é determinadoé@srda equacad (2114).

S (@) =116,

Oros = —— (2.14)
S lim(@) -1

onde;:

¢ Ih(6;) é o valor da intensidade de luz para o angulo de incidéhciaptado pelgixel i

e | € 0 valor para a linha base
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O primeiro momento apresenta um baixo ruido, porém, &€ mategtivel a variacdes verti-
cais na curva SPR. Estas variagées podem ser causadaepag@dt na intensidade luminosa
doLaserou na sensibilidade no sensor de imagem.

2.4 Biossensores SPR Convencionais

Biossensores SPR convencionais sdo equipamentos calgitle fonte de luz, conjunto 6tico,
transdutor, circuitos eletrénicos para condicionamert®idais, fotodetectores, unidades de
processamento e interfaces com usuéario. O diagrama deshilastrado na Figura 2.5 repre-
senta a composi¢do de um biossensor SPR convencional.

. Cond. Interface
Fonte Conjunto Foto
» Transdutor > » de » UP » Com
de Luz Otico Detector . ..
Sinal Usuario
" Microcontroladores LCD
L CMOS Amplif.
LED »|  Lentes »  Biochip > [ »| Filtos | bsp || Teclados
" Polarizador " FPGA PC
Policro. Foto diodo AD

Figura 2.5: Diagrama de Blocos de um Biossensor SPR coru@aci

A fonte de luz utilizada pode ser uma luz com banda de comptonde onda estreita
como um dioddaser ou um LED, ou uma luz policromatica. E necessario um conilele
corrente e temperatura para a fonte de luz, com objetivo deema poténcia 6Otica constante e
o comprimento de onda desejado.

A luz gerada passa por um conjunto 6tico composto de lenteajgstam o foco e direcao
do feixe de luz. Pode existir ainda um polarizador para dgi&asar apenas a luz com polariza-
cdo desejada. A luz incide no transdutor, que normalmertenéflo por um metal depositado
sobre um dielétrico. No transdutor é depositado a camadgivioca responsével pela fixagdo
e captacao da substancia a ser analisada. A luz refletidérgesalutor é captada pelos fotode-
tectores. Como fotodetector pode-se utilizar cameras QCOMOS ou até mesmo um Unico
fotodiodo. O sinal captado pelos fotodetectores passacpeldicionador de sinais que podem
conter filtros para minimizacao de ruido, amplificadorea paimentar a faixa do sinal e torna-
los adequados para serem convertidos pelos conversorégiiana digitais (AD) existentes.
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Os conversores AD podem fazer parte do proprio circuito aelicoonamento ou da unidade
de processamento do sistema.

A unidade de processamento (UP) utiliza os sinais adq@i@oa calcular os pardmetros
da camada sensivel, normalmente indice de refracdo ousespggodendo utilizar estes valo-
res para calcular concentracdo da substancia analisadactecisticas cinéticas da reacao. Os
dispositivos utilizados como unidade de processamentbediovariados podendo ser FPGA,
microcontroladores, ASIC, DSP, SOC ou qualquer outro ditpo capaz de realizar o proces-
samento de dados.

A informacéo processada é enviada para um dispositivo dgface com o usuario como
displaysLCD, telas sensiveis ao toque, outros computadores e etateAdce com usuario
também é composta por dispositivos que tornam possivel @&iosmanipular e controlar o
sistema, como por exemplo teclados e botdes.

Alguns biossensores mais complexos possuem ainda digpsesiipazes de trocar auto-
maticamente as substancias analisadas e realizar a lidpessmsor. Logo, instrumentos con-
vencionais e comerciais podem ser bastante complexos equergemente possuem um custo
elevado.



Capitulo 3

Morfologia da curva SPR

Como alternativa ao monitoramento da condi¢do de ressiangune ocorre nos biossensores
comerciais existentes, € proposta a analise morfolégicada SPR com objetivo de expandir
as funcionalidades de biossensores baseados em ressodé@miasmons de superficie. Esta
andlise procura identificar alteracdes no formato da cumvduacdo de variacdes na camada
sensivel. As variacbes na camada sao decorrentes de adeargdmocao de substancias, o
que altera o valor da espessura da camada, ou de modificagdetice de refracdo exterior.

Este capitulo descreve 0s novos parametros propostosiaisea o sinal SPR, assim como
o0 estudo realizado para avaliar a sensibilidade destemptds com relagdo a espessura e in-
dice de refragéo da camada sensivel, além da influéncia ¢agioe variagdo de temperatura.

Além disto é apresentada a analise realizada para avalfatares que sdo determinantes
para o valor da largura da curva SPR. S&o avaliadas a infauédaciemperatura, substancias
adsorvidas, espessura e rugosidade da superficie metalica

3.1 Definicao dos parametros

A analise da morfologia da curva proposta é realizada a@de@onitoramento dos parametros
da largurd’ e da assimetria G da curva SPR, que estao ilustrados na Bidura

A largura da curva € calculada no valor de intensidade mégtieesentado pela reta da
Figural3.1. Este valor é obtido através do valor médio enpeno maximo e o ponto minimo
da curva SPR. O valor déé entéo obtido através da distancia entre a borda esquetuarésa
direita da curva. Como mencionado na sdc¢ab 2.3, para obténimmda curva é necessario
utilizar técnicas de obtencao da condi¢do de ressonancia.
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Figura 3.1: Caracteristicas da Morfologia da Curva SPR

Para encontrar a assimet@aé preciso inicialmente determinar a abscissa do valor noinim
da curva que corresponde ao angulo de ressonéngidm seguida é determinada a distancia
entre o minimo e a borda esquerda da curva 8RRssim como a distancia entre 0 minimo e
a borda direitg8 . Estes valores séo obtidos no valor de intensidade médiarda.cO valor
da assimetria é definido através da raz&o entre as duas s\éeadarva em relacdo ao ponto
minimo, podendo ser calculado atraves das equac8es 311 e 3.2

Gr= B (3.1)
a
GL:% (3.2)

ondeGr representa quanto a borda direita € maior do que a esqu&ida quanto a borda
esquerda é maior do que a direita. Existe uma relacdo dimgtaas valores dE eG. A largura
da curva pode ser determinada em fun¢éo dos valoresdies de acordo com a equagaol3.3.
Utilizando-se as equacdesI3.[I € 3.3 encontra-se a relag@@eassimetria e a largura da curva
através da equacao B.4.

I'=a+p (3.3)

I =a(1+GR) (3.4)
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3.1.1 Energia do sinal bruto

Variacdes na camada sensivel provocam um deslocamentogudo &e ressonancia assim
como também uma varia¢do no decaimento da curva. Desta &anea total da curva também

é alterada. O aumento da espessigrassim como mudangas no valor do indice de refracdo
da camadag, fazem com que a energia absorvida para criar a onda de piastesuperficie
também seja modificada. Isto permite medir variacbes dadamensivel através da energia
do sinal de luz refletido.

O sinal de luz refletido é captado por um sensor de imagem aseipam nimero dpixels
finito N. Logo a energia total do sinal bruto obtido, denominada pquEsjg € definida como
sendo o somatorio de pontos do sinal de imagem reflétide(n)) captado pela camera para
a substancia analisada. O valorlggx(n)) esta relacionado a equag¢do 2.11 substituindo-se a
relacdo de angulo de incidéncia para posicao do pixel dare&x(@. Logo o valor da energia
pode ser calculado através da expresséo da equag¢éo 3.5.

n=k2

Esig= ) lis(X(M) (3.5)

n=Kkq
Os limites para o célculo da energia da curva deve comprean@gido sensivel ao efeito
SPR, podendo obter valores minimoslkde- 1 até o maximo dé& = N comky, > k;. A de-
terminagéo do valor dEsjg ndo necessita do sinal de referéncia, como acontece ndadtzu
angulo de ressonancia, evitando a etapa de calibracdoamtirmais rapido o processamento.
Uma soma ponderada de pontos ja foi utilizada para gerarnahde tensao correlacionado ao
indice de refragdo e concentracdo do analito [HANSEN; JOHNSE WILSON,2005].

3.1.2 Ruido do angulo de ressonancia

Além dos parametros da morfologia da curva e da energiapprsep 0 monitoramento do ruido
sobre o pixel correspondente ao angulo de ressonancia.

A curva SPR é obtida realizando-se a divisdo do sinal de imatgesubstancia analisada
I;s pelo sinal da referéncikres sendo representado pela equagdal2.12. O sinal de referéncia
liret € Obtido através da média de sinais de imagem adquiridos dmothip exposto apenas
ao ar.

Cadapixel do sinal de imagenhy(k) é obtido através da média dpsxels ks(k) dosN
quadros do sinal de imagelm(j) através da equacéo B.6.

1 &
Im(K)= - D Irs(i-K) (3.6)
j=1

Utilizando-se a equacd@o 2]12 e os valores$gk), obtém-se a curva SPR da média dlbs
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quadros de imagem captados. Através da curva SPR calcol@isgulo de ressonancies

e o respectivo valor de intensidatig.. Similarmente s&o obtidos os valores dos angulos de
ressonancides e intensidadey, . (j) para cadg quadro de imagem. O nivel de ruidg,. é
entdo calculado através da equdcao 3.7.

1 |8
Obes = N ’ j_Zl(IQres(J) - I9res)2 (37)

O valor deg,. € 0 desvio padréo do valor do pixel, correspondente ao amigulessonan-
cia, sobre ofN quadros utilizados na obtencao da curva SPR.

3.2 Sensibilidade paramétrica

Para avaliar a utilizacdo dg G e Esjg na medicao de uma substancia com biossensores SPR,
foi realizada uma analise da sensibilidade destes pamdsnetn funcdo do indice de refracédo
n3, da espessura da camada sendyed da variacdo em relacédo a temperafliraO sensor
utilizado para analise foi biochip descrito em[[C. THISTRUP et al., 2004], simulado com o
modelo de 4 camadas obtido com as equacdes de Fresnel ndapimmatricial [NEFF et
al.,[2006] apresentada na segao 2.2.2. O filme de metéliczadd para simulacao foi de ouro
com espessura de®® O comprimento de onda utilizado para analise de sensabliéidoi de
A=6700m

A sensibilidade paramétricdpy € definida como a variagcéo do parametro avalipdan
funcdo da variavel analisada Os parametros analisados $46 e Esjg. As variaveis analisa-
das sé@mg, d3 e T. A sensibilidade pode ser determinada pela equacéo

_op
PX™ 5%

O indice de refracdo e a espessura da camada sensivel s@idasivgue se deseja medir

(3.8)

nos biossensores SPR. A partir destes valores pode-send&ien concentracao da substancia
na amostra e avaliar as interacdes cinéticas destas stibstéh temperatura foi escolhida para
avaliar a sensibilidade dos parametros, pois € um dos paisdiatores que alteram a qualidade
da medicao.

3.2.1 Sensibilidade com relacdo a espessura

A espessura da camadadetermina a quantidade de substancia fixada sobre o filmerde ou
O conhecimento do seu valor € imprescindivel na determindg&oncentracao da substancia
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analisada no biossensor. Nos biossensores comerciaisigata o valor da saida € a variacao
do indice de refracéo efetivo, que depende do valor do irtBaefracdo da camads e da
espessurds. De acordo com a substancia a ser analisada € possiveiratrimlor para uma
das variaveisiz ou d3 e determinar o valor da outra através da medicao do indicefade@o
efetivo. Desta forma, para que o biossensor seja precisari@ael de saida deve ser o mais
sensivel possivel a variacdo dige dens.

A sensibilidade de cada paramep@om relacao a espessura pode ser definida através das
equacOels 319[a 3.12.

Sity = 5 (3.9)
Srq, g—; (3.10)
Scg, = g—i (3.11)
SEqyds = % (3.12)

A sensibilidade dos parametros em relacdo a variacao dasespdoi analisada para um
indice de refracdo de, 45, que corresponde ao valor do indice de refracdo da paoBA
(Bovine Serum Albumin). O BSA foi escolhido por ser um dosredatos que pode formar a
primeira camada do biocatalizador. Os valores da espeksara analisados no intervalo de
3nma 1/ mcom incremento derim Para cada valor dds, foi obtida a curva SPR simulada
através das equacOes de Fresnel na forma matricial. A partburva foram calculados os
parametro$’, G, Esjg € 6res de acordo com os algoritmos descritos na ségdo 3.1.

Os algoritmos para determinacdo da largura da curva e daetssi utilizam o ponto do
angulo de ressonancia como parametro. Logo, a técniczadtilipara obtencgéo dgsinfluen-
cia diretamente nos valores Oe G. O calculo da energia do sinal é independente do valor de
Bres, l0gO seu valor € o mesmo para qualquer técnica.

Para avaliar a sensibilidade em funcaodgdoram utilizadas trés técnicas diferentes para
obtencado dé&es. Os valores do angulo de ressonancia foram obtidos utdizanMinimo da
Curva SPR, a técnica de Primeiro Momento e pelo Ajuste Polialo Estas técnicas foram
escolhidas por serem as mais utilizadas nos biossensastsné@s. O comportamento dos
parametros referentes a morfologia da curva, calculadesést da busca direta pelo ponto
minimo, estao ilustrados na Figlral3.2
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Figura 3.2: Variacao dos parametros da morfologia da curveetacao a espessura da camada
sensivel

A largura da curva e o angulo de ressonancia apresentam ueateréstica de comporta-
mento linear em relacéo a espessura, com uma taxa de vapegidiva. A assimetri&g e a
energia do sindEsjg assumem um comportamento com taxa de variagao negativdagaoe
espessura.

Os valores das sensibilidades encontrados para os pas@nfi@tamSyq, = 0,1255 /nm,

Srd; = 0,0336'/nm, Sgqg, = —0,0015nm Esses valores podem indicar que o angulo de res-
sonancia € o parametro mais sensivel em relacéo a espgsmé@ma, os valores estdo em di-
ferentes ordens de grandezas. Desta forma, foi necessatiara sensibilidade em relagéo

a variacdo proporcional de cada parametro. Logo, a sedsithd paramétrica, denominada a
partir de agora como sensibilidade relativa, passa a sarladb de acordo com a equagao B.13.
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SP= lim
AXx—0

26

(3.13)

A
| xop
A pox

onde,p sédo os parametros a serem avaliadesos valores da temperaturd)( do indice
de refracédorfz) e espessura da camada sensigl (A sensibilidade com relacéo a espessura
passa a ser calculada de acordo com a eqliacdo 3.14.

SP = lim

ds Ad3—0

p) s

P | _G30p

%é_pwg (3.14)
3

Os resultados obtidos para as sensibilidades dos par&bgyd’, Gr e Esjg estao ilustra-
dos na Figura 313.
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Figura 3.3: Sensibilidade paramétrica em relacdo a esedawcamada sensivel

Pode-se verificar, no grafico da Figlral 3.3, que para a faiesplessura analisada a largura
da curva apresenta uma maior sensibilidade relzﬁﬁéa Os parametros da assimetria e da

energia do sinal apresentam sensibilidades negaﬁgs{ 0 eSiSig < 0), o que indica que
seus valores diminuem com aumento da espessura. O grafioeidadh Figura 313 representa
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o comportamento dos moédulos das sensibilidades, o quédacdomparacédo para indicar qual
parametro € mais sensivel. Pode-se observar que o pardhéetranais sensivel em relacdo a
variagéo da espessura, seguiddedg,bres € por UltimoGr.

Os coeficientes de correlacéolde 6,.sem relacdo a espessura apresentaram valores unita-
rios, enquanto que para a assime@ao valor foi de-0,9725 e pard&sig foi de —0,9997. Isto
demonstra que todos os parametros podem ser utilizadosreamsgo para medicao de.

Utilizacao do ajuste polinomial

Utilizando-se o ponto minimo e o valor do &ngulo de ressaaadeterminado a partir do ajuste
polinomial, realizou-se o célculo da largura e da assimetvmnz = 1,45 e 3im< dz < 17nm
Os parametros calculados apresentaram o comportamesttada na Figura_3.4.
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Figura 3.4: Variacao dos parametros da morfologia da curveetacao a espessura da camada
sensivel utilizando-se o ajuste polinomial
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A utilizagé@o do polinbmio gera os mesmos valores e compa@méns encontrados com o
minimo da curva. A igualdade nos valores é devido a curvaadia ser resultante do modelo
de Fresnel sem o acréscimo de nenhum ruido. Em sinais re&e®®llexperimentalmente a
presenca do ruido na curva SPR seria minimizada com a géilizao Ajuste Polinomial, pois a
aproximacao da regido em torno da condi¢ao de ressonarraigrppolindmio ja filtra o ruido
existente.

Utilizacao do Primeiro momento

Utilizando-se o Primeiro Momento para encontrar o valor dgudo de ressonancia, foram
calculados os valores d& G e Esijg em fungao dedz. Os valores obtidos estao ilustrados na
Figural3.5.
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Figura 3.5: Variacao dos Parametros da morfologia da curveelacao a espessura da camada
sensivel utilizando-se o Primeiro Momento

Comparando-se a Figura B.5 com as Figlras 8.4le 3.2, podmiiear que a utilizagéo do
primeiro momento afeta consideravelmente os valores darkae da assimetria da curva. Este
resultado pode ser melhor compreendido através de umaeadaliFigura 316.

Para distinguir entre as técnicas utilizadas, o angulo skoréincia encontrado através do
minimo da curva foi denominado dgsy. Com este valor determina-se a intensidade média
ref e calcula-se a largura e assimetria com os valoresajg.
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Figura 3.6: Influéncia da Utilizagcao do Primeiro Momento atcalo del' e G

Ao utilizar-se o primeiro momento com o valor de 0,6 para hdibase, encontra-se o valor
para o angulo de ressonanéjasg = 70,2987. Isto representa um erro del® em relagédo ao
valor verdadeiro para o angulo de ressonafgiay. O valor ded,esk esta deslocado a direita
em relacdo ao ponto de minimo, pois a regido da curva abaikohdebase apresenta uma area
maior na regido que fica a direita do ponto minimo. Consequegtte, o centrdide calculado
€ maior do que o angulo onde ocorre o minimo. Um deslocamesgquerda seria possivel se
0 valor dex fosse maior do qug.

A utilizac&o defresp cOmo parametro para o calculode G leva a um valor de intensidade
de referéncia diferente f’. Desta forma, a largura calculada se torna maior do que ide¥er
valor da assimetria também é alterado, pois a distanciagid@de ressonancia em relacéo as
bordas apresentam novos valggée o’'.

Outro fator que pode alterar a determinacgéo dos valoresdaetsia e da largura € a escolha
dalinha base. Para avaliar a influéncia da linha base, osegada largura e da assimetria foram
calculados para valores da linha base variando entre 0,%%5e Bode-se verificar, na Figura
[3.4, que o valor da linha base altera consideravelmenteoo dallargura calculada. A medida
que se aumenta o valor da linha base o valoF dambém cresce. Para valores elevados da
linha base a dindmica da variacéo da largura em relacdo ssespe alterada, passando a ter
uma taxa de variagcéo negativa. Este efeito pode ser obsanead/alores de 0,95 e 0,9 de linha
base.
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Figura 3.7: Influéncia do valor da linha base na determindedo

A assimetria também é fortemente alterada em funcdo do daldinha base escolhida,
como pode-se observar na Figlrd 3.8. O valor da assin@&tréalculado sofre um decréscimo
com o aumento no valor da linha base. Para valores elevadothdebase, pode-se verificar
uma alteracdo na dindmica da assimetria calculada.

A influéncia da linha base sobre o célculolde Gg € justificavel pelo fato de aumentar
a diferenca entre o centréide e o ponto minimo da curva. Hfteedc¢a, no entanto, sé é
perceptivel para curvas assimétricas.
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Figura 3.8: Influéncia do valor da linha base na determinde#ir

Diante das circunstancias apresentadas, o primeiro monméiot demonstra ser uma boa
maneira para determinar o minimo no célculo da largura esimagia da curva.
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3.2.2 Sensibilidade com relacdo ao indice de refracéo

A sensibilidade com relagéo ao indice de refracdo da canesdéel indica o quanto a variavel
de saida é alterada quando ocorre uma variagdo no vatgr degue determina a qualidade desta
variavel na medi¢éo do indice de refragdo. Para cada pamsensibilidade com relagéo a
nz é definida pelas equacdes 3.15aB.18.

ong = 659;125 (3.15)
g = f—; (3.16)
Son, = g—ri (3.17)
S %E—r? (3.18)

Para avaliar a sensibilidade dos parametros em relagédaga@do indice de refragdo, o
valor da espessura da camada senglydbi mantido constante em hén Para cada indice
de refracdms, variando dentro da faixa de 33RIU a 1L, 7RIU com um incremento de X
103RIU, obteve-se uma curva SPR através das equacdes de Fresitigantib-se a curva
obtida foram calculados os valoresdigs, I', G e Egjg.

Similarmente ao realizado para andlise da variacdo dasspefoi definida a sensibilidade
relativa de acordo com a equa¢ao 3.19.

Ap
. ) N3 0
S = fim {2 t-BP (3.19)
Ang—0 | Ang p on3
n3
Utilizando a equacao 3.119 foram calculadas as sensibéd&leslativas dos parametros em
funcéo do indice de refracdmg. Os comportamentos obtidos estéo ilustrados na Figura 3.9.
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Figura 3.9: Sensibilidade paramétrica em relagéo ao inticefracdo da camada sensivel

A assimetria e energia do sinal apresentaram sensibikdsegativas com relacéo ao indice

de refracdo$Cr < 0 eSE:f‘g

y < 0), indicando que com o aumento do indice de refracao existe u

decréscimo nos valores @ e Esjg. Analisando os valores dos modulos das sensibilidades,
ilustrados no gréafico da direita da Figlral3.9, observa-seagargurd” foi o parametro mais
sensivel a variacdo do indice de refracdo, apresentandw seisibilidade relativsﬁg. A
energia do sinakEsig foi 0 segundo parametro mais sensivel seguid@pge por GltimoGr.

Os coeficientes de correlacdo entre os paraméfges I' em relagéo ao indice de refragéo
foram unitarios. Para a assimet o valor foi de—0,9333 e paréeEsig de —0,999. Estes
valores indicam que todos os parametros podem ser utiszaal@ detectar variacées no indice
de refracdo da camada sensivel.

3.2.3 Sensibilidade com relacdo a temperatura

A temperatura € um fator que afeta fortemente o desempenbmd®ossensor, podendo ser
o limitante para a precisédo do equipamento. O seu valor mflaeno nivel de poténcia 6tica
do diodolaser, no ruido térmico e na sensibilidade do foto detector, nospomentes 6ticos
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existentes, no indice de refracdo dos materiais e até mearfixagado de substancias sobre a
camada sensivel. O efeito da dilatacaddichiptambém pode provocar um deslocamento na
curva SPR e consequentemente no angulo de ressonanciadalcu

Existem estudos que demonstram a influéncia da temperat@aa resposta do biossensor
SPR. A sensibilidade de um biossensor SPR com interrogaggitest em relacdo a temperatura
pode chegar a,4 x 10*RIU/°C. Pode-se encontrar na literatura técnicas para minimizar o
compensar o efeito da temperatura . A mais comum é a utiizdedmedi¢&o do sinal de
um canal de referéncia em paralelo com o canal sensor. Comim@etatura afeta os dois
canais, realiza-se a diferenca entre a resposta do carsarsen do canal de referéncia para
retirar o efeito da temperatura[] NAIMUSHIN etlal., 2003bJutéx possibilidade é a utilizacédo
da medicao do sinal em valores inferiores ao angulo criGddINOWSKY et al.; 1990].

A temperatura ndo afeta apenas a condi¢cao de ressonateriatainbém as caracteristicas
da forma da curva SPR. Logo, para avaliar a eficacia de cadapaio proposto € necessario
mensurar o0 quanto o valor deste pardmetro é deterioradol@gdoea variacao de temperatura.
Desta forma define-se a sensibilidade com relacdo a tempei@ravés das equacdes 8.20 a
[3.23.

Set = 5§fres (3.20)
Spr = (‘% (3.21)
Sgr = (;_(T; (3.22)
ST = % (3.23)

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a forma da cuRd@PBonsiderada a influéncia
sobre o valor indice de refracdo do metgl do substratam; e da aguanz. Os efeitos sobre a
fonte de luz, o foto detector e sobre os componentes Gtiafondm incluidos nesta analise.

Os valores dos indices de refragédo foram calculados atde/pslindmios interpolados da
resposta de cada material em funcéo da temperatura [MOREIRI 2008]. O ouro apresenta
uma funcao dielétrica complexa, de forma que foi utilizadopolinbmio para a parte reak,

e outro para a parte imaginaga; de acordo com as equac@es 8.24 e]3.25.
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emr=asT +asT3+aT?+a1 T +ag (3.24)

emi=baT*+b3T3+ by T2+ by T+ by (3.25)

onde,

e as=1,9895x1014 az=-6,4089x 1011 a, =4,2999x 1077, a; = 7,4367x 1074, ap =
-15,3332

e by =1.3989x 10712 by = —2,3246x 1072 by, = 1,3486x 1075, b; = 0,0022,bg = 0,2287

O indice de refracédo do substrato foi calculado através tindmio da equacédb 3.26. Os
valores dos coeficientes sao; = 2,1091x 10722, c3 = —5,8455x 10712, ¢, = 1,1017x 1078,
c1=-3,4756x107%, o= 1,5142

M =c T +csT3+cT2+0 T+ (3.26)

A substancia utilizada foi a 4gua com indice de refracdoutzdo através do polindmio
descrito pelo equagdo 3127. Os valores dos coeficientes dzdo:—4,1330x 1011 d; =
5,8331x 1078, d» = —3,1701x 107>, d1 = 0,0076,do = 0,6560

Ng=daT*+dsT3+doT?+d1 T +do (3.27)

A faixa de variacdo da temperatura utilizada para analiseef@7316K a 37616K, com
um incremento deK. Para cada valor de temperatura foram calculados os respeirtdices
de refragcéo através das equadbes|3.24 @ 3.27. Estes val@eslitilizados nas equacdes de
Fresnel da secdo 2.2.2 para obter a curva SPR corresporderdtor de temperatura.

Através da curva SPR encontrada, utilizou-se a técnicausdbegpolinomial com polindémio
de segunda ordem para encontrar os valores do angulo dedest¥,cs. Além deb,es foi
analisada a variagao da largura da cuivda assimetrié&g e da energi&sjg. O comportamento
do angulo de ressonancia em funcéo da temperatura estadioisia Figura 3.10.
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Figura 3.10: Influéncia da temperatura no angulo de ress@an

Pode-se verificar que existe uma diminui¢do no valor do &wiressonéncia com o acrés-
cimo da temperatura. A largura da curva apresenta uma diadmi relacdo a temperatura ilus-
trada pela Figura 3.11. A medida que a temperatura crescended” aumenta, descrevendo
uma curva que pode ser aproximada por um polindmio de taroeilem. A taxa de variacao
oI'/6T é ndo linear, com valores mais elevados em temperaturaasb&m temperaturas acima
de 22C a largura apresenta taxa de variagcdo menor do ouE2° / °C.
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Figura 3.11: Influéncia da temperatura no valor da largureudeal’



Capitulo 3. Morfologia da curva SPR 36

O aumento da largura pode ser justificado pelo fato de querddevse a temperatura
aumenta-se a energia interna das moléculdsiaichip. Como os elétrons livres possuem mais
energia a amplitude da oscilacdo de plasmons é maior. Destaira, € necessario um valor
mais elevado do vetor de onda da luz incidente para que agéande ressonancia seja alcan-
cada. Isto faz com que seja necessario uma maior absorcéerggeee consequentemente uma
elevacao no valor da largura.

A assimetria da curva também apresentou variagdo com a tatage descrevendo o com-
portamento ilustrado na Figura 3112. A taxa de variacao étaate e positiva, com valor de
6GR/6T =9,8443x 1074/°C, fazendo com que a curva fique mais assimétrica de acordo com o
aumento da temperatura.
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Figura 3.12: Influéncia da temperatura no valor da assiané#ricurvaGr

Para comparar a influéncia da temperatura nos parametrosagios, utilizou-se a sensibi-
lidade relativa calculada através da equacad 3.28.

Ap

: T op
P_ | PL__°%F 2
ST AT D0 A poT (3.28)

Os comportamentos das sensibilidades relativas de caélme@o em fungéo da tempera-
tura estdo ilustrados na Figlra3.13.
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Figura 3.13: Variacéo relativa dos parametigs, I', Gr em funcéo da temperatura

Pode-se verificar, na Figura 3113, que a definicdo de qualedrd é mais sensivel depende
da temperatura analisada. Os valore®dee deEsjg apresentam taxas de variagéo negativa
com relacdo a temperatura. Analisando-se os modulos dsibdidades determina-se os pon-
tos de intersecdo entre as curvas. Em temperaturas abaP&34BC a largura € o parametro
mais sensivel a variacdo de temperatura, seguido da asaireeergia do sinal e por Gltimo o
angulo de ressonéno({:—ﬁﬂ > [SE| > ‘SES@ >|S?| para0C < T <28 94°C). Para 2894°C <

> st

A ampliacéo inserida no gréafico da direita da Figural3.13 éd#io correspondente aos mo-
dulos das sensibilidades par&@% T < 53°C. Essa ampliacdo foi inserida para visualizar-se

T < 49,76°C a assimetria passa a ser 0 pardmetro mais sensives&gm|St| > )S

a mudanca na ordem das sensibilidades com relacdo a tenrperf@esta forma, pode-se ve-
rificar que para 496°C < T < 50,55°C a energia passa a ser mais sensivel do que a largura
obtendo-se na ordefs¢| > ‘SESig > |St| > [S¢|. Para 5055°C < T < 52,05°C a largura se

> [SY| > |St|. Para

T > 52,05°C o angulo de ressonéncia passa a ser mais sensivel do queia eleesinal com
81> 851> S| > [Tl

’ A A : Esig
torna menos sensivel do que o angulo de ressonanmeﬁﬂn} ‘ST
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3.3 Caracterizacao da forma da curva SPR

3.3.1 Determinacéo da largura da curva

A morfologia do decaimento assimétrico da curva SPR, reptada pelos parametrbse G,
pode ser aproximada por uma funcdo de Lorentz e calculaaeatdas equacdes de Fresnel
para varias camadas. Ambos os parametros variam em func@ongeratura, da espessura
do filme de ouro e do sistema de adsorcao selecionado. Istoesqge a largura totély e a
assimetrieGyo; podem ser representadas em funcéo de quatro contribuipdesendentes de
acordo com a equacéo 3131. O valodgg esta dentro da faixa 2° < T'tot < 4, 8°.

Ttot = (Dintr + AI'T) + Al'morf + Alads (3.29)

I'nyr representa a parte intrinseca e independente da tempe@tidal = OK

AT'T é a fracdo dependente da temperatura

AT'morf corresponde a variagdo obtida com a morfologia do filme de atmavés da
espessura e da rugosidade.

AT 5¢s € a contribuicdo da variacdo na presenca da camada adsowitka solugéo do
analito adjacente.

O valor intrinseco da largura ndo é exatamente conhecidb €®K. Entretantd |, pode
ser estimado por simulacéo utilizando o modelo de 3 camamass equacgdes de Fresnel. Os
resultados obtidos para temperaturas baixas estao dostra Figura 3.14.
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Figura 3.14: Largur& em Funcao da temperatura e determinacao da largura irtaifige
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Na simulacéo foram utilizados dados termo-6ticos dos naggeque compde o arranjo otico
do sensor, incluindo o valor para agua congelada [BROWNI/¢1296]. Na faixa de tempera-
turade 2K < T < 140K, o valor deAT't diminui até a largura total atingir4° quandol = 20K.

A partir deste ponto utiliza-se uma extrapolacao da curva@iater o valor da largura em= 0,
consequentemente determina-se o valoFgg. Para o comprimento de onda de- 632nm
encontra-s& |y = 1,3° e parad = 670nmencontra-s& |y = 1,2°.

Para uma temperatura entre K78 T < 370K, o valor da largura intrinseca combinado com
a parte dependente da temperatiiig,(+ AI'T) aumenta para,Z5° na temperatura de 3K0e
com comprimento de onda de 6¥@ O valor da largura € ligeiramente maior éms 632nm
Além disto, a largura angular fu + AI'T) corresponde, no dominio do comprimento de onda
ou energia, a 9Um e 0 21eV respectivamente. Este fato foi similarmente investigaaia p
conjuntos de nano hastes de ouro [QIU et al., 2008]. A settlpada que liga as duas curvas
na Figurd 3.14 extrapola o comportamento de ambas, poréimaioma lacuna entre os dois
experimentos realizados.

3.3.2 Contribuicdo da morfologia e rugosidade da superfiei

A largura da curva foi analisada anteriormente em funcaoad@géo da espessura do filme
de ouro [NEFF et dl!, 2006], através de uma simulacdo utiieeas equacdes de Fresnel. O
comportamento obtido, ilustrado na Figlra 3.15, demonstraumento del{jny + Al'T) com

a diminuicdo da espessura do filahe

Intr+ArT)( )
e

(r

30 40 50 60 70 80
Espessura do Filme de Ouro Z—(dm)

Figura 3.15: Variacdo da Largufaem funcédo da espessura do odso
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Com estes valores pode-se encontrar 0 modulo da razdo elanguea e a espessufy
utilizando a equacgdo 3.80.

|A(rlntr +AFT)|
Ady
O comportamento d&y, ilustrado na Figura, € similar ao da largura apresentamei® u

Sy= (3.30)

diminuicdo do seu valor com o0 aumento da espessura. Pod®iiear que para um filme de
ouro com espessura derdfio valor deSy é de 011°/nm

35 40 45 50 55 60 65 70 75
Espessura do Filme de Ouro /:uc(nm)

Figura 3.16: Mdédulo da Razao entre Largura e Espesiura

A analise da influéncia da rugosidade em biosensores SPReé@diagie do efeito do es-
palhamento difuso e especular [FONTANA; PANTELL, 1988]. sietrabalho, foi realizada
uma aproximacao para estimar a contribuicdo da rugosidadepkrficie do filme através da
equacad 3.31.

Al'morf = Sd* Prms (3.31)

onde,

e prmsdefine o valor rms da modulagéao da espessura do filme ou o panadagugosidade
da superficie

O valor tipico depyms esta dentro da faixa denBra Snmpara a maioria dosiochipsSPR
virgens, que nunca foram utilizados e ndo entraram em @obab substancias que alterassem
a camada de filme metalico. O valor gg,s € determinado experimentalmente através de um
perfil de alta resolucéo da superficie, para os polimerosdbostratos sob consideracdo, ou
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por um microscopio de transmisséo eletrénica usando ure deruma secao transversal. O
resultado da imagem do microscoépio esta ilustrada na AR

= 4,35 nm
ms

Substrato
T Polimérico

Figura 3.17: Imagem dbiochipobtida pelo microscopio eletrénico

Pode observar na Figura 3117 que o valopgg para obiochiputilizado € dex 4,35 nm.
Substituindo o valor d8y e depyms ha equacab 3.81 encontra-se a contribuicdo da morfologia
do filme utilizado para a largura d€ moerph= 0,48°. Considerando o valor d&l'merph, além
dos valores da largura intrinseca e da variacdo com a tetupera largura total passa a ser
[tot = (Dintr + AT +FmorpI“D ~ 3,23.

Aplicando-se repetidamente uma solucdo quimica para afimsuperficie, o valor da
largura aumenta em até7t. Eventualmente estas variacdeslggasao resultantes da presenca
de uma fina camada fixada na superficie de ouro ou de variagdasatito adjacente, que
apresenta indice de refracéo cujo valor € diferente dogricefracéo da aguasfua = 1,332).

A modificagdo causada pela adsorddgs € de até+0,6°, observadas através de varios
ciclos de admissao e remocdoe formacado da camada respectivamente. Consideracdes se-
melhantes podem ser feitas p&@aAs diferentes contribuicbes pdra: estdo apresentadas na
Tabeld 3.1.

Tabela 3.1: Contribui¢cbes individuais para a largura daacur

Largura | Intrinsica| Térmica| Morfologia | Sistema
Total e Rugosidade Adsorvido
I'rot [intr Al't I'mort lads

2,7°-47° | ~1,2° | 0°-15° 0°-1,7° 0°-+0,6°
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3.4 Resultados experimentais

O biossensor utilizado para realizacdo dos experimenitds$envolvido anteriormente [SOUZA
FILHO, |2006] e utiliza o principio da interrogagéo angularsinal de referéncia utilizado foi
obtido sem a presenca de substancia liquida no sensor,aws#j sendo considerado a subs-
tancia de referéncia. A curva SPR é calculada dividindo-sima de imagem pelo sinal de
referéncia armazenado. Cada amostra do sinal foi obtideéstida média de 12 quadros do si-
nal de imagem adquirido. A média é realizada tanto na aguisiQ sinal de referéncia quanto
na analise da substancia.

O angulo de ressonandigs € obtido através da técnica do Ajuste Polinomial descrita na
secad 3.2]1. Os valores €gese de sua intensidade séo utilizados na determinacdoed®
atraves do algoritmo definido na se¢ad 3.1. Os valores dgiaffifg e do ruido séo calculados
de acordo com os procedimentos descritos nas secdes B.1.2.eBindice de refracéo efetivo
Neff € calculado utilizando-se a equa¢ad 2.5. O valor da varidgdondice de refracdo efetivo
Angft € calculado em funcdo da mudanca obtida em relacdo ao indicefrdcdo da agua
(Ngua=1,33).

Para validar os conceitos abordados foram realizadas éuas sle experimentos. A pri-
meira tem como objetivo avaliar a viabilidade da utilizagas novos parametros propostos. A
segunda investiga os efeitos individuais sobre o valor@ata da curva.

3.4.1 Adsorcédo de BSA

Para analisar a qualidade da medicao dos parametros tefeeemorfologia da curva SPR, foi
realizado um experimento de adsor¢céo de BSA na formacdo dacamada do biossensor. A
evolucao temporal dos parametros analisados compde agearsa, que para este experimento
€ composto de 5 etapas:

e inicialmente coloca-se agua degaseificada e deionizadasparanalisada pelo equipa-
mento;

e em seguida é colocada uma solucéo de BSA a 1% em agua e espiregs um regime
permanente no valor do indice de refracéo;

e na terceira etapa coloca-se agua novamente para removgagies fracas de BSA so-
bre o chip de ouro. Estas ligagbes sdo denominadas de |gjagdersiveis por serem
facilmente removiveis;

e na quarta etapa é colocada uma solucéo de limpeza com 10%deldtito e agua, para
remover a monocamada de BSA. O Hipoclorito € necesséariorparaver as ligagdes
fortes, denominadas irreversiveis, de BSA com o ouro;
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¢ na Ultima etapa coloca-se novamente agua para retirar clbifio e voltar a condicao
inicial do experimento.

O procedimento de adsorcao, ilustrado na Figura 3.18, fetieo por 5 vezes consecutivas
para analisar a reprodutibilidade e evolugcdo das medig&scnica utilizada para a obtencao
do angulo de ressonancia foi o Primeiro Momento.

| | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000

Figura 3.18: Andlise do Ciclo de Adsorcao de BSA Utilizand@riomeiro Momento

Como verificado na se¢@o 3.2.1, os valores obtidosIpa@, com a utilizagéo do primeiro
momento, sdo fortemente influenciados pelo valor da linka bala simetria da curva.

Para analisar o comportamento real da morfologia da cure&l@ de adsorcédo de BSA,
ilustrado na Figura 3.18, foi recalculado através da aigiiio do Ajuste Polinomial na determi-
nacao dos parametros. A curva SPR foi suavizada utilizaed®ntécnica da média movel em
cascata por 3 repeticdes. Através do sinal suavizado faulealo o angulo de ressonanéjgs,

a largural” e a assimetri&r. O comportamento dos parametros para o ciclo de adsorcao de
BSA esta ilustrado na Figura 3]19.
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Figura 3.19: Ciclo de Adsorcéo de BSA Utilizando o Ajusteiraiial

Verifica-se uma diferenca entre os valores da assimetrial@glara para as duas formas
de obtencdo do angulo de ressonancia. Com o ajuste polihommeor deG é bem mais
elevado enquanto que o valor fieé ligeiramente superior ao do calculado com o primeiro
momento. Outra diferenca encontrada é com relacdo a mudangdor inicial de cada ciclo.
Com a técnica do primeiro momento o valor inicial Al € deI” diminui com o decorrer
do experimento, enquanto que o valor@@aumenta. Para o ajuste polinomial 0 valor
aumenta ligeiramente, enquanto queG diminuem e o dé=sjg apresenta um incremento mais
acentuado do quenets. Esta variagao do valor inicial de cada ciclo dos parameinesisados
com ajuste polinomial é atribuida & mudanca de temperatutadd o sistema, modificada em
funcao da diminuicdo na temperatura ambiente ao longo deriexento. Este resultado esta de
acordo com o comportamento ilustrado na Figural3.13.

Discriminagdo de Ligacdes Reversiveis e Irreversiveis

Para avaliar as ligacdes reversiveis e irreversiveigdgatia uma reta no ponto que o indice de
refrac@o efetivanes s atinge um valor estacionario ao final da terceira etapa de cath. Este
ponto indica que as ligacdes reversiveis foram removidas,girculou apenas agua durante a
terceira etapa. A agua é capaz de remover apenas as moléeB&A fracamente fixadas. A
evolucao da variacao do indice de refracéo efetivo, em&elag indice de refracdo da agua de
1,33, esta ilustrada no primeiro grafico da Fidural3.19.
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O aumento do indice de refracdo efetivg ¢, durante a segunda etapa do ciclo, indica que

as moléculas de BSA estdo sendo fixadas na camada de ourotdQApwe cruzamento com a
reta tragada indica 0 momento em que € formada a monocamidasdigacoes irreversiveis.
A partir deste momento o indice de refracdo continua aumdatandicando um acréscimo na
espessura da camada formada. Porém, as ligacdes formadiasad e facilmente removiveis.
As ligacdes irreversiveis sé sdo removidas apos a reatizéga@tapa de limpeza. O instante
de remocao da monocamada pode ser verificado no ponto denamtzaB, quando o valor do
indice de refracdo volta a ser menor do que ao final da teretipa.

Andlise da largura da curva

A largura da curva obteve um comportamento semelhante anditeide refracdo. Quando a
espessura da camada absorvida cresce pode-se verificatisjeauen aumento no valor de.
Isto indica que o0 aumento da camada fixada sobre o ouro prevadaorcao de mais energia
da fonte de luz incidente.

Pode-se observar, no grafico da Figura3.19, que o valbratange o regime permanente
mais rapidamente. Este resultado estd de acordo com oswvalorulados na se¢do 312.1, onde
a largura apresentou a maior taxa de variagao relativa.

Até o instante da formag¢do da monocamada, marcado pelo pongocurva, o valor da
largura cresce rapidamente. A partir deste momento vesgapenas pequenas variagdes sobre
o valor del’, que correspondem a formacéao das ligagcdes reversiveigueEem uma camada
adicional de BSA. Verifica-se que pouco ap0s o instante enadgela é inserida, representado
pela primeira reta pontilhada em vermelho na Figural3.18teea presenca de um pico no
valor da largura. Este pico também é verificado na mudangegpsolucédo de HPC. Quando as
ligacOes irreversiveis sdo removidas o valoi akecresce rapidamente indicando a diminui¢ao
da espessura da camada.

Andlise da assimetria

No grafico da Figura 3.18, a assimetria foi calculada utiliicase o angulo de ressonancia
obtido através do Primeiro Momento. Por esta razdo o val@gacompanha a variagdo do
indice de refracao efetivo.

A evolucao da assimetria, utilizando-se o ajuste polingrega ilustrada no terceiro gréafico
da Figurd 3.19. O valor d& apresenta um comportamento de variagdo negativa em relacédo
modificacdes da camada o que esta de acordo com os resultadtsdes na secdo 3.2.1.

Quando a espessura da camada cresce o0 val@rdkminui, enquanto que a diminuicdo
da espessura provoca um aumento no valdggeEste comportamento esta de acordo com os
resultados simulados.
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Durante o instante de formacdo da monocamada pode-seateuficpico no valor d&rg.
O mesmo fenbmeno foi encontrado para o valor da largura. Vastac&o abrupta nos valores
de Gr eT é atribuida a consolidagdo da formacdo da camada. O valoicdemGr pode
ser utilizado para detectar previamente o instante da fgiommda monocamada com as ligacfes
irreversiveis de BSA.

Pode-se verificar a presenc¢a de decaimentos no valBrad® grafico ilustrado na Figura
[3.19. Estes decaimentos coincidem com os instantes de &emecsubstancias.

Andlise da energia

A energia do sinal obtida apresentou um comportamentgadstno quarto grafico da Figura
[3.19. O comportamento obtido é similar ao do indice de rafraé medida que o BSA comeca
a ser absorvido o valor d&sjg aumenta até o instante que atinge o valor de regime pernganent
Quando a camada é retirada o valor da energia diminui.

O valor deEsjg apresentou uma dinamica invertida com relagéo aos valionesasios. Ape-
sar deste resultado ser contraditorio pode-se verificaagreergia do sinal varia conforme a
modificacdo da camada.

Andlise do ruido do angulo de ressonancia

Além dos parametros da morfologia da curva foi analisadaédorsobre o pixel correspondente
ao angulo de ressonancia. Cada amostra do sinal da curvaSitRda através da média de 12
guadros do sinal de imagem. A partir desta média foi caloubadhlor do angulo de ressonancia
Ores. O ruido € entdo calculado pelo desvio padréao do valor dd, gegespondente ao angulo
de ressonancia, para os doze quadros utilizados na obtdagdova SPR. O comportamento
do ruido é ilustrado no quinto gréafico da Figlra B3.18.

O ruido apresenta um comportamento inverso ao indice decéefrefetivane;. Quando o
BSA comeca a ser fixado existe um aumentmgieenquanto que verifica-se uma diminuicéo
no valor do ruido. No momento que a espessura da camada dobsarva-se um aumento no
valor do desvio padrao do ruido.

O comportamento do ruido pode ser atribuido ao fato de quenersto da espessura da ca-
mada sensivel provoca o aumento da energia absorvidaatstoin que as diferencas causadas
por pertubacdes contribuam menos no efeito SPR, consemente o ruido obtido € menor.
Para espessuras menores a energia necessaria para aoemaicdo de ressonancia é menor,
logo qualquer variagéo no sinal pode provocar uma altersighdficativa na curva SPR.

Outra maneira de se analisar o ruido € através da forma da S8&R. O valor da largura
da curva cresce de acordo com o aumento da espessura da ¢xadalalogo, para pequenas
espessuras a largura da curva é pequena o que leva a um deoaiapedo na intensidade da
curva. Uma deslocamento horizontal no sinal causaria ufeeedica maior na intensidade do
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pixel de ressonancia do que para larguras maiores. Isto@oamparando-se o sinal do mesmo
pixel, para curvas mais suaves a diferenca de intensidagmérm

Outro fato interessante é a observacéo de um pico do valolido mo instante de formagéo
e remocdo da monocamada. Este fendmeno pode ser melhdizadoano grafico da Figura
[3.20, que corresponde a trés ciclos do experimento ilustrad-igura 3.18.
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Figura 3.20: Andlise do Ruido no Ciclo de Adsorcéo de BSA

Antes da formagédo completa da monocamada existe um aumenigei do ruido mesmo
com o0 aumento da espessura da camadarg e Apés a formacéo o ruido passa a diminuir
enquanto que o valor dg s aumenta.

Reprodutibilidade do ciclo

Uma analise sobre os graficos da Figural3.19 revela que o ctanpmnto dos parametros é
semelhante para todos os ciclos do experimento. Porém]aevao final de cada ciclo estdo
diferentes em relagcéo ao anterior. O indice de refracacapt@ uma mudanca muito pequena,
verificando-se uma variacao mais evidente em relacdo amesald’, Gg e do ruido. Isto nao
deveria estar acontecendo, uma vez que ao final de cada didica substancia presente no
biochipé a agua.

O valor dene f t aumenta ligeiramente ao longo do experimento, enquant&gyie o Ruido
apresentam um elevacédo mais acentuada. Os valores datassengla largura apresentam uma
diminuicao ao final de cada ciclo.

Para verificar se houve mudanca em relagdo a respodimclip, 0 equipamento perma-
neceu ligado durante 2:16 h. Apos este periodo foi obtidanowa referéncia. O sensorgrama
foi entdo repetido apresentando o resultado exposto nadti2l .
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Figura 3.21: Ciclo de Adsorgéo de BSA 2

Com relagdo ao comportamento dos parametros, pode-seaegqtie os valores da Figura
[3.21 apresentaram a mesma dinamica ilustrada na Figutal3i8omportamento peculiar foi
encontrado com relacéo ao valor da assimetria. No instanterchacdo da camada, indicado
pelo ponto A, existe um pico no valor @&x. Este pico também pode ser encontrado no instante
daremocéo da camada B. Para o primeiro ciclo, pode-se egiGfaramente que também existe
um pico no momento da troca de substancias. No intervaloafaysnacdo da monocamada e
antes da remocéao, compreendido entre os pontos A e B, eristénwersdo no comportamento
deGg. Enquanto o valor daef s aumenta o valor dé€g diminui. Este comportamento néo esta
de acordo com os resultados simulados e verificados no engreto ilustrado na Figufa 3J18 .

ApOs a obtencgéo da nova referéncia, os valores iniciaisa@sretros retornam aos valores
iniciais do primeiro experimento ilustrado na Figlra 8.¥® final do primeiro ciclo existe
uma diferenca muito pequena em relacdo aos parametrosn pardéinal do segundo ciclo a
diferenca é perceptivel principalmente na largura e assandésto demonstra novamente, que
a medida que o experimento é realizado existe uma mudancarva $PR. Esta mudanca
afeta principalmente a forma da curva, apresentando apenapequena variacdo no angulo
de ressonancia.

A mudancga nos parametros medidos implica em uma respostemté ddiochippara a
mesma substancia. Este efeito € atribuido a mudanca deregtomaeno decorrer do experi-
mento. Analisando a Figura 3119 verifica-se que o valdhgao inicio de cada ciclo aumenta
com o decorrer do experimento. Entretanto, os valordsel& diminuem para cada inicio de
ciclo. Este resultado esti de acordo com a variacdo dos pa@npara uma diminui¢cdo da
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temperatura, como pode-se observar na Figurd 3.13.

3.4.2 Determinacgao das caracteristicas individuais dé

Para demonstrar as caracteristicas representadas, afirados experimentos adsorcéo e fi-
xacao, ilustrando o comportamento AlE,qs. Ao contrario de(I'jn + Al'T), que € estimada a
partir de uma escolha apropriada dos parametros termosdtims materiais\I'y4s varia sensi-
velmente com as condi¢des experimentais do sistema de;ads®lecionado.

Para os experimentos realizados, foram utilizados comataGsouma solucdo de,® M
NaClO (Hipo-Clorito HPC) com pH de 13; uma solucdo de alcool etanol diluido em agua
(EAS) e uma solucao de soro de proteina bolvina (BSA).

O componente inorganico HPC € um oxidante de efeito exotérelevado e um agente
eficiente para limpeza da superficie metalica de ouro. O H&@iéado em superficies bioqui-
micas para recuperaiochipsutilizados, sendo adequado para remocéo de residuos avgani
e de proteinas. Quando diluido em solugédo aquosa o HPC &idds@m ions Nae ClO,

Cl~ e OH ™ respectivamente.

Todos os solutos utilizados apresentam algum grau de gdterguimica com a superficie
de ouro, 0 que altera a condicdo da superficie junto com a@sorgéo de anions na superficie
metalica do ouro. O BSA é uma proteina de 66 kD que atua conguéémte bioquimico que
frequentemente é utilizado como referéncia bioghips

Os biochipsda VIR [C.THISTRUP et al., 2004], que operam no modo de iogacao
angular, foram utilizados para a realizacao dos experimgert espessura nominal do filme de
ouro, determinada através de uma micro-balanca de qué@ride,50 nm. Sobre biochip &
fixada uma célula de fluxo com volume del7 pela qual séo injetados as solu¢des de analitos
através de um bomba peristaltica. A taxa de fluxo utilizaddédl4Q« |/min.

Os valores observados inicialmentegg, parabiochipsnovos na presenca apenas de agua,
sdo entre 2° e 35°. Adiferenca emrelagdo &t +Al'T), na auséncia de adsor¢ao da camada
sensivel, é atribuida ao efeito da rugosidade da supdrfigie. Este efeito eleva o valor dgg
de~ 0,5° até Q8°. Estes valores estao condizentes com o valdrglgs ~ 3,23, determinado
na secap 3.312. O valor da assime@ig para chips novos é del,6.

Solucdes de analito

O primeiro experimento realizado para avaliar o efeito dgula foi através da passagem dos
solutos HPC e EAS. Os resultados obtidos, sobre condi¢cOesipkaficie hidrofilica, estdo
ilustrados na Figuria 3.22.
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Figura 3.22: Sensorgrama de HPC e EAS

Pode-se observar na Figlira 3.22 que houve um aumento ajpiinente exponencial de
Ores quando inseridas as solucdes de HPC e EAS. Uma caraceeiigdoessante, observada no
primeiro ciclo de admisséo de HPC, foi uma pequena diferexigtéente entre o valor inicial de
Ores € 0 valor apos a passagem da agua. Isto é atribuido a preseagadubcamada de anions
ClO~/CI~ na superficie do filme de ouro. A formacdo da subcamada desiriom cobertura
de superficie d& ~ 0,5 and Q62 de ions de cloreto e brometo em superficies orientadaside A
(100), ja havia sido observada anteriormente [CUESTA; KOREDO].

Na etapa 3 do experimento realizado, observa-se que a @nmdassolucdo etanol-agua
gera um incremento d@es ligeiramente superior ao proporcionado pela passagem @ HP
Apés a passagem de agua o valomge retorna ao valor inicial do experimento. Isto indica
que a camada de CI@CI~ adsorvida foi completamente removida, tornando a supeidie
ouro limpa no ponto 5 ilustrado na Figura 3.22.

Ao contrario das variacdes suaves &gy, observadas constantemente para todos os solu-
tos, foram identificadas caracteristicas acentuadab er®. \erifica-se a presenca de picos
e declives acentuados nas fases iniciais e finais dos cielagimiissédo dos analitos. Todas as
caracteristicas observadas sdo completamente repradumd condi¢des de superficie hidro-
filica, como pode ser observado com a repeticdo dos citlssadlda na Figuia 3.22.

Um fato ainda mais interessante é o decaimento acentuantifichElo emAl 34, quando
a superficie de ouro foi exposta a solucéo de etanol-agua.f&s ndo € verificado na passa-
gem de HPC pela superficie. Da mesma maneira, para todatugéesy foram encontradas
mudancas abruptas no valor@e
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Adsorgdo da monocamada de proteina

Os efeitos sobre a forma da curva SPR, resultantes da ixeddlgadsorcdo de proteina no

filme de ouro e da remocao desta camada com a insercdo de HRQ,ifvestigados através

do experimento de imobilizagdo de BSA ilustrado na FiguPdg.3Um conjunto de trés ciclos

consecutivos foram realizados indicando a reprodutémleddo comportamento.
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. @) Ag BSA-MC
o)
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Figura 3.23: Andlise do Ciclo de Adsor¢éo de BSA

Para comparacao, o grafico inserido na Figural 3.23 ilusttarasteristicas de adsorcdo de

uma superficie que esta inicialmente em um estado hidwdokis dados obtidos para um chip

novo estao de acordo com resultados previamente obtidasparobilizacdao da Albumina de
Soro Humano (HSA) no filme de prata (Ag) [PERNER et/ al., 1998].
Comparando com os resultados ilustrados na Figura 3.22juW@de ressonanciies au-

menta exponencialmente com pequenas variacbes em todés egctos. Entretanto, verifica-

se no comportamento diee G 0 aparecimento de estruturas cada vez mais nitidas a madida q

a superficie de ouro se torna mais hidrofilica. Pode-seretise surgimento de picos no valor

del’ e G no momento da formacao da monocamada de BSA. A remocéo dalaamealizada

com a passagem da solucéo de HPC o que provoca o surgimergolitesiabruptos no valor
del e deG.
A interacdo da proteina com o oxidante HPC gera o apareainuentim pico acentuado

no valor deG que pode ser visualizado na Figlra 3.23. Este pico é atoladdaumento de

temperatura na interface da proteina com o ouro, devidazaoede oxidacao exotérmica entre

a camada de proteina e a solucdo de HPC.
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As variagOes relativas observadas Era G sdo inesperadas e claramente excedem as en-
contradas par&es. A No experimento ilustrado na Figura 3122 o valor encomtrpdra o
angulo de ressonancia fabes/6res * 1.5%, enquanto que a forma da curva foi alterada em
ATl'ags/T =~ 16.2% e AGgaqs/G ~ 22.2%. Estes valores diferem dos resultados simulados através
das equacOes de Fresnel que apresentam variacoes refaivases com valoreS'/T" ~ 4.8%

e AG/G ~ -1.5%. Além disso, uma notavel diferenca aparece entre o caampento estético
de b5 € as propriedades altamente dinamica$ @adG. Ao contrario do caso hidrofébico,
isto aponta para uma influéncia muito forte das condi¢cbesiplercie e outros mecanismos
de efeito na massa do soluto. Pode-se listar alguns fatoresl@vem estar envolvidos para
determinaAl 3gs € AGags:

1. Efeitos do Analito: fica evidente na Figufa_ 3.22 que a solugéo de etanol-aguagaov
um decaimento drastico enl 3qs comparado com o gerado pela admissdo de HPC ou
mesmo da agua, revelando variacdes positivas. Este etaito g® originar da natureza
especifica do soluto, que no etanol apresenta uma carticgepislar, resultando em ani-
sotropia molecular préximo aos alinhamentos de superfiowgtro fator que influencia
séo variacdes locais nas propriedades dielétricas dasolut

2. Relaxacéo da Superficie:a formacéo de picos acentuados e decaimentos lentos identi-
ficam a presenca do processo de relaxa¢cdo. Mudancgas reiedavungao dielétrica da
superficie de ouro na presenca de uma camada adicimatie analito podem influen-
ciar o aparecimento destas caracteristicas.

3. Rugosidade da Superficieconsecutivas exposi¢des da superficie de ouro a solucdes de
limpeza podem provocar rugosidade na superficie.

4. Efeitos Térmicos:reacdes de oxidacao exotérmica na superficie geram etaitmsmeé-
tricos. Estes efeitos estdo associados aos picos acestnasloalor dé5,q, ilustrados
na Figurd 3.23c, que ocorrem ap0s a admisséo da solugéo de HPC

3.5 Conclusodes

Este capitulo apresentou a definicdo dos novos parametipsegtos para analise do sinal de
biossensores SPR. A analise morfologica da curva SPR foiidefatravés do monitoramento
da largurd” e da Assimetri& da curva.

O ruido e a energia do sinal bruto foram sugeridos como aligenmais simples para
andlise do sinal, pois podem ser obtidos diretamente dblwint. Isto evita a obtencdo do
sinal de referéncia e a divisédo do sinal da substancia pieneia para obtencao da curva
SPR, o que diminui a complexidade computacional.
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Para avaliar os parametros propostos foi realizado um@stadensibilidade em relacéo a
variacdo da espessura e do indice de refracdo da camadsekeiéim da variagdo com relagéo
a temperatura. A largura e a energia do sinal demonstraramais sensiveis a variacao da
espessura e do indice de refracdo da camada sensivel do mgel@ de ressonancia.

A sensibilidade paramétrica foi avaliada com relacédo ai¢@antilizada para obtencéo do
angulo de ressonancia. Nesta analise verificou-se que oesa 0 comportamento dee
G podem ser fortemente alterados em fungéo da técnica dalizdltilizando-se o primeiro
momento verifica-se que os valores calculados dependeemferte da assimetria da curva e
do valor da linha base utilizado.

Com relacéo a temperatura verifica-se que a sensibilidguende da faixa de temperatura
analisada. Para temperaturas abaixo d8£2¢& a largura é o parametro mais sensivel a tempe-
ratura seguido d&, Esjg e fres respectivamente. Para temperaturas abaixo c550 o angulo
de ressonancia é o pardmetro menos sensivel a variagao i &tuma.

Além disto foram identificadas e descritas as contribui¢gidividuais de cada fator na
determinacao do valor da largura da curva. As influénciasagperatura, da rugosidade, e
da adsorcao de substancias foram analisadas através dacgigsie de dados experimentais.
Desta forma determinou-se as faixas de valores para cattégboigiio individual.

A influéncia com relacé@o a temperatura foi obtida atravésrdelacdes realizadas a partir
das equacdes de Fresnel e de dados termo-6ticos dos nsajagaiompde biochip. Verificou-
se que a largura da curva aumenta com o aumento da tempedstaaninado pela elevagao
del't. Através da extrapolacao da curva obtida para a tempermaibtese-se o valor intrinseco
e independente da temperatura para a largura da Eygya

Foi identificada a influéncia da rugosidade da superficieatarda largurd ' norf €EXpressa
pela equacdlo 3.81. O valor Bgorf € inversamente proporcional a espessura do filme de ouro e
diretamente proporcional ao parametro de rugosigagle Para doiochiputilizado a influéncia
da rugosidade € de 48°.

A adsorc¢do de substancias na superficie de ouro causam taregab no valor da largura
da curva determinada pelo valorbOgs. A influéncia da adsorcéo é verificada ap0s a realizacao
de ciclos consecutivos de limpeza.



Capitulo 4

Analise do sinal e ruido em biossensores
SPR

As principais caracteristicas de performance de biossesnS&#R sdo a sensibilidade, resolucao,
linearidade, acuréacia, reprodutibilidade e faixa din@aRILIARIK; HOMOLA| 2009].

A resolucdo do sensor define a menor mudanca do indice de&efrpie provoca uma
variagdo detectavel na saida. A resolugdo de um biosseR§0ESipicamente expressa em
funcéo do desvio padréo da saidg através da equacao 4.1 [PILIARIK; HOMOLA, 2009].

O'so

ORI= 5 (4.1)

sendo S a sensibilidade do sensor a mudancga do indice dghefra

A resolucéo do sensor € influenciada pelo nimerpigel do fotodetector, apresentando
um comportamento que depende do algoritmo de deteccéo déoatgressonancia utilizado
e que pode variar de acordo com a posi¢céo do decaimento da SBR[JOHANSEN et al.,
2000].

Apesar de um numero maior geelspossibilitar uma maior resolucéo do sinal de imagem,
existem estudos que demonstram que um detector com um npeueno dixelsde baixo
ruido pode superar um detector de vampogelse mais ruidoso [GNENNINGER; PILIARIK;
HOMOLA, 2002].

Outro fator que influencia fortemente a resolucao ¢ a tédsaketeccdo utilizada, que pode
conter partes moveis ou elementos fixos [JOHANSEN €t alQR00

A acuracia da medic&do ndo pode ser melhor do que a resolucprecsao da medicéo é
dependente da variacao estatistica, ou seja do ruido peesesinal[JOHANSEN et al., 2000].

Existem muitas fontes de variacdo na medicdo de saida deassebisor SPR, incluindo
mudancas reais no indice de refracdo causadas por vardeEdemperaturarifts provocados
por instabilidade mecéanica ou térmica e ruido causado pele fle luz, pelo fotodetector e
componentes eletronicaos [GNENNINGER; PILIARIK; HOMOILAQ@2Z].
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O tipo de ruido predominante depende da configuracdo wiizgpode ser minimizado de
acordo com as técnicas de processamento e andlise empegada

4.1 Modelo sugerido

Para analisar o comportamento do sinal e do ruido em um biess8PR, sugere-se a andlise
de cada componente do biossensor que pode ser represemnéaés do diagrama de blocos da
Figural4.1.

T Ob T Oc Oad
| Po(I,T,\) Poa(I,T,AN Por(I,T,A i l l
i — > S Vv Ve Nd
Diodo Conj o A Cond
’ | -
T | raser | T 6tico - Biochip Camera () Sinal AD () UP

AT [~

Texp

Figura 4.1: Diagrama de Blocos de um Biossensor SPR parasardd Sinal e Ruido

Nos biossensores com interrogacao angular, a fonte deilzada geralmente € um diodo
laserou um LED. A poténcia o6ticaR,) da saida da fonte de luz depende do nivel de corrente
utilizado para alimenta-la. Além disto, a intensidade dedarada por um diodaser é for-
temente dependente da temperatura. O espectro de comfuenonda gerado pelo diodo
lasertambém é afetado pelos valores da corrente de injecao e rziunze

A luz gerada é direcionada atébchip através de um conjunto 6tico formado por lentes
com possibilidade de utilizacdo de um polarizador. No aatgjético o feixe de luz é colimado
e focado de acordo com as especificagdebidchip. Durante o trajeto até atingirtmochipa
luz pode sofrer influéncia da variacdo do meio ou alteracéasacias por interferéncia da parte
otica.

Apbs atingir obiochipa luz é refletida e captada por uma camera ou fotodetectorz A lu
incidente Pya) ndo é totalmente refletida pois existe a absorcéo causdaagssonancia de
plasmons e as perdas existentes por refracéo e no ptipdoip. Logo a poténcia otica refle-
tida (Por) € diferente déPqs. A luz refletida € influenciada pela temperatura que podeataus
variacdes estruturais rmochipalterando a posi¢éo dos feixes refletidos. A temperatuegaalt
o indice de refracdo do metal e do dielétrico modificando a@icdo de ressonancia e toda a
funcao de transferéncia do transdutor [MOREIRA ét al., 2088uz refletida sofre a influéncia
de ruido causado principalmente por oscila¢des de tenpam@nominado dey,.

A luz captada pela camera é convertida em um sinal de tensgorpional a intensidade de
luz incidente em cadgixel. A eficiéncia da camera é influenciada pela temperatura quiadii
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ou aumenta a quantidade de fétons absorvida por cada fetddetisto altera o nivel de tenséo
na saida da camera que pode ser modificado também em fun¢gémplo de integracéo ou ex-
posicéo utilizado na aquisi¢éo da imagemgyf). O ruido causado pela camera ou fotodetector
é denominado de..

O sinal elétrico gerado pela camera passa por um condimorigdsinal onde pode ser
amplificado e filtrado e em seguida é convertido em um sindadligA converséo para digital
gera um ruido denominado @gg4. O sinal digital de cadaixel (Nd) € um namero que é
armazenado e processado por uma unidade de processamepnto (U

4.1.1 Influéncia da temperatura

A temperatura determina o nivel do ruido térmico gerado irositos eletrénicos, principal-
mente no fotodetector utilizado e no diddser. Variag6es da temperatura podem afetar o ruido
correlacionado no foto detector [CHINOWSKY et al., 2007]éw disto, o indice de refracéo
da solucéo analisada e da camada sensivel também é afelatenpgeratura.

A temperatura influencia na fixacao e interacdo de molécai@s, de interferir na determi-
nacao das constantes de associacao e dissociacao [NAINNJSHI!, 2003a].

Para tentar minimizar o efeito da temperatura alguns bissses utilizam mais de um
canal para analisar a substancia. A medicéo sobre cana$aiéncia permite a compensagéao
do efeito da temperatura. Outra maneira de reduzir a infla&etemperatura € incluir o seu
valor no célculo do indice de refracéo.

O controle preciso da temperatura € extremamente impertpots ela afeta varios para-
metros que influenciam diretamente na qualidade da med@sta forma é imprescindivel o
projeto de um controlador preciso para manter o comportimsistema independente do
local onde esta sendo utilizado.

Usualmente se controla apenas a temperatura do diodo pasém, como a temperatura
influencia os demais componentes do sensor SPR é precisolaort temperatura de todo
o equipamento. O controle de temperatura é feito atravésédiellos termoelétricos que sao
capazes de resfriar ou aquecer o sistema desejado.

Em um equipamento portatil um controle de temperatura godci consumir um energia
consideravel diminuindo a autonomia do equipamento. Destaa, a determinacéo da influén-
cia da temperatura e a compensacao do efeito causado ptasailonelhoria na qualidade do
sinal medido, reducéo do custo e maior autonomia para egeip@s portateis.

4.1.2 Influéncia da fonte de luz

A fonte de luz é afetada por variagdes na corrente e pela tatope do dioddaser, alterando
a intensidade da luz emitida e consequentemente, a taxawswsdotons atingem caghexel
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da camera. Isto influencia no ruidbot presente no fotodetector. Uma taxa mais elevada
permite a medi¢cao em intervalos de tempo menores, dimiowmnvalor do tempo de integracao

e consequentemente do ruido associado com a corrente .ef®oir@dm, uma corrente mais
elevada no dioddéaser aumenta a poténcia dissipada gerando o efeito de autoatpréoi e
provocando um maior consumo de energia. Se o nivel de cerf@nelevado, a simples troca
do biochippode causar a saturacdo da camera. Isto devido a diferemf@idacia entre estes
biochips Em biossensores portateis o0 consumo de energia € critopee ¢orna necessaria a
ponderacéo entre relagado sinal ruido e autonomia do sistema

As variagOes de corrente no diothser afetam fortemente a medicdo de um biossensor,
causando um deslocamento vertical na curva SPR. O métodthdeblase dindmica tenta com-
pensar estes deslocamentos, ajustando dinamicament® dadéihha base de maneira a manter
constante a razao entre a area antes e depois da linha bdRS[MMRUP; ZONG| 2005]. Exis-
tem outras técnicas que tentam minimizar o efeito da vaside&corrente, dentre elas pode-se
citar o método da correspondéncia de similaridade locallEOA; POITRAS/ 2007], que ana-
lisa a similaridade entre os padrdes para os sinais de idégtesde luz adquirido para o liquido
e parao ar.

A luz gerada pelo diodtaser € direcionada através de um conjunto de lentes atéahip.
Estas lentes podem gerar uma distor¢cado na largura angutgreetsal da luz. As flutuacoes
espaciais e temporais da fonte de luz podem ser reduzidagaule um retardador variavel de
cristal liquido [CHINOWSKY et all, 2007].

Modelo do diodolaser

O comportamento do diodaserem relacdo a corrente da regido afiy@ variacdo da tempe-
ratura pode ser modelado através das equacdes de taxa paréao®eres de carddl4.2 e para
os fétons geradds 4.3 [BYRNE; KEATING, 1989].

dN la i=Nm 90 (T) \

- = 2 Toieim e (N=Ne(T)Si - — 4.2

dt QVact izzl\llmlJrZ:i‘ﬁjnméSi( e (TS ™ (4.2)
ds, 90i(T) S, N

= I (N-Ng(T))S - = +pr— 43

dt 1+Z=2N{\Pm68i ( i (T))Si T B - (4.3)

ondeVact € 0 volume ativo da cavidade diser, goi € 0 ganho para cada modogé o fator
de compresséo do ganhdy é a densidade de portadores para atingir a transparén@ag
tempo de vida para recombinagdes espontangaso tempo de vida dos fotons € a fragéo
de emissdo espontanea acoplada no nesiereI” é o fator de confinamento 6tico. A variacao
com a temperatura é obtida através da modificacdo dos pacdgge Ni de acordo com as
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equacOes 414[e 4.5.

do(T) = Geoel Toa) (4.4)

Nir (T) = Nerel Toa) (4.5)

O ganho para cada modo longitudinal € obtido pela expresséquhcab 416.

(4.6)

%—Mﬁﬂ)
AA

doi = go(T)(1—4
ondeJ; € o comprimento de onda para cada motla, € a largura linear do ganhodg é
o comprimento de onda do ganho maximo. O valonglearia em funcédo da temperatura de
acordo com a equacéo 4.7.

20(T) = Aocw(Tew) + K(Tp — Tew) 4.7)

onde Aocw € 0 comprimento de onda de referéncia com maximo ganho op#do uma
temperatura de referénciay, k € a mudanca linear d& em funcéo da temperaturalg é a
temperatura do diodo sob condi¢Bes dc. O valofgl€ determinado através da equacad 4.8

Tp = Tsim+ ReermVbID (4.8)

ondeTgm € a temperatura de operacao e simulaggqy € a resisténcia térmica entre a
fonte de calor e o diodd/p e lp sdo a tensao e corrente no diodo. O valor da tensdo no diodo
pode ser calculado pela equacédo do diodo Shockley de aconda equacéao 4.9

(4.9)

N nkT,
Vp = IDRS+In( 1) D

Ne(T) "/ q

ondeRs € a resisténcia em série do diotibé a densidade de portadorbis,é a densidade de
elétrons de equilibrio. Substituindo-se a equacdo 4.9 8rabtém-se o valor para temperatura
do diodo em funcéo da corrente expresso na equacao

Tsim+ Reerml %Rs

Tp = (4.10)
ReermlDNK N
1 Renoin (ol + 1)
Pode-se aproximar a equa¢ao 4.10 pela expresséo da efubtido 4
Tp = Tsim+ Reerml %Rs (4.11)

A corrente de fugd € determinada pela equacao
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o
||_ = IDC|eak(eT0| — 1) (412)

A corrente que passa pela regido atiypode ser calculada pela diferenga entre a corrente
de injecéd e a corrente de fugla, de acordo com a equagao

la=1-1_ (4.13)

A poténcia do dioddaser pode ser calculada em funcédo do nimero de fotons produzidos
através da equacao 4114 [MENA; KANG; DETEMRELE, 1997].

NcVacthC
ATp
Utilizando as equacdes 4.2 a 4.14 foi obtido, através dod¥dati comportamento da potén-
cia Otica do dioddaserem funcdo da corrente de injecBpara temperaturas de Z540°C e
60°C. Os valores dos parametros utilizados para simulacao estéinlos na Tabela 4.1.

P=S

(4.14)

Tabela 4.1: Parametros Utilizados para simulagao do daxkycom as equagoes de taxa

Parametro Valor
Vact 0,8427x 10 16m?
Je 8,0x 10 1mis?
Netr 0,59x 1073m3
Tn 3x10 %
Tp 0,7x101%s
B 1x107%
r 0,4
€ 2,0x 10 %m?
Nm 9
Aocw 1,3x10°%m
K 0,083x 10 °mK-1
AA 8x109m
n 2
Rs 5,60hms
Tol 30K
Cleak 2,27x10°°
Toa 100K
Rierm 100ohms
Ne 0.449
Cc 2,99792x< 10°
h 6,626068x 1034
q 1,60217733% 1071

O comportamento obtido para poténcia do ditaker esté ilustrado na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Poténcia dhaserem funcdo da corrente de injecligpara as temperaturas de
25°C,40Ce 60C

Pode-se observar que a poténcia 6tica aumenta em funcaordateale injecao, enquanto
que para o0 acréscimo de temperatura existe uma diminuicé@alooda poténcia.

Para correntes de injecéo acima da corrente de ligiapode-se definir a poténcia de saida
dolaserde acordo com a equaddo 4.15 [FERREIRA, 2003].

P=f7h—qv(| —liim) (4.15)

onden € a eficiéncia quantica externaldser, v é a frequéncia de radiacdo¢ a constante
de Planck &) é a carga do elétron. A corrente de limiar apresenta uma dépera em funcao
da temperatura que pode ser aproximada pela equacéo 4. HQUES; SILVA, [FERREIRA,
2003; BYRNE; KEATING, 1989].

lim = |oe(Tl°) (4.16)

sendoTl dependente da estruturaldsere o uma constante.

Considerando o valor dig = 21,4mA To = 1568497C e n = 0,5, retirados do manual
do diodolaser S6705MG, foram obtidos os comportamentos para a potérce 6brrente de
limiar e comprimento de onda. O valor &ee |}, foram calculados através das equa¢ded 4.15
e[4.16. A variacao do comprimento de onda foi estimada arde@rafico presente no manual
por uma equacao de reta, obtida pelos valores dos pontogfilcogem 25C comA = 670nme
em 55C comA = 675rm Os resultados obtidos estéo ilustrados na Figuta 4.3.
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Figura 4.3: Poténcia doaserem fungéo da corrente de injecBpara as temperaturas de’€5
25°C,40°C e 60°C. Variacao da corrente de limid, em funcdo da temperatura. Variagéo do
comprimento de onda em fung&o da temperatura.

Com relagéo a distribuicéo espacial, o feixeldser apresenta uma densidade de fluxo

radiall;5q de comportamento Gaussiano, que pode ser descrito peleéedidV [FERREIRA,
2003].
o2
Irad = |oe w2 (417)

ondelg é o valor maximo da densidade de fluxoé o raio do feixe & é a variavel radial.
Normalizando o feixe déaserem funcé&o do valor maximo e considerando-se o raio do feixe
de 10249um, obtém-se o comportamento ilustrado na Fidura 4.4.
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Figura 4.4: Densidade de fluxo radial do feixeldeser
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4.1.3 Influéncia do conjunto 6tico

O feixe de luz do biossensor precisa ser ajustado para go@ &&ertura e foco de acordo com
a entrada de luz dbiochip utilizado. Para expandir um feixe de luz é necessario unmjarra
com duas lentes como o ilustrado na Fidura 4.5.

f1 f2

Figura 4.5: Estrutura do Conjunto Otico para expanséo enegéio do feixe de luz

A primeira lente (distancia focal) foca o feixe inicial que é novamente colimado pela
segunda lente, que possui distancia fdgalO feixe de luz, com diametro iniciél,, pode ser
expandido para o valor de diametro desej@dose a distancia focal, for maior quef;. A
relagcdo de didmetros pode ser calculada de acordo com 28eild@ [FERREIRA, 2003].

De _ f2
D1 f
A distancia focal das lentes utilizadas depende do indicefdagdo do material utilizado e

(4.18)

das dimensdes dos raios de curvatura das superficies desRere R,. O valor da distancia
focal de uma lente delgada pode ser expresso pela equa@EERREIRA,2003].

f:[(”_l)(ii;]
Ry Ry

O indice de refracdo do material da lente, normalmente yvigpende do comprimento de

-1

(4.19)

onda e sofre variagdo em funcdo da temperatura. Pode-sentetea variacdo do indice de
refracéo absoluto do vidro em funcéo da temperatura pekacéqud. 20 [SCHOTT, 2008].

Nabg4,T) _ n%(4,To) -1
dT  2-n(4,To)

Eo + 2E1AT
2
A2 - /lT K

[D0+2D1AT+3D2AT2+ ) Sellmeir  (4.20)
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onde,

e Ty € atemperatura de referéncia,

T é atemperatura efiC

AT é a diferenca entre temperatura ambiente e a temperatuefedéncia

A é 0 comprimento de onda eimm

Do,D1,D2, Eg, E1 € ATk S0 constantes que dependem do tipo de vidro

Se as lentes forem fabricadas com o mesmo material, elaseapaen 0 mesmo indice de
refracdo. Logo, utilizando-se o valor deobtido na equacdo 4.119, o valor glé cancelado na
equacad 4.18. Desta forma, a relacao entre diametros dodeitorna dependente apenas das
medidas dos raios das lentes.

Para os biossensores seria ideal que o feixe de luz fosseesparplelo, ndo apresentando
variagdo no seu raio de abertura. Mesmo utilizando-séaser como fonte de luz, o raio do
feixe sofre variagdo a medida que se afasta da cavidatesdp O raio do feixe ddaser w
pode ser calculado em funcgéo da distarcen relacdo a cintura do feixe de acordo com a
equacdd 4.21 [FERREIRA, 2003].

212
w(2) = Wo 1+[7r/l_v%) ] (4.21)

O diametro do feixe déaser na cinturaDg depende do comprimento da cavidadelalo

ser Le do comprimento de onda O valor deDg pode ser determinado pela equagédol4.22
[FERREIRA, 2003].

Do = (%)z (4.22)

Considerando-se um diodiasercomL = 25Qume 1 =670hmaT = 20°C, o valor do dia-
metro do feixe na cintura Bg = 10,326um. Admitindo-se que as lentes sao feitas do mesmo
material a relacdo entre as distancias focais das lentsa paser uma constante, logo, o di-
ametro expandido deseja@r pode ser calculado pd@e = K xD1. Se a primeira lente esta
posicionada logo apés o diotksero valor deD; passa a ser igual ao @. Para dbiochipda
VIR a entrada de luz tem uma largura dar@ logo, encontra-se uma relagéo entre diametros
do feixe deK = 581,0370. Utilizando-se os valores mencionados, foi analisadariacdo do
feixe delaserna saida do conjunto 6tico causado pela variacdo de teraperé&s resultados
obtidos estéo ilustrados na Figlral4.6.
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Figura 4.6: Variacdo da Largura do Feixeldmserem Fung¢ao da Temperatura

Para efeito de simulacao utilizou-se uma variacdo do cangmio de onda em funcao da
temperatura de acordo com a express@b) = 0,23T + 664 (1 em nm). Esta variacdo é a
mesma do dioddaser HL6724MG [HL6724MG.. 1] 2008]. A variacdo do comprimento de
onda provoca uma variagao no raio do feixdakercomo pode ser comprovado pela equacéo
4.22. Esta variacdo € entdo amplificada pelo conjunto 6ticdumcado da relacdo entre as
distancias focais. Pode-se observar na Figura 4.6 quesaexish amplificacdo da largura do
feixe com o aumento da temperatura. A variacéo obtida foj@29:m/°C, o que é significativa
guando comparado ao tamanhogixel que é na ordem de unidades de micrometros. A camera
utilizada no biossensor utilizado para os experimentosut@rpixel de 7,8um.

Pode-se concluir que uma variagao positiva da temperatavaga um aumento no raio do
feixe de luz, que é amplificado pelo conjunto 6tico. Este animgo raio do feixe pode gerar
uma dilatacéo da imagem captada com relagao ao eixo x. ld®lpwar um deslocamento da
posicdo de ressonancia e consequentemente alteracdoconaaalariavel de saida calculada
pelo biossensor.

4.1.4 Influéncia dobiochip

A intensidade de luz refletida pefbdochip | depende da intensidade de luz inciderige do
coeficiente de reflexdB. Considerando que o feixe de luz incidente € alterado enéfude
temperatura e corrente de injecao, sofrendo variagbeswnespectro e comprimento de onda
principal, a equacdo 2.111 pode ser reescrita e calculada®pebhcab 4.23.

1 (0,4, T) = linc(8,4, T)-R(6,4,T) (4.23)
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A luz incidente apresenta intensidade diferente de acasdo & temperaturd, podendo
variar com o comprimento de ondaAlém disto pode apresentar uma distribuicdo espacial ndo
uniforme, o que gera valores diferentes para cada angulaectencia ndiochip. De acordo
com a equacdlo 2.7, o coeficiente de reflexdo depende dossvdlmséndices de refracdo das
camadag; e do angulo de incidéncta Os valores d@; sdo dependentes da temperatura e do
comprimento de onda da luz incidente, logo, o valoRdeem funcéo dos valores deT e A.

Os materiais que compdem o transdutor utilizado,descateetdd 2.212, sdo respectiva-
mente um substrato polimérico Topas, uma camada de metalrde@ substancia dissolvida
em uma solucdo aquosa. As secdes seguintes descrevem adiafldé valor deT e ded na
determinacéo do indice de refragdo destes materiais.

indice de refragéo do ouro

Para representar a variacdo da funcéo dielétrica do egyda| utilizado o modelo de Drude
[MOREIRA et all | 2008; OZDEMIR; TURHAN-SAYAN, 2003; SHARMAGUPTA,2006]. O
valor deg, pode ser determinado de acordo com a equiacad 4.24.

2

_ “p
80(0)) =1- m (424)

ondew € a frequéncia angular da onda eletromagnétigae a frequéncia de plasmawg
€ a frequéncia de coliséo dos elétrons do metal. O valasdé dependente da temperatura e
pode ser determinado através da equacad 4.25.

wp(T) = wpo(L1+3ye(T - To)) /2 (4.25)

ondewpo € a frequéncia de plasma na temperatura de refer@gcig € o coeficiente de
expanséo linear térmica. A frequéncia de coliséo é inflaelecpor duas contribui¢des indivi-
duais: o espalhamento fénon-elétron e pelo espalhametttorelelétron. O valor de. pode
ser determinado pela equa¢ao 4.26.

We = (l)cp+(,()ce (426)

O valor dewcp € determinado através do modelo de Holstein de acordo comeg &g 4.2)7.

2 T\ To/T ZAdz
§+4(ﬁ) fo 62_1] (4.27)

wcp(T) = wo

ondeTp € a temperatura de Deybe. A frequéncia de espalhamentoreld&tron pode ser
determinada pelo modelo de Lawrence através da eqliacdo 4.28
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1A
12hEf

hw

(keT)?+ (—)2] (4.28)

wee(T) = o

ondel™ & média sobre a superficie de Fermi da probabilidade dehespehto (a nomen-
clatural™ foi atribuida neste trabalho para distinguir do valor dguaa da curvd’), A € 0
espalhamento fracionadBg é o valor da energia de Fernki é a constante de Boltzmanthe
é a constante de Planck. Os valores utilizados para sinouéstdo descritos na Tabglal4.2.

Tabela 4.2: Parametros Utilizados no Calculo do indice deag&o do Ouro

Parametro Descricao Valor

wWpo frequéncia de plasma na temperatura de referncia  1,1297-10'%rad/s
Ye coeficiente de expans&o linear térmico 1,42-10°K1
To temperatura de referéncia 300K

wo 8,45948243220811710% rad's
Tpo temperatura de Deybe 18K

r* média sobre a superficie de Fermi 0,55

da probabilidade de espalhamento

A espalhamento fracionado 0,77

kg constante de Boltzmann 1,38062 1023JK1

h constante de Planck 1,05458 10°34Js
Ee energia de Fermi 5,51eV

O comportamento da funcéo dielétrica do ouro em funcdo dpdeatura foi analisado
utilizando-se as equacdes 4.24 a .28, paralBk3< T < 373 16K el = 670nm Os resultados
obtidos estédo ilustrados na Figlral4.7.
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Figura 4.7: Partes reafy, e imaginériaeny; da funcéo dielétrica do ouro em funcdo da tempera-
tura
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As sensibilidades com relacad gara a parte real e imaginaria da funcéo dielétrica do ouro
foram dep,/dT = 0,0010/K, demi/dT = 0,0025K. A andlise com relagdo & foi realizada
com uma temperatura fixa de 293K variando-se o valor dg na faixa de 36Bma 1014m
em intervalos dedm O comportamento obtido esta ilustrado na Figura 4.8.

300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

A (nm)

0 | . . . . . .
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

A (nm)

Figura 4.8: Partes rea},, e imaginariaey,; da funcéo dielétrica do ouro em funcéo do compri-
mento de onda

As sensibilidades com relacaad para a parte real e imaginéria da funcao dielétrica do ouro
foram demr/dA = —0,0262/nm e depi/dA = 0,0082/nm Isto demonstra uma influéncia mais
acentuada de do que de€T para o valor dem, € emi.

indice de refracdo da agua

O modelo utilizado para representar o valor do indice da¢éfy da agua em funcéo da tem-
peratura e comprimento de onda, foi 0 modelo adotado petdutssNacional de Padrdes e
Tecnologia dos Estados Unidos (NIST) [WAGNER; PRUSS, 2608RVEY; GALLAGHER,;
SENGERS, 1998]. De acordo com este modelo, o valor do indicefdacdo da agua pode ser
determinado pela equagao 4.29.

2

n-1 — — _
Z(/p)=ao+ar-prar THaz B T+oer =21 5 10,52 (4.29)
nc+2 12 /12_/16\/ /12_/l|2R

Os valores dos coeficienteg atéa7 e das constantek)y e 4;r estdo contidos na Tabela
4.3.
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Tabela 4.3: Parametros Utilizados no Célculo do indice deaR&o da Agua

Parametro Valor

a0 0,244257733
a1 0,746344761073
as ~3,7323499610°3
a3 2,6867847210°4
s 1,5892057010°3
as 2,45934259107°3
a6 0,900704920
@z ~1,66626219102
Auv 0,2292020
AR 5,432937

Os valores da temperaturd)( densidaded) e comprimento de onda) sdo normalizados
em funcado de seu valores de referénia= 273 15K, p* = 100kg- m~3 e 2* = 0,58um. Na
equacad _4.29 os valores usados para estas grandezas séosaaimais, determinados pelas
equacoes 4.30[a 4J32.

- T

T-— 4.30
= (4.30

=L (4.31)
0

_ 2

1= 4.32
" (4.32)

De acordo com a Associacdo Internacional das Propriedadégda e Vapor a equagio
[4.29 é valida nas seguintes condicées:

e Temperatura-12°C < T <500°C
e Densidade Rg-m3 < p < 106kg- m3
e Comprimento de Onda Qum< 1 <1,1um

O comportamento do indice de refracdo da agua em funcéo geetatara foi analisado
utilizando-se a equac¢éo 4129 para um comprimento de ondaldendentro de uma faixa de
temperatura entre 2718K e 37266K. Os resultados obtidos estéo ilustrados na Figuta 4.9.
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Figura 4.9: Variacdo do indice de refracdo da agua em furg@endperatura

Pode-se verificar que 0 aumento da temperatura provoca umiauiido no valor do indice
de refracéo da 4gua, com variacio méaxima obtiddrgger/dT = —1,3118 10 °%°RIU/K. A
analise com relacéo.afoi realizada com uma temperatura fixa de 2%K variando-se o valor
de A na faixa de 36Bma 1014mem intervalos dedm O comportamento obtido esta ilustrado
na Figura
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Figura 4.10: Variacéo do indice de refracdo da dgua em fuhg@&omprimento de onda
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A sensibilidade com relacé&olgara o indice de refracdo da aguadojyater/da = -1,5111
10°RIU/nm Assim como o demonstrado para o ouro, o indice de refracagumasofre uma
influéncia mais acentuada delo que deT.

indice de refracdo do substrato

O indice de refragdo do vidro, para um determinado valor depcionento de onda na faixa
de ultra violeta a infra vermelho, pode ser determinadovésrala equacédo de dispersao de
Sellmeier expressa na equagao 4.33.

By - A2 N By - A2 N B3 - A2
A2-C1 A2-C, A12-C3
ondeBs, By, B3,C1,Cy e C3 sdo coeficientes que dependem do tipo de vidro e podem ser

n?(1)-1= (4.33)

encontrados nos catalogos dos fabricantes.
A dependéncia com relagéo a temperatura do indice de refdgagéddro é obtida derivando-
se a equacdo 4.83. Dessa forma, encontra-se o valor dadmdagdndice de refracdo determi-

nado pela equacéa 4]34.
2 2
n?(1, To) - 1 ) s Eo-AT+E;-AT
ANgpA, T) = ————— | Dg- AT + D1 -AT“+ Do - AT+ 4.34
onde,

e Tp € atemperatura de referéncia

e T é atemperatura efiC

e AT diferenca de temperatura em relacaipa

e 1 €& comprimento de onda da onda eletromagnética no vacyasrem

e Dg,D1,D2,Ep, E1 € A7k S@o constantes que dependem do tipo de vidro

Utilizando-se as equacdes 4.33 e 4.34 encontra-se o vaindie de refracéo do vidro em
funcdo da temperatura e do comprimento de onda, que é detetonatravés da equagao 4.35.

Nabs(A, T) = NapA, To) + ANgpg(2, T) (4.35)

As constantes das equacfes ¥.84 €|4.34 sdo validas na faapleratura entre100°C e
140°C e de comprimento de onda entre865um e 1,014um. Os valores das constantes para o
vidro N — BK7 estdo contidos na Tabélal.4.
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Tabela 4.4: Parametros Utilizados no Célculo do indice dea&o do Substrato

Parametro Valor
B 1,03961212
By 0,231792344
Bs 1,01046945
Ci 0,00600069867
Co 0,0200179144
Cs 103560653
To 20°C
Do 1,86-10°6
D, 1,31-10°8
D> -1,37-1011
Eo 4,34.10°7
=2 6,27-10°10

ATK 0,17um

Utilizando-se as equacdes 4.33 a #4.35, com os valores sggraa Tabela 4.4, obteve-se a
variacdo do indice de refracdo do substrato em funcéo deetatopa para uma faixa dé @
100°C. O comportamento obtido, para um comprimento de onda fixo#mrg esta ilustrado
na Fugura4.11.
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1.5139
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Figura 4.11: Variacdo do indice de refracdo do Substrataiagéb da Temperatura
Para analisar a variagdo em relagdo ao comprimento de oadégva-se a temperatura fixa

emT = 20°C e modificou-se o comprimento de onda no intervalo 68&:ma 1,014umcom
incremento dedm O comportamento obtido esté ilustrado no grafico da Figuia 4
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Figura 4.12: Variagdo do indice de refragdo do Substratauegéb do Comprimento de Onda

Comparando-se as Figurlas 4.12 com a Figural 4.11 verificaesa gariacao no valor do
indice de refracdo da agua € mais acentuada com aumentoaradeal do que com o de
T. As sensibilidades obtidas foradmy,s/dT = 2,3880- 10 °RIU/K e dnyps/dd = —1,3791-
10°RIU/nm

Efeito da variagdo do comprimento de onda e dilatacéo

A influéncia individual dobiochip em fungéo da variacdo de temperatura ja foi avaliada na
secad 3.2]3. Nesta analise considerou-se a luz incidemealistribuicdo espacial uniforme e
os resultados obtidos para a variacao relativa foram ddes na Figura 3.13.

Pode-se observar que existe um alargamento da curva SHiGader com aumento do
valor del’, quando existe um acréscimo no valor da temperatura. Baisteém um aumento
da assimetria em funcdo da temperatura e diminuicdo do galé@ngulo de ressonancia. A
diminuicao d&Jesindica que existe um deslocamento para esquerda na curveddP&umento
da temperatura. O comportamentoglg e del’ sédo nao lineares em funcéo da variacad de
porém em torno da temperatura de’@5as trés caracteristicas da curva SBR[ e GR)
apresentam comportamentos lineares.

Além do efeito da variacéo do coeficiente de reflexdo causaldovariacdo dos indices de
refracdo das camadas Hmchip, deve ser considerado o efeito da alteragdo das dimensdes do
biochipprovocado pela expansédo ou contracéo gerada pela varia¢gémgeratura.

O transdutor fisico quimico da VIR é formado por um substeatona camada metalica,
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que constituem um Elemento de Acoplamento Otico de DifrdE8DD), além da camada
bioguimica depositada sobre o EAOD para fixacdo da subatarseér analisada. A estrutura
fisica do EAOD esta ilustrada na Figlira 4.13.

A Y
 Kref Xsc Substrato Metal
H—V
| Xe Xa X2
| — e p—
i ~ Jee 3] 1

X
° 8 >
I tRef X7

Suporte
Biochip
YV Y ©v 3
Xs Xi
Sensor de Fonte de Luz
Imagem

Figura 4.13: Estrutura Fisica d@ochipda Vir

O feixe de luz incide perpendicularmente sobre o EAOD neepaferior do substrato de
espessurd. Na parte superior deste substrato existe uma grade deabfoe entrada. O feixe
incide na grade na posi¢ca@ onde é difratado com um angulpsendo entéo refletido na parte
inferior do substrato até encontrar a regido centrddidohipna posi¢éo<s. Na regido central
€ depositada a camada bioquimica que forma a regido seri$arposi¢caoX, existe apenas
uma camada de ouro comrifide espessura. O feixe reflete na regido central e novamente na
parte inferior do substrato até encontrar a grade de ddrde&aida na posica®. A grade de
difracdo de saida difrata o feixe de luz de forma que a luzegigmdicularmente do EAOD.

Se o feixe proveniente da fonte de luz ndo for perfeitamenitsmado, pode ter um angulo de
inclinacdo com a normal do EAOD;f) diferente de zero de acordo com o ilustrado pela Figura
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Figura 4.14: Estrutura Fisica d@ochipda Vir

O caminho 6tico do feixe no interior do EAOD depende de suasedsdes fisicas e do
comprimento de onda do feixe. O EAOD foi projetado para qae feixe oriundo da fonte
de luz em uma posica¥; encontra a regido sensora em um mesmo ponto na posi¢aol centra
X4. Para tornar isto possivel, foi preciso determinar o esgdaggrade de difracdo adequado de
acordo com a posica¥y. Desta forma, os angulos do feixe difratado pela grade dadasao
dependentes da posicao de entrada. Logo, na regido semsbia@de com diferentes angulos
dependentes da posicdo de entrada do #i&), o que para um comprimento de onda unico
do feixe de luz forma o modo de interrogagéo angular paraéicsores SPR.

O comportamento de um feixe de luz incidente em uma gradefaded@d é determinado
pela equacéo da grade derivada da lei de Bragg, expresgasatia@equacdo 4.36

n-im=a-(send;) = ser(6;)) (4.36)

onde,f; € o angulo do feixe de luz em relacdo a normal da grade de &@drécé o angulo
entre a normal e o feixe refletida,é o periodo da grade de difracdo ou espacamento entre
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as fendas da grade de difracdo (espacamento da gragé)p comprimento de onda da luz
incidente se propagando no meie n é a ordem de difragdo. O sinal existente no lado direito
da equacdo 4.86 se torna negativo quando o feixe refletildesado oposto do feixe incidente.
O feixe de luz é proveniente de uma fonte emissora e percomreaminho pelo ar até

incidir sobre 0 EAOD, passando através de um substrato atédéocemada a grade de difracao
na interface com o metal. Um feixe de luz sofre um desvio goga$sa de um meio 1 para
outro meio 2 com indice de refracBes diferentes, possuindeamportamento determinado
através da Lei de Snell expresso pela equacao 4.37.

ser(6'1) _ V1 _ A1 _ no
sern6,) TV A m

(4.37)

onded;, vj, 4; e n; séo respectivamente o angulo de incidéncia, velocidadadk compri-
mento de onda e indice de refracdo do meiGonsiderando o indice de refracdo do ar como
unitario (1 = 1) e que o feixe de luz possui um angulo de propagacao Ag,artilizando a
equacad 4.37 pode-se determinar o valor do angulo de prefaga feixe de luz no substrato
0sn através da equacfo 4138.

Ser(gin)

.. (4.38)

ser(fsin) =

ondeng é o indice de refracdo do substrato. Da mesma forma, atravéguhcad 4.37
pode-se determinar o valor da frequéncia da onda se propagansubstratds pela equacéo

4.39.

A
/ls_

=2 (4.39)

ondeAd € o comprimento de onda da luz proveniente da fonte detluz Q). Substituindo a
equacad 4.38[e 4.B9 na equagdo4.36 encontra-se a equdgao 4.4

n-A ( ser(6in)
Ns

ser(e)) (4.40)

S
Na determinacédo da equad¢ao 4.40 foi utilizado o fato de quguld de incidéncia do feixe

na grade de difracd@ € o angulo de propagacéo do feixe no substéaig assim como o

comprimento da onda incidente na grade de difralg@ié o comprimento de onda no substrato

As. Além disso, o angulo de reflexao do feixe incidente na gradefiacdo é denominado aqui

apenas dé. Isolando-se o valor da na equacab 4.40 encontra-se o valor para o espagamento

da grade determinado pela equacdal4.41.

. n-4
~ ser(in) - ns- ser(6)
A grade de difracéo foi projetada para que os feixes de lumtrada dabiochip sempre

(4.41)
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incidissem no ponto central, apresentando uma reflexdo @ caeninho entre a posicédo de
entradaxp e o ponto central. Analisando-se a Figura #.14 pode-se @acanvalor deser(6)
determinado através da equatao¥.42.

X2
> 1
send) = 2

V& e o

Considerando que o feixe de luz incide perpendicularmestparficie ddiochip (i, = 0)

(4.42)

e substituindo-se a equag¢do 4.42 na equacad 4.41, enserdrealor do espacamento da grade
em funcéo da distancia para a posicao de entrada do feixezde lleterminado através da
equacad 4.43.

2
a(Xo) = _nn':" 1+ (%) (4.43)
ondelp € o comprimento de onda da fonte de luz do projeto. Paiaahipda VIR o valor
de 1o é de 67Gm, a espessura do substrata & 1,2mme a posicado de entrada do feixe de

luz varia entre 6nme 9,6nm[C.THISTRUP et al., 2004]. O valor de; foi calculado consi-
derando o indice de refragdo para o substrato formado pekriald OPAS [KHANARIAN;
CELANESE, 2001]. Utilizando a equagao 4.43 obtem-se o \ag@darem funcdo da posicao de

entrada. O comportamento obtido para variacaa e&ta ilustrado na Figufa 4]15.

500

495 i

450 Il Il Il Il Il
4

-
Xi (mm)
Figura 4.15: Valor do espacamento da grade de difracdo epadusia posicao de entrada

Pode-se observar nas Figuras 4.03el4.14, que o valor dooégyiricidéncia na regido sen-
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sivelde € igual ao valor do angulo de reflexao do feixe na grade decdifwa Logo, isolando-se
o valor def) na equacab 4.40 pode-se determinar o val@l.@) através da equacéo 4144.

-n-A senfin)
0o = 0 = arcse 4.44
¢ f(a(xz) ‘Ns " Ng ) ( )

Para um feixe perfeitamente colimado e perpendicular aclEA@osicdo de entrad&
é igual a posicéo do feixe na fonte de luz. Entretanto quariibeeuma inclinacao do feixe
de luzX, # X;. Considerando a configuracao ilustrada na Figura 4.14, omdefonte de luz
esta posicionada a uma distanSiao EAOD, um feixe partindo da posi¢cd® com angulo de
inclinacdo em relacéo a norm@y encontra a grade de difracdo na posi¥aoA inclinacdo do
feixe pode ocasionar uma &rea de sombreamento na gradeadg@idifcausada pelo blogueio da
luz por parte do suporte donochip. Para encontrar o valor d& em funcéo deX; denomina-se
deK a distancia entrXs, e X;, K; a distancia entre o ponto no qual o feixe intercepta a entrada
do EAOD eX; e deK; a distancia entr&, e o ponto onde o feixe intercepta o EAOD. Do
tridngulo ilustrado na Figufa 4.14 pode-se obter o valdfgatravés da equacéo 4145.

Ki=S-6in (4.45)

Analogamente obtém-se o valor p#faatravés da equacfo 4146.

Ko =d-6sn (4.46)

Utilizando-se as equacdes 4.45 e 4.46 obtém-se o valdrateavés da equac8o 4147.

K =Ki+Kp=S-6in+d-0sn (4.47)

Substituindo-se o valor dési, da equacab 4.38 (considerandoseg(dsn) = 0sn) em[4.47
obtém-se a equacfo 4148.

S S

Utilizando-se a equacdo 4148 obtém-se o valor paratravés da equacéo 4149.

X2:Xi—K:Xi—(S+nE)-6’in (4.49)

S
Quando o comprimento de onda do feixe de luz € igual ao coneptorde onda de projeto
da grade de difrac&o, o feixe incide no ponto central pasato emX, como ilustrado na Fi-
gurd4.18. Entretanto, para um comprimento de onda difedEly 0 caminho 6tico percorrido
pelo feixe de luz é modificado, pois de acordo com a equac@bodéhgulo de reflexdo muda
em funcdo do comprimento de onda. Para encontrar o pontacincia do feixe de luz na
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regido central, onde esta posicionada a camada sensibiEap é primeiramente necessario
determinar a distancia entre o ponto de incidéncia na emttafiochip (X2) e o ponto de in-
cidéncia da primeira reflexdo do feixe na camada superioubistisato, denominada aqui como
Xc. ComoX;/2 é o cateto oposto ao angulo de refleRdo valor deX. pode ser determinado

através da equacfg 4150.
2-ser)-d 2-d
_ = (4.50)
vV1-(ser)?2 ( 1 )
s|-1
(seno))

Utilizando-se as equacOes 4.48 e #.44 é possivel provapaue,um feixe de luz perfei-
tamente colimado incidente perpendicularmentdiachip (6in = 0) e uma fonte de luz com
comprimento de onda igual ao de projeto da grade de difra&olf), o valor deX; na equa-
¢ao4.50 é igual X,. Substituindo-se a equaddo 4.44 na equiacadd 4.50 e comsldesa o fato
gue o angulo entre o feixe de luz e a normal da grade de diféagédto pequenoser(d;) =~ 6;),
obtém-se a equacfo 4151.

X, = 2-d _ 2-d (4.51)

As demais posic¢des de incidéncia do feixe de luz na intedate o substrato e a camada

de metal nbiochip, ilustradas na Figufa 4.3, podem ser calculadas em furg&aldr deX.
de acordo com a equagao 4.53.

Xj:Xz—%-Xc,j:4,6 (4.52)

O valor deX; representa a posi¢éo de cada retgrdo feixe de luz na superficie superior do
substrato apos refletir na superficie inferior. Analisasd@s equacdes 4151 e 4.53 observa-se
gue o caminho 6tico percorrido pelo feixe de luz € modificanidfencdo do comprimento de
onda da fonte de luz. Desta forma, as posi¢cdes de interéeptacsuperficie superior podem
ser diferentes das idealizadas no projeto do EAOD, quantivatte comprimentos de onda
diferentes delp. Logo a posic¢do de saida e de incidéncia do feixe de luz nacegintral séo
modificadas coma variacdo de Da mesma forma, analisando-se a equacgad 4.44 o valor dos
angulos de incidéncia na regiao sensora sao modificadosrey@dwael. A Figural4.16 ilustra
0 caminho 6tico percorrido para o comprimento de ondaly € 1 = 632nm (Figura[4.16 a)
para as posi¢des de entrada minkKagin € maximaXomx (Figural4.16 a).
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Figura 4.16: Caminho 6tico do feixe de luz

Para encontrar a posicao de saida do feixe de luz € preceomilear o nimero de reflexdes
existentes até o feixe incidir na grade de difracdo de saidaterminacao da posicao de saida
foi de acordo com o fluxograma ilustrado na Figura®.17.
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Figura 4.17: Fluxograma para determinacdo da posicéo de daifeixe de luz

Estipula-se inicialmente o niumero de reflexdes como sendmatigade de reflexdes que
deveria existir se = 1p. Calcula-se entdo a distancia entre o caminho percorribiof@ee de
luz e a posicao de entrada miniddadenominada aqui com¥r e ilustrada na Figuria 4.116. Se
o valor deXt for maior que a distancia entre a grade de difracdo de entrddasaida, ou seja
X7 >= 2- Xomin, Significa que o feixe de luz incidiu na grade de difracdo deasaCaso con-
trario, existe um namero maior de reflexées dentro do EAOR pae o feixe de luz encontre
a grade de saida. Logo, incrementa-se o valor eeepete-se o procedimento até encontrar o
valor do numero de reflexdes que atenda a condi¢cdo. Admitedpe o ponto central corres-
ponde a distancia 0, posicdes a esquerda do ponto centnai@ssvalores negativos. O valor
da posicao de said& pode ser determinado utilizando-se a equacéo .

Xs=—(]- X —Xi) (4.53)

Analise do caminho 6tico do feixe de luz

O feixe de luz proveniente das telas de dispositivos congprtais portateis € gerado por dis-
positivos que emitem luz nas componentes primarias Veor({&Mh Verde (G) e Azul (B). As
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demais cores séo geradas pela composicéo destas trés @mntgsgorimarias.

O caminho 6tico percorrido pelo feixe de luz foi analisadapa= 1o = 670hme para as
componentes principais de cada canal correspondentesessponarias. Os valores para 0s
canais R,G e B séo respectivamebte Ar = 628 3nm 1 = Ag = 529, 7nme 1 = 1g = 466 9nm
Os resultados obtidos considerando o feixe de luz perfeitéercolimado, com angulo de inci-
dénciafi, = 0°, esté ilustrado na Figura 4]18.
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Figura 4.18: Posicdo de Saida Feixe de Luz para os compiosidatonda principais de cada
componente primaria gerada pela tela do SllI, &m0

Pode-se observar na Figura 4.18 que pasaly existe uma simetria entre a posicao de
entrada e de saida. Para os comprimentos de onda corresfEsds componentes primarias,
pode-se verificar que existe sombreamento entre as posigdsaida. Desta forma, para a
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mesma posicao de saida pode existir a influéncia de mais dewmprimento de onda. En-
tretanto, é possivel verificar que existe uma segmentacgiicataponentes de cores para as
posi¢des de saida. Analisando desde a posi¢cdo mais progicento (Xs = —4,5mm) até a
mais distante Xs = —9,6mm) verifica-se na ordem a predominéncia das cores azslAg),
verde @ = Ag) e vermelho { = AR). A faixa de valores dos angulos de incidéncia também
sdo modificadas de acordo com a modificacdo do valar dode-se verificar nas Figura 4.18
e[4.19 que a medida que diminui-se o comprimento de onda osegallos angulos também
diminuem.

Os resultados obtidos considerando o angulo de incidéqeid° estéo ilustrados na Figura
4.19.

XS (mm)

6(°)

40 g

30 I I I I I I I I I I
4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5
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Figura 4.19: Posicéo de saida feixe de Luz para os comprimeiet onda principais de cada
componente primaria gerada pela tela do SllI, & 0°
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Pode-se observar que as posicdes de saida foram alteradasgms os valores dé E
possivel verificar que as componentes verde e azul estdo emtemalo de posicao de saida
menor, o que implica em um estreitamento da area corresptindeestes componentes. Por
outro lado, existe um menor sombreamento entre as compaimelha e verde.

4.1.5 Influéncia do fotodetector

Os circuitos internos para cada camera podem variar mudoatelo com a arquitetura utilizada
por diferentes fabricantes. Logo, 0 modelo matematico pgpeesentar a influéncia do sinal
e do ruido da camera dependera do tipo de fotodiodo utilizauplificadores de coluna e de
saida, circuito de reset e outros fatores que dependem diogho do dispositivo. Isto dificulta
uma analise detalhada sobre a influéncia do sinal e ruidomeraa

Como a camera utilizada nos biossensores pode variar bgsiptou-se por um modelo que
nao considera caracteristicas especificas dos dispasitternos utilizados. O modelo adotado
neste trabalho é o Modelo de Transferéncia de F6tons dopadss EMVA (Europe Machine
Vision Association) versdo.B [EMVA| 2012]. Este padréo é utilizado para caracterizad@o
sensores de imagens e cameras.

Modelo de transferéncia de fotons padrao 1288

O padréao 1288 EMVA considera o processo de conversao daidadatde luz incidente em
um sinal digital, desde a chegada dos fotons aos elementesrss até a transformacdo em
valor digital pelo conversor AD. A Figuta 420 ilustra o pesso de conversao e o diagrama de
blocos do Modelo de Transferéncia de Fétons.

Numero de ) 5
Fotons Md,0"4 0%
Contato com Up,0% He,0"e l L Hy,07y
o pixel N K > Irrrrf» ’
Entrada Ne Saida
M Geracéo de Mo |
Elétrons S

L Converséao para

T Tenséo
—D— Amplificacéo

f,-’j Digitalizacédo

Figura 4.20: Modelo de Transferéncia de Fotons para Cameras
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Os fotons incidentes em cagixelda cAmera sé&o inicialmente convertidos em elétrons pelo
fotodetector. Em seguida sdo armazenados no capacitofdie amplificados e digitalizados.
Durante um tempo de exposi¢cie,um média de:, fétons, provenientes de uma fonte de irra-
diancia E, incide em uma area total A de pirel, sendo uma fracéo destes fétons absorvidos
e acumulados eme unidades de cargas. O valor glgpode ser expresso pela equagdol4.54.

AEA
Hp= o “lexp (4.54)
A guantidades de fétons convertidos em elétrons é dada fieineia quantica = £2. De

Hp'
acordo com o diagrama de blocos ilustrado na Figura 4.20,0éan0@ sinal de saida, pode

ser encontrada pela equa¢do 4.55.

My = K(ue +ud) = K(’?',Up +ug) = K ‘n-UptUyesc (4.55)

onde,
e K & 0 ganho total do sistema
e ug € 0 numero de elétrons presentes sem luz
o uyesc= K- ug € o sinal escuro médio com irradiagéo zero

O valor do sinal escurpg ndo é constante, pois é gerado principalmente em funcdo dos
elétrons termicamente induzidos. O sinal escuro variafimente em fun¢do do tempo de
exposicédo de acordo com a expressao da eqliacdo 4.56.

Hd = Hd.o + Hitexp (4.56)

A corrente escurg; varia exponencialmente em funcdo da temperatura de acordac
expressao da equadao 4.57.

T-Tref

i =HMiref-2 0 (4.57)

onde,

e Ty € a constante que indica o intervalo de temperatura que dolador da corrente
escura

e Tief € atemperatura de referéncia

e ujref € @ corrente escura na temperatura de referéncia
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No padrdo 1288 EMVA o ruido temporal € representado pelaiai@adraooy e o ruido
espacial pelo desvio padr@). Desta forma, neste trabalho a variancia do ruido de saida é

definida comar2

Jtot € acordo com a equaddo 4.58.

Thiot =05+, (4.58)

O numero total de fétons que atinge o sensor de imagem duwaetepo de exposicao &
governado por uma distribuicdo de Poisson. Logo o numerdéti®es gerados também apre-
senta uma distribuicéo de Poisson, o que determina que amédietrons € igual a variancia
ue = o2. Além da flutuagio de elétrons gerados existe a influénciaido de quantizagéo e
ruido escuro, representados respectivamente por suassiagrq € og. Desta forma, o ruido
temporal pode ser representado pela equacad 4.59.

0'5 = Kz(oﬁ + O'g) + 0'3, (4.59)

Considerandge = nup € queue = o2, utilizando a equagdo 455 obtém-se a expressao para
a variancia do ruido temporal da equagaol4.60.

0'5 = KZU'S + 0'3 + Ky — ty.esd (4.60)

O ruido escuro apresenta variancia que cresce linearmeme dempo de exposi¢do de
acordo com a expresséo da equdcaal 4.61.

0'3 = 0'5.0 + titexp (4.61)

O ruido de quantizacéo pode ser determinado pela expreés—ét@/lZDN2 (DN- namero
digital). Algumas cameras fornecem o sinal analégico ndasabgo, o ruido de quantizacéo
esta presente apenas no conversor AD do sistema de aquisicéo

O ruido espacial € representado pela ndo uniformidade dbesiouro (DSNU- Dark signal
Nonuniformity) e pela ndo uniformidade da resposta do f§RRNU- Photo Response Nonu-
niformity). A variancia do ruido espacial é calculada pejaacad 4.62.

S5 = K2DS NU ygq+ PRNUE, oK (7u1p) (4.62)

Utilizando-se as equagdes 4.55, 458, 14.60 €l 4.62 podetaeriiear a relacéo sinal ruido
do sensor de imagem pela equacadol4.63.

TItp
\/ag + DS N o+ 03/K2 + mp + PRNUE o (1p11p)?

SNRyp) = (4.63)
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4.1.6 Influéncia do conversor AD

O conversor AD transforma o sinal analdgico de cada elenwmimagem do fotodetector em
um valor digital que sera adquirido e processado pela uaidagrocessamento. A digitaliza-
¢do do sinal 6tico pode limitar a resolucédo da resposta deiossdnsor SPR [JOHANSEN et
al.,[2000].

A resolucéo é fortemente dependente do conversor AD wldizdo fotodetector e do al-
goritmo para encontrar o vale da curva SPR [JOHANSEN et @00p O tipo do conversor
AD determina a velocidade de converséo para digital o quélianfrequéncia de aquisicéo do
fotodetector. O periodo de aquisicédo entrepirel e outro ndo pode ser menor do que o tempo
de converséo do conversor AD somado com o tempo que o prdcedsea para armazenar o
resultado.

Para algoritmos de deteccdo do angulo de ressonancia e miedicdo de amplitude a re-
solugéo do sensor aumenta proporcionalmente a resolug@mdersor AD utilizado [JOHAN-
SEN et al., 2000]. A resolucao do conversor AD esta diretaeretacionada com a quantidade
de bits utilizada e pode ser representada pela equacdo 4.64.

(4.64)

onde,
e n é a quantidade de bits do conversor AD
e V, € 0 limite da faixa de trabalho ou a tensao de referéncia deecsor AD

A fonte priméria de ruido no conversor AD é o erro de quanfiga? incerteza maxima
obtida é igual a metade do valor da resolu¢%q. O valor RMS do erro de quantizagao pode
ser expresso pela equa¢do 465 [BALBINOT; BRUSAMARELLOL2P

_LSB
Vi2

onde, LSB é o valor do bit menos significativo.

(4.65)

O ruido causado pelo conversor ARyq pode ser aproximado pelo erro de quantizacao
€, 0900 ad = €y = %‘. Em instrumentos onde o ruido € muito maior do que a resolugéo
resolucao digital pode ser desprezada [JOHANSEN et al0]200

No sensor utilizado para ensaios experimentais o convARB@ossui 12 bits com tenséo de
referéncia de 8. Desta forma, através equa¢do #.64 calcula-se a resolo¢&D dbtendo-se

o valor deq =1,2mV. O ruido do conversor AD obtido pela equatdo¥.65&= 0,3524MmV.
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4.2 Compensacao do diodtaser

Nos biossensores convencionais existe normalmente unotamiir de temperatura para o di-
odo laser e um controle de poténcia Otica realizado atrawvésalimentacéo do sinal luminoso
por um fotodiodo, que age através da modificacdo da corranéenpanter constante a intensi-
dade luminosa. Entretanto como demonstrado no modeloaatiesalor de corrente, mesmo
que para uma temperatura controlada provoca uma modificez@omprimento de onda do
sinal. A modificag&o da altera a abertura do feixe de luz, os indices de refragéo doerias
do biochipe afeta a eficiéncia quantica do fotodetector utilizadoalBampensar a influéncia
da fonte de luz, é proposto controlar o valor da corrente pamater fixo o comprimento de
onda principal do espectro da luz gerada. Desta forma asiidi@tie luminosa é alterada, porém
pode ser compensada através de software, pois, modificasaperlor médio do sinal captado
pela camera. Neste trabalho s&o propostas duas altemyadireao controle da fonte de luz que
estdo ilustradas no diagrama de bloco da Figurd 4.21.
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Diod > ) Vv
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— Laser Ot > Sinal

AT [

Texp
Figura 4.21: Diagrama de blocos para controle do diodo laser

A primeira proposta é inicialmente caracterizar a fonteudesl obter o comportamento em
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fungéo da variagdo da temperatura e da corrente. Mantenadeste de luz a uma temperatura
fixa, pode-se variar o valor da corrente e obter o espectresfmrndente para cada valor de
I. Em seguida, modifica-se a temperatura dentro da faixaattsejrepete-se o procedimento
com a variacdo da corrente. De acordo com o apresentado agdefil.)’ o valor da cresce
linearmente com o aumento da temperatura. O comportamentoech funcdo dd a uma
temperatura constante, também pode ser aproximado portamg(l) = a(T)- | +b(T), onde
Amax € 0 valor da componente principal do espectro obtido no vatimo do sinal captado
por um espectdmetro. Para cada valoiTddetermina-se a equacgao da reta e obtém-se entao
os valores dos coeficientaze b em funcdo dd, que podem ser aproximados por um polin6-
mio. ApOs caracterizado o diodo laser, mede-se o valdr daletermina-se o valor d€T) e
b(T), com os quais pode-se determinar o valor de corrente quesdvinserido para obter o
comprimento de onda desejadle: 1gesatravés da equacao 4166.

1(T) = (Ades— b(T))/a(T), (4.66)

A segunda proposta é implementar o controle da corrente agidudo erro obtido para
abertura do feixe do laser. De acordo com a equiacdo 4.22 t@beéo feixe € proporcional a
A. Medindo-se a largura do sinal de imagem captBd)), pode-se determinar qual a largura
do feixe de laser. Desta forma, para manter o comprimentonda fixo é possivel estipular
uma largura do sinal de imagem desejadg({4e9) € realizar o controle da corrente em fungao
do erro obtido € = De(Ade9 — De(R)).

4.3 Resultados experimentais

4.3.1 Analise do ruido temporal

Esta secdo tem como objetivo apresentar os resultado®shtadandlise do ruido temporal.
Inicialmente é realizado um estudo sobre o tipo de ruidogméaante no sinal. Em seguida
sao analisadas as influéncias da variacdo da temperaturanéizla corrente dasere do
tempo de integracao sobre o sinal de imagem capturado.

O biossensor utilizado para analise foi 0 CAMBIO desenwu\previamente [SOUZA FI-
LHO; LIMA; NEFF, 2008; SOUZA FILHO/ 2006]. Este biossensargsui uma configuracao
baseada nbiochipda VIR [C.THISTRUP et all, 2004] com modo de interrogacaoutanrg O
fotosensor é unidimensional possuindo 1@24ls O modulo de aquisicdo do CAMBIO s6
possui XB de memoria interna o que possibilita 0 armazenamento deaapen quadro de
imagem, pois cada quadro possui 1@¢else cada pixel utiliza 16 bits. Logo, é possivel re-
alizar apenas a soma uma nova amostra com o valor anteriage pagpsibilita a realizacéo de
uma média de 16 amostras do sinal de imagem completa. Pawermuevo quadro do sinal de
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imagem seja adquirido € necessario enviar o quadro arn@dzemamodulo de aquisi¢cao para
o PC o que limita o tempo de amostragem de dois sinais conspleto

Por esta razdo para analisar o ruido foi necessario modififamware para que arma-
zenasse apenaspixel desejado. Desta forma, o tempo de amostragem reduz drastita
ficando limitado ao tempo de integracdo permitido. O tempardestragem foi reduzido de
0,8spara 526ms Com isto a faixa de frequéncia analisada se torna bem maisg@@rmitindo
uma analise mais precisa do comportamento do sinal.

Com ofirmware modificado o tempo de integracédo utilizado foi de@ns Cada quadro
adquirido corresponde a 1024 pontos obtidos para o meéxebda camera. O desvio pa-
dréao calculado em cada amostra é determinado sobre os 10 @miquiridos. O tempo de
amostragem de cada quadg) € limitado ao tempo de aquisi¢do dos 1024 pontos, somados
ao tempo necessario para transferir os dados correspesdentomputador. O valor tig, foi
de 115s.

A substancia utilizada para a analise foi a &gua pura. Apbseaodo do sinal de referéncia
para o ar, foi inserido a 4gua no biossensor através da boenistdftica até o instante em que
o nivel do sinal se estabilizava. Para evitar a influénciaud@fsobre o biossensor a bomba foi
desligada e o sinal obtido foi em relagéo a presenca da agvasbiochip

Determinacao do ruido

O ruido predominante em biossensores SPR é apresentaderatuta como sendo o ruido
shot Este ruido possui desvio padrdo proporciona) &, ondeN é o nimero de quadros
utilizados para realizar a média do sinal. Na maioria dosdgnsores existentes, o tratamento
realizado sobre o sinal de imagem ¢é a realizacdo da média dadias para obtencdo de uma
amostra do sinal.

Para verificar se o sinal de imagem obtido est4 de acordo cdaeraura foi realizada a
andlise do valor do desvio padr&oem funcdo deN. Como cada quadro possui apenas 1024
valores de um mesmuixel, foram utilizados 3 quadros consecutivos do sinal paralpitts a
utilizacao de valores maiores paaApesar de existir um intervalo de Bk entre cada quadro,

a variacao de temperatura e de corrente € desprezivel pangpo total de aquisicdo dos trés
quadros.

Os valores armazenados para os trés quadros foram agrigradmos vetor Unicx(n). Para
cadaN pontos dex(n) foi realizada a média e criado um novo vexgk). Sobre o vetoK(K) foi
calculado o desvio padraa O valor deN foi modificado de 1 até 700, calculando-se o valor de
sigmacorrespondente para caba Os valores desigmaforam normalizados pelo maior valor
obtido, gerando o grafico dos dados experimentais ilustnadBigurd 4.22. O sinal téorico
tracado foi calculado pela expressgovN.
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Figura 4.22: Desvio padrdo do ruido em funcdo do numero dmpatilizados para a média

Os valores experimentais obtidos seguem os valores tealEmonstrando que o desvio
padrdo do ruido é proporcional & ¢N. lIsto indica que o ruido predominante apresenta o
comportamento do ruidshot Quando utiliza-se valores d¢ superiores a 200, os valores ex-
perimentais comegcam a divergir dos teoricos. Este resubath de acordo com a literatura,
que é justificado pelo fato de que a realizacdo da média ndpaz ¢ remover o ruido cor-
relacionado. Este ruido é de natureza espacial e ndo pocensarido no dominio do tempo,
necessitando de técnicas que utilizem os valorgsxddsvizinhos para o tratamento do sinal.
Em estudos anteriores foi demonstrado que a utilizacdocdects simples, para o tratamento
de ruido espacial, pode minimizar significativamente oauid sinal [SOUZA FILHO| 2006].

O ruido temporal foi analisado no dominio da frequénciavatala FFT do sinal ilustrada
no grafico da Figura 4.23.
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Figura 4.23: Analise no dominio da Frequéncia do Ruido dal sin
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Na faixa de frequéncia analisada, os valores podem seriagad®s por uma reta constante
no dominio da frequéncia o que indica um comportamento de tuianco.

Variagdo com a temperatura

E extremamente importante controlar a temperatura ou casape influéncia de seu efeito
para garantir a qualidade da medicdo. Entretanto, conidiamperatura de todos os compo-
nentes se torna praticamente inviavel, por isso na maiosgdobssensores € controlada apenas
a temperatura dtaser. Para biossensores portateis, um controle da temperaiicm que

o tempo de utilizacdo da bateria seja limitado. Dessa formaié interessante compensar o
efeito da variagdo da temperatura sobre a saida.

Nesta secado é descrito o experimento utilizado para avakéeito da variagcdo da tempe-
ratura sobre o sinal de imagem captado. Outro ponto analadinfluéncia da temperatura
sobre o controlador de corrente dser. Este é efeito é desprezado pela literatura. Apesar da
referéncia de corrente ter sido mantida constante, comatootador existente utiliza a reali-
mentagao do fotodiodo, o controle na verdade é sobre o ndvieitensidade luminosa. Dessa
forma quando existe variagdo de temperatura a corrente dicadd pelo controlador para
manter constante a poténcia luminosa emitida.

A substancia analisada foi a 4gua pura, que foi mantida parach evitar o efeito do fluxo
sobre abiochip. A temperatura ambiente foi modificada na faixa deCl@ 25C.

O primeiro experimento realizado avalia a variagdo negatastemperatura. A temperatura
inicial era a ambiente que estava proxima a23Para variar a temperatura ambiente o sistema
de condicionamento de ar foi acionado com referéncia 8€.1K partir deste momento foram
armazenados os valores da temperaturasier T 5se, da temperatura ambientgyy,, da tem-
peratura no interior do equipamento, da correntéader | 5ser € do sinal de imagem captado
pela cdmera. O sinal de imagem é avaliado em fung&o do valiioiig e do desvio padrae.

Os sinais foram adquiridos poh23 apresentando um comportamento ilustrado pelos gréaficos
da Figurd 4.24.

A diminuicdo da temperatura ambiente provoca uma dimimudgitemperatura daser,

0 que gera uma reducgao na correntdager para compensar a variagao da intensidade de luz
emitida. Apesar do controlador tentar manter constante arhitida pode-se verificar que o
valor médio captado pela camera aumenta com a diminuicdendeeratura. Isto pode ser
causado pelo aumento da intensidade luminosa, pelo aumargensibilidade da camera ou
pela influéncia ddiochipe/ou componentes 6ticos. Admitindo que a intensidade estiate
pela agdo do controlador, este efeito é causado provavipelo aumento na sensibilidade do
fotodiodo da camera.
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Figura 4.24: Variacdo do sinal do pixel com a diminuicdo daperatura

Pode-se verificar que apos 3@Xistem oscilagdes no valor da temperatura causadas pela
atuacao do sistema de condicionamento. Quando a temeeatniente passa a ser inferior
a 22C observa-se um aumento no nivel de ruido, verificado peleagfie no valor do desvio
padréo.

A sensibilidade do equipamento em relagéo a temperatuesvdtinda com o acréscimo do
valor da temperatura, para comparar se a dindmica da varugitiva é similar a variacao
negativa da temperatura. A temperatura inicial do ambidateeste era de 16°C controlada
pelo sistema de condicionamento. Para provocar um aumentenmperatura o sistema de
condicionamento foi configurado com referéncia d&G3@Ds valores de tensao ghoxel foram
armazenados e posteriormente calculado o desvio padra@mdemostra. Os comportamentos
obtidos para os sinais estao ilustrados na Figura 4.25.

O aumento na temperatura provoca um aumento na corretaselpgerado pelo controla-
dor para compensar a variacao da intensidade de luz emijassar do aumento na corrente
do laser pode-se verificar que o valor de tensaopixel da camera diminui. Este efeito pode
ser atribuido a variacéo da sensibilidade da camera.
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Figura 4.25: Variagéo do sinal do pixel com o0 aumento da Teatpe

O nivel de ruido é elevado em temperaturas abaixo tié 8&8sim como verificado no expe-

rimento ilustrado na Figuia 4.24. Quando a temperaturamis22C o nivel de ruido diminui
permanecendo praticamente constante.
Como o valor da corrente pode alterar a intensidade de luzdexnse o controlador néo

estiver atuando adequadamente, a variacao no valor cgptaloamera pode ser causada pela

variacdo na intensidade de luz emitida. Por esta razdo #bieaa a variagdo na corrente do

lasercausada em fungéo da temperatura, que esté ilustrada ma[&iga.
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Figura 4.26: Comportamento da Corrente do Laser em funcdemaeratura

Pode-se verificar que arelacéo entre a temperatura e ateodi@dasere linear e positiva. A
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medida que a temperatura aumenta o valor da correnésdré incrementado pelo controlador.

O ruido do sinal também foi analisado no dominio da freq@ér@isinal analisado é com-
posto por um mesmo ponto de cada quadro adquirido, o queddemapo de amostragem igual
athg. Os quadros utilizados séo referentes ao experimento dg&amegativa de temperatura
ilustrado na Figura4.24. O espectro do sinal obtido ess&rddo na Figura 4.27.

10° ¢

10 E

Y

10" F

4 . N . N . N . N
10 10 10° 107 107
Frequéncia (Hz)

10

Figura 4.27: Comportamento no dominio da frequéncia dagaoi do sinal do pixel com a
variacao da temperatura

O resultado da anélise no dominio da frequéncia indica quédo mpresenta o compor-
tamento de Af. Para comprovar que este efeito é causado pela temperedilcalou-se a
transformada de Fourier para um Unico quadro adquirido.n@poéenecessario para aquisicao
de um quadro é muito pequeno, logo a temperatura permanes&nte. O comportamento no
dominio da frequéncia obtido para ruido em apenas um quadiecuén ruido branco, similar
ao apresentado na Figlra4.23.

Desta forma conclui-se que o efeitpflé causado por variagdes da temperatura. Isto afeta
a corrente do diodtaser e a sensibilidade da camera. Logo, com o periodo de amastrage
elevado existente nos biossensores convencionais, n&@s&@laealizar uma analise fidedigna
do ruido.

Variagdo com a corrente

O sinal de imagem adquirido foi avaliado em fun¢&o da vadalginivel de corrente do diodo
laser, com objetivo de verificar a mudanca na intensidadéndd captado e no nivel do ruido
obtido. O efeito da variacdo de corrente sobre o ruido dd éia&aliado através do desvio
padrédoo. A temperatura ambiente foi mantida constante efiC4ara evitar a influéncia do
efeito térmico sobre o equipamento.
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A corrente ddaserfoi modificada no intervalo de 19mAaté 264mA pois valores supe-
riores levam a saturacdo da camera utilizada. O comportamétido para o valor médio da
intensidade do pixeMy) e do desvio padrder esta ilustrado na Figufa 4128.

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

[ 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 4.28: Variacdo do Sinal de Imagem em funcao da Carent

Pode-se verificar, nos graficos da Figura .28, que o aumarttorcente provoca um acrés-
cimo no valor médio do sinal e no desvio padréo obtido. A e@&vano valor da corrente
provoca um aumento da poténcia luminosa emitida [@sler e consequentemente no valor de
intensidade captado pela camera. Para correntes sugai@Z8mAné&o observa-se variagao
emVp e o devido a saturacdo do sinal dixel na camera CMOS.

Os picos visualizados no desvio padrao sdo correspondaogeisstantes de modificacédo
na intensidade da corrente. Isso € causado por um fendmeheaido como "mode hoping“ou
seja, 0 modo ressonante na cavidade do laser muda subitapegato préximo modo resso-
nante causando uma variacao abrupta de comprimento de onda

A variacdo do valor da intensidade gixel, provocada pela mudanca na corrente do diodo
laser estd ilustrada na Figufa_4]29. So foram incluidos valoresodeente até 2RA para
desconsiderar o efeito de saturacéo, que € uma limitac&erpemte da camera.
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Figura 4.29: Valor médio do sinal do pixel em funcéo do vakocdrrente do laser

Os valores obtidos experimentalmente podem ser aproxisretdavés de uma curva expo-

nencial ou de uma poténcia. Os dados experimentais forastadjps obtendo-se as equacdes
Vi =a- (ILase(MA)P +c (a=3,314e—012 ,b= 8,684 ,c = 0,5046) eV = a-e'taseMA 1 ¢
(a=0,0002203b=0,4022 ec=0,4741). Arelacéo entre a correnteldsere o nivel de ruido
sobre opixel obtido esta ilustrada na Figura 41.30.
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Figura 4.30: Desvio padrao do sinal do pixel em fung&o dongdacorrente do laser
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O valor deo apresenta um comportamento similarg descrevendo uma funcao que pode
ser aproximada por uma exponencial ou uma poténcia des equacdes encontradas foram
Vim = a- (ILase(MA)P +c (a = 6,36e— 014 ,b=8,914 ,c = 0,01617) eV, = a- e'Lase(™MA) | ¢
(a=7,184e—-006,b=0,4101 ec=0,01501).

Pode-se verificar que com o aumento da corrente existe urscaoi@no nivel do ruido,
com taxa de varia¢do crescente de acordo com a correntearAgeesxistir um nivel de tensdo
maior nopixel com o aumento da corrente o ruido obtido também aumentaddstonstra que
este ruido néo é causado predominantemente pela influémcangersor AD utilizado, mas
por oscilacdes na fonte de luz.

O valor de corrente do diodaser afeta diretamente a poténcia 6tica emitida e consequen-
temente o nivel do sinal captado pela camera. A intensidadeixe de luz também altera a
variacdo do comprimento de onda e da variacdo angular de. féxruido do sinal depende
fortemente da quantidade f@onsincidentes em cadpixel da camera, consequentemente do
valor médio do sinal. Para avaliar se a resposta obtida esd@atdo com os resultados apre-
sentados na literatura, foi tragada a relagé@o entre o vatdiaro sinal e o desvio padrdo do
ruido ilustrada na Figuta 4.31.
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—— Estimado

a (V)

Vi W)

Figura 4.31: Desvio padréo do sinal do pixel em fung&o dorvakedio

Os dados experimentais obtidos foram aproximados atravésrdajuste de curva pela
expressao da equadao 4.67.

oc=a-yb-Vqh+c (4.67)

Os valores encontrados para os coeficientes da equacdorafiaf= 0,08429,b = 0,8408
ec=-0,0402. A equacao obtida para magnitude do ruido est4 de aconda apresentada na
literatura para o ruidehot que é apontado com o ruido predominante do sistema.

A alteracao no valor da corrente pode influenciar no comprimde ondal da luz emitida
pelo diodolaser. Esta alteracdo provoca uma variacdo na curva SPR e comseqente gera
um erro na medic&o do indice de refracdo. E necessario eerificlacido entre a corrente do
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lasere o comprimento de onda para analisar se a variacdo de &yreansada pela mudanca
na temperatura, influencia na medicao do sinal ou se este éfdesprezivel.

Variagdo com o tempo de integracao

Uma maneira de se modificar o nivel de sinal captado pela eéénatravés da alteracao do
tempo de integracédo. O tempo de integracdo néo influenciame fle luz e nem na resposta
do biochip, pois altera apenas a frequéncia de aquisicdo da cameraddil Desta forma é
possivel minimizar o ruido sem a necessidade de alterag8gsantes 6ticas do instrumento.

Para avaliar a influéncia da variacao do tempo de integragatvel do sinal, o experimento
foi realizado com temperatura constante dgs2@ corrente de 1A O tempo de integracao
foi ajustado na faixa permitida pelo equipamento que vagi&d d x 10~3s até 132 x 103s.
Para cada tempo de integracdo foram obtidos 10 quadrosidachis os valores médios para
0s parametros avaliados. Em cada quadro foram adquiriddsddnhtos do sinal de tensao do
pixelanalisado, sobre os quais foram calculados o valor médiensao Y, e o desvio padrao
correspondenter(). O comportamento do sinal para a variacdo do tempo de agégresta
ilustrado na Figura 4.32.
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Figura 4.32: Variacdo do sinal do pixel em funcéo do tempategracéo

O aumento do tempo de integracdo provoca um acréscimo no daly,, pois permite
a captura de mais fétons pelo fotodiodo da camera. A relagfie e tempo de integracéo e
Vmn € praticamente linear na regido avaliada, estando de acorda equacdio 4.b4 e 4155. O
nivel de ruido diminui até aproximadamentas$ A partir deste instante o ruido aumenta com o
acréscimo do tempo de integracdo. De acordo com o modelartsféréncia de fétons o tempo
de integracdo aumenta tanto o ruido escuro, calculado reg@qu4.6ll, quanto a variancia do
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namero de fétons que atinge o fotodetector. Logo o resultdndiolo estd de acordo com o
modelado pela equacBo 4.60.

O terceiro grafico da Figufa 4132 ilustra o desvio padréo gn@pnal ao nivel do sinal,
obtido pela razdo de por V. Pode-se verificar que o desvio proporcional diminui com o
aumento do tempo de integracao, indicando que o sinal € meigoso a medida que se eleva
o tempo de integracdo, pois apresenta uma relagédo sinalméi elevada.

4.3.2 Caracterizacdo do dioddaser

Para caracterizar o diodaser, foi utilizado um espectrometro da Ocean Optics (USB4000)
[OPTICS,2008] alinhado com o feixe de luz na saida do diader. A corrente e temperatura
do diodolaserforam controladas através do controlador ICT 102 da ThefablORLABS,
2006]. O sinal foi adquirido através doftwareOcean View e processado atraves do Matlab.
Foram realizados experimentos para avaliar o comportantnintensidade do feixe de
luz e do espectro diaserem funcéo da corrente de inje¢éo e da temperatura. O expgame
para avaliar o comportamento em relagdo a temperaturadtizado ajustando-se o valor da
temperatura no controlador e adquirindo-se o espectrespélwareOcean View. Para avaliar a
variacdo em relacéo a corrente, a cada valor de temperatatarala corrente foi incrementado
e adquirido o respectivo espectro.

Variacdo da intensidade luminosa

O comportamento da intensidade méaximalager em funcdo da corrente e da temperatura
obtido esta ilustrado na Figura 4133.
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Figura 4.33: Variagao da Intensidade Luminosd.deerem fungéo da Corrente para as tem-
peraturas de T€& 25°C 40°C 60°C
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Pode-se observar que o valor da intensidade varia exp@heecite em relacdo a corrente
de injecao, resultados similares ao verificado para o stitpliedo pela camera ilustrado na Fi-
gura4.29. Este comportamento esta de acordo com o modelodimlaserobtido através das
equacOes de taxa. A partir do valor devi&o espectrometro comeca a saturar para alguns va-
lores de temperatura, o que limita uma analise mais detall@ulando existe um acréscimo no
valor de temperatura a curva se torna mais suave, apresamntadcréscimo menos acentuado
no valor da intensidade quando se eleva o valor da correnten@ortamento da intensidade
em funcdo da temperatura pode ser visualizado no grafideaticsna Figura 4.34.
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Figura 4.34: Variacédo da Intensidade Luminosd.dserem funcéo da Temperatura para uma
corrente de 1®MA

A curva da Figura 4.34 foi obtida com um valor de corrente fixol@mA Pode-se observar
gue existe um decaimento no valor da intensidade em funcaordscimo do valor da tempe-
ratura. Este comportamento foi aproximado por uma func@orenciall = ax &>T/Tref 4 ¢,
Para uma temperatura de referéntigs = 25°C, os valores para os coeficientes foram =
5,008x 10%, b= -0,5612 ec = 1,083x 10°.

Variagéo do espectro

Além da variacéo da intensidade luminosa do dilzder, existe uma modificacdo no espectro
de frequéncia da luz emitida em funcéo da temperatura e danterdo dioddaser. O laser
apresenta um espectro de luz com comportamento gaussiarterigdade em relacdo ao com-
primento de onda. Para avaliar a variagdo do comprimentodie @m relacao a temperatura, a
corrente do diodo foi mantida constante enm¥0e adquiridos 0s espectros para temperaturas
entre 16C e 60°C. Os resultados obtidos estao ilustrados na Figurad 4.35.
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Figura 4.35: Variacdo do espectro de luz do dibdserem funcdo da temperatura para uma
corrente de 1@A

Analisando a Figura 4.85, verifica-se que existe um diméwita intensidade luminosa e
um deslocamento do comprimento de onda principal com o aienmenvalor da temperatura
dolaser. A variacdo obtida para o comprimento de onda de intensidedéma estéa ilustrada
na Figurd 4.36.
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Figura 4.36: Variacdo do comprimento de onda principdlaserem funcdo da Temperatura

Pode-se observar que o comprimento de chalamenta linearmente com acréscimo da tem-
peratura. Este resultado esta de acordo com apresentaiimaménte na literatura [BYRNE;
KEATING, [1989]. A variacao encontrada foi del38ny/°C , o que esta proxima de valores
apresentados em manuais de diolde®r. N&o foi possivel obter o comportamento da curva
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para temperaturas menores quéC,6em funcao da limitacdo do controlador de temperatura
utilizado.

Além da variagdo em funcéo da temperatura, foi analisaddag@ do espectro em funcao
da corrente do diodtaser. A temperatura foi mantida em 25 e a corrente incrementada em
intervalos de inA Os resultados dos espectros obtidos estao ilustradogueFE. 3V .
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Figura 4.37: Variagéo espectro de luz do dic@dserem funcéo da corrente para temperatura
de 25C

A partir de uma corrente de ¥A0 espectrometro comeca a saturar, o que limitou uma ana-
lise para corrente superiores axi& O comportamento do comprimento de onda de intensidade
maximalyax em funcéo da variagio de corrente esta ilustrado na Hig8a 4.
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Figura 4.38: Variagdo do comprimento de onda principdlaserem funcao da Corrente
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E possivel observar na Figura 4.38 que o comprimento de gnesenta uma variacao
positiva e linear em fung&o do valor da corrente do ditaer A cada InA obteve-se um
acréscimo de 3242hm

4.3.3 Compensacao do diodmser

De acordo com os resultados obtidos, ilustrados nas FiguBise[4.3l7, a variacdo dieem
funcdo da temperatura e da corrente pode ser aproximadar@oraia. Logo para, compen-
sar o efeito causado pdr na modificacdo do espectro, obteve-se a equacdo que detesmin
comportamento da variacéo dgaxem funcdo de para diferentes temperaturas. Em seguida
determinou-se a modificag&o dos coeficientes da reta quardedel,1) = a(T) -1 +b(T). A
partir dos valores da(T) e b(T) encontra-se facilmente o valor teara manter o valor dénax
constante{max= 1de9 para uma determinada faixa de variacad dque pode ser determinado
através da equacéo 4166.

Para o laser utilizado os valores dos coeficientes f@a@m= 0,2075T + 6666643 eb(T) =
—0,0040r +0,3610 considerando o valor deemnm

Utilizando a configuracéo tradicional por controle de istdade do feixe de luz com o
diodo laser no ponto de operacBe (I = 11mAa uma temperaturd = 28°C), ilustrado na
Figl4.33, se existir uma mudanca de temperaturapar84°C, o ponto de operacao se desloca
paraP, (T =34°C el =11mA) alterando o valor de intensidade do feixe. O controladorentia
o valor del para compensar a variagao no valor da intensidade desmogmuhto de operacao
paraP3 (T =34°C el =11,8mA). Apesar do valor de intensidade ser o mesmo Fara
P3, observa-se na Fig._4.39 que existe um deslocamento notespbtido, provocando uma
mudanca no valor déde1; = 676 lnmparadsz = 677,3nm

Utilizando a primeira proposta apresentada no diagramaglddE21, a acéo de controle
obtida eni.4.666 para manteér= 6761nmdentro da faixa de 2€ < T < 40°C esta ilustrada no
grafico inserido na Fig. 4.89. Se o sistema esta=a28°C (P14 com| = 14.66mA) e sofre uma
mudanca pard = 34°C o controlador diminui o valor da corrente pdra 10.69mA (ponto
P,1). Observa-se na Fif. 4139 que apesar de existir uma dindiouig intensidade o valor de
A nao se altera.
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Figura 4.39: Variacdo do Ponto de operagao com controle @éamgia 6tica e com controle do
comprimento de onda

4.4 Conclusoes

Neste capitulo foram apresentados os resultados expesaimaitidos durante a realizacéo
deste projeto. Foi realizada uma analise do comportamentoido no dominio da frequéncia,
constatando-se que a predominancia era de um ruido braraxod# com 0 mencionado na
literatura.

Para superar as limitacdes existentes, foi realizada undificagdo ndirmwareque con-
trolava a aquisicéo do sinal de imagem. Ao invés de adqoulio b quadro de 1024 pontos da
imagem, dirmwarefoi modificado para adquirir apenas o sinalubeel. Desta forma consegui-
se reduzir drasticamente o tempo de amostragem &epgara 526ms o que possibilitou a
aquisicao de pontos suficientes em um intervalo curto coragéo de temperatura desprezivel.

O comportamento em relacdo a variacédo de temperatura fidash@aalterando-se a tempe-
ratura de toda a sala através do sistema de condicionaneatofebi verificado que existe uma
relacdo linear entre a temperatura e corrente do degky, causada pela agdo do controlador
do diodolaser para tentar manter constante a poténcia otica. Com o tempaondstragem
reduzido, foi provado que o comportamenfd Ho ruido so6 existia com alteracdo do valor de
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temperatura.

O comportamento em relagéo a variagdo de corrente aprese&sioitados assim como o
esperado para a média do sinal e desvio padréo do ruido. Owétho apresentou comporta-
mento exponencial em funcéo da corrente de injecédo, o qaelestcordo com o valor tedrico
para poténcia o6tica do diodaser obtido pelas equacdes de taxa. O ruido obtido apresentou
comportamento do ruidshot

Com relacdo ao tempo de integracéo, obteve-se uma relagcaprente linear do valor
meédio e desvio padrdo do sinal adquirido. Este comportaon@&mgrevisto pelo modelo de
transferéncia de fotons do padrao EMVA 1288.

Além da andlise do ruido foi realizada a caracteriza¢do ddaodaser em fungéo da va-
riacdo de corrente e temperatura. Foi constatado o comnpenta do aumento da poténcia
luminosa em funcéo da corrente de injecao assim como o elspetam relacéo ao acréscimo
da temperatura observou-se um decaimento exponencidieteidade luminosa.

O espectro de luz do diodasertambém sofreu variacdo em funcdo da corrente e tempera-
tura. Observou-se que o comprimento de omd@éximo do espectro cresce linearmente a uma
taxa de 0138m/°C com o aumento da temperatura e ddZ2m/mAcom o acréscimo da
corrente de injecéo.



Capitulo 5

Projeto da solucao embarcada

Este capitulo descreve o projeto da solucdo proposta parafdrmar um dispositivo com-
putacional portatil comercial existente em um biossen&R.Sera apresentada a arquitetura
proposta, o desenvolvimento da estrutura mecéanica wu#izaelaboracio dsmftwarede aqui-
sicdo e andlise. Para validar a solucao proposta foranzadal ensaios experimentais para
analise de substancias inorganicas e de proteinas.

5.1 Arquitetura

Um biossensor SPR necessita de uma fonte de luz, fotodegsctmidade de processamento
e interface com usuario de acordo com ilustrado na Figuta®cdmnfiguracdo proposta subs-
titui estes itens convencionais por um dispositivo compatel portétil que ja possui estas
configuracdes. A arquitetura proposta esté ilustrada na &g .

Dipositivo Computacional Portatil

-
| :
| > Teclado, |
| Camera » Processador = mouse |
| Tela

touchscreen | |
| |

Biochip | |
| Y
| :

- : Display |
| |
-]

Figura 5.1: Arquitetura de Hardware do Sistema Proposto
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A fonte de luz, o processador, a interface com o usuario etoddtectores estao presentes
no proprio dispositivo computacional portatil.

O feixe de luz pode ser gerado pela propria tela do dispositjue € formada por uma
matriz de fotodiodos, ou peltashexistente na parte de tras de algsnsartphoneg tablets
As telas atuais possuem alta resolucao e brilho elevadsihiidando a geracéo do feixe de luz
adequado para excitar o efeito SPR. Além disto, € possiliehnicores diferentes o que altera
0s comprimentos de onda existentes no feixe de luz.

Quando utilizada a tela para gerar o feixe de luz, os fototimtes utilizados sdo a camera
frontal. A camera posterior é utilizada como fotodetectarglo o feixe de luz for gerado pelo
flashda camera.

A unidade de processamento é o préprio processador existerdispositivo portatil. Os
smartphonestabletsatuais apresentam um poder de processamento elevado,&8miatieos
que operam em frequéncia superiorGtz

A interface com o usuario é formada pelas telas sensivesoae t botdes e teclados exis-
tentes em alguns dispositivos e até mesmo a possibilidadendando por voz ou movimento.

O transdutor fisico quimico escolhido foi o EAOD(ElemengoAtoplamento Otico de Di-
fracdo) da VIR, o mesmo das montagens convencionais aldgzpara analise morfologica e de
ruido descritas nos capitulds Ble 4, que foi explicado enmtdet@anteriormente [C.THISTRUP
etal., 2004]. A célula de fluxo e o transdutor sao 0s Unicogom@ntes externos ao dispositivo
computacional portatil.

Para validar a estrutura proposta foi escolhidenmatphonésalaxy Sl como dispositivo
computacional portatil. No inicio do desenvolvimento déstbalho o Slll era um dasartpho-
nesmais completos existentes. O SlII apresenta uma série detegsticas que o tornam
adequado para ser utilizado como biossensor, dentre asupde-se destacar:

e um processador (Exynos) com quatro nucleos,d&Hz cada;

e uma tela sensivel ao toque super AMOLED d& golegadas com 7201280 pixels e 16
milhdes de cores;

e uma camera principal, localizada na parte de tras, de 8 Mp:32848 pixels;
e uma camera auxiliar frontal de9M p com 960x 1280 pixels;

e um sistema operacional aberto (Android).
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5.2 Estrutura mecanica

O equipamento proposto transforma um dispositivo computatportatil em um biossensor
SPR, sem 0 uso de qualquer dispositivo 6tico ou fonte de lterrex. Como na configuragcao
inicial foi escolhido unmsmartphonga estrutura mecanica foi projetada de forma a compor um
casea ser acoplado aemartphone

Foram desenvolvidas duas configuracdes sendo a primeiraponie de mesa e a segunda
uma capa, similar as comerciais, que pode ser acopladganacdphonecomo um acessorio
capaz de transforma-lo em um biossensor.

5.2.1 Suporte de Mesa

Para o protétipo da primeira configuracéo, optou-se pocasede mesa com estrutura modular
que permitisse alteracdes, trocas de pecgas e regulagarfaqétar a realizacao de experimen-
tos. Ocasefoi produzido com o polimero ABS (Acrylonitrile Butadienéy&ne) através de
uma impressoral3. A Figural5.2 ilustra a interacéo entre a configuracado meaaunfeccio-
nada e os dispositivos do biossensor.

Entrada de Saida de

Regido Fluxo Fluxo
Sensivel

b DOCE
L—— /Wl
. \ = ‘i;;vq/l 1 |
" 3 2 \ R
—
Camera
Smartphone
A B
Vista superior da regido
coberta com chip SPR
Regido de |
pixels da fonte 4 v
de luz no
display
M
source @
-
11

Regido da fonte

Estrutura feita com ABS .
de luz no display

Figura 5.2: Estrutura Mecanica

No caseexiste um anteparo para sustentacasmartphongum suporte para o transdutor
fisico quimico e célula de fluxo. O transdutor e a célula deofls&o fixados dentro do su-
porte, posicionado paralelamente ao Slll, que faz partsadeconfeccionado. O anteparo para
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smartphone o suporte para célula de fluxo e transdutor séo encaixadomarbase inclinada,
com objetivo de facilitar a utilizacdo da tela sensivel apudurante a operagédo do sistema.

Na visao superior (AB), com mesma inclinagcdo do anteparemdartphonegilustrada na
Figural5.2, pode-se identificar o posicionamento do traosdim relacdo a fonte de luz e o
fotodetector. A fonte de luz € gerada pela tela do Slll e mpierpendicularmente no transdutor
fisico quimico. Para garantir condi¢cdes apropriadas panitae o efeito SPR, a luz emitida pela
tela dosmartphongassa através de um filme polarizador como indicado na FigBra luz é
direcionada pelo transdutor até a regido central onde estémie a superficie sensivel formada
pela camada bioquimica. Como a luz polarizada incide narcigedo EAOD a 90 graus, 0
angulo de incidéncié é definido pela grade de difracdo existente no transdutarz Adfletida
€ direcionada até a saida e captada pela camera do Slll. Sobgido central do transdutor
esta posicionada a célula de fluxo que permite a passagenisidrstia a ser analisada até a
superficie sensivel.

A fonte de luz é gerada através da criacdo de uma imagem védammgm a cor desejada.
As dimensdes do retangulo criado sdo as mesmas da entradadiettansdutor. A saida de luz
do transdutor € posicionada no centro da camera, que fica aistdaciaMsoyrceda fonte de
luz. Este valor corresponde a distancia entre o centro da dailuz e a borda da entrada de luz
no transdutor. E possivel visualizar detalhesdseprojetado através da visdo em perspectiva
ilustrada nas Figufa3.3.

Suporte Biochip Posterior

Biochip VIR
Anteparo —>

Suporte Biochip
Frontal 1

Suporte Biochip
Frontal 2

Figura 5.3: Estrutura Mecéanica desenvolvida em ABS parasede mesa
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O anteparo e suporte parab@chip frontal sdo encaixados na base através de uma fenda
existente na parte superior da base. Optou-se pela mathdardos componentes para facilitar
a troca e permitir testes com diferentes configuracdes eteists. Dessa forma € possivel
utilizar tanto obiochipda VIR como obiochip trapezoidal [MOREIRA et al!, 2009], apenas
substituindo o suporte parabdochip 1 (confeccionado para acoplarbiochip da VIR) pelo
suporte 2 (confeccionado para acopldsiochip trapezoidal). Os suportes frontais permitem
a utilizacéo do transdutor com a fonte de luz gerada peladtel@lll e captada pela camera
frontal. O suporte para biochipFrontal 1 teve que passar por varias configuracdes atératingi
uma configuracao eficiente. A configuracao ilustrada na &I§B foi projetada para acoplar
uma estrutura de aluminio que se encaixdiachipda VIR. Esta configuragéo foi necessaria
pois 0 ABS apresentou deformacao ao fixar a célula de fluxcesmhbiochip. Isto é devido a
espessura da camada do suporte existente abiaxloip, que deve ser pequena para diminuir
a distancia da saida da fonte de luz até a camera. A célulaxaeffantal, tampa, suporte de
aluminio ebiochiputilizados estéo ilustrados na Figlral5.4.

Célula de Fluxo Tampa da Célula de Fluxo

Al -

Biochip Vir

Figura 5.4: Célula de fluxo frontal, tampa da célula de fluxposte de aluminio biochipda
VIR

A célula de fluxo frontal foi construida manualmente a paltiuma placa de acrilico. Foi
recortado um retangulo com dimensdes do suporte frontalabfgram realizados dois furos
para entrada e saida do fluido. Estes furos estéo localizeedimsma a ficarem alinhados com
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a regido sensivel doiochipda VIR. Em cada furo foi fixado um tubo com cola araldite para
evitar vazamentos. A vedacao no lado que entra em contato témehipfoi realizada através
da confeccao de uma junta de silicone. Para fixar a célulaxterilusuporte frontal foi confec-
cionada uma tampa de acrilico presa ao suporte atraves tte paeafusos nas extremidades.
Para utilizar a camera posterior, optou-se por construisuporte removivel paratmochip
da VIR que se encaixa no proprio anteparo.biOchip trapezoidal ndo foi utilizado com a
camera posterior por limitagdes de dimensdes, que ndo sfmativeis com a distancia entre o
flashe a camera. Na vista posterior ilustrada na Figurh 5.5 peddservar a disposicao dos
componentes utilizados.

Suporte Biochip Postrerior

Polarizador Anteparo

Suporte Biochip Suporte Biochip Frontal 2 Suporte Biochip Frontal 1
Frontal 2

Remxvii‘

Figura 5.5: Viséo posterior da estrutura mecanica deseaeoém ABS para easede mesa

O Biochipé encaixado no suporte posterior, que pode ser removidoadeglo-0 para cima.
Na parte anterior do anteparo, na regido da entrada de liste @mn rebaixo circular onde &
fixado um polarizador. A entrada e saida de luz foram posicias entre a localiza¢do do
flashe o centro da camera posterior do Slll. A célula de fluxo é fixamlanteparo, ficando
posicionada sobre o suporte posterior quando deslocadpleamente para baixo.

A estrutura final confeccionada esta ilustrada na Figulizeiirévés das visées Frontal, Pos-
terior e Laterais. Na visdo em perspectiva, apresentadagnsals.7, é possivel visualizar a
disposic¢do dos componentes confeccionados ja cemastphonecoplado ao suporte.
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Figura 5.6: Estrutura mecéanica paraasede mesa nas visdes frontal, laterais e posterior

SmartPhone Suporte Biochip

Posterior

Anteparo Canal da Celula
de Fluxo

Suporte Biochip
Frontal 1

Figura 5.7: Visdo em perspectiva da montagem final pai@sede mesa



Capitulo 5. Projeto da solugdo embarcada 113

Pode-se perceber que existe espaco suficiente para querim ggs$a manipular os dispo-
sitivos de controle da interface, além de visualizar osltagos obtidos. O suporte doochip
frontal 1 ocupa um espaco consideravel, pois foi projetadla ptender as dimensdes originais
dobiochipda VIR. Entretanto existe a possibilidade de reducdo noriameortando-se a parte
dobiochipda VIR que néo possui deposi¢éo de ouro.

5.2.2 Estrutura tipo Capa

A estrutura tipo capa desenvolvida foi projetada para acaptios os componentes, permitindo
uma facil remocao para agilizar uma manutengéo eventualo§amente ao suporte de mesa
descrito na se¢do 5.2.1, a estrutura tipo capa permiteizagfib da caAmera frontal e posterior
do smartphonessim como a possibilidade de utilizacaohilechipsdiferentes. A Figura 518
ilustra a estrutura desenvolvida.

Suporte Frontal

Abertura Passagem de Luz

\

Célula de Fluxo

Encaixe Polarizador

Capa

//,ff/'
,//..
Suporte Mével

Figura 5.8: Visdo em perspectiva da estrutura mecanicagpastrutura tipo Capa

{ célula de Fluxo/

X

A Capa que envolve smartphongossui na parte frontal uma fenda que permite o encaixe
do suporte frontal, uma abertura na regido posterior paradando suporte movel, um encaixe
para posicionar o polarizador e uma abertura que permiteagam refletida pelbiochip ser
captada pela camera.

O suporte frontal € uma peca para sustentacao do suporte, m@vefinalidade de utiliza-
céo da fonte de luz gerada através da telardartphone O suporte mével encaixa no suporte
frontal similarmente a uma gaveta, de forma que é facilmem@vivel pelo usuario para troca
dobiochipe ou célula de fluxo. @iochipé encaixado no suporte mével e em seguida colocada
a célula de fluxo sobre liochip.

Para utilizac&o do led ditashcomo fonte de luz foi criado um rebaixo no formato circular
para encaixar o polarizador em frentefsh Alinhado com a cadmera dsmartphone com a
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posicao de retorno da luz refletida péiochip, foi criada uma abertura para permitir a passa-
gem da luz até a cAmera. Na regido posterior da Capa foi arradabertura no formato gaveta
para encaixar o conjunto suporte movetchipe célula de fluxo que é o mesmo utilizado para
o suporte frontal. A viséo forntal de todas as pecas cordaadas e ddiochipda VIR esta
ilustrada na Figura 5.9.

Figura 5.9: Visao frontal dos componentes da estrutura mezfara o modelo tipo Capa

A célula de fluxo foi criada com acrilico dernde espessura. O canal para passagem do
fluxo foi confeccionado através de um rebaixe feito na pedesitrutura de acrilico. A entrada
e saida do fluido é realizada por dois tubos de agulha de agrasicionados lateralmente em
relacdo ao canal. A vedacao é realizada através de uma jersgifiane fixada ao redor do
canal. A visdo posterior das pecas confeccionadas esti@adasa Figura 5.10.

O smartphoneé encaixado na Capa que o envolve completamente mantendagidez
ao equipamento. O suporte frontal encaixa na fenda exéstenCapa e permite a colocagao
do conjunto do suporte movdbjochip e célula de fluxo. A fixacdo dbiochip no suporte
movel em conjunto com a célula de fluxo, proporciona uma mderdade e facilidade de
manipulagdo para eventual troca ou verificagdo. Pode-s@lidar na Figura 5.11 que esse
conjunto é facilmente colocado no suporte frontal ou nadegosterior, para a utilizagdo da
tela ou do led ddlashcomo fonte de luz.
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Célula de Fluxo Biochip

Suporte Frontal
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Figura 5.10: Visdo posterior dos componentes da estrutacénica para o modelo tipo Capa

Smartphone

Célula de Fluxo
Biochip

Suporte Frontal

<————— Suporte Movel

Figura 5.11: Viséo frontal da montagem para o modelo tipoaGapn os suportes moveis
abertos

A montagem final de todos os componentes proporciona umeanompacta e pratica, o
gue permite uma portabilidade ao biossensor e custo remlugitFigura5.12 ilustra a monta-
gem da solucéo proposta em forma de Capa.
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Smartphone
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Figura 5.12: Visado frontal da montagem completa da estiungcéanica para o modelo tipo
Capa

5.3 Software

Com objetivo de realizar a aquisi¢éo e processamento dasdaddesenvolvido um aplica-
tivo para o sistema operacional Android. O Android € o sist&peracional demartphone
escolhido SllI, possuindo uma plataforma aberta que € egageeem varios dispositivos e fa-
bricantes diferentes. O aplicativo foi desenvolvido méihdo-se o Eclipse como plataforma de
desenvolvimento e o SDK do Android3#

O aplicativo gera a imagem que proporciona a fonte de luz nalesejada, controla a
aquisicdo da imagem refletida pelo transdutor, realiza @aemamento e processamento das
informacdes, mostrando os valores calculados na tela paralizagéo do usuario.

5.3.1 Interface

A interface com usuéario foi desenvolvida com objetivo deyggr a operagdo de forma simples
e intuitiva, fornecendo a evolucdo temporal dos valoresgesados na tela do dispositivo. A
interface do aplicativo desenvolvido parssmartphoneestd ilustrada na Figuta 5113, obtida
atraves de imagens do propemartphoneenquanto o aplicativo estava em operacao.
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Figura 5.13: Interface grafica do aplicativo desenvolvido

A fonte de luz foi € gerada através de um retangulo criado domrtsdes e posicdo com-
pativel com a entrada do EAOD dhiochipda VIR. A cor do preenchimento da imagem para
geragao da fonte de luz é alterada através de elementosodadipButton localizados a es-
querda da tela. Na versao desenvolvida até o momento optparsescolher apenas entre as
trés componentes primarias(vermelho (R), verde (G) e &l a luz branca (W). A imagem
captada € previamente visualizada na regido central atdvémaSurfaceView. Na Figura
a imagem captada é proveniente da luz refletidalpethip gerada pela imagem preen-
chida pelo branco puro. Pode-se perceber na imagem captadexigte uma decomposicao
das componentes de cores que € causada pela grade de difodgjaohip. No momento que
0 programa esta em operacédo a pré-visualizagdo da imageataapsubstituida pelo grafico
que ilustra a evolugéo temporal dos dados processados.stv@losbservar, na imagem infe-
rior ilustrada na Figura 5.13, a evolugéo dos dados captimemal de referéncia utilizando-se
como fonte de luz a imagem do vermelho puro.

Foram criados na tela principal trés botdes: o primeiro (@f)ne se o aplicativo esta no
modo de operacdo ou parado, o segundo (B2) entre calibrag§oisicdo e o terceiro botdo
(B3) é utilizado para escolher qual das cameras sera dilipara captura da imagem (frontal
ou posterior).
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5.3.2 Descri¢cdo do funcionamento

Na verséo dsoftwaredesenvolvida até 0 momento optou-se por utilizar a técnaia simples
porém eficiente para determinacdo da saida que corresperaleariacdo do indice de refracao
efetivo da substancia analisada. Como demonstrado nalcdBjto valor da energi&sig pode
facilmente ser obtido através do sinal bruto da imagem dapiara a substancia analisada, sem
a necessidade de normalizacéo pelo sinal de referéncia, paga a versao atual utilizou-se o
valor deEsjg para indicagdo da evolucao temporal das substanciasaedisA imagem bruta
referente a substancia analisada é salva no cartdo de naatodispositivo mével, permitindo
uma andlise posterior com outras técnicas em um computadeogl. A Figura5.14 ilustra o
diagrama de estados do aplicativo desenvolvido.

Sel Camera

B3 Click

or luz alterada

Aguarda Comando

A

B1 Off B1On

| v

/
B2 on \
B2 off
Operacgao
\_ peras Y,

Figura 5.14: Diagrama de Estados do Aplicativo Desenvolvid

Ao iniciar o aplicativo ele entra em um estafiguarda Comando, onde apenas apresenta
na regido central da tela a pré-visualizacdo da imagemdapila camera, o que permite um
possivel ajuste na posicéo do celular e verificacdo do sim@a Ao clicar no bota®3 o apli-
cativo entra no estado d&l. Cameraalternando a captura da imagem entre a camera frontal
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e a posterior. Apés selecionar qual camera é utilizada caplo retorna ao estadsguarda
Comando. Quando pressionado um d@lioButton existentes (R,G,B,W) o aplicativo passa
para o estadMod Cor, onde € alterado o preenchimento da imagem que gera a fohiz e
tela para os valores correspondentes a cor selecionad29s,0,0), G(0,255,0), B=(0,0,255)

e W=(255,255,255)). Se o bot&gil for ativado B1 on) o aplicativo passa ao estado@jge-
racdo. No estado de operacéo quarBestiver ativadd§2 on) o aplicativo entrar no estado
de aquisicdoAq), ou quandd2 estiver desativadd@ Off) no estado de calibracac#l). A
Figura5.15b ilustra o diagrama de fluxo do estado de operacao.
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Figura 5.15: Diagrama de Fluxo do estado de operagao daaptidesenvolvido
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No modo de aquisi¢céo o sinal de imagem é captado pela cameraeemnado no cartdo de
memoria do celular para futuras anéalises na etapa Adguiagem representada no diagrama de
fluxo da Figura5.1l5. E realizado inicialmente uma médihl @enostras para minimizar o ruido
temporal. Este sinal € submetido a um filtro espacial paranmear o ruido correlacionado
entrepixels ApoOs a realizagdo do filtro espacial é calculada a curva SH&rdlo-se o sinal
de imagem pelo sinal da referéncia obtido na calibracdoavAs do sinal da curva SPR séo
calculados os parametros desejados como angulo de ressgriargura da curva, assimetria.
Quando o parametro desejado é a energia do sinal ndo é mezessiculo da curva SPR, pois
o valor deEg;jg € obtido diretamente do sinal bruto. Apds a determinacd@dinpetro desejado
o gréfico é atualizado com a inser¢ao do novo valor obtiddizdtido os parametros obtidos da
curva SPR pode-se calcular valores como indice de refrdgfieome ¢ s € espessura da camada
sensivebs.

Na versao atual optou-se pela utilizacdo do valor da enpagifacilidade de implantacao,
nao necessidade de obtencéo de sinal de referéncia e \&&leqidra processamento de seu
valor. Os demais parametros sédo calculados posteriorneemtem computador pessoal. O
filtro espacial utilizado inicialmente foi a média delinhas ao redor da regido central da area
sensivel quando utilizada a camera frontal, odld®lunas quando utilizada a camera posterior.
O diagrama de classes que representa o aplicativo desifwekta ilustrado na Figura 5]16.

Foi desenvolvida apenas uma atividade que engloba todas@siialidades implementa-
das até o momento, através da classensorActivity. A aquisicdo da imagem é realizada
através do objetoameraque € uma instancia da clagSamera nativa do android. Para esta
finalidade foi implementado o métodakePicture na classebiosensorActivity. O método
chooseCamerdoi criado para permitir a escolha de qual das cameras doslism é utili-
zada para aquisicdo da imagem. Desta forma, pode-se wél@mera frontal quando a fonte
de luz é gerada pela tela e a camera traseira quando uglisadexd doflashcomo fonte de
luz. O métodasetLigthSourcepermite escolher entre uma luz vermelha, verde, azul owchran
como fonte de luz na utilizagédo da tela. O grafico para visaedio de valores obtidos com
0 processamento foi implementado com o objet@hartView que € uma instancia da classe
GraphicalView da bibliotecaAChartEngine.

A deteccgdo da condicao de ressonancia é realizada atra/éladsefirtMoment e poliFit
derivadas dgetResonanceque implementam as técnicas descritas na secho 2.3.

A suavizacao do sinal foi implementada nas classegeAveragee median derivadas de
preProcess que implementam respectivamente os filtros de média mdaweldtana.
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O calculo dos parametros da forma da curva largura da ¢yrassimetrias e energieEsig
descritos na secdo 8.1, sdo calculados através das classeslas deurveShapeAnalysis
A classelineBroAsymetry determina o valor d€ e G através dos métodazmlcAsymetry e
calcLineBroadening A classeenergydetermina o valor d&sjg através do métodealc.

O filtro espacial foi implementado na clasgmatialFilter que recebe a imagem adquirida
pela camera e retorna um vetor com sinal correspondente ia b€l linhas ou colunas da
imagem captada.

As interfaceggetResonancgpreProcesse curveShapeAnalysidforam desenvolvidas para
permitir futuras expansdes e inclusdes de meétodos parecdetela condicdo de ressonancia,
suavizagdo e analise da forma da curva SPR.

5.4 Resultados experimentais

Esta sec¢do contém a descricdo e andlises dos resultadosrexgais obtidos com o sistema
proposto. Foram submetidas para analises: substanciagimoas utilizadas normalmente
para limpeza da superficie do filme metalico (Agua e hipdtdprproteina BSA (Bovine Se-
rum Albumin) para investigar o comportamento do sistemagsto na adsor¢cao de compostos
organicos e formacao da monocamada. Além disto foi adquiridspectro de luz proveniente
da tela dossmatphonaeitilizado.

5.4.1 Determinacéo do espectro de luz do SllI

Cada elemento da imagem gerada pelas telas de led séo ferpeldaomposi¢ao da luz pro-
veniente de trés leds, que geram luz vermelha (R) , verde &)lgB). Logo o branco gerado
pelas telas de led ndo é uma luz branca, mas a composicao eldrespe cada canal RGB.
O espectro da luz para cada led se assemelha a uma curvaagaugsirém estas curvas se
sobrepoem em determinadas regides. Dessa forma, pondersicdmponentes de cada canal
€ possivel gerar diferentes cores.

Para determinar o espectro de luz da tela do Slll, foram geradagens com as cores
primarias puras utilizando apenas as componentes de cadheama imagem com a cor
branca. Cada cor pura foi gerada com a componente correspendo valor maximo e as
demais com valor minimo (ex:vermelho puRo= 255,G = 0, B=0). A imagem branca foi
gerada com todas as componentes no valor maxire@%R, G=255 e B=255). Para cada
imagem gerada foi adquirido o espectro de luz através de pecteémetro da Ocean Optics
(USB4000)[OPTICE, 2008]. Cada sinal do espectro utilizmamédia de 16 amostras obtidas.
Os resultados obtidos para o espectro do Slll estdo ilustnad Figura 5.17.



Capitulo 5. Projeto da solugdo embarcada 123

6000 ‘ ‘
—— Luz Vermelha
5000+ Luz Verde
% 40001 — Luz Azul
I
o
"5 3000 .
C
9
£ 2000} .
1000 | .
0 . - o | i  § S il =
400 500 600 700 800 900 1000 1100
A (nm)
6000
—— Luz Branca
5000 | .
D) L i
L 4000
I
©
‘% 3000F .
C
9
£ 2000} .
1000 | .
0 | & i A au B ‘T.A a2 anal ) - ]
400 500 600 700 800 900 1000 1100

A (nm)

Figura 5.17: Espectro do sinal de luz da tela do SlII

O espectro obtido para cada imagem pura esta ilustrado meipoi grafico da Figuria 5.117.
O segundo grafico mostra o espectro obtido para a luz bramedagePode-se observar que
0 espectro da luz branca é exatamente a soma das trés caasdrmlividuais. A luz branca
apresenta um espectro diferente da ideal, que deveria seratancom 0s mesmaos valores para
cada comprimento de onda. Visivelmente ndo € possivel lpereediferenca na luz gerada,
porém, isto limita um pouco a influéncia de alguns comprilmede onda no biossensor.

5.4.2 Plataforma experimental

Para demonstrar a viabilidade do sistema proposto foi slebeda uma plataforma experimen-
tal que esta ilustrada na Figura 5.18. A plataforma montada gealizacdo dos experimentos
€ composta pelo equipamento proposto, estrutura utilzantcasede mesa, ursmartphone
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uma bomba peristaltica e as substancias a serem analisadas.

Figura 5.18: Plataforma Experimental utilizada

As substancias foram colocadas em tubos de ensaio devitaetgquetados. A bomba
peristaltica succiona a substancia direcionando-a atéua ke fluxo e superficie sensivel do
equipamento proposto. Para permitir a troca entre as suasafoi utilizada uma valvula
direcional manual com duas entradas e uma saida. Cadaadaa@lvula é conectada a uma
mangueira. A outra extremidade de cada mangueira é coloceti#o de ensaio da substancia
desejada. Desta forma, é possivel alternar entre as dust&iscias utilizadas no experimento
mudando a posicdo da valvula direcional. Quando mais de sliasancias sdo utilizadas,
adiciona-se valvulas as entradas expandindo-se a pasailglde escolha. O Slll € conectado
a umnotebookpara monitorar o experimento e realizar o processamentdathss coletados.

5.4.3 Resultados obtidos com a camera frontal

Utilizando a tela do SlII para gerar a fonte de luz e a camenatdit para captar a imagem re-
fletida, foram realizados uma série de experimentos cont&utias conhecidas. O primeiro
grupo de experimentos consiste em um ciclo de limpeza consotugdo de hipoclorito de s6-
dio NaClO. O segundo grupo de experimentos realizado failo de adsorcdo de BSA (Bovine
Serum Albumin), uma proteina que pode ser utilizada na foimada monocamada. Ambos 0s
experimentos apresentam comportamentos bastante cdosgeindo sido bastante explorados
em biossensores convencionais. Desta forma, € possivaghwval solucdo proposta compa-
rando os resultados obtidos com dados ja existentes retlitare obtidos com a configuracao
tradicional.
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Antes de cada experimento é realizado o procedimento deagdio com a célula de fluxo
vazia, que tem como objetivo proporcionar uma imagem daeefdix luz refletido no sensor
de imagem sem a resposta SPR, ou seja, gerar uma imagem rd@aciefgara ser usada na
normalizagdo de futuras medicoes.

Ciclo de limpeza

O ciclo de limpeza foi realizado diversas vezes para congoravepetibilidade das medicdes.
As substancias foram analisadas com a plataforma expdahtesenvolvida, sendo colocadas
na célula de fluxo através da bomba peristaltica. Na troca estsubstancias, sempre parava-
se a bomba antes da mudanca da posicao da valvula. Em segligdaa-se a bomba para
insercao da nova substancia. A sequéncia de etapas e sugst#ilizadas no ciclo de limpeza
foram de acordo com o seguinte procedimento:

1. calibrag&o do instrumento com aquisi¢céo e armazenardanteagem de referéncia com
célula de fluxo seca;

2. agua degaseificada e deionizatla@) foi bombeada através da célula de fluxo para a
superficie do filme de ouro Mdiochip;

3. uma solucao de 10% NaClO (HPC) foi bombeada;

4. insere-se agua novamente para remover o HPC.

Apbs o fim do ciclo de limpeza, as imagens armazenadas nodsdinf transferidas para
o computador onde foram analisadas através do MATLAB. Cojetiob de diminuir o ruido
temporal foi realizada a média de 5 imagens obtidas parastéxdsancia. Este sinal foi segmen-
tado nos canais RGB para serem processados individualm@rgaal da solucéo foi obtido
apods a realizagdo da média de 50 linhas da imagem e utiliziE&oavizacdo do sinal. A
suavizacao foi obtida através do filtro da média movel quepaahstrou bons resultados ante-
riormente, melhorando a resolucéo do sinal de saida [SOUZH®, 2006]. A curva SPR de
cada canal (RGB) foi calculada normalizando o sinal da salpelo sinal de referéncia obtido
na calibracao. A Figufa 5.119 apresenta as curvas SPR optdald,O e NaClO.
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Figura 5.19: Curvas SPR obtidas para os canais R,G e B

Pode-se observar na Figilra 53.19 que o efeito SPR se promogieanais R e B. E cla-
ramente verificado a mudancga na posicao e valor do minimorda 8PR com a alternancia
de substancias (@22/C3). Observa-se que existe uma alteracéo entre a curva deaatgs
(curvaC,) e depois (curv&s) da passagem ddaClO (curvaC,). Este efeito € justificado
pois a passagem d¢aClOlimpa a superficie de impurezas existentes previamentse@a-se
gue a curva SPR do canal R e B apresentam decaimentos emgsodifgientes assim como
esperado. O efeito SPR é verificado na atenuacgéo do sinalécvermelha e azul) em relacao
ao sinal de referéncia (curva preta) que pode ser visualizasl graficos contidos no interior de
cada figura. No canal G é verificado a mudanga no valor maxintoida com a altera¢éo das
substéancias.

Além da posicao de ressonancia, convencionalmente ai@dizan biossensores SPR com
interrogacédo angular, foram analisados parametros da euenergia do sinal. Para os trés ca-
nais foram avaliados os valores da energia do sinal. Aléta ftisam analisadas caracteristicas
especificas a cada canal. Para o canal R foram analisadog@ge® valor da intensidade do
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pixel correspondente ao angulo de ressonancia. Para o canal @lieda o valor da intensi-
dade méxima da curva. Para o canal B foi tragado o comportardervalor minimo da curva.
Os resultados obtidos estdo ilustrados nas Figuras 5.2Z0e 5.
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Figura 5.20: Valor maximo de intensidade para o canal Gydldntensidade minima da curva
SPR para o canal B e R, posi¢éo do valor minimo da curva paraad Raobtidos no ciclo de
limpeza

Analisando a Figura 5.20, pode-se observar que o valgixdd correspondente ao angulo
de ressonancia para o canal ®M(inR) aumenta com o acréscimo do indice de refragdo. O
incremento no valor do indice de refracdo da substancigsadal ocorre quando € inserido o
NaClO. Este comportamento esta de acordo com a medicaorcnonal feita com excitacao de
uma luz vermelha exibido na Figura 3.22. Os valores do miiaxurva para o canal RANR)
e canal B MinB) acompanham o comportamento do angulo de ressonancia.oOmwvakimo
obtido da curva do canal G/[axG) tem comportamento com variacdo negativa em relacédo ao
angulo de ressonancia, diminuindo seu valor com o aumentodice de refracdo. Apesar de
nao visualizar-se a curva SPR no canal G é possivel identicaudanca de substancias com
o valor deMaxG.
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A energia da curva SPHE( onde x= R,G,B para cada canal) foi aqui calculada basicamente
com a soma das intensidades de todogixaslsdo sinal de cada amostra. A evolugdo temporal
para os valores de energia obtidos durante o ciclo de limgstAalustrada na Figura 5]21.
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Figura 5.21: Evolucao temporal dos valores de energia do sbtidas para o canal R,G e B
durante o ciclo de limpeza

Para o canal RHR) e canal B Eg) 0s valores da energia crescem com o aumento do indice
de refracéo. Este comportamento ja havia sido obtido anteeinte com excitacéo de luz ver-
melha na configuragdo convencional, como pode-se obseavaignra 3.19. Para o canal G,

o valor da energi&gs diminui com o aumento do indice de refracdo, apresentancpada-
mento similar aos valores correspondentes a condicao sien@scia ilustrados na Figura 5.20,
quando no canal G observou-se um comportamento invertidekagéo ao canal R e B.
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Adsorcao de proteina

Para validar o sistema proposto foram realizados expetosele adsorcéo e fixacdo de protei-
nas. Para estes experimentos foram utilizadas trés salaaagua degaseificada e deionizada
(H20), solucéo de BSA(Bovine Serum Albumin) a 10% e de hipoaaté sodio NaClO). O
sensorgrama para o ciclo de adsorcdo de BSA foi obtido @&wé&eguinte procedimento:

1. Aquisicdo e armazenamento da referéncia

N

. Insercéo dél,0
3. Insercdo de BSA

4. Insercao de HPC para remocéao do BSA

o

. Insercé@o de agua para remover o HPC permitindo que a &uipeid filme retorne ao
estado inicial

O sinal de imagem da substanc¥M(x,y), matriz comx linhas ey colunas de pixels do
sinal de imagem) foi obtido por meio da média de 16 imagenticagas. O sinal de imagem
Y M(x,y) foi decomposto em suas componentes REBA(x,y) onde kR,G,B). O sinal da
substanciays(n), onde n € o numero de colunas y) foi calculado através de tnmdgpacial
sobreY M(x,y), realizado com a média de 50 linhas sobre o centro da regigsil. Para cal-
cular a refletividade da curva SPR{#)) o valor deys € normalizado pelo sinal de referéncia.
O angulo de ressonanadia s foi calculado a partir da curva SPR {(0) x 6), com a técnica de
Ajuste Polinomial utilizando um polindmio de segunda ordédnvalor do indice de refracao
efetivo nes ¢ foi calculado utilizando o valor dées através da equac@o R.5. O valormes
foi analisado em funcéo de sua variagdo com relacéo ao iddioefracdo da aguaifies ). OS
resultados obtidos estéo ilustrados nas Figuras 9.22 ¢ 5.23

E possivel identificar na Figuia 5122 as ligacdes revesiv@reversiveis de BSA. A agua
remove apenas as ligacdes reversiveis, 0 que pode ser atsgrela diferenca no indice de
refracdo com a passagem de agua ap0s o BSA. As ligacdegssims sdo removidas apos
a passagem de HPC. A remocdo de HPC com agua faz com que o galog ¢ retorne
ao valor inicial. Estes resultados séo similares aos abtahderiormente com a configuracao
de um biossensor tradicional ilustrados na Fidgural3.19. @mmoecomportamento pode ser
visualizado nos valores de I(mgxe I(ming). O valor de I(may) varia em direcdo oposta a de
Angg ¢, Similarmente aos resultados obtidos para o ciclo de limpagtrados na Figufa 5.20.
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Figura 5.22: Valor maximo de intensidade para o canal Gyddntensidade minima da curva
SPR para o canal R, variacdo do indice de refragfigs() para o canal R obtidos no ciclo de
adsorcéo de BSA

Os valores de energia para o ciclo de adsorcdo de BSA, ifisstra Figura 5.23, exibem
0 mesmo comportamento aos obtidos para o ciclo de limpegaadllo na Figura 5.21. Os
valores deEg e Eg aumentam com o acréscimo do valorAig s f, enquanto qu&g diminui
apresentando comportamento invertido com o aumento deeigi refracao.
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Figura 5.23: Evolugéo do valor da Energia do sinal obtidaa pa&anal R,G e B durante o ciclo
de adsorcéo de BSA

5.4.4 Analise do sinal de luminancia

Para analisar a imagem adquirida com relacdo ao comprirdertada, foi realizado o proce-
dimento descrito em 6 etapas:

1. Obtencéo do sinal de intensidade com a transformacaoadm®es dos pixels para tons
de cinza;

2. Célculo da média de 20 amostras do sinal;

3. Realizagdo da média de 200 linhas da imagem;

4. Calculo da energia do sinal;

5. Divisao pelo sinal de referéncia para obtencgao da curiig SP

6. Obtencéo da condicéo de ressonancia;
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7. Determinacao do valor de intensidade correspondentergo da condicdo de ressonan-

cia.

Primeiramente obteve-se o sinal de referéncia com a reabizdas etapas 1 a 3 com as
imagens referentes ao sinal obtido do sensor apenas cormasegilida, foi realizado o pro-
cedimento descrito para analisar o sinal da substanciaudst@ncias utilizadas foraBovine
Serun Albumir{BSA), agua destilada e deionizada e hipoclorito. As suloaa foram inseri-
das para reproduzir o ciclo de adsorcdo e remocao de BSA, éosei@ao primeiramente de
Agua seguido BSA, Agua, Hipoclorito e por Gltimo agua novatae A Figurd 5.24 ilustra as
curvas obtidas para as substancias analisadas.
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Figura 5.24: Curvas obtidas através do sinal de luminarecimdgem adquirida

O resultado obtido demonstra que existem trés regides giEm comportamento seme-
lhante ao de curvas SPR. Os graficos inseridos na Figura pr2desatam uma ampliacdo da
regido indicada. E possivel verificar a diferenca entre asmsugeradas para cada substancia
analisada, com a mudanca na posicao e intensidade do miaicureh. Verifica-se que apos
a passagem de BSA (curva vermelha) existe uma variagcdoné®ida intensidade do minimo
e um leve deslocamento na posi¢cdo do minimo. Apos a passagégud (curva verde), 0
valor da intensidade diminui um pouco porém nao retorna &w waiginal pois existiu uma
fixacdo de BSA na camada de ouro. Com a passagem do hipo¢tant@ Azul), verifica-se
novamente um acréscimo no valor da intensidade e deslotapemm esquerda do minimo. A
curva obtida para agua (curva amarela) apds a passagematdbohiip se assemelha a curva
inicial, assim como esperado pois existiu a remoc¢ao do B&&nmando a condi¢des proximas
ao estado original.

A evolucdo do sensorgrama utilizando a analise propostagmralores de energia esta
ilustrada na Figura 5.25.
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Energia do sinal nas trés regides da curva
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Figura 5.25: Variagéo da energia do Sinal de Luminé&ncia

Analisando-se a Figufa 5125 pode-se observar que o valoratgia aumenta com o indice
de refracdo. O comportamento obtido para os trés sinaislestéordo com o esperado, similar
ao obtido na analise convencional com o modo de interrogaiggolar apenas para um com-
primento de onda como ilustrado na Figura b.23. O resultétidmpara o valor minimo esta
ilustrado na Figura 5.26.
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Figura 5.26: Variagéo do valor Minimo da Curva em cada regéia o Sinal de Luminancia

Como pode-se observar na Figlra 5.26, os valores minimosladbs para as trés regides
analisadas na curva apresentam uma variagdo positiva ddoammm a variagdo do indice de
refracdo. O comportamento obtido € similar ao encontratkyianmente para analise de apenas
um comprimento de onda, ilustrado no grafico da Figural 5.2® reQultados obtidos para o
valor correspondente a posi¢cdo do minimo da curva em cad@ragalisada estdo ilustrados
na Figurd 5.2I7.
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Figura 5.27: Variacdo da posi¢ao do valor Minimo da Curva adaaegido para o Sinal de
Luminancia

A condicéo de ressonancia correspondente ao minimo da ¢tamta no modo de interroga-
cdo angularfes) quanto no modo de interrogacao especttals, € modificada com alteracdo
do indice de refracdo ou espessura da camada sensivelsakhise a Figuia 5127, pode-se
verificar que nas trés regides selecionadas a posi¢cdo denmita curva foi alterada com a
mudanca da substancia. O comportamento obtido foi de digdiawlo valor do pixel corres-
pondente com o aumento do indice de refracdo efetivo. Estpat®amento esta coerente com
ao da variagdo da condicao de ressonancia de um biossensencmnal.

De acordo com o identificado pelos resultados de simulac@ahdnho o6tico do feixe de
luz, apresentados na se¢do 4.1.4, quando utiliza-se unndozdo sinal captado pebixel da
camera pode ter a influéncia de mais de um comprimento de Asgrsi¢des de saida do feixe
indicavam que em cada regido da imagem existiria o sinaéspondente a uma componente
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de luz priméria e que os angulos de incidéncia do feixe sedifanentes para cada Logo,
para diferentes comprimentos de onda poderia se obterraiaféio da variacdo da intensidade
em funcéo do angulo de incidéncia analisando-se a regid@&riéisp da imagem. Entretanto,
em funcédo da sobreposicdo de comprimentos de onda no ny@Egei®@ que se tem € uma
mistura entre informacéo de angulo e comprimento de onfieykiiando a analise no modo de
interrogacao angular ou espectral.

5.4.5 Resultados obtidos com a camera posterior

Para validar a utilizacado dtashcomo fonte de luz e da camera posterior na obtencéo do sinal
de imagem refletido pelbiochip, foi realizado o experimento com substancias inorganieas d
acordo com o procedimento seguinte:

1. calibrac&o do instrumento com aquisi¢ao e armazenardanieagem de referéncia com
célula de fluxo seca;

2. agua degaseificada e deionizatla@) foi bombeada através da célula de fluxo para a
superficie do filme de ouro ridiochip

3. uma solucéo de 10% NaClO (HPC) foi bombeada;
4. insere-se agua novamente para remover o HPC;
5. insercdo de uma solucao de 5% de etanol em agua;

6. insere-se agua novamente para remover o etanol.

Ao final do experimento as imagens armazenadas na memorilldto&m transferidas
ao computador para analise. A imagem captada foi segmentedeanais RGB para serem
processados individualmente. O sinal da solucéo foi ol#jutts a realizacdo da média de 10
colunas da imagem. Os resultados obtidos para os valoreedgaestao ilustrados na Figura
5.28.
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Figura 5.28: Evolucéo temporal dos valores de energia do sbitidas para o canal R,G e B
com a camera posterior

Pode-se verificar na Figura5128 que nos trés canais anadigapossivel monitorar a mu-
danca das substancias. Com o aumento do indice de refratdo @trificado com a insercao
da substancia, observa-se o aumento no valor da energs @a@anais R, G e B. Nos trés
canais analisados, o valor da energia foi diminuindo enguarexperimento foi sendo reali-
zado. Este fato fica mais evidente quando se analisa o vatorallgia para a mesma substancia,
principalmente na presenca de 4gua no inicio e apds a passiggeipoclorito. A diminui¢cao
no valor da energia € atribuida ao aumento da temperatl@adoipo que esta de acordo com
os resultados obtidos por simulacao ilustrados na Figdf Este aumento de temperatura foi
causado pelo aquecimento proporcionado pela lutagh que possui intensidade muito forte
0 que gerou também uma saturagéo pieslslocalizados na regido central da camera .
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5.5 Conclusodes

Neste capitulo foi apresentada uma descricdo do sisterpagimpara transformar dispositi-
VOS computacionais portateis em biossensores SPR. Optparsim projeto e construcdo de
uma estrutura modular tornando-o flexivel para difereraefiguracdes e trocas de componen-
tes. A configuragdo permite o uso tanto da camera frontal aar@dmera posterior, além de
possibilitar o uso de diferentésochips Com custo e tamanho reduzidos o sistema possibilita
um usuario comum utilizar seu dispositivenfartphonetablet ...) para realizar analises de
substancias organicas e inorganicas.

Foram propostas duas alternativas para estrutura mec&eio@o a primeira em forma de
suporte de mesa e a segunda como uma capa, 0 que facilitaspdrane portabilidade. A
estrutura mecanica foi confeccionada em ABS na impresdorp@ém, este material ndo de-
monstrou rigidez suficiente para fixagdo da célula de flux@sapda utilizacdo da impressora
3D facilitar a constru¢éo de pegas para o prototipo, serdgwexinfecciona-las em material
mais resistente, o que inviabiliza 0 uso desta impressora.

A utilizacdo da tela do dispositivo para gerar a fonte de kroyite facilmente modificar o
espectro do sinal através deftware Isto é possivel alterando-se a imagem gerada na tela. A
utilizacao ddlashcomo fonte de luz gerou um aquecimentdomachipe substancias analisadas,
entretanto € possivel que em versdes futurasyiatphoneseja implementado um controle de
intensidade ddélash Além disto pode-se colocar um filtro 6tico para diminuir eeimsidade de
luz.

O aplicativo foi desenvolvido em uma plataforma aberta,gnold facilmente ser utilizado
em diferentes dispositivos. Atualmente o processamergmadbé realizado em um computador
pessoal com objetivo de facilitar a utilizacdo de difersrigznicas de processamento. Desta
forma, sera preciso otimizar o sistema e concluir o deseimehto do aplicativo final.

A possibilidade de medir substancias inorganicas e adsalggroteinas foi demonstrada
com a solucao proposta, apresentando resultados simalasexbtidos experimentalmente com
solucéo convencional. Os resultados obtidos comprovarpossibilidade de obter o efeito
SPR para varios comprimentos de onda atravées da excitagélozdranca, filtrando aimagem
captada na componente de onda desejada. As informacdas ged®btidas pelo angulo de
ressonancia ou por caracteristicas da curva apenas cormmapiesicao nos trés canais RGB.

Foi demonstrado que é possivel estimar a mudanca de substamilizando os valores
da energia nos trés canais de cor e o valor maximo da curveopzaaal verde. Isto reduz a
complexidade computacional da solucdo, o que é muito irapteifpara sistemas embarcados.



Capitulo 6

Consideracoes Finais

Foi demonstrado que € possivel transformar um disposiingaitacional portatil convencional
como umsmartphonem um biossensor baseado em SPR.

A estrutura modular desenvolvida para o equipamento tarssiyel a utilizacao de diferen-
tes tipos debiochips Neste trabalho os resultados apresentados foram obto® biochip
da VIR, porém, o suporte parabaochiptrapezoidal ja foi projetado e confeccionado.

A construcdo mecanica atual apresentou problemas de defamsobre pressao e de incli-
nacdo. A deformagéo foi causada na fixagéo da célula de fliote scsuporte dbiochip em
funcéo da rigidez insuficiente do ABS com pequenas espesdata tornou necessario a utili-
zagao de um suporte de aluminio em conjunto com o suporte & &lBnentando a distancia
entre obiochipe a tela e camera do Slll. A inclinagéo existente foi entrepmde dobiochip
e 0 anteparo do SllI, o que impacta em néo uniformidade ddé sapado para diferentes li-
nhas. Esta inclinacdo € em fungéo de irregularidades nas peqfeccionadas por imprecisdo
da impressoral3.

A primeira célula de fluxo foi desenvolvida manualmente cdmetivo de permitir a reali-
zacao dos experimentos. Encontrou-se dificuldades palmegnte na vedacéo, o que fez com
que as tentativas iniciais apresentassem vazamento dascibs A célula de fluxo para a es-
trutura tipo capa foi confeccionada em acrilico atravésrda fresa CNC. O acrilico utilizado
foi de 2nmde espessura, apresentando deformacéo na fixacdo da eelillxalao suporte
movel.

Foi proposto duas configuracdes para a estrutura constréidarimeira configuracdo é
um suporte de mesa adequado para utilizacdo em bancadauAdsegplucado apresenta uma
estrutura em forma de capa paramartphongtornando o dispositivo mais pratico de ser trans-
portado. O projeto atual das solugdes propostas ndo utileaefinamentos no formato, pois
se trata de um prototipo.

A utilizacdo da tela do dispositivo para gerar a fonte de kroite facilmente modificar o
espectro do sinal através dgeftware Isto € possivel alterando-se a imagem gerada na tela. Até



Capitulo 6. Consideracles Finais 140

o0 momento foram realizados experimentos com a luz brancenduzovermelha.

O tempo necessério para armazenar a imagem completa no darthemoria é elevado,
limitando o tempo de amostragem para M@0 O softwareatual realiza a captura da imagem
e calcula o valor do sinal de energia, disponibilizando agtse a informacdo da evolucéo
temporal através de um grafico na tela do dispositivo. As @nagapturadas sdo armazenadas
na memoria o que permite que andlises diferenciadas se@imadas posteriormente em um
computador. A opcéo pela utilizagdo do sinal de energiadta facilidade no processamento
da informacéo, o que reduz o tempo necessario para prooeskam

Foram realizados experimentos utilizando a tela do disgosiomo fonte de luz e a cAmera
frontal como fotodetector, assim como o led utilizado cdiashe a camera posterior. Na
utilizacdo da camera posterior verificou-se que existiu sataracdo causada por intensidade
forte da fonte de luz proveniente diash Esta intensidade forte também gerou o efeito de
aquecimento dbiochip

Foi demonstrado que € possivel obter a influéncia de comptawale ondas diferentes
apenas decompondo a imagem captada nas componentes ggiR@B. Uma analise mais
precisa pode ser realizada implementando-se um filtro deangualidade, ou analisando a
influéncia de cada componente no sinal final.

Foi demonstrado que quando utiliza-se a luz branca pargaexcefeito SPR ndiochip,

o sinal de imagem captado apresenta uma sobreposicéo deagfio de angulo de incidéncia

e comprimento de onda para um mespixel. Logo, existe um modo de interrogacao misto
entre interrogacéo angular e espectral para o0 mesmo simabgem captado quando se analisa
o sinal da intensidade. Este sinal pode ser facilmente @btich a conversao da imagem para
tons de cinza. Os resultados obtidos demonstram que extstems SPR em regifes distintas

da imagem, das quais foi possivel analisar a variagéo do<idéi refracao efetivo monitorando-

se tanto os valores da energia do sinal quanto da variacand&éo de ressonancia.

Na execucao deste projeto foi realizado um estudo e modulaglere as principais influén-
cias na alteragcéo do sinal e do ruido em biossensores SPRntemogacéo angular. Foram
analisados os comportamentos de cada etapa desde a fooealé & conversao para o sinal
digital.

Com relagdo a influéncia da fonte de luz foi verificado o corgpoento da poténcia ética
em funcao da corrente de injecéo e temperatura. A variagéordprimento de onda em relagéo
a temperatura e corrente também foi incluida no estudo. rEstétado foi obtido experimen-
talmente e observado que existe uma variagao linear entmprouento de onda e corrente e
comprimento de onda e temperatura.

O biochip foi analisado em func¢éo do efeito da variacdo de temperatbiee os indices
de refracdo das camadas e alteracédo nas suas dimensdesalisaidm o efeito da alteracdo
do comprimento de onda da luz incidente na variacdo dosdsdie refracdo das camadas do
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biochip. Este efeito da variacdo do comprimento de onda se mostrsuatentuado do que o
da variacdo de temperatura para os valores dos indicesrdgdefdas camadas que formam o
biochip.

O modelo matematico proposto para o sistema completo inaldiependéncia da corrente
de injecdo na fonte de luz, da temperatura e do tempo de aggda camera. Com este mo-
delo foi possivel analisar o comportamento de todo sisteiti@rgificar que € mais importante
manter o comprimento de onda da fonte de luz fixo do que a ini@hs. Diante das anélises
realizadas foram propostas duas alternativas para cemtootomprimento de onda. Os resul-
tados obtidos demonstraram que foi possivel manter o camepid de onda fixo, alternado o
valor da corrente de injecdo da fonte de luz quando existerana;ao no valor da temperatura.

Os resultados experimentais obtidos demonstraram aidiathd da utilizagcdo dos parame-
tros propostos na analise do sinal SPR. O estudo compaddimonstrou que a Largura da
curva foi o parametro com maior taxa de variacao relativdicando que € capaz de detectar
mais rapidamente modificagdes na camada sensivel. Em gartida a largura também é mais
sensivel a variagBes de temperatura.

Para os parametros da morfologia da curva a técnica utilipada obtencédo do angulo de
ressonancia é determinante na precisao do valor calcytadendo modificar a dinamica de
comportamento do parametro. A escolha do valor da linha®asgro fator que influencia os
valores dd” e G.

A utilizacdo da energia do sinal, descrita na seées| 3 tlizawiretamente os valores obti-
dos do sinal de imagem captado para a substancia, evitarm@asidade da normalizacéo pelo
sinal de referéncia. O calculo pode ser inclusive realiziicdiamente com 0s valores inteiros
obtidos da converséo analdgico digital para gaital da camera, o que diminui consideravel-
mente o tempo de processamento.

Com os novos parametros é possivel identificar mudancasmpartamento do sinal ndo
observadas no monitoramento @gs e denes¢. Isto permite a discriminacdo de ligagoes re-
verssiveis e irreverssiveis de proteinas, com a possitidide identificar o ponto de formacgéo
e remocao da monocamada.

Os dados experimentais revelaram uma ampla variedadeatzardsticas na forma da curva
SPR. Foram indentificadas quatro contribui¢cdes diferemtadependentes no valor da largura
da curva, sendo os efeitos térmicos dominantes na temperatbiente. Ao contrario do
angulo de ressonancia, os parametros da morfologia da apreaentaram uma sensibilidade
elevada a transicao da condicao de superficie hidroféhidadyofilica.

Apesar das dificuldades encontradas os resultados obedosrstram a viabilidade da so-
lucdo proposta, que transforma um dispositivo portétil emhiossensor SPR. Desta forma
abre-se um conjunto de novas possibilidades de utilizagdmassensores, pois, 0s torna pos-
sivel de serem adquiridos e utilizados por quaisquer ussiailCom o aprimoramento deste



Capitulo 6. Consideracles Finais 142

projeto, sera possivel por exemplo que um usuario, sem conéeto técnico em equipamen-
tos de analises laboratoriais, possa inserir uma solugéoarnostra de urina ou sangue no
dispositivo e 0 mesmo apresente um indicagéo da presengaaldaenca.

6.1 Trabalhos Futuros

Para dar continuidade ao trabalho desenvolvido no douto@etende-se realizar seguintes
atividades:

e confeccionar a célula de fluxo pardmchiptrapezoidal, o que permitira a realizagédo de
experimentos que possam validar sua utilizacéo.

e desenvolver unbiochipespecifico para smartphone ser utilizado, otimizando dimen-
sOes de configuragdo para um melhor desempenho.

e aperfeicoar o projeto da célula de fluxo para reduzir o tamantelhorar a vedacao e
facilitar sua troca;

e diante dos problemas mecanicos encontrados, sera prdiizarwoutra alternativa na
fabricacéo das pecas do equipamento final, com utilizac&uadleriais rigidos suficientes
para as dimensfes necessarias;

e melhorar odesignda estrutura facilitando troca, manuseio das partes nmexsaiintera-
¢&o com o sistema;

e realizar experimentos utilizando como fonte de luz imagems diferentes cores, o que
permitird um comparativo e andlise da influéncia de cada Orasta forma espera-se ser
possivel estimar simultaneamente o indice de refracaoes®sm@ através da informacao
de dois comprimentos de onda diferentes;

¢ dividir a célula de fluxo em varios canais e analisar mul§abstancias simultanea-
mente. A modificacdo na célula de fluxo permitira a insercaondeanal de referéncia
para minimizar efeito da temperatura;

e modificar osoftwaredesenvolvido para realizar a média de imagens capturagaspioo
dispositivo. Isto permitira uma melhoria na reducao doou&mporal;

e aprimorar o projeto para utilizacao dmartphonesais modernos que possuem recursos
dehardwaree softwaremais avangados, como obtenc¢éo do sinal bruto da imagemr;, maio
liberdade na configuragéo da camera e melhores resolucfela desensores de imagem.
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analisar o efeito de aquecimento gerado pelo ledlakh propondo uma solugéo para
compensacao deste efeito;

aprimorar o estudo e analise dos resultados obtidos panaloda luminancia, refinando
a modelagem matematica para identificar o real efeito do mushiw entre interrogacao
angular e espectral;

adequar e validar o modelo proposto com experimentos aelaigzensmartphong

desenvolver uma plataforma experimental que possiboitrolar a temperatura de todo
0 biossensor e outra especifica para controlar a temped#w@amera. Desta forma sera
possivel analisar o comportamento do ruido escuro que éndept da temperatura,

além de realizar os testes de acordo com o padrédo EMVA 12&&peacterizar a camera
do biossensor;

analisar a variacdo da imagem obtida em funcdo da tempeddisistema e corrente do
diodolaser. Em funcéo destes resultados, pretende-se manter a eodenliodolaser
constante e tentar compensar a variagéo da temperaturenpdransformada na imagem
captada do sinal de referéncia ou da substancia analisada;

analisar o efeito da disperséo da luz gerada pielel da tela assim como da interferéncia
causada pelgsixel vizinhos na propagacao do feixe de luz.
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