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Resumo

Esta dissertagao descreve o desenvolvimento de um Sistema Eletronico de Aquisi¢ao e
Processamento para Biosensores que utilizam o principio de Ressonancia de Plasma de
Superficie (SPR). O sistema proposto oferece uma alternativa totalmente portatil aos
atuais equipamentos comerciais existentes. Um bio-chip moldado em um elemento de
acoplamento Otico é utilizado para compor a superficie sensivel, oferecendo vantagens
de manutencao e facilidade de troca da superficie. O sistema desenvolvido utiliza um
processador de nucleo duplo OMAP1510 para realizar o processamento do sinal adquirido,
e executar a interface com o usuéario. Um circuito eletronico foi desenvolvido para excitar o
efeito SPR, adquirir o sinal de imagem, controlar a corrente do laser e a temperatura. Uma
interface com o usuério foi desenvolvida para oferecer recursos de analise e processamento
do sinal obtido, além de permitir o controle dos pontos de operacao do instrumento. Isto
torna o sistema flexivel e apropriado para ser utilizado como ferramenta de pesquisa. O
sistema desenvolvido foi aplicado para elaborar uma nova técnica de anélise de fixacao de
proteinas de BSA. Através da anélise da morfologia da curva SPR, com a medigao dos
parametros de largura e assimetria da curva, mostrou-se que é possivel analisar ligacoes

reversiveis e irreversiveis de BSA na formacao da camada protetora.



Abstract

This dissertation presents the description of the development of one Acquisition and
Process Electronic System for Biosensores that use SPR principle. The proposed sys-
tem offers one alternative totally portable to the current commercial equipments existent.
The VIR bio-chip is used to compose the sensitive surface, offering maintenance advan-
tages and easiness of change of the surface. The developed system uses one dual core
processor OMAP1510 to accomplish the processing of the acquired sign, and to execute
the user interface. One electronic circuit was developed to excite the SPR effect, to
acquire the image sign, to control the laser current and temperature. An interface with
the user was developed to offer analysis resources and processing of the obtained sign,
beyond of allowing the control the instrument set points. This turns the system flexible
and suitable to be used as research tool. The developed system was applied to design a
new technique of BSA binding proteins analysis. Through the analysis of the morphology
of the SPR curve, with the measurement of the resonance line broadening parameter and
line asymmetry, it was shown that is possible to analyze reversible and irreversible BSA

binding in the formation of the protecting layer.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Motivacao

A luta pela sobrevivéncia sempre foi um desafio o qual o ser humano teve que enfrentar.
Superar os obstaculos da natureza foi a principal dificuldade encontrada pelo homem
no inicio de sua histéria. A necessidade em se adaptar ao ambiente, fez com que o
homem buscasse maneiras diferentes de sobreviver. Esta busca, sempre constante, levou
a descobertas importantes que possibilitaram ao ser humano viver em areas cada vez mais
remotas, além de torné-lo capaz de dominar todos os outros seres vivos.

A inteligéncia e capacidade de criar do homem, impulsionaram um extraordinario
avanco do conhecimento que veio associado com o progresso tecnolégico. O progresso tec-
nologico e cientifico alcangado atualmente proporcionou intiimeros beneficios a qualidade
de vida humana, fazendo com que a expectativa de vida aumentasse cada vez mais. Atu-
almente, o homem ¢ capaz de produzir alimento sem a presenca da luz do sol e sobreviver
até mesmo fora do planeta em estagoes espaciais.

A ciéncia hoje consegue sanar doencas que a alguns anos eram consideradas incuréaveis,
além de criar 6rgaos artificiais que prolongam a vida de pacientes. Com a criacao de
equipamentos cada vez mais sofisticados, estd sendo possivel estudar e entender com
detalhes o corpo humano, o que tem ajudado na prevencao, deteccao e tratamento de
doencas. Enumerar os avangos da medicina é uma tarefa ardua, porém, é bastante 6ébvio
que a tecnologia tornou-se um fator indispensavel e essencial para que o homem conheca
mais sobre seu préprio corpo.

A maior parte das doencas altera a concentragao de alguma substancia no organismo.
Desta forma, é possivel detectar a presenca de uma patologia monitorando esta substéancia.
O diagnostico precoce tem grande importancia no tratamento da doenca, pois quanto
mais cedo for diagnosticada a doenca, melhores as possibilidades de cura. Isto leva a

necessidade e a busca incanséavel por exames com resultados cada mais réapidos, com precos
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mais acessiveis e mais faceis de serem realizados, alcangando um nimero cada vez maior
de pacientes. A importancia e a necessidade desses exames, que captam alteragoes de

substancias no sangue, podem ser demonstrados no cotidiano através de varios exemplos

(1).

e O estudo da sintese hepéatica é avaliado pela dosagem de albumina e protombina,
duas das véarias proteinas produzidas exclusivamente pelo figado. Se nao houver
integridade do hepatocito, nao havera producao ou sintese normal destas proteinas.

Vérios fatores podem causar hipoalbuminemia, dentre eles o mais comum € a cirrose.

e A dosagem de enzimas no sangue é outra maneira eficaz para o diagnéstico de
patologias. Apos um infarto, por exemplo, ocorre a liberacao de enzimas, AST e
CPK, pelas células cardiacas necrosadas. Para o diagnostico de doencas relacionadas
ao sistema imune, estudos imunologicos sao realizados para verificar a presenca de
anticorpos contra determinado antigeno. No teste para sifilis, por exemplo, observa-
se a presenga de anticorpos de Wasserman no soro do paciente. Nesse caso um dos

exames utilizados ¢ o RFC, e o antigeno empregado é a cardiolipina (0,03 %).

e Outros exames que podem ser citados sao: dosagem de creatinina sérrica, da uréia
sanguinea e clearence de creatinina endogena. Estes exames dosam a quantidade
de creatinina e uréia no sangue do paciente e servem como prova de funcao renal.
A quantidade dos hormonios tireoidianos, T3 e T4, no sangue também pode ser
dosada e o seu aumento ou sua diminui¢ao tem grande significado clinico quando
relacionados ao hipertireoidismo e ao hipotireoidismo respectivamente. Os exames
utilizados para verificar alteragoes tireoidianas sao: dosagem de triiodotironina
(T3), tetraiodotironina (T4), tetraiodotironina livre (T4 livre) e hormonio tirotrofico
(TSH).

A imunologia desenvolveu iniimeras técnicas proprias, particularmente aquelas baseadas
nas interagoes antigenos-anticorpos, para indicar a presenca de uma patologia. Existem di-
versos tipos de exames laboratoriais, como por exemplo: RIA (radio imuno ensaio), Elisa,
RFC( Reagao de Fixagao de Complemento), imuno-histoquimica, imuno fluorescéncia,
espectroscopia, cromatografia, imunoeletroforese (2,3).

Apesar do progresso dos equipamentos para analises laboratoriais, as técnicas tradi-
cionais existentes exigem um conhecimento técnico avancado dos operadores para realiza-
¢ao das anélises, além de na maioria dos casos nao fornecer o resultado em tempo real e
apresentar um custo elevado. Outra deficiéncia é quanto a falta de instrumentos portateis,

o que torna precario o atendimento em regides remotas.
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Se o progresso da ciéncia trouxe beneficios que facilitaram a vida do homem, o ritmo
acelerado e muitas vezes sem controle com que se tem explorado os recursos naturais,
causa prejuizos enormes ao meio ambiente que acabam afetando o ser humano.

O crescimento das atividades industriais e agricolas, somadas a auséncia de sanea-
mento, provocam a extensa degradacao dos corpos aquaticos. A consequéncia desta
degradacao ¢ a destruicao da biodiversidade e a diminuicao da disponibilidade de re-
cursos hidricos, causada pelo assoreamento de rios e reservatorios e pela perda fisica e
quimica dos solos.

Existem metodologias relativamente simples e de baixo custo para analisar os paramet-
ros convencionais, como por exemplo: a demanda bioquimica de oxigénio (DBO), a de-
manda quimica de oxigénio (DQO), oxigénio dissolvido (OD) os solidos em suspensao,
nutrientes e coliformes fecais. Porém, as técnicas analiticas para determinar os micro
poluentes orgénicos (POPs) sdo muito mais complexas e caras. Por esta razao, muitos
contaminantes organicos nao sao analisados o que pode causar danos irreversiveis ao meio
aquatico. Diante desta situagao os POPs se tornaram uma preocupag¢ao mundial, pois
proporcionam a degradagao nas bacias hidricas comprometendo a satde piblica e o meio
ambiente.

Os custos associados com os métodos analiticos existentes (cromatografia, espectro-
fotometria, Elisa etc) para avaliar a qualidade da agua sao relativamente elevados. Es-
tas técnicas necessitam de metodologias complexas para quantificar, com alta precisao,
concentragoes muito baixas de substancias com elevado poder toxicol6gico no ambiente
aquatico. Estes fatores freqiientemente impedem os avangos nos estudos ambientais.

Os mananciais geralmente encontram-se longe dos laboratorios analiticos apropriada-
mente equipados, dificultando ou até mesmo impossibilitando a monitoracao da qualidade
da dgua. Outro agravante é a falta de recursos humanos adequadamente treinados para
efetuarem os processos analiticos.

Diante das dificuldades encontradas nas aplicagoes que exigem a medi¢ao de substan-
cias biologicas, como no monitoramento de corpos aquaticos e tratamento de patologias,
os biosensores surgiram como uma alternativa viavel e eficaz para a medicao de interagoes
biomeleculares. A medigao da proteina c reativa (CRP) para indicar possiveis doengas
cardiovasculares (4), detec¢ao de bactérias (5), detec¢ao de micro organismos e toxinas
(6), identificagao de pesticidas (7), sdo exemplos da viabilidade do uso de biosensores em
comparagao com as técnicas tradicionais existentes.

A possibilidade da fabricagao de um equipamento portétil, torna o biosensor adequado
para ser utilizado tanto em aplicacoes de analises em laboratério, quanto em monitora-

mento remoto e em programas de saude familia.
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1.2 Biosensores

Em 1962, o Professor Leland C. Clark construiu um eletrodo enzimatico através da
inclusao da enzima glicose oxidase na superficie de um eletrodo de oxigénio com uma
membrana de dialise. Este sensor mede a concentracao de glicose através da diminuicao
da concentracao de oxigénio, e pode ser considerado o primeiro biosensor existente (8).
Desde entao, varios avancos tém sido alcancados nesta érea e os biosensores tornaram-
se ferramentas adequadas para medicoes analiticas de maneira réapida, seletiva e de alta
sensibilidade.

Pode-se considerar os biosensores como elementos analiticos compactos que incorpo-
ram um elemento biolégico como fase sensivel, a qual pode estar integrada ou associada
com um transdutor fisico-quimico (8). O principal objetivo é produzir um sinal eletronico
proporcional a substancia ou grupo de substancias a ser medida.

Existe um grande potencial de aplicacao deste tipo de instrumento em diversas areas,
das quais as principais sao: saude, industria alimenticia, monitoracao do meio ambiente,
controle de processos industriais, seguranca e defesa (8,9).

A Figura 1.1 ilustra a estrutura béasica de um biosensor adotada neste trabalho. A
substancia a ser medida, geralmente presente em um meio liquido, é inserida no sensor
através da célula de fluxo. A célula de fluxo é uma estrutura criada para manter o fluxo
do liquido uniforme e laminar. A construcao adequada da célula de fluxo é um problema
de mecéanica dos fluidos, que deve ser cuidadosamente analisado para otimizar a passagem

do liquido na camada sensivel e melhorar a qualidade da medicao.

%‘Wnﬂ

Anticorpo Enzima  pficro- orgamsmo .

[ Transdutor Fisico-Qimico j

'

Unidade de 2.736
Aquisi¢do e
Processamento + v+« Interface

Figura 1.1: Diagrama de blocos de um biosensor.
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Quando o liquido entra em contato com o biocatalizador, a substancia a ser analisada
é agregada ao elemento sensivel. A reacao que ocorre no biocatalizador é convertida pelo
transdutor fisico-quimico num sinal elétrico. A Unidade de Aquisicao e Processamento
adquire, converte, processa e disponibiliza ao usuario o valor final através de uma interface
grafica.

A formacgao e estrutura adequada do biocatalizador garante a especificidade do biosen-
sor. O biocatalizador é composto por uma camada bioquimica que tem a fungao de agregar
o elemento biologico sensivel. Os elementos bioldgicos que podem ser utilizados sao enzi-
mas, anticorpos, organelas, bactérias, células vivas, substéancias ligantes e outros (9,10). A
formacao da camada bioquimica depende do tipo de substancia que pretende-se detectar.

A Figura 1.2 ilustra um exemplo de biocatalizador cujo elemento sensivel é um anticorpo.

Antigeno - -'\O-
Anticorpo utras Substancias
Avidina

e +@

Figura 1.2: Estrutura de um Biocatalizador com anticorpo como elemento sensivel.

Sobre um filme metalico de ouro ¢é depositado uma substancia que se liga fortemente
ao ouro, como a proteina Avidina. Para preencher os espagos vazios e evitar que substéan-
cias indesejadas fixem a camada de ouro, é colocada uma substancia bloqueante como a
proteina BSA (Bovine Serum Albumin). O anticorpo ¢ entao fixado a Albumina. Como
o anticorpo s6 se liga ao antigeno especifico, quando o liquido que passa através da célula
de fluxo entra em contato com o biocatalizador, apenas o antigeno que se deseja medir
é agregado ao anticorpo e as demais substancias sao eliminadas. Desta forma apenas a
substancia a ser analisada altera grandezas fisicas ou quimicas do biocatalizador, que por
sua vez sao convertidas pelo transdutor fisico quimico em um sinal elétrico.

Com relacao a resposta oferecida em funcao da reacao que ocorre no biocatalizador,
os biosensores podem ser classificados em trés geragoes. Na primeira geracao, o produto
gerado pela reagao é convertido pelo transdutor fisico-quimico num sinal elétrico. Na
segunda geracao existe a presenca de mediadores entre a reacgao e o transdutor para
proporcionar uma resposta elétrica. A terceira geracao engloba os dispositivos onde a
propria reagao gera a resposta elétrica, sem envolvimento de nenhum processo de difusao,
tornando a resposta bem mais réapida (9).

Quanto a natureza do transdutor fisico-quimico, os biosensores podem ser classificados
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em: eletroquimicos, 6pticos, piezoelétricos, e térmicos. Neste contexto, pode-se encontrar
na literatura diferentes configuragoes existentes para os biosensores (8-11). Os dispositivos
que utilizam um transdutor 6éptico com o principio da Ressonancia de Plasma de Superficie
(SPR) se destacam pelo alto grau de sensibilidade, medigao em tempo real de interagoes
cinéticas biomoleculares e imunidade a interferéncia eletromagnética (12).

Além dos biosensores, existem também os métodos convencionais de anélises de inte-
ragoes biomoleculares que sao: testes imunologicos (ELISA ou RIA), equilibrio de dilise,
cromatografia e espectroscopia (3,10,13,14). Comparado com estes métodos, o biosensor
que utiliza o principio de SPR apresenta a vantagem de oferecer uma resposta mais rapida
e de nao necessitar rotular as biomoléculas que estao interagindo (11,14,15).

A versatilidade, precisao e viabilidade financeira do biosensores com SPR o tornam
bastante atrativo para aplicagoes em diversas areas. Isto tem estimulado o crescente
numero de pesquisas na utilizacao de sensores baseados no principio SPR, o que vem
contribuindo para a prevencao e tratamento de doencas, controle de pragas e armas bi-
ologicas, tratamento de agua e outras aplicagoes que beneficiam diretamente a qualidade

de vida humana.

1.3 Objetivos

A Biacore foi a pioneira na fabricacao de um biosensor comercial com a utilizacao de
SPR. O instrumento da Biacore proporciona uma leitura confidvel e uma construcao
otimizada da superficie quimica e da célula de fluxo. Entretanto, este equipamento tem um
custo elevado e um tamanho considerével, além de ser sensivel a mudancas de ambiente,
qualidade de materiais e exigir manutencao constante.

Outro biosensor comercial denominado de Spreeta é fabricado pela Texas Instrument.
O Spreeta é um biosensor de tamanho e custo reduzido, sem partes moveis, robusto que
permite ao usuario ajustes para a utilizacao em aplicagoes especificas. A reprodutibilidade
reduzida, a limitacao da otimizacao da célula de fluxo e o alto ruido sao as desvantagens
apresentadas pelo Spreeta.

Os biosensores da Tezxas e da Biacore utilizam a interrogacao angular da onda de
superficie de plasma (SPW) excitada com acoplamento de prisma (11).

Globalmente pesquisa com biosensores esta crescendo rapidamente apresentando apro-
ximadamente 113 diferentes biosensores que encontram-se na fase de desenvolvimento de
prototipos (16) mas na realidade a comercializagao destes biosensores capazes de efetuar

o monitoramento ambiental em tempo real ainda estda em fase embrionaria.
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1.3.1 Objetivo Geral

Com objetivo de construir um biosensor baseado em SPR com interrogacao de angulo, que
seja adequado para ser utilizado como ferramenta de pesquisa e em aplicagdoes comerciais,
este trabalho propoe a utilizacao do chip da antiga empresa VIR. Este chip é montado
sobre um elemento de acoplamento 6tico de difracao (DOCE). Isto permite o acoplamento
entre a luz de entrada e saida, mantendo uma sensibilidade alta, baixo ruido e boa perfor-
mance (15). A utilizagdo do DOCE facilita a troca da superficie sensora, ndo apresenta
desgastes mecanicos e evita a necessidade de manutengao 6tica e servico técnico.

A utilizacao desta tecnologia requer a construgao de um equipamento eletréonico capaz
de excitar o efeito SPR, medir e processar a resposta para exibir a informagao sobre a
substancia a ser analisada. Este equipamento deve minimizar o efeito do ruido eletrénico
e da influéncia da temperatura sobre o sistema. Além disso, é necessario construir uma
interface grafica de facil manipulacao que possibilite a utilizagao do equipamento por um
usuario com pouco conhecimento técnico.

Este trabalho faz parte de um projeto existente no LIEC (Laboratoério de Instrumen-
tacao Eletronica e Controle da UFCG) para estudo e desenvolvimento de biosensores.
Seu objetivo é contribuir com a elaboracao de um equipamento versatil, preciso e eco-
nomicamente viavel para ser utilizado como ferramenta didéatica e comercial baseada no
principio de SPR. A modularidade e flexibilidade do equipamento permitirao a investi-
gagao de outras técnicas, como fluorescéncia e medicao de resisténcia, ou a utilizacao de

técnicas combinadas.

1.3.2 Especificagcoes do Sistema

No desenvolvimento do instrumento proposto, foram estipuladas especificacoes de projeto,
para atingir uma performance equivalente ou superior a dos equipamentos comerciais
existentes.

Os equipamentos comerciais existentes, baseados no principio de ressonancia de plasma,
fornecem ao usuario apenas a indicagao do indice de refracao. Apesar da resolucao do
instrumento ser em relagao ao indice de refracao, foram definidas as especifica¢oes para a
corrente do laser e a temperatura, que afetam diretamente a precisao do instrumento. O

equipamento final deve atender as especificagoes da Tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Especificagoes para o Biosensor

Descrigao Precisao
Unidade de Indice de Refracdo | 1 x 107°RIU
Temperatura 0,1 °C
Corrente do Laser 0, 1A

1.3.3 Objetivos Especificos

Com a finalidade de atingir o objetivo geral do projeto, foi preciso alcangar objetivos

especificos para atender os requisitos de precisao, flexibilidade e portabilidade.

Precisao

Como o objetivo do biosensor ¢ analisar interagoes biomoleculares, ¢ extremamente impor-
tante que ele possua uma precisao elevada. Com a finalidade de atingir as especificagoes

da Tabela 1.1, este trabalho tentou melhorar a relacao sinal ruido da seguinte maneira:

e Para minimizar o efeito do ruido no sinal da imagem, realizou-se um estudo sobre

as principais fonte de ruido e sobre as técnicas processamento do sinal de video.

e Utilizou-se-se um controlador de temperatura e de corrente do laser para garantir

a estabilidade da fonte de luz.

Flexibilidade

A flexibilidade do instrumento esta diretamente ligada a capacidade do usuario em ma-
nipular as condigoes de operacao e de poder visualizar os dados obtidos. Isto torna o
equipamento adequado para ser empregado como ferramenta de pesquisa, uma vez que
permite ao usuario estudar o comportamento do sensor sobre diferentes condigoes de
operacao.

Para atingir a flexibilidade desejada, desenvolveu-se uma interface grafica que permite
ao usuario a visualizagao do sinal da curva SPR e do indice de refragao medido, além
dos valores de temperatura e de corrente do laser. Nesta interface, é possivel facilmente
escolher a técnica utilizada para o processamento do sinal e os pontos de operacao da
temperatura e da corrente.

A construgao do controlador de corrente com ponto de operagao ajustavel por software,
cria a possibilidade de controlar o valor da corrente do diodo laser, para permitir o estudo
do comportamento do sensor em funcao do nivel de intensidade da luz incidente. Desta
maneira o usuario pode otimizar o sensor ajustando a corrente do diodo laser de acordo

com suas necessidades.
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Portabilidade

A necessidade de mobilidade do instrumento em algumas aplicagoes exige que o equipa-
mento desenvolvido realize um processamento local, para tornar o sistema portatil e viavel
em areas como saude publica e agricultura. Um hardware e softawre especificos foram
desenvolvidos para atender esta finalidade.

Para garantir a mobilidade do equipamento, utilizou-se um OMAP 1510. O OMAP é
um SOC (System on Chip) que esta presente em vérias aplica¢oes moveis como, por exem-
plo, em celulares e PDA’s. Detalhes sobre a arquitetura OMAP e sobre o funcionamento

do sensor desenvolvido, sao apresentados nos Capitulos 4 e 5 respectivamente.

1.4 Organizacao do Trabalho

Esta dissertagao esta organizada em seis capitulos de acordo com a seguinte estrutura.
O primeiro capitulo apresentou uma visao geral dos biosensores e a aplicabilidade deste
instrumento, assim como os objetivos deste trabalho e a contribuicao de sua realizacao.

No Capitulo 2, é explicado o principio SPR utilizado no transdutor fisico quimico
do sistema desenvolvido. O modelo matemético na forma matricial que representa o
transdutor é apresentado na se¢ao 2.3. A anélise da morfologia da curva SPR através da
medicao da largura e da assimetria, é apresentada na se¢ao 2.4 como uma nova alternativa
para identificacao de ligagoes reversiveis e irreversiveis de proteinas.

No Capitulo 3 é apresentado um estudo sobre as principais fontes de ruido do sensor de
imagem utilizado para aquisicao da curva SPR, além das técnicas de pre processamento
do sinal e obtencao do angulo de ressonancia.

No Capitulo 4 é discutida uma visao geral para projetos de sistemas embarcados,
apresentando a metodologia utilizada para o desenvolvimento do equipamento proposto
neste trabalho.

A descricao do hardware e do software desenvolvidos para compor o instrumento pro-
posto, é feita no Capitulo 5.

Os resultados experimentais obtidos com a confeccao do equipamento, sao apresenta-

dos no Capitulo 6, finalizando a composicao desta dissertacao.



Capitulo 2

Biosensores Baseados em Ressonancia

de Plasma

2.1 Introducao

Durante a tultima década a técnica de SPR foi desenvolvida dentro de uma tecnologia
viavel visando numerosas aplicagoes. O principio SPR permite realizar, com importante
impacto, as anélises de superficies e interagoes moleculares sobre estas.

A técnica de SPR é uma ferramenta valiosa para investigar um ntmero grande de
eventos dindmicos, e sua diversidade permite realizar analises interfaciais em muitas su-
perficies. Além disso, é possivel por meio desta técnica determinar propriedades dielétri-
cas e fisicas (indice de refracdo ou espessura do filme), bem como monitorar processos
interfaciais in situ envolvendo adsor¢ao/dessorgao, hidratacao e desidratacao.

Este Capitulo apresenta o principio fisico utilizado no transdutor do equipamento
proposto na secao 2.2. O modelo matemaético na forma matricial, que representa o sistema
é apresentado na segao 2.3. A sec@o 2.4 apresenta a anélise dos parametros de assimetria

e largura da curva SPR.

2.2 Principio de Ressonancia de Plasma de Superficie

O fenémeno de superficie de plasma (SP) é uma oscilagao de densidade de cargas longitu-
dinal, que se propaga ao longo da interface entre um metal e um dielétrico (17). Através
da anélise da Figura 2.1 este fenémeno pode ser melhor compreendido. Quando um feixe
de luz se propaga em um meio de indice de refracao médio ou alto ns e encontra um meio
com indice de refracao menor ns, a luz é totalmente refletida se o dngulo de incidéncia
0 for superior ao angulo critico (18). Este fendémeno é conhecido como reflexao interna

total (TIR). No ponto de incidéncia do feixe de luz, parte da radiacdo penetra no meio

10
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de menor indice de refracdo, criando um campo elétrico evanescente !, com amplitude
que cai exponencialmente com a distancia de penetracao. Se no meio de menor indice de
refracao for depositado um filme metéalico de espessura adequada, o campo elétrico pode
excitar os elétrons livres do metal criando uma onda de superficie de plasma (SPW) que

se propaga ao longo filme.

L L ! T L
62 64 66 68 70 72 74 76 78 80

Fonte de Luz Luz Refletida y Angulo de Incidéncia 6

Figura 2.1: Principio da ressonancia de superficie de plasma.

Para analisar o efeito da ressondncia de plasma, é preciso solucionar um problema
de eletromagnetismo para um campo eletromagnético na condi¢ao de contorno entre dois
meios diferentes. Através das equacoes de Maxwell pode-se encontrar o vetor da onda de
plasma (ks,), que depende da parte real da permissividade elétrica do condutor ¢,,, e do
indice de refragdo do meio de amostra ng de acordo com a equagao (2.1) (15,18). Isto faz
com que o efeito SPR seja bastante sensivel a mudangas no meio que compde a superficie

sensivel do sensor.

21 EmrTz 2

hgp = g [ 2
P A 57717'"””32

(2.1)

A componente do feixe de luz incidente k, na direcao de ks, é dada pela equacao (2.2)
(15,18).

k, = Q%ngsen(e) (2.2)

campo evanescente- campo formado por parte da energia da luz que nao é refletida e penetra no meio

1

de menor indice de refracao
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A SPW ¢ excitada quando a condi¢ao de ressonancia é alcancada, ou seja, quando o
angulo de incidéncia 6 é igual ao dngulo de ressonancia 6,..,, fazendo com que o valor do ve-
tor de onda k, seja igual a k;,. Nesta condicao, parte da energia do feixe de luz é absorvida
pela onda de plasma causando uma diminui¢ao na intensidade da luz refletida. O indice
de refragao do meio sensivel n3 é determinado através da equagao (2.3), conhecendo-se os
valores da permissividade elétrica do filme metélico ¢,,., do indice de refracao do subs-
trato ny e do ngulo de ressonéncia 6,..5. A equagao (2.3) pode ser deduzida igualando-se
a equagao (2.1) a equagao (2.2) e isolando-se o valor de n3. Através da anélise da inten-
sidade da luz refletida em fungao do angulo de incidéncia, pode-se encontrar o angulo de

ressonancia #,.; que esta associado ao ponto minimo da curva ilustrada na Figura 2.1.

g — \/E&?W(ngsen(ﬁms))z (2.3)

mr — (n286n<97‘68)) 2

Quando a substincia a ser medida passa pelo biocatalizador fixando-se no elemento
sensivel, existe uma alteracao no indice de refragao do meio 3, que é pronunciada pelo
deslocamento da posi¢ao do minimo da curva SPR de 6, para 6,. Este deslocamento esta
ilustrado na Figura 2.1.

A equagao (2.3) foi obtida considerando que o elemento sensor de indice de refracao
ng ¢ um meio semi-infinito. Um modelo de multi-camadas é mais adequado, porém
verifica-se a necessidade do conhecimento da espessura do elemento sensor (bio) quimico,
que geralmente ¢ um valor desconhecido. Substituindo nz por 7%/ na equacgio (2.3), a
resposta do SPR pode ser obtida em funcio do indice de refracio efetivo (n¢//), sendo n¢//
o indice de refracao do meio semi-infinito localizado sobre o filme metéalico que proporciona
a mesma resposta SPR para o sistema multicamadas (15).

A configuragdo mais comum nos biosensores existentes ¢ similar a montagem original
de Kretschmann ilustrada na Figura 2.2 (a). O sistema é composto por um prisma de
alto indice de refracao, uma placa com indice de refragao similar onde é depositado o
filme de ouro sobre o qual ¢é afixado a camada (bio)quimica, a fonte luminosa e as lentes
colimadoras. Entre o prisma e a placa de SPR existe um 6leo ou gel que realiza a interface
para garantir a transmissao Otica e permite a troca da superficie sensivel. O feixe de luz
gerado ¢ focalizado e colimado pelo sistema de lentes, atravessa o prisma e atinge a area
do elemento sensor. A luz refletida pelo filme metalico é captada por uma camera que
converte a imagem em sinal elétrico para ser posteriormente processado.

No sistema proposto ilustrado pelo diagrama da Figura 2.2 (b), o prisma, o 6leo e a
placa sao substituidos por um elemento de acoplamento 6tico de difracao (DOCE) onde é
depositado o filme metalico. A luz gerada por um diodo Laser incide perpendicularmente

no filme metalico. O DOCE funciona como um guia de onda que direciona a luz para
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regiao central onde estéa localizado o elemento sensor. A luz refletida também sai do DOCE
perpendicular ao filme metalico e é captada por uma camera CMOS unidimensional de
1024 pixels.

Analilico Elemento

u Sensor TI Célula de Fluxo

G W
—
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Interface
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——— . —— o ——
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Figura 2.2: Sistema SPR com acoplamento por prisma (a), Sistema SPR com DOCE (b).

A imagem captada pela camera gera a curva SPR ilustrada na Figura 2.1, que é
utilizada para calcular o indice de refragao. O ruido presente no sinal de imagem, gerado
pela camera, é um limitante para a precisao do equipamento. A redugao do ruido é um
problema de processamento de imagem, que deve ser analisado em funcao das limitacoes
de hardware e software do dispositivo. As principais fontes de ruido e as técnicas utilizadas

neste trabalho para minimizé-las, sao discutidas no Capitulo 3
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2.3 Modelo Matematico

Para obter um modelo matematico adequado que descreva o sistema de um sensor baseado
em SPR, sao utilizadas as equacoes de Fresnel. Através deste modelo é possivel analisar a
excitacao oOtica da ressonancia de plasma de superficie com variacao de caracteristicas da
camada sensivel como espessura e indice de refracao. Com um dado angulo de incidéncia
entre dois meios com diferentes indices de refracao, calcula-se os coeficientes de reflexao
e transmissao de uma onda de luz incidente em uma estrutura de vérias interfaces. Para
os propositos deste trabalho, um sistema de quatro camadas, com diferentes indices de

refracao ilustrado na Figura 2.3, é suficiente para descrever o comportamento do sensor.

n2re+1n2im . T d2

. Nw N
&

7

Figura 2.3: Modelo de 4 camadas.

O meio 1 é feito de um substrato composto de uma material de transmissao o6tica
com indice de refracao ni,. e espessura d; que pode ser considerada infinita. O meio 2 é
um fino filme metéalico de ouro, com indice de refracao complexo conhecido no.c + ing;p,
e espessura dy, que ¢ muito menor do que o comprimento de onda da luz incidente. O
meio 3 é a camada sensivel onde ocorre as interacoes quimicas, e possui indice de refracao
complexo ng.. + N3, € espessura d3. O meio 4 é a camada superior, que geralmente
é a agua ou ar, cujo o indice de refragao n4.. ¢ conhecido e sua espessura d, pode ser
considerada infinita.

A camada sensivel apresenta as variaveis desconhecidas do sensor ns,., ins;m, € d3. Na
pratica, pode-se assumir que uma ou duas destas trés variaveis sao conhecidas.

Para o sistema de m camadas e consequentemente m — 1 interfaces, pode-se descrever

o comportamento da onda em cada meio j pelas equagdes (2.4) e (2.5) (19).

gy =t - o) 24
2m 2 2
B = de\/nj — (n1sen(6y)) (2.5)

onde:
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® N = Njre + Mjim ¢ 0 Indice de refragao complexo do meio j
e 0; ¢ o angulo de incidéncia da onda de luz que se propaga pelo meio j

e e )\ é o comprimento de onda da luz incidente no vécuo.

A formulacao da matriz de transferéncia entre a onda de luz se propagando no meio j

e no meio j + 1 é dada pela equagao (2.6) (19).

2.6
—i.qjsin(B;)  cos(5;) Y

A matriz de transferéncia total pode ser calculada em funcao da matriz para cada

. ﬁj
M — [ cos(0;) —z.sen(q—j) ]

interface através da equagao (2.7).

(2.7)

A%:%%nMﬁF[%1W1

Ma1 Moz
Utilizando a equagao (2.4) e os coeficientes da matriz de transferéncia total dada pela
equagao (2.7) , pode-se calcular os coeficientes de reflexdo r e de transmissao ¢ com as
equagoes (2.8) e (2.9) respectivamente. Estas equagoes sdo denominadas de equagoes de
Fresnel na representacao matricial (19).
(m11 + miagm) @ — (Ma1 + Ma2)Gm

(M1 + Mmiagm)q1 + (Ma1 + Mma2)gm, (28)

2
¢ @ (2.9)
(ma1 + Maagm)q1 + (Ma21 + Ma2)gm

2.4 Analise da Forma da Curva SPR

A morfologia da curva SPR foi utilizada como uma ferramenta estendida, nao para au-
mentar a sensibilidade do dispositivo, mas para melhorar a seletividade entre diferentes
arranjos e configuracoes de camadas. Uma ligagao nao especifica de uma proteina globu-
lar de peso molar 66,3 kD?, albumina de soro bovino®(BSA), em um plano de superficie
de ouro foi selecionado como um sistema modelo. BSA é uma proteina bem estabelecida
em pesquisas e aplicagoes bio quimicas, freqiientemente usadas como um bloqueador de
novas ligacoes nao especificas e um portador molecular. A explora¢ao de mecanismos
de ligagoes de proteinas para superficies solidas, assim como a natureza microscopica de

reconhecimento molecular, conjugacao e hibridizagao ainda permanece como um topico

2Dalton- Unidade utilizada para medicdo de peso molar
3BSA- bovine serum albumin



Capitulo 2. Biosensores Baseados em Ressonancia de Plasma 16

de pesquisa atual e um problema confuso. Ligagoes de BSA para um plano de ouro e
superficies quimicamente modificadas ja tem sido explorada por outros, usando técnicas
de potencial elétrico, SPR, impedéancia eletroquimica, microbalanca de cristal de quartzo
e outros métodos (20-23).

O valor do indice de refragao absoluto de proteinas apresenta grandes variagoes em
uma faixa de 1,334 < ngs < 1,65. Esta variacao é definida pela estrutura molecular,
incluindo os niveis de hidratacao. As dimensoes moleculares da BSA e as propriedades
de fixagao geram controvérsias, sendo apresentadas na literatura como 5,5 X 5,5 x 9nm
(20) e como 4 x 4 x 14nm (24) respectivamente. As fixagdes podem aparecer de lado ou
nas extremidades e sao fortemente afetadas pelo ph da solugao. A molécula compreende
amino acidos parcialmente carregados, relacionado aos seus grupos de lisina, histidina e
cisteina, junto com liga¢oes de dissulfeto. Todos podem interagir com a superficie de ouro.

O modelo atual de imobilizagao de BSA sugere um processo em trés etapas, envol-
vendo ligagoes irreversiveis e reversiveis (24,25). Assume-se que a fra¢ao anterior, em
seu desdobramento na forma alterada, perde parte de sua dgua embutida ou concha de
hidratacao, enquanto que os residuos hidrofébicos e grupo funcional selecionado podem
interagir quimicamente com a superficie lisa de ouro. As propriedades dielétricas da BSA
tém mostrado variar fortemente com o contetido do meio aquoso (26). Parte da ligagao
reversivel deveria ser composta de macromoléculas intactas, onde ligagoes eletrostéti-
cas dominam (20). Nenhum dos supracitados métodos espectroscopicos aplicados, pode-
ria analisar propriedades de imobilizagao diferentes confiantemente, apesar de existirem
diferencas na estrutura molecular e propriedades quimicas associadas. Uma indicacao
de diferentes propriedades de liga¢oes foi determinada recentemente por medigoes da re-
sisténcia de superficie, onde modulac¢oes notaveis na fase inicial da imobilizacao foram
temporariamente atribuidas a mudangas na morfologia da camada de BSA (27).

A aproximacao presente visa selecionar as diferentes variagoes de fragdes em seus
individuais indices de refracao e espessura. A alta sensitividade da largura da curva SPR
I e a assimetria associada (G, foram observadas anteriormente para variagoes da espessura
e morfologia do filme de ouro (19). Os valores de T' e G sao calculados pelas equagoes
(2.10) e (2.11).

I'=Cr+0Cp (210)
= C_L (2.11)

O valor de Cp é a distancia na horizontal do ponto onde ocorre o minimo da curva
SPR até a borda direita da curva, enquanto que C', é a distancia até a borda direita. Os

valores de Cgr e (1, ilustrados na Figura 2.4, sao calculados no ponto correspondente ao
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ponto médio entre o valor méximo e o valor minimo da curva SPR (FWHM- at full width

at half maximum,).

Intensidade y
2

0.7

0.65 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
62 64 66 68 70 72 74 76 78 80
Angulo 0( °)

Figura 2.4: Caracteristicas da Morfologia da Curva SPR.

As duas caracteristicas podem ser expressas pela relagao G = I'/(C —1). O mergulho
da absorcao SPR é geralmente assimétrico. O parametro de dimensionamento associado
varia com 1,3 < G < 2,5, enquanto que a largura da curva esta na faixa de 3° < I' <
5°. Para o monitoramento, ambas as caracteristicas foram implementadas em algoritmos
de processamento de dados em tempo real. O coeficiente de reflexao e absorcao otica
de um sistema multi-camadas foi calculado utilizando as equagoes de Fresnel, usando a
representagao matricial da equagao (2.9). Para o sistema de 4 camadas considerado, que
inclui um substrato de transmissao 6tica, um fino filme de ouro semi-transparente, uma
camada biologica imobilizada em uma espessura d, e um solvente aquoso semi-infinito
adjacente, uma expressao analitica para condicao de ressonancia é disponivel.

A Figura 2.2 prové um esbog¢o do arranjo experimental que utiliza uma unidade de
reflexao Optica total e opera sob condigoes de interrogacao angular. O dispositivo é pro-
jetado com um chip moldado oticamente em um polimero (15). Ele inclui dois elementos
de acoplamento de difracao otica (DOCE) na superficie, usando um comprimento de onda
fixo de 670nm. Os elementos de nano-estruturas responsabilizam-se por guiar os feixes de
entrada para um ponto central, onde fica localizada a regiao sensivel, o qual reflete a luz
que é guiada para a saida. Um ambiente molhado é essencial para manter a funcionalidade
completa da imobilizagao de bio filmes, sendo estabelecida por uma célula de fluxo fixa.

As caracteristicas lineares calculadas pelas equagoes matriciais e nao lineares da curva
SPR, sao ilustradas nas Figuras 2.5 e 2.6. A variacao de Orpg, I' ¢ G em funcao da

espessura da camada biologica imobilizada d, é ilustrada no grafico com uma escala linear
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para a espessura e com indice de refragdo correspondente de 1,45. As taxas de variagao
AbOrps/Ad , AT'/Ad e AG/Ad sao praticamente constantes como indicado na Figura 2.5.
A taxa de variacdo de G (AG/Ad) é negativa enquanto que as demais sao positiva. As
variacoes dos parametros em funcao de valores do indice de refracao do filme demonstram

um comportamento nao linear.

35 ‘ | | |
= 3 )
m L d e m——="7
° B duiaaieieae *
S TR R shg +
W o5t
D
/2]
£ o
[}
£
5 G
$ L .
/2]
R
i .
18 eRES ————’
& .
T 05f -
> s
-~
oe—= ! ‘ | |
: ? s 60 80 100

Expessura do Biofilme d A

Figura 2.5: Variagao linear do angulo de ressonancia Afggg, largura da curva I' e as-
simetria GG, em funcao da espessura do filme para para superficies e interfaces idealmente

lisas

A representacao em escala logaritmica das caracteristicas nao lineares é ilustrada na
Figura 2.6, revelando a variagao de 6,..s, I' e G em funcao do indice de refracao do filme
(calculado em relagao ao indice de refracao da agua n = 1,333), assumindo a espessura do
filme fixa em 100 A. Novamente as variacoes A0, /An e AT'/An sao positivas, enquanto
que o parametro de assimetria normalizado permanece negativo. E importante notar que o
aumento de I" e G, nos graficos inseridos na Figura 2.6, contribuem de maneira diferente. A
caracteristica da assimetria G' pode ser monitorada com substancial contribui¢ao somente
para materiais biologicos com um alto indice de refracao absoluto ngs > 1,43, ou An >
0,1, quando comparado ao indice de refracao da agua ngs > 1,33. Em contrapartida,
a largura da curva I' ja contribui para valores menores de indice de refracao da camada
imobilizada, ngs > 1,34, ou An > 0,01. Esta diferenca observada nas propriedades

estabelece uma seletividade antecipada e pode ser usada na discriminagao das proteinas.
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Figura 2.6: Variacao linear do dngulo de ressonéncia Afggg, largura da curva I' e assime-

tria G, em func¢ao da variacao do indice de refracao do filme.

2.5 Conclusao

Este Capitulo apresentou o principio SPR utilizado na construcao do transdutor fisico

quimico do instrumento proposto neste trabalho. Através do modelo matematico apre-

sentado, foi possivel estudar as caracteristicas nao lineares referentes a forma da curva

SPR. A anélise da largura e assimetria da curva revelou que é possivel realizar a dis-

criminacao de proteinas através da medicao destes valores. Com isto, foi demonstrando

que a morfologia da curva SPR pode ser usada como uma nova ferramenta para biosen-

sores baseados em SPR, auxiliando na detec¢ao dos diferentes arranjos da formacao das

camadas do biocatalizador.



Capitulo 3

Processamento do Sinal de Imagem

3.1 Introducao

A precisao do indice de refracao, medido por um biosensor baseado em SPR, esta direta-
mente ligada com a qualidade do sinal de imagem adquirido e pela técnica utilizada para
obtengao do angulo de ressonéncia (19). O conhecimento das principais fontes causadoras
de ruido é de relevancia fundamental para minimizar seu efeito sobre o sinal de imagem.
Diante da informagcao de quais sao as principais fontes de degeneracao do sinal, é possivel
realizar o condicionamento correto e o processamento adequado de maneira a otimizar a
aquisicao do sinal.

A utilizagao da técnica apropriada para a obtengao do angulo de ressonancia, a partir
da curva SPR, permite uma melhoria na resolucao do indice de refracao obtido, além de
compensar oscilagoes vertical e horizontal da curva medida.

Este capitulo é dividido de acordo com a estrutura a seguir. Na secao 3.2 é apresentado
um estudo sobre as principais fontes de ruido em um sensor de imagem CMOS. Na secao
3.3 duas técnicas utilizadas para melhorar a qualidade sinal. Na secao 3.4 sao apresentados

os algoritmos para deteccao do angulo de ressonancia.

3.2 Principais Fontes de Ruido do Sensor de Imagem

A camera que integra a configuracao utilizada para o transdutor fisico quimico ilustrada
na Figura 2.2, é afetada por fontes de ruido que deterioram a qualidade do sinal e com-
prometem a precisao do equipamento.

As fontes de ruido em um sensor de imagem podem ser classificadas em dois tipos:
temporal e espacial. O ruido temporal é independente da relacao entre os pixels, sendo
o ruido relacionado a variacao do sinal de um mesmo pixel entre um quadro e outro. O

ruido espacial sao as variacoes de pixel a pixel da saida sobre uma iluminagao uniforme,

20
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que sao causadas devido a erros no dispositivo e de interconexao do vetor do sensor de
imagem (28).

O ruido temporal pode ser reduzido por uma média de quadros, enquanto que o ruido
espacial nao pode. Entretanto, alguns ruidos espaciais podem ser removido por técnicas de
subtragao de quadros ou corre¢ao de ganho e off-set. Os exemplos de ruido temporal que
sao discutidos neste documento incluem shot noise, ruido de reset, ruido do amplificador
de saida, e dark cureent shot noise. As fontes de ruido espacial incluem a nao uniformidade
da resposta do féton e nao uniformidade da corrente escura.

A Figura 3.1 ilustra o circuito interno de um sensor de imagem CMOS de pixel ativo
(APS- Active Pizel Sensor) (29). Em cada pixel existe um foto diodo, um transistor de
reset M1, um transistor seguidor de tensao M2 e um transistor de acesso M3. O circuito
de coluna inclui um transistor M4 que atua como fonte de corrente e um capacitor de

armazenamento C'oj. O circuito de coluna é compartilhado por todas as linhas.

Pixel (i,j) Coluna Amp/Cap/Mux  Amplificador de Saida

Reset%i M1

Fotodiodo

—— NI

Figura 3.1: Circuito do Sensor de Pixel Ativo (APS).

O sensor faz a leitura do sinal de uma linha por vez. No final do tempo de integracao
de uma linha, os valores de tensao de cada pizel sao armazenados nos capacitores da
coluna Coj. O valor de cada pixel v da linha ¢ lido seqiiencialmente através da selecao do
transistor de acesso M3 e do amplificador da coluna. Quando a linha é lida é aplicado

entao o reset.

3.2.1 Shot Noise

Shot noise é o ruido associado com a chegada aleatoria de fétons em qualquer detector.
Isto é um limite natural ao desempenho com relacao ao ruido de sistemas de deteccao
de luz. Desde que o tempo entre a chegada dos fétons seja governado por estatisticas de
Poisson, a incerteza no nimero de fétons coletados durante um dado periodo de tempo é

simplesmente atribuida a equagao (3.1).
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Tshot = V'S (3.1)

onde, o4t € 0 shot noise e S € o sinal, ambos expressos em elétrons.

3.2.2 Reset Noise

O transistor M1 tem a funcao de realizar o reset do pizel através de um pulso de tensao
na porta do transistor. Quando ele é acionado, uma tensao de referéncia VD ¢é aplicada
ao foto diodo e armazenada em sua capacitancia interna C'ph. Apods o pulso de reset, a
carga armazenada cai em funcao do nivel de iluminacao sobre o foto diodo, até o tempo
de integragao ser atingido e a tensao do pizel ser lida.

O ruido de reset é causado pelo ruido térmico gerado pela resisténcia de canal do
transistor M1, e pela corrente escura do foto diodo e pelo ruido shot do transistor (29-31).
O valor quadrado médio do ruido de reset se aproxima de KT/2C (30), onde K ¢ a
constante de Boltzman, T é a temperatura e C é a capacitancia.

O ruido de reset pode ser eliminado através de um circuito de amostragem dupla
correlacionada (CDS- Correlated Double Sample) (28), que realiza a medigao da tensao
apo6s o tempo de integracao e subtrai da tensao apds o reset para fornecer a tensao de

saida do pizel.

3.2.3 Ruido do Amplificador de Saida e de Coluna

Os amplificadores de coluna e da saida, que compode o circuito ilustrado na Figura 3.1,

sao afetados por duas fontes de ruido principais: ruido branco e ruido da cintilacao.

Ruido Branco

Como o transistor que realiza o reset, os amplificadores da saida e da coluna tém uma
resisténcia de canal que causa o ruido térmico. A resisténcia eficaz neste caso é a impedan-
cia de saida do amplificador. Este tipo de ruido térmico é chamado as vezes de "ruido
de Johnson" ou simplesmente o "ruido branco", desde que seu valor é independente da

freqiéncia. Em volts, o ruido ¢ dado pela equagao (3.2) (31).

2kT

CAmp

(3.2)

Obranco —
onde
e k é a constante de Boltzman

e T ¢ a temperatura
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o Cump € a capacitancia do amplificador.

Ruido Cintilante

O ruido cintilante, também conhecido como ruido 1/f, é o ruido que tem uma dependéncia
aproximadamente inversa com relagao a freqiiéncia. Quanto maior a freqiiéncia ou a taxa
de pixel menor o ruido.

Mais especificamente, a poténcia do ruido (V2/Hz) diminui por um fator de 10 a cada
aumento de uma década na freqiiéncia. Muitos sistemas naturais exibem um comporta-
mento de 1/f. Eles tem em comum uma cole¢ao de estados que sao ativados e desativados
com constantes de tempo aleatoriamente distribuidas. No caso do MOSFET, os estados
sao armadilhas em uma interface de 6xido-silicio, e as constantes de tempo sao constantes
de tempo de emissao associadas com estas armadilhas. Quando os elétrons estao nas ar-
madilhas eles atuam como pedras em um corrego, afetando o fluxo da corrente no canal.
A superposicao de todas estas armadilhas, cada uma com sua propria constante de tempo,
gera o espectro familiar do ruido 1/f. A freqiiéncia na qual o nivel de ruido ¢ apagado,
indicando que o amplificador esta operando um ruido branco limitado, é chamada fre-
qiiéncia de corte de 1/f. Para cameras nas quais os pixels de saida sao lidos lentamente
( IMHz), o ruido 1/f geralmente determina o piso do ruido. Em geral, o ruido branco
aumenta com a area amplificada. Assumindo uma corrente de dreno constante, o ruido
cintilante diminui com a area amplificada. O objetivo do projeto do amplificador é en-
contrar o compromisso de menor ruido entre as geometrias competindo para a freqiiéncia

operacional desejada.

3.2.4 Ruido do Clock

E necessario um ntmero de pulsos de clocks para transferir o sinal através do sensor de
imagem CMOS e processar sua saida. Muitos destes pulsos de clocks tem freqiiéncia alta,
especificamente o clock de reset. A geracgao destes pulsos de clock e a poténcia associada
com o controle de cargas pode gerar alimentacao através de sinais para a forma de onda
da saida.

Cargas variadas devido ao nivel do sinal e a variabilidade do posicionamento da borda
do clock devido a agitacao, resultam em uma variacao através da alimentagao que é
denominada de ruido de clock. Velocidade de aquisicao de dados elevadas implicam em
circuitos de driver e amplificadores que possuem uma largura de banda mais elevadas,
conseqiientemente o ruido de clock demonstra ser uma funcao da freqiiéncia do clock,

seguindo uma relacao tipica da raiz quadrada.
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3.2.5 Ruido Associado com a Corrente Escura

A corrente escura é a corrente do foto detector quando nao existe iluminacao incidente
(28). A corrente escura gera dois tipos de ruido: nao uniformidade da corrente escura e

shot noise da corrente escura.

Nao Uniformidade da Corrente Escura

A nao uniformidade da corrente escura é o ruido que resulta do fato de que cada pizel
gera uma quantia ligeiramente diferente de corrente escura. Este ruido pode ser eliminado
subtraindo um quadro de referéncia escura de cada imagem (30,32).

O quadro de referéncia escura deve ser obtido & mesma temperatura e com o mesmo
tempo de integracao da imagem. Embora o off-set devido ao sinal escuro possa ser
subtraido, o shot noise associado com este sinal nao pode.

Existem fontes de corrente escura que nao seguem a equagao geral da corrente escura
e nao pode ser subtraida. Exemplos incluem spikes de corrente escura, gerados por danos

em setores ou por varios contaminantes metalicos, contidos na massa de silicio.

Shot Noise da Corrente Escura

O ruido associado com a corrente escura I, ¢ altamente dependente do tempo de

exposigao e pode ser expresso pela equagao (3.3) (30,31).

q Iescura
T

Odark = C (33)

pizel q

onde Cpizer ¢ a capacitancia total do pizel e g ¢ a carga.

3.2.6 Resposta Nao Uniforme do Detector

A resposta nao uniforme do detector é causada por diferencas no processo de fabricacao
do sensor, o que pode causar uma sensibilidade a luz diferente para cada pizel.
Y
O ruido associado com a variagao da sensibilidade pode ser eliminado através de um
processo de "flat-fielding". FEste processo utiliza uma imagem previamente armazenada
para calibrar as diferencas de sensibilidade existente entre os pizels. Apesar deste processo
remover a nao uniformidade, ele introduz um aumento de V2 no shot noise e exige um

tempo de processamento maior para cada quadro.
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3.3 Pré-processamento do Sinal

3.3.1 Meédia Espectral

A primeira e mais importante técnica disponivel para reduzir o efeito do ruido é a média
espectral. O quadro da imagem contendo todos os valores de intensidade da luz refletida
para cada angulo de incidéncia, compde o espectro do sinal da curva SPR y(t,0) que é
obtido a cada intervalo de amostragem ts. Em lugar de extrair a medi¢ao do indice de
refracao RI de uma amostra do espectro, ¢é feito primeiro uma média de um niimero N de
espectros e a medi¢ao do RI é extraida desta média. A média espectral pode ser calculada

pela equagao (3.4).

n=N

y(t,0) = % S y(nts, 0) (3.4)

n=1

A realizacao da media espectral apresenta um melhor desempenho na reducao de ruido,
quando este ruido tem caracteristicas de um ruido branco nao correlacionado. Neste caso,
a redugao do nivel de ruido para uma média de N espectros é proporcional a 1/ VN (33).

Quando o ruido predominante é um ruido espacial, o que gera o aparecimento de
um ruido correlacionado entre os pizel, a realizagao da media espectral exige um ntmero

grande de espectros para que a reducao do ruido seja significativa.

3.3.2 Soma Normalizada

A instrumentagao Otica é freqiilentemente projetada para compensar as contribui¢des do
ruido das variacoes da fonte de luz, através da medicao continua do nivel de luminosidade.
Os dados coletados sao compensados em relacao ao nivel de luz durante a analise. A
mesma técnica pode ser aplicada aos dados de um biosensor usando uma técnica simples
de soma normalizada, em que a soma dos pixels em parte ou em todo o espectro medido
¢ usada para fornecer uma medida do nivel de luz. O valor de cada pixel y;,7 = 1...,n
sera o produto da intensidade de luz I e da refletividade na superficie do sensor para esse

pixel, R; de acordo com a equagao (3.5) (33).

yi(t) = I(t)Ri(n) (3.5)

Se o valor de R; fosse constante, o valor de cada pixel seria proporcional a I e poderia
ser usado para medir a intensidade de luz. Porém, como o ruido individual de cada
pixel do detector é substancial, e porque R; mudara em geral com n, isto nao é possivel.
Entretanto, uma soma de pixels do detector pode ser usada para fornecer uma medida
proporcional & intensidade da luz como expresso na equagao (3.6) (33). Esta soma reduz

o nivel do ruido devido ao calculo da média realizado.
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") = 1(0) 3 Rilt) = el (1) (36)
A equagao (3.6) so é valida se a soma das refletividades é razoavelmente constante.

Isto pode ser alcangado realizando-se a soma de uma faixa de pixels que esta fora da

regiao em que a refletividade ¢é afetada pelo efeito SPR.

3.3.3 Suavizamento da Curva

Para tentar reduzir o efeito do ruido espacial presente no sinal de imagem da curva SPR,
sao empregadas técnicas de suavizamento do sinal, que tentam atenuar o ruido entre os
pixels através de filtros digitais.

Devido as limitagoes de hardware existentes em um equipamento portatil, optou-se
pela escolha de técnicas de suavizamento simples que exigem uma complexidade com-
putacional reduzida.

Esta secao apresenta os filtros de média movel e mediana utilizados neste trabalho

como técnicas de suavizamento da curva SPR.

Media Moé6vel

O filtro de média mével tem sido bastante utilizado para o processamento de sinais digitais,
devido a facilidade de implementacao e velocidade de processamento atingida. Aplicando-
se a média movel ao sinal da curva SPR y ilustrado na Figura 2.1, o sinal de saida para
cada pixel i y¢(7) é obtido, utilizando-se a equacao (3.7) , a partir da média de um conjunto

de M pontos ao redor do ponto de entrada y; (34).

onde,
o by =—(M-1)/2
o ky=(M-1)/2

O primeiro passo, para filtrar um sinal de /N pontos, é a defini¢ao do ntimero de pontos
M para a realizacao da média. O ponto inicial é escolhido em fun¢ao do valor de M, de
forma que o primeiro valor para i é (M + 1)/2. O valor de i é incrementado até atingir o
valordei =N — (M +1)/2.

O filtro de média moével se torna mais eficaz, quando o sinal é submetido repetidas

vezes ao filtro gerando uma atenuacgao mais elevada em relagao ao ruido. Outra maneira
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de se implementar o método da média moével é através de um algoritmo recursivo expresso

pela equagao (3.8) (34).

yr(i) = yp(i = 1) +y(i +p) —y(i — q) (3.8)

onde,
e p=(M-1)/2
e g=p+1

A implementagao recursiva torna o algoritmo mais rapido, pois apenas duas opera-
¢oOes sao necessarias para o calculo de cada ponto. Outra vantagem é a possibilidade da
realizacao da operagao com nimeros inteiros, diminuindo a complexidade computacional.
Atualizacao de nimeros inteiros evita a a propagacao de erro que pode ocorrer quando
se utiliza ntmeros em ponto flutuante, além de ser realizada com maior velocidade na

maioria dos processadores embarcados.

Mediana

O método de suavizamento da mediana consiste em obter o valor do pixel através da
mediana dos pontos vizinhos ao pixel. Quando o padrao de ruidos apresenta componentes
que indicam variacoes abruptas entre pixels vizinhos, o filtro da mediana é bastante efetivo
na reducdo do ruido preservando a caracteristicas do contorno da imagem (35).

Um algoritmo simples e de pouca complexidade computacional pode ser empregado
para desempenhar a filtragem pela mediana de um sinal y;,2 = 1,2..., N, onde N é o

nimero de pontos do sinal.

e Inicialmente define-se um ntimero M impar de pontos utilizados para o célculo da

mediana.

O valor inicial de ¢ para o pixel y; a ser analisado é dado em funcao do valor de M
por (M+1)/2.

O conjunto de M pontos dentro do intervalo i — (M + 1)/2 até i + (M + 1)/2 ¢é

selecionado e ordenado em ordem crescente.

O valor da mediana que corresponde ao ponto y¢(i) do sinal filtrado ¢ o ponto central

do conjunto ordenado.

O valor de i é entao incrementado até atingir o valor de i = N — (M + 1)/2.
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Em sinais de imagem, o valor da intensidade de pixels vizinhos deve ser semelhante,
porque nao é comum existir variacoes abruptas de niveis de cinza entre distancias pequenas
em uma imagem. O filtro da mediana é bastante eficaz no tratamento destes tipos de
sinais, pois elimina pontos com valor de intensidade destoantes em relacao a area da

imagem selecionada.

3.4 Deteccao do Angulo de Ressonancia

Uma determinacgao precisa da variacao do angulo de ressonéncia, a partir da curva SPR,
é limitada por varios fatores incluindo o ruido, variacao da fonte de luz e no sistema de
captacao da imagem. A escolha do método de anélise é crucial para otimizar o limite de
deteccao, que depende do tipo de ruido predominante no sistema. E possivel encontrar na
literatura diversos métodos, que variam desde simples técnicas como o método do primeiro
momento e ajuste polinomial, até calculos mais complexos como métodos baseados na
teoria de Fresnel para um sistema de quatro camadas, o método de regressao paramétrica,
o método linear 6timo e um ajuste de curva da resposta assimétrica do sensor SPR (36).

Outro ponto importante que deve ser analisado quando pretende-se desenvolver um
instrumento portatil, é a complexidade computacional do método de analise para obtencao
do angulo de ressonancia empregado. A escolha de qual o melhor método a ser utilizado
requer uma ponderagao entre a precisao e qualidade obtida e a viabilidade de implemen-

tagao do método na plataforma de processamento utilizada pelo sensor.

3.4.1 Meétodo do Primeiro Momento

O método do primeiro momento encontra o angulo de ressonancia através do calculo do
centro de gravidade da curva SPR. Para reduzir o nimero de pontos utilizados e aumentar
a precisao do método, utiliza-se o que é denominado de linha base. A linha base restringe
os pontos que entram no céalculo, impondo um limite no valor da intensidade de luz, de
maneira que apenas os pontos que possuem o valor de intensidade de luz refletida menor
do que a linha base entram no célculo do angulo de ressonancia. Desta forma, o centro
de gravidade é calculado apenas para os pontos que estao abaixo linha base ilustrada na

Figura 3.2 e pode ser determinado através da equagao (3.9).

Ones =5~ 1,0) 1]
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onde:

e y(0) ¢é o valor da intensidade de luz para o dngulo de incidéncia 6

e [ é o valor para a linha base
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Figura 3.2: Obtencao do angulo de ressonéancia pelo método do Primeiro Momento.

O centro de gravidade fornece um valor aproximado HIR gs para o angulo de ressonancia
Ores. Apesar de nao fornecer o valor exato, o método do primeiro momento é uma boa
aproximacao para ser utilizada no calculo do indice de refracao obtido com a equacao
(2.3).

O método do primeiro momento é suscetivel a variagoes verticais da curva SPR, conse-
quentemente ao ruido correlacionado a fonte luminosa, incluindo mudancgas na intensidade

do feixe de luz.

3.4.2 Ajuste polinomial sobre o minimo

O método de ajuste polinomial consiste em aproximar a curva SPR, ou a regiao proxima
ao ponto minimo da curva, a um polinomio de grau n. O angulo de ressonancia é entao
calculado a partir do valor que minimiza o polindbmio obtido.

Através dos pontos experimentais adquiridos com a resposta do sensor de imagem, o
algoritmo faz inicialmente um varredura nos pontos para encontrar a localizacao apro-
ximada do minimo da curva. Obtida esta posicao, delimita-se uma regiao contendo um
conjunto de pontos ao redor do minimo aproximado. O polindémio de grau n é entao
estimado para esta regiao da curva através do método dos minimos quadrados, que obtém

a funcao polinomial que mais se aproxima deste conjunto de pontos. Com a equagao do
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polinémio, interpola-se a posi¢ao do minimo da curva. Esta interpolacao possibilita o
aumento da precisao do sensor, uma vez que a resolucao do sensor de imagem ¢é limitada
em funcao do ntmero de pixels da camera.

A Figura 3.3 ilustra o método do ajuste polinomial com um polinémio estimado de
ordem 4, sobre a regiao contida entre 50 pontos a esquerda e 50 pontos a direita do minimo

aproximado da curva SPR.
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Figura 3.3: Obtengao do angulo de ressonancia pelo método do Ajuste Polinomial.

A escolha do grau do polinémio estimado depende do conjunto de pontos utilizados na
analise. Um polinémio de segunda ordem ¢ suficiente para aproximar uma regiao proxima
ao minimo da curva. Um polindmio de grau mais elevado pode aproximar uma regiao
mais abrangente da curva SPR, porém, aumenta a complexidade computacional e nem
sempre alcanca resultados mais satisfatorios.

Este método nao é suscetivel a variacoes no eixo y da curva SPR. Entretanto, ele
pode ser suscetivel a quais pontos sao incluidos no calculo podendo levar a um resultado

ruidoso.

3.4.3 Cruzamento de zero para a primeira derivada

Este método é baseado no fato de que o minimo da curva ocorre no ponto onde a primeira
derivada muda de sinal. Inicialmente é encontrado o ponto de minimo aproximado da
curva SPR e depois realizado o ajuste com o método dos minimos quadrados sobre a
primeira derivada, usando alguns pontos ao redor do minimo aproximado, para interpolar

o ponto de cruzamento com o zero.
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3.5 Resultados Simulados

Para analisar as técnicas de pré-processamento do sinal e obtencao do angulo de ressonan-
cia descritas neste Capitulo, foi utilizado um modelo matematico para representar a res-

posta do sensor de imagem P(6,t) que esta expresso pela equagao (3.10) (36).
P(8,t) = G(a(f,t)Io(t) + (1)),
04(9, t) = R(9 -+ A@ruido, TLS) + Bl<t) -+ AF(Q),

B(t) = Bo(t) + ANruiao(t) (3.10)

onde,

G ¢é o fator de ganho da digitalizacao

Iy é a intensidade da luz normalizada

R(0,ns) é o coeficiente de reflexao em teta que depende do indice de refragao n.

By é a intensidade da luz independente do fundo devido ao sinal escuro do detector.

By é a intensidade da luz dependente da imagem de fundo devido a luz difusa.

Os valores dos coeficientes de reflexao foram calculados através do modelo matricial
das equagoes de Fresnell descrito na secao 2.3.

A quantidade AF da equagao (3.10) representa o ruido espacial, independente do
tempo, presente no sinal obtido. O ruido temporal esté inserido em duas componentes
na equagao (3.10). A primeira componente é o ruido de fase AO,,q4,, que considera
as componentes horizontais do ruido originadas da fonte emissora de luz. A segunda
componente, AN,.q4, ,;representa o ruido da digitalizagao do conversor AD e de flutuagoes
no sinal escuro do detector. As componentes do ruido foram escolhidas com caracteristicas

de um ruido branco e s@o expressas pelas equagoes (3.11), (3.12), (3.13).

ApRan[_l,l](@)

AF(©) = e (3.11)

A('_')rul’do(t) = A@Ran[—1,1]<t>7 (312)
AnxRanp_y y(t

ANwaolt) = 1 ) (3.13)

Os valores das amplitudes das componentes de ruido foram escolhido para que a simu-
lag@o se aproxima-se das condigoes reais do equipamento. O conversor A /D utilizado é de

12 bits (37) e com tensao de referéncia de 5 volts, o que leva a escolha de Ay = 0,0002.
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O valor de Ar = 0,04 foi atribuido devido a nao uniformidade do detector da camera
utilizada ser de 5% (38), sendo o principal fator que influéncia no ruido espacial. Para a
escolha de Ay = 0,02, foi considerado a quantidade de 1024 pizels do sensor de imagem e
a faixa de variacao angular de 62° a 80°. Com estes valores o deslocamento de um pizel
do angulo de ressonancia ¢ de aproximadamente 0,02°. As varidveis relacionadas a inten-
sidade da luz foram admitidas como constantes com valores Bo = 0,1, By =0,2e [y = 1.
O ganho de digitalizacao foi escolhido como unitéario G = 1. O indice de refragao utilizado
para calcular os coeficientes de reflexao foi o indice de refracao da agua, n, = 1, 333.

Inicialmente o valor de P foi calculado para 4000 amostras do espectro do sinal em
funcao do tempo. Os valores calculados foram armazenados para representar o sinal bruto
obtido de um sensor de imagem real para a curva SPR y. A técnica da média espectral,
explicada na secao 3.3.1, foi aplicada utilizando N amostras de y para obter o sinal de
um quadro de imagem pré-processada y,, através da equagao (3.4). Com o sinal obtido,
foi calculado o angulo de ressonancia 6y utilizando os métodos de Primeiro Momento
e de Ajuste Polinomial descritos nas segoes 3.4.1 e 3.4.2. O indice de refracao para cada
quadro foi obtido com a substituicio de rgg por 05, na equacgio (2.3).

As técnicas de obtencao do angulo de ressonéancia foram analisadas a partir do desvio
padrao de 50 pontos do indice de refragao calculado. O desvio padrao é utilizado para
indicar o nivel de ruido da medigao, pois o indice de refragao obtido deveria ser constante,
uma vez que o valor nao foi alterado durante a simulacao. Utilizando a média espectral de
N amostras, comparou-se o desempenho dos métodos de Ajuste Polinomial e do Primeiro
Momento. A Figura 3.4 ilustra o comportamento dos métodos em funcao do ntamero de

amostras utilizados.

8 T | |
Polinémio
Momento

Desvio Padrao

Polinébmio

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65
NlUmero de Amostras

Figura 3.4: Comparacao entre Ajuste Polinomial e Primeiro Momento
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Analisando a Figura 3.4, pode-se verificar uma reducao do ruido a medida que eleva-se
o nimero de amostras utilizadas em ambos os métodos. Porém, a partir de 25 amostras
a redugao do ruido nao é tao significativa com o aumento do ntmero de amostras. O
método do Ajuste Polinomial apresenta um desempenho melhor do que o método do
Primeiro Momento, o que era esperado pela presenca do ruido espacial.

Para analisar as técnicas de pré-processamento do sinal, utilizou-se o desvio padrao
do indice de refracao calculado a partir do método do Ajuste Polinomial com e sem

suavizamento da curva. Os resultados obtidos estao ilustrados na Figura 3.5.
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Figura 3.5: Anélise das Técnicas de Pré-Processamento do Sinal de Imagem

A anélise sem o suavizamento foi feita utilizando-se apenas as técnicas da Média Es-
pectral e da Soma Normalizada, para o pré-processamento da curva. Pode-se verificar que
nao existe diferencas significativas entre as duas técnicas utilizadas. Isto pode ser expli-
cado pela utilizacao de um ruido branco na simulacao e por ter sido admitido constante
o nivel da intensidade de luz.

Para comparar a influéncia das técnicas de suavizamento, utilizou-se um conjunto de
5 pontos para a Média Movel e para a Mediana, que sao aplicadas apés a obtencao da
Média Espectral das amostras. A reducao do nivel de ruido é significativa quando se
utiliza-se o suavizamento da curva, principalmente para a técnica da média moével. Uma
reducao mais acentuada é verificada quando utiliza-se o filtro da média moével em série

por trés vezes.
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Um fator que influencia as técnicas de suavizamento analisadas, é o nimero de pontos
utilizados. O comportamento de cada técnica em funcao do ntmero de pontos utilizados

¢ ilustrado na Figura 3.6.
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Figura 3.6: Comportamento dos Filtros da Média Moével e Mediana em fungao do niimero

de pontos

Nas duas técnicas utilizadas, pode-se verificar uma reducao do nivel de ruido com o
aumento do nimero de pontos. Porém, a partir de 45 pontos observa-se que o nivel de
ruido comega a aumentar para a técnica da mediana, e que a reducao com a média moével
nao é significativa. Isto sugere que o niimero de pontos 6timo para a utilizagao das duas
técnicas estaria entre 35 e 43. O aumento do nimero de pontos utilizados reduz o nivel
de ruido, mas dependendo da quantidade de pontos pode haver perda na informacao.

Uma solugao para a reducao do nivel de ruido ¢é a utilizagao do filtro por mais de uma
vez no sinal de imagem. Isto é feito colocando-se filtros em série sobre o sinal de entrada,
o que aumenta a rejei¢ao ao ruido. O nivel de ruido obtido com a utilizagao do filtro da
Média Movel é ilustrado na Figura 3.7, enquanto que para o filtro da Mediana ¢é ilustrado
na Figura 3.8. Pode-se verificar que com a utilizacao de repetidas vezes para o filtro da
mediana, nao existe melhoria quando o nimero de vezes é superior a duas.

A repeticao da passagem do filtro da média movel apresenta uma melhoria significativa
no nivel de ruido com o aumento do niimero de repeticoes. Verifica-se que é possivel obter
uma reducao mais acentuada no nivel de ruido mesmo com a utilizagao de um niimero de
pontos menor. Com a passagem de trés repeticoes do filtro de média madvel, consegue-se

um nivel de ruido inferior a 107% com apenas 17 pontos.
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Figura 3.7: Resultados simulados obtidos com a repeticao da passagem do Filtro da Média
Movel

x 10
4 T I I
Mediana
35K e Mediana2 ||
Mediana3
\ — Mediana 4
18 3 g ; Mediana 5|
© :
©
© 25+ b
o
i)
> 25 — >Mediaka 3 .
()
0O 15+ .
. _
05 | | | | | | | | | |

1 1 1 1 1 1 1
3 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67 71 75 79 83

Numero de Pontos

L
3 7 11 15 19 2

Figura 3.8: Resultados simulados obtidos com a repeticao da passagem do Filtro da

Mediana

3.6 Conclusao

Este Capitulo apresentou um estudo sobre as principais fontes de ruido de um sensor de
imagem CMOS, além das técnicas utilizadas no equipamento proposto para minimizar o
ruido existente e obter o angulo de ressonancia a partir da curva SPR.

O ruido temporal existente pode ser fortemente reduzido através da realizacao da
média espectral. Entretanto, para minimizar o efeito do ruido espacial é necessario a uti-
lizagao de filtros espaciais. Os filtros da Média Movel e da Mediana foram escolhidos pela
facilidade de implementagao, e principalmente pela baixa complexidade computacional e

velocidade de execugao.



Capitulo 4
Metodologia de Desenvolvimento

Este capitulo descreve a metodologia empregada no desenvolvimento do equipamento
proposto neste trabalho na secao 4.2. Como o equipamento é um sistema embarcado, a
secao 4.1 introduz o conceito deste tipo de sistema. Nas secoes 4.3 e 4.4 sao apresentadas
as principais caracteristicas e funcionamento de dois dispositivos utilizados na confeccao

do instrumento proposto.

4.1 Introducao

Um sistema embarcado pode ser definido como qualquer dispositivo que inclui um com-
putador programavel que nao é projetado para ser de uso geral (39). Tipicamente, eles
sao implementados a partir de diferentes tecnologias, como microprocessadores, micro-
controladores, DSP, circuitos reconfiguraveis, circuitos analogicos e de microondas e até
mesmo sistemas microeletromecénicos (MEMS - MicroElectroMechanical Systems).
Apesar de existirem diversas maneiras de se implementar um sistema embarcado, o uso
de microprocessadores oferece uma série de vantagens que o tornam a melhor escolha para
a maioria das aplicagoes. A possibilidade de realizar as fungoes exigidas pelo equipamento
através de software, proporciona uma série de beneficios dos quais alguns sao citados

abailxo:

e reducao no tempo de projeto, uma vez que nao é necessario o desenvolvimento de

um hardware especifico para implementar as fungoes do sistema.
e custo reduzido

e flexibilidade em alterar as caracteristicas de funcionalidade do dispositivo, pois a
realizacao de operacoes diferentes pode ser possivel apenas mudando o software

existente.

36
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e facilita o desenvolvimento de familias de produtos, pois projetando o hardware de
maneira que ele possa ser extendido a outras aplicacoes, é possivel alterar as ca-
racteristicas do dispositivo de acordo com as mudancas do mercado apenas com

uma simples mudanga no software.

e eficiéncia e rapidez

Embora tradicionalmente os sistemas embarcados sejam projetados para uma funcao
especifica, atualmente é cada vez mais constante o aumento da funcionalidade destes
sistemas. A utilizacao de sistemas operacionais como Linux Embarcado, Windows CE,
Symbia e outros, torna os sistemas embarcados atuais mais flexiveis e com recursos mais
avangados. Isto faz com que estes dispositivos se aproximem cada vez mais de um com-
putador pessoal portatil.

Atualmente os sistemas embarcados sao os responsaveis pela utilizacdo de mais de
90% por cento dos microprocessadores produzidos no mundo, estando presente em uma
grande variedade de aplicagoes. Aparelhos de telefone celular e de DVD, microondas,
automoveis, GPS, sao exemplos de aplicagoes de sistemas embarcados que sao comuns e
em alguns casos indispenséveis atualmente.

Em muitas aplicagoes é adequada a integracao do sistema em uma tnica pastilha (SoC
- System-on-a-Chip). A arquitetura de hardware de um SoC embarcado pode conter
um ou mais processadores, memorias, interfaces para periféricos e blocos dedicados. Os
componentes sao interligados por uma estrutura de comunicacao que pode variar de um
barramento a uma rede complexa (NoC - Network-on-a-Chip) (40). Os processadores
podem ser de tipos diversos (RISC, VLIW - Very Long Instruction Word, DSP, até ASIPs
- Application Specific Processor), conforme a aplicagao. O software de aplica¢ao pode ser
composto por miltiplas tarefas, distribuidas entre diversos processadores e comunicando-
se através de diferentes mecanismos. Em muitos casos sao gerenciados através de um
sistema operacional de tempo real (RTOS) (41), que fornece, pelo menos, servigos de

comunicagao e escalonamento de processos.

4.2 Descricao do Projeto

No desenvolvimento de um sistema embarcado é extremamente importante seguir uma
metodologia de projeto apropriada, uma vez que a dificuldade para a descoberta e correcao
de possiveis falhas é mais acentuada, devido as limitagoes para se depurar o sistema.

A realizacao do projeto de maneira sistematica reduz o custo e o tempo de desen-
volvimento e facilita o trabalho em equipe. Desta forma é possivel dividir as tarefas,

como desenvolvimento de hardware e software, de maneira a atender as especificagoes do
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sistema e agrega-las quando estiverem concluidas, além de prever e corrigir os erros do
projeto.

Existem diferentes metodologias para o desenvolvimento de sistemas embarcados na
literatura (39,42-45). A escolha da técnica mais apropriada para o desenvolvimento nao
faz parte do escopo deste trabalho, sendo empregada uma metodologia simples, porém
eficaz, que utiliza a linguagem de modelagem unificada (UML) (39).

Esta se¢ao apresenta a metodologia empregada para o desenvolvimento do equipa-
mento proposto neste trabalho. Na se¢ao 4.2.1 sao apresentados os requisitos do projeto.
A especificagao conceitual é discutida na secao 4.2.2 e a arquitetura do sistema na secao
4.2.3.

4.2.1 Requisitos do Projeto

A primeira etapa do desenvolvimento é a definicao dos requisitos do sistema, os quais
devem ser alcangados com a confeccao do equipamento. Os requisitos para o equipamento

proposto sao apresentados de maneira simples na forma de um check list de acordo com
a Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Requisitos do Projeto

Nome Sistema Eletronico de Aquisicao e Processamento para Biosensores
Objetivo Medir o Indice de Refracdo
Entradas teclado ou tela sensivel ao toque (touch screen), sinal de imagem

da curva SPR, temperatura, corrente do diodo laser

Saidas mostrador de cristal liquido (display LCD), sinais de controle da

camera, sinais de controle da temperatura e da corrente

Funcoes excitar o efeito SPR, pre-processar o sinal da Curva SPR, encontrar
o minimo da curva SPR, variar o nivel de corrente e da temperatura,

disponibilizar a curva SPR e o indice de refracao calculado

Desempenho calcular o indice de refracao em um tempo de amostragem menor

que 2 segundos com uma precisao na ordem de 1-107° RIU

Tamanho e Peso | suficientes para ser transportado com facilidade por uma pessoa

As funcionalidades do sistema, que definem o que o equipamento deve realizar, assim
como as agoes que o usuario pode executar, sao ilustradas através do diagrama de uso de

caso da Figura 4.1.
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escolher a técnica de anélise do minimo

calibrar o sensor
ajustar a temperatura

<— wusudrio — >

requesitar aquisicdo da curva spr ajustar a corrente

escolher a técnica de pre-processamento do sinal

calcular a largura da curva SPR

obter o minimo da curva pre-processar a curva

controlar a corrente

controlar a temperatura

excitar o efeito SPR

adquirir a curva SPR

calcular o indice de refragéo

Figura 4.1: Diagrama de casos de uso.
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4.2.2 Especificagao Conceitual

Estabelecidos os requisitos do projeto, assim como as agoes a serem executadas pelo
usuério e pelo sistema, define-se entao as especificagoes conceituais do projeto que sao

apresentadas nesta secao.

Pode-se dividir o equipamento em dois grandes moédulos de acordo com o diagrama de

blocos da Figura 4.2.

Unidad
Unidade > mdea ©
de _ o
Processamento Aquisicao e Controle

Figura 4.2: Diagrama de blocos simplificado do sistema.

A Unidade de Aquisi¢ao e Controle é responsavel pela excitagao do efeito SPR, aquisi¢ao
do sinal de imagem, controle da corrente do diodo laser e controle da temperatura. A
Unidade de Processamento contém a interface com o usuério e realiza o processamento
do sinal de imagem.

Para realizar as funcoes estabelecidas nos requisitos do projeto e permitir uma comu-
nicacao entre a Unidade de Processamento e a Unidade de Aquisicao e Controle, foram

criados os comandos que sao apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Comandos do Sistema

Comando Parametros

Adquirir curva SPR nenhum

Enviar curva SPR curva SPR

Modificar Corrente valor da corrente
Modificar Temperatura valor da temperatura

O comando de adquirir curva é enviado pela Unidade de Processamento, fazendo com
que a Unidade de Aquisi¢ao e Controle envie os dados referentes a curva SPR no final de

sua aquisicao. Estes comandos podem ser modelados através do diagrama de classe da

Figura 4.3.
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Comando

Adquirir Curva Enviar Curva Ajustar Corrente | | Ajustar Temperatura

Figura 4.3: Comandos do Sistema.

Definidos os comandos para realizar a comunicagao entre os moédulos do sistema, é pre-
ciso estabelecer os principais componentes de cada médulo. A Unidade de Processamento
pode ser dividida, de acordo com as fungoes que deve executar, através do diagrama de

classes da Figura 4.4.

Unidade de Processamento

T~ —

Interface com Usuario | | Métodos de Analise Pré Processamento | | Leitor de Dados

Figura 4.4: Diagrama de classe da Unidade de Processamento.

Nesta secao ¢é feita apenas uma descri¢ao conceitual abordando as caracteristicas basi-

cas de cada componente:

e A classe Pre Processamento realiza o tratamento do sinal bruto da curva SPR,

buscando minimizar o efeito do ruido e suavizando o sinal.

e A classe Métodos de Anélise implementa as técnicas utilizadas para encontrar o
angulo de ressonancia, descritas na segao 3.4, a partir do qual é calculado o indice

de refragao.

e A classe Leitor de Dados solicita a aquisicao da curva SPR, através do envio do
comando adquirir curva e recebimento dos dados enviados pela Unidade de Aquisigao

e Controle.

e A classe Interface Com o Usuério implementa as janelas e graficos que permitem a
interacao do usuario com o sistema, possibilitando-o realizar as acoes descritas no

diagrama da Figura 4.1

A Unidade de Aquisicao e Controle é representada pelo diagrama de classes em UML

da Figura 4.5, onde é dividida em trés componentes principais:
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e A classe Interface para Camera gera os sinais necessarios para controlar a camera e

adquirir o sinal de imagem correspondente a curva SPR.

e A classe Unidade de Recepgao e Transmissao, interpreta os comandos recebidos da

Unidade de Processamento e envia os dados referentes a curva SPR.

e A classe controlador interpreta os comandos de ajuste de temperatura e de corrente,
além de definir o tipo de controle empregado para manter os valores de temperatura

e corrente no ponto de operacao escolhido.

Unidade de Aquisicdao e Controle

Controlador | | Unidade de Recepcao e Transmisséo | | Interface para Camera

/ﬂ

Controlador de Corrente || Controlador de Temperatura

Figura 4.5: Diagrama de classe da Unidade de Aquisi¢ao e Controle.

4.2.3 Projeto da Arquitetura

A arquitetura, do hardware e do software que compoe o dispositivo, é desenvolvida para
atender aos requisitos e as especificagoes do projeto, descritos nas secoes 4.2.1 e 4.2.2.
O sistema deve ser flexivel o suficiente para ser expandido, de maneira atender futuras
modificacoes e caracteristicas adicionais que possam ser implementadas. Por esta razao,
optou-se por uma arquitetura microprocessada. Nesta arquitetura, as funcionalidades
do sistema, descritas na Figura 4.1, sao todas realizadas por software, com excecao da
excitagao do efeito SPR e aquisi¢ao da imagem.

O hardware desenvolvido para compor a Unidade de Aquisi¢cao e Controle e A Unidade
de Processamento, é disposto segundo a arquitetura da ilustrada na Figura 4.6. A Unidade
de Processamento deve ser capaz de executar a interface grafica com o usuario, além
de processar os algoritmos para suavizamento da curva SPR e obtengao do angulo de

ressonancia.
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e : . Ap|iﬁcador

[ Memdria RAM|[ Mémoria Flash] - s
. . CPU Camera
<\;> D/A D/IAl
Display | 4
LCD CcPU . . Controlador -
) . : . de |, Diodo —
Dispositivos . : Corrente Laser
de Entrada .
. . . Foto
...... -...................... : D|od0
Unidade de Processamento .
Controlador Modulo
de — de
Temperatura Peltier
Sensor
de
Temperatura

Unidade de Aquisicéo e Controle -

Figura 4.6: Arquitetura basica do sistema.

A Unidade de Processamento é composta por um display LCD, uma CPU, dispositivos
de entrada, memoria flash e memoéria RAM. O display LCD fornece os recursos visuais
da interface com o usuario. O dispositivos de entrada sao teclado, mouse e um touch
screem, para permitir que o usuario interaja com o sistema. A memoria flash tem a
funcao de armazenar o sistema operacional do dispositivo, o software implementado e os
dados referentes as medigoes realizadas com o instrumento. A memoria RAM deve ser
suficiente para atender os requisitos do software desenvolvido, que é executado pela CPU
da Unidade de Processamento.

A Unidade de Aquisicao e Controle é composta por uma Unidade de Aquisicao, uma
unidade de Controle e uma CPU. A Unidade de Aquisicao de Imagem é composta por
uma camera e um circuito de condicionamento, para adquirir o sinal de imagem da curva
SPR. A Unidade de Controle é formada por um controlador de temperatura e outro de
corrente, para manter as condi¢oes de temperatura e da corrente do laser estaveis. A CPU
gerencia a comunicacao com a Unidade de Processamento, e gera os sinais de controle para

a Unidade de Aquisi¢ao de Imagem e para a Unidade de Controle.

4.3 Microcontrolador ADuC

O ADuC é um microcontrolador fabricado pela Analog Devices e pode ser dividido em
duas familias de acordo com sua arquitetura interna. A familia 800 possui uma arquitetura

ja bastante utilizada e conhecida que é a arquitetura 80C52 da Intel. A familia 7000
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contém uma arquitetura ARM.

Os microcontroladores ADuC foram inicialmente desenvolvidos para sistemas de ins-
trumentagao incorporando recursos de processamento de informacao analogica, por esta
razao recebem a denominacao de Microconversores pela Analog Devices. Porém, a aplica-
bilidade destes microcontroladores é bastante variada, tendo sido utilizado com sucesso
para aplicagoes didaticas (46,47) e para controle de processos (48).

O ADuC 841 é o microcontrolador mais rapido da familia 800, podendo processar até
20 MIPS (mega instrugoes por segundos), e suas principais caracteristicas sao listadas
abaixo (37).

e 8 canais de conversores A /D de 12 bits

frequéncia de amostragem do conversor A /D de até 420 kSamples/segundos

2 conversores D/A de 16 bits

3 timers

32 pinos de entrada e saida de uso geral (GPIO)

memoria RAM de 2 kBytes

e memoria programa de 64kBytes

A configuragao dos periféricos é feita de maneira bastante simples apenas modificando
o valor dos registradores referentes ao periférico. A programacao pode ser feita utilizando
linguagem Assemby e C. A simplicidade de programagao e caracteristicas de hardware
dos microcontroladores ADuC, fazem deste dispositivo uma alternativa viével para o de-

senvolvimento de sistemas embarcados.

4.4 Plataforma OMAP

O OMAP (Open Mobile Application Processor) é um SOC desenvolvido pela Tezas Ins-
truments para atender as necessidades de processamento e baixo consumo das aplicagoes
moveis. A plataforma OMAP combina um processador de alta performance e eficiéncia
energética com uma arquitetura de software aberto de facil utilizagao (49).

A variedade de produtos OMAP consiste de varias familias de dispositivos voltados
para diferentes mercados. Estes dispositivos englobam processadores para terminais de
multimidia como OMAP1510 e OMAP1610, que possuem uma arquitetura de ntucleo
duplo, até dispositivos para aplicacoes de baixo custo como OMAP710 e OMAP730, com

arquitetura de nucleo tnico(50).
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O OMAP1510 é composto por um processador digital de sinais (DSP) da familia
TMS320C55x em conjunto com um T1 enhaced ARM925 (51,52). O ARM925 é utilizado
para controlar func¢oes de alto nivel em interfaces com usuario e em sistemas operacionais,
como Symbiam, Windows CE, Linux, Palm OS e Nucleus. O TMS320C55x é um DSP
de alto desempenho e eficiéncia energética, que é utilizado para acelerar as aplicagoes
do sistema, realizando as tarefas que exigem um maior nivel de complexidade como o
processamento de imagem e audio. O DSP também realiza as tarefas de processamento
de uma maneira muito mais eficiente quanto ao consumo da bateria.

Além disso, o OMAP1510 possui uma arquitetura de software aberto, que é projetada
para manter o hardware dual-core transparente ao usuario. Desta forma o usuario pode
facilmente programar e integrar o OMAP1510 em um produto multifuncional.

A arquitetura de nucleo duplo proporciona os beneficios tanto da tecnologia do DSP
quanto da tecnologia RISC do AMR925, o que faz com que o OMAP1510 seja um proces-
sador de alta performance e com uma eficiéncia elevada em relagao ao consumo da bateria.
Isto possibilita a construcao de equipamentos com um tamanho reduzido, capaz de fun-
cionar por um longo periodo de tempo, uma vez que as dimensoes fisicas da bateria
influenciam significativamente no tamanho do equipamento final.

Outra caracteristica que torna o OMAP1510 bastante atrativo, para ser utilizado no
desenvolvimento de sistemas embarcados, é a quantidade de periféricos que ele possui
internamente. Isto faz com que ele seja capaz de executar varias fun¢des com um nimero
de componentes externos reduzido. A Figura 4.7 ilustra a arquitetura de alto nivel do

OMAP1510.

Programa Externa Dados Externos Meméria Interna
Meméria Flash Meméria SDRAM SARAM

! i

Controlador de Trafigo e de Meméria

MMU DSP
| MMU MPU IF Memoéria Externa IF
. MPU IF | DATAIF | Programa IF
| Cache D Cache Sistema 9
DMA DSP DMA | Cache
Nucleo MPU Nucleo DSP

i 7

‘ Periféricos ‘

Controlador de LCD, Interrupgoes, Timers, USB,GPIO, UART

Figura 4.7: Diagrama de blocos do OMAP1510.



Capitulo 4. Metodologia de Desenvolvimento 46

TMS320C55x DSP

A arquitetura do DSP C55 consegue alcangar um desempenho elevado e pouco consumo
através do aumento do paralelismo e do foco total na reducao da dissipagao de poténcia.
A CPU suporta uma estrutura de barramento interno composta de um barramento de
programa, trés barramentos de leitura de dados, dois barramentos de escrita de dados e
barramentos adicionais dedicados a atividades de periféricos e acesso direto a memoria
(DMA). Estes barramentos proporcionam a habilidade de realizar até trés leituras de
dados e duas escritas em um unico ciclo. Em paralelo, o controlador de DMA pode
realizar a transferéncia de até dois dados por ciclo independente da atividade da CPU.
A CPU Cbh5x possui duas unidades de multiplicadores-acumuladores (MAC), cada
uma capaz de realizar a multiplicacao de 17 bit x 17 bit em um tunico ciclo. A unidade
logica aritmética (ULA) de 40 bit é auxiliada por uma ULA de 16 bit. A utilizagao das
ULAs pode ser controlada pelo usuério através do conjunto de instrugoes, proporcionando
a habilidade de otimizar a atividade paralela e o consumo de energia. Estes recursos sao
gerenciados na unidade de enderegos (AU) e na unidade de dados (DU) da CPU C55x.

TI-Enhanced TI925T RISC Processor

A unidade de microprocessador (MPU) é um processador TI925T do tipo RISC (reduced
instruction set computer). O TI925T é um processador de 32 bit que trabalha com
instrugoes de 32 bit e 16 bit e processa dados de 32 bit, 16 bit ou 8 bit. O processador
TI925T & baseado na tecnologia ARM9 (ARM-Advanced RISC Machine’s). O ntcleo usa
pipelining entao todas as partes do processador e do sistema de memoria podem operar

continuamente. O ntcleo da MPU incorpora:

e um coprocessador 15 (CP15) e modulo de protecao

e Unidades de Gerenciamento de Memoria (MMUs) de dados e de programa com table

look-aside buffers.

e Uma memoria cache separada em 16kbytes para instrugoes e 8kbytes para dados.

Both are two-way associative with virtual index virtual tag (VIVT).

e Um buffer de escrita de 17 palavras.
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4.5 Conclusao

Este Capitulo apresentou a metodologia empregada na elaboragao do instrumento pro-
posto neste trabalho, abordando os procedimentos necessarios para desenvolver com efi-
ciéncia um equipamento portatil.

A arquitetura e as funcionalidades de dois processadores,o OMAP1510 e o ADuC
841, foram descritas. O ADuC se mostrou uma alternativa com custo reduzido para
realizar o processamento embarcado, porém, com limitacoes de velocidade e memoria que
o impossibilitam de realizar o processamento completo necessério para o instrumento. O
OMAP1510 demonstrou ser uma alternativa viavel com recursos suficientes para atender
os requisitos do projeto, podendo ser utilizado como tnico dispositivo microprocessado

que compoe a solugao portatil.



Capitulo 5

Solucao Proposta

5.1 Introducao

Este capitulo apresenta a solugao proposta para implementar o transdutor fisico-quimico,
baseado no efeito SPR, e a unidade de processamento do sinal e interface com o usuario
que compoe o sistema de aquisicao e processamento de sinal para biosensores proposto
neste trabalho.

Na secao 5.2 é descrita a estrutura fisica do instrumento. Na se¢ao 5.3 é apresentada
0 hardware desenvolvido para compor a arquitetura descrita na secao 4.2.3. O software
implementado, para realizar o processamento do sinal e fornecer uma interface para o

usuario, é apresentado na secao 5.4.

5.2 Descricao do Moédulo

O equipamento foi construido numa estrutura modular de aluminio, ilustrada na Figura
5.1. Esta estrutura ¢ a base para a fixagao dos componentes 6ticos e eletronicos necessérios
para excitacao do efeito SPR e aquisicao do sinal de imagem, além do bio-chip e da célula
de fluxo que integram a configuragao ilustrada na Figura 2.2.

O diodo laser e as lentes colimadoras estao localizados dentro da caixa principal. O
feixe de luz incide sobre a superficie sensora colocada em P2 e excita o efeito SPR. A luz
refletida pelo chip é captada pela Unidade de Aquisicao da Imagem localizado em P1.
A célula de fluxo posicionada sobre a superficie sensora em P2. Na parte posterior sao

fixados o controlador de corrente do laser e o controlador de temperatura.

48
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Figura 5.1: Estrutura metalica do biosensor.

5.3 Hardware

Para compor a arquitetura de hardware apresentada na segao 4.2.3, sao propostas duas
solucoes diferentes que estao ilustradas na Figura 5.2. A primeira solucao utiliza um com-
putador pessoal como Unidade de Processamento. Na segunda solugao o PC é substituido
pelo kit Innovator1510, o que torna o equipamento totalmente portétil.

A Unidade de Aquisi¢ao e Controle é composta por um controlador de corrente, um
controlador de tensao e uma Interface para Camera que sao descritos nas secoes 5.3.1,
5.3.2 e 5.3.3 respectivamente.

A comunicacao, entre a Unidade de Aquisicao e Controle e a Unidade de processa-
mento, é feita através da porta serial. O microcontrolador ADuC841 foi escolhido para
ser a CPU da Unidade de Aquisicao e Controle pela facilidade de manipulagao, mas o

sistema permite que o DSP contido no OMAP1510 seja utilizado para esta finalidade.
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Figura 5.2: Hardware desenvolvido.

5.3.1 Controlador de Corrente

A intensidade do laser é controlada através de um controlador PI de corrente LD1100
(53), que compara o sinal de corrente do foto diodo com o valor de referéncia e ajusta a

corrente no diodo laser através de uma fonte de corrente.

5.3.2 Controlador de Temperatura

O controle de temperatura é feito com um modulo de Peltier acionado pelo controlador
TCM1000T (54). Este controlador adquire o valor da temperatura através de um sensor
termo resistivo do tipo NTC de 10k ohm e regula a corrente do moédulo de Peltier para

manter a temperatura constante.

5.3.3 Unidade de Aquisicao da Imagem

A Unidade de Aquisigao de Imagem é a responsavel por adquirir a resposta da excitagao do
efeito SPR, através da captagao do sinal de imagem gerado pela reflexao da luz incidente
no bio chip.

O circuito eletronico, desenvolvido para a Unidade de Aquisi¢ao da Imagem, foi divi-
dido em dois médulos como ilustrado pelo diagrama de blocos da Figura 5.3. O moédulo
M1 contém uma camera para captar a imagem e um circuito de condicionamento para
amplificar e filtrar o sinal de video.

O moédulo M2 é responséavel por gerar os sinais de controle da cAmera e armazenar o

sinal de imagem obtido, através do ADuC841. O sinal de clock da camera é gerado pelo
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CI 74HCT4046, que esté configurado como um VCO, de forma que a frequéncia do clock

depende do valor de tensao estabelecido pelo conversor DA do ADuC.

. abo Coaxial
ER—
' Int. 0
Int. 1
5 o1 ™ ADUC 841
<« 74HCTa046 €| Conv. DA

Figura 5.3: Unidade de Aquisi¢ao da Imagem.

O elemento sensor de imagem escolhido para compor a unidade de aquisi¢ao, foi uma
camera CMOS unidimensional de 1024 pizel da Hamamatsu (52926)(38). Como a infor-
macao da curva SPR estd presente em apenas uma linha do sinal de imagem, optou-se
pela escolha de um sensor unidimensional. Este tipo de sensor apresenta uma maior faci-
lidade na aquisi¢ao e processamento do sinal, além da necessidade de uma quantidade de
memoria reduzida para armazenar o sinal obtido em relagao ao sinal proveniente de uma
camera bi-dimensional.

Um sensor de imagem unidimensional, porém, oferece a desvantagem de nao permitir
que uma seja feita uma média do sinal em funcao do nimero de linhas em um mesmo
quadro. Outra desvantagem ¢é a impossibilidade da construcao de um sensor multianalitico
com apenas uma camera. Com uma camera bidimensional tnica, também é possivel
colocar um canal de referéncia e fazer a medigao simultanea da referéncia e do sinal da
substancia a ser analisada a cada quadro, buscando minimizar o efeito do ruido.

As principais caracteristicas elétricas e 6ticas da camera Hamamatsu S2926 que podem
influenciar na qualidade do sinal obtido, assim como foi apresentado na secao 3.2, sao
citadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Caracteristicas Elétricas e Oticas da Camera S2926

Parametro Valor Tipico | Valor Maximo | Unidade
Frequéncia do Clock -f(clk) - 800 kHz
Velocidade de aquisicao f(clk)/4 200 kHz
Corrente Escura 3 30 fA
Ruido de Leitura da Saida 0.3 - mVrms
Resposta de Nao Uniformidade do Foéton | - + 5% -
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A caracteristica que mais influencia na depreciacao do sinal é a resposta nao uniforme
que ¢ de até 5%. Para minimizar este efeito, o sinal medido é sempre normalizado em
funcao de um sinal de referéncia. A sensibilidade méxima da camera é obtida com um
comprimento de onda de 700 nm, que é bem préoximo ao utilizado para excitar o efeito
SPR no bio chip da VIR utilizado, cujo valor é de 670 nm.

As dimensoes fisicas da camera S2926 proporciona uma largura de pizel de 7.8 um
e altura de 125 um, resultando em uma area sensivel de 7.9872 mm . A resolugao do
instrumento esta diretamente relacionada com a geometria do sensor de imagem, podendo
ser calculada em fungao das dimensdes da camera (15). Com uma largura de pizel de 7.8
pwm a resolucao do sensor é de 1.92 - 10~4RIU.

O diagrama de tempo ilustrado na Figura 5.4 descreve o funcionamento da camera
S2926. Para iniciar a aquisi¢ao de um quadro da imagem, que contém 1024 pixel, é preciso
gerar um pulso de inicio de varredura(ST). Durante o periodo em que ST permanece em
nivel baixo o pulso de clock s6 deve realizar uma transigao de descida. A velocidade de
aquisicao Vr do sinal de video é definida em funcgao da frequéncia do clock através da
equagao (5.1) (38).

1
F(clk)

O valor analogico, referente a cada elemento de imagem do sensor, é disponibilizado

(5.1)

sequencialmente na saida depois que o pulso inicial foi recebido. Um pulso de Trigger
¢ gerado para indicar o instante no qual o valor de um pizel esta disponivel na saida.
Quando todos os 1024 pizel sdo transmitidos, um pulso de fim de quadro (EOS) é gerado

para indicar que a varredura de um quadro foi completada.

EOS .

Figura 5.4: Diagrama de tempo da camera S2926.
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5.3.4 Unidade de Processamento

Para compor a unidade de processamento, optou-se pela escolha do SOC OMAP1510
em funcgao dos recursos disponiveis apresentados na segao 4.4. Durante a fase de desen-
volvimento, foi utilizado o kit Innovator 1510 da Tezas Instrument (52) com objetivo de
agilizar a criacao do protétipo e realizagao de testes.

O Innovator 1510 é uma plataforma de desenvolvimento versétil, criada de forma
modular, que pode ser montada como se fosse um PDA e até mesmo ser utilizada como
produto final. Esta plataforma oferece recursos que permite utilizar as principais fun-
cionalidades do OMAP1510, através de 5 modulos:

e Modulo do Processador- é composto pelo processador OMAP1510, memoria SDRAM
de 32 M Bytes, memoria Flash para usuario de 32 M Bytes, acesso a memoria SD /MMC,
Boot Flash de 4 M Bytes, memoéria RAM de 256 kBytes e alimentacao.

e Modulo de Interface- composto por um display LCD de 240x320 pixels e 65,535
cores, touch screen, 4 chaves, 2 portas USB, 2 portas seriais, um microfone, codec

de audio, Headphone, interface para o modulo da camera, gerenciador de bateria

e Modulo de expansao- disponibiliza os pinos dos periféricos do OMAP, oferecendo ao
usuério a possibilidade de desenvolver seu proéprio circuito e poder acoplar ao kit,

adicionando funcionalidades especificas da aplicagao.

e Breakout Board- proporciona suporte a teclado, mouse, ethernet e capacidade de

depuracao avancada.

e Modulo da Camera- é composto por uma camera CMOS de 8 bits

O Innovator 1510 permite o desenvolvimento completo de um sistema portatil. O
sistema operacional e as aplicagoes desenvolvidas podem ser gravados na memoria Flash ou
até mesmo em uma memoria externa em um cartao SD. Como durante o desenvolvimento
é necessario alteragoes no software e uma maior flexibilidade para programacao, optou-
se por utilizar a configuracao em rede ilustrada na Figura 5.5. O sistema operacional
escolhido foi o Linuz, por ser um sistema aberto e oferecer ferramentas de software livre

adequadas para a o desenvolvimento de aplica¢oes voltadas a sistemas embarcados.
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Figura 5.5: Configuracao em rede da Unidade de Processamento.

Na memoria Flash do Innovator 1510 esta gravado somente o uboot. O uboot é um
bootloader, que € iniciado toda vez que o kit é ligado. Sua funcao é oferecer suporte para
acessar os dispositivos onde a imagem do kernel se encontra, como por exemplo uma rede
ethernet, disco local e disco removivel. O uboot foi configurado para criar um console, que
pode ser acessado por um PC através de uma comunicacao pela porta serial. O terminal
utilizado no PC para comunicagao serial foi o Minicom.

No computador utilizado como estacao de trabalho foi configurado um servidor TEF'TP
(Trivial File Transfer Protocol), para permitir a transferéncia de arquivos do PC para o
Innovator 1510. Um servidor DHCP (Dynamic Host Client Protocol) foi configurado no
mesmo PC para fornecer o endereco de IP ao Imnovator 1510. Além disso, um servidor
NFS (Network File System) foi instalado para permitir que o sistema de arquivos seja
montado através da rede.

A imagem do kernel, o sistema de arquivos e os aplicativos desenvolvidos ficam todos
armazenados no PC. Isto permite uma maior flexibilidade durante o desenvolvimento, pois
com o uso de um cross compilador instalado no PC é possivel recompilar o kernel, adicionar
programas e bibliotecas, além de alterar o codigo da aplicacao com uma velocidade muito
maior do que se estivesse sendo feito dentro do Innovator.

Quando a o kit Innovator 1510 é ligado ele realiza uma sequéncia de boot previamente
determinada, que é estabelecida através da configuracao das varidveis de ambiente do

uboot.
e Inicialmente o uboot gravado na Flash ¢ executado

e A imagem do kernel é transferida pelo servidor TFTP e carregada na memoéria RAM
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do Innovator.

A imagem do kernel é executada.

O Kernel se auto descompacta.

Os drives do sistema compilados estaticamente sao inicializados.

O sistema de arquivos é montado através do servidor NF'S.

O espago do usuario é configurado e sao inicializados os servigos do sistema.

Quando a sequéncia de boot é finalizada o sistema esta pronto para executar a aplicagao

desenvolvida, que pode ser inicializada através do terminal da estacao de trabalho.

5.4 Software

Esta secao apresenta uma descricao detalhada das especificagoes conceituais apresentadas
na secao 4.2.2, no que se refere a implementacao da arquitetura do software discutida na
secao 4.2.3.

O software desenvolvido é executado em dois processadores diferentes que foram apre-
sentados nas se¢oes 4.3 e 4.4 , um ADuC841 e um OMAP1510. No ADuC841 foi implemen-
tada a Interface para Camera que compoe a Unidade de Aquisi¢ao e Controle ilustrada na
Figura 4.5. O OMAP1510 é o responséavel por executar as classes que integram a Unidade

de Processamento ilustrada na Figura 4.4.

5.4.1 Interface para Camera

A Interface para a Camera é um firmware desenvolvido para o ADuC841, que tem a
fungao de gerenciar a Unidade de Aquisigao de Imagem apresentada na segao 5.3.3.

No inicio do programa sao feitas as configurac¢oes da porta serial, dos conversores A /D
e D/A, do Timer 1 e sdo habilitadas as interrupgoes externas 0 e 1. O conversor D/A 1
esté ligado externamente a um VCO e o valor de tensao selecionado para este conversor,
determina a frequéncia do sinal de clock da camera. Apo6s as configuracoes iniciais, o
programa entra em um estado de espera aguardando o recebimento do comando para
adquirir a imagem, que deve ser enviado pela Unidade de Processamento. O autémato

da Figura 5.6 modela o programa a partir do estado inicial Aguarda Aquisi¢ao.
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Figura 5.6: Autémato da Interface para Camera.

Quando o comando para adquirir a curva é recebido, o programa passa para o estado
Gerar Pulso Inicial. O pulso de inicio de quadro é gerado através de uma funcao denomi-
nada start. Esta funcao coloca em nivel baixo o sinal do bit P2.1, que é o bit 1 da porta
paralela 2 do ADuC841 , durante o intervalo de um periodo e meio do sinal de clock.
O intervalo de tempo é controlado através do timer 1 do ADuC, configurado de acordo
com a frequéncia do clock selecionada. Quando o tempo estipulado para o pulso inicial
¢é alcancado, o Timer 1 gera uma interrupcao Int Timer 1 e o programa passa para o
estado denominado Estado de Espera.

O programa permanece no Estado de Espera até que um pulso de Trigger seja recebido
pelo ADuC 841. O sinal de Trigger gera uma interrupgao externa, desviando o programa
para o estado Inicia Conversao. Neste estado, é inicializada a conversao do conversor A /D
0 para adquirir o sinal correspondente a um pizel.

Quando o conversor A/D termina de converter, ele gera uma interrupgao que ativa
a func¢do denominada AD e desvia o programa para o estado Salva Valor do AD. Neste
ponto, o valor do A/D 0 ¢ salvo na memoria acrescido do valor anterior referente ao
pizel. O programa retorna ao Estado de Espera e fica alternado entre os estados Inicia
Conversao e Salva Valor AD, até que todos os dados referentes aos pizels de um quadro
sejam recebidos e armazenados.

A interrupcao externa 1 é gerada quando o pulso de fim de quadro é obtido, desviando
o programa para o estado Aumenta numCiclo. Neste estado o valor da varidvel numCiclo,
que indica o numero de quadros que foi adquirido, é incrementado. O ciclo de aquisi¢ao é
novamente executado até o valor de numCiclo atingir o valor pre-definido para o ntimero
de quadros a ser adquiridos. Isto corresponde ao evento Ciclos Completos, que desvia o
programa, para o estado Envia Quadro. Os dados correspondentes ao sinal de imagem
adquirido é entao enviado através da porta serial & Unidade de Processamento. Quando

o quadro completo é enviado, o programa retorna ao estado inicial Aguarda Aquisicao.
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5.4.2 Unidade de Processamento

Os algoritmos de processamento de sinal, de aquisicao da curva SPR e a interface com
usuério, que fazem parte da Unidade de Processamento, foram desenvolvidos através da
QT para serem executados em uma versao do Linux para sistemas embarcados.

A QT é um conjunto de padroes para o desenvolvimento de aplicacoes de alta perfor-
mance que podem ser executadas em multiplas plataformas. A QT engloba bibliotecas
de classes em C++ e ferramentas de desenvolvimento de multi plataformas e internacio-
nalizagao (55).

A QT foi escolhida por ser uma ferramenta de desenvolvimento de software livre de facil
manipulacao, que apresenta uma documentagao clara, intuitiva e completa. Outra grande
vantagem é a possibilidade da utilizagao do mesmo cédigo em plataformas diferentes como
Linux, Windows, MAC OS, Linux Embedded. Isto permite que o programa desenvolvido
para ser executado em um computador pessoal seja utilizado no Innovator 1510, bastando
apenas compilar o codigo do programa utilizando a Qtopia, que é a versao da QT para
sistemas embarcados. Desta forma, o tempo de desenvolvimento é bastante reduzido, pois

¢é necessério a implementacao de apenas um co6digo de programa para as duas plataformas.

Leitor de Dados

A classe Leitor de Dados é responsavel por solicitar a leitura do sinal de imagem da curva
SPR & Unidade de Aquisicao e Controle, gerenciando a comunicacao e armazenando os
dados obtidos. A comunicacao é feita através da porta serial, utilizando a biblioteca
gextserial. A inicializacao da porta serial e a atribuigao das configuracoes, sao feitas no
construtor da classe. O diagrama da Figura 5.7 ilustra a composicao da classe Leitor de
Dados.

LeitorDeDados
- bytesDisponivel : int
- envio :int
+ buf : char
+ lerCurva(inout curva : void)
+ calibrarCurva(inout curva : Curva) : Curva

Figura 5.7: Classe Leitor de Dados.

Os métodos da classe recebem ponteiros para parametros do tipo Curva, que foram
criados para armazenar os dados referentes aos pizel do sinal de imagem obtidos. O
atributo curvaReferéncia armazena os dados da curva utilizada como referéncia para a
calibracao do instrumento. A referéncia é obtida em relacao ao ar, ou seja, a camada
sensivel do instrumento deve estar seca quando o sinal de imagem é adquirido. O atributo

curvaSPR armazena os dados do sinal de imagem referente a substancia a ser analisada.
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Os métodos da classe foram implementados para realizar a aquisicao da curva de
referéncia e da curva real. O diagrama de estados da Figura 5.8 representa a sequéncia

de operacoes realizadas em cada método.

inicio Armazenar Dadg?
< Coletar Dados ) 4 Armazenando Dados )

. olicita Leitura . $ Dados Salvos
Dados Recebidos
Fim

( Aguardando Recebimento )

Figura 5.8: Diagrama de estado dos métodos lerCurva e calibrarCurva.

Quando o método calibrarCurva é chamado, inicialmente ele solicita a leitura da curva
enviando o comando, pela porta serial, & Unidade de Aquisicao. O programa testa se o
pacote de dados foi recebido completamente, através da comparacao da quantidade de
bytes presentes no buffer da serial com o valor definido no atributo bytesDisponivel. Este
valor indica a quantidade de bytes de cada pacote de dados. Quando todos os dados
estao presentes no buffer da serial, eles sao coletados e armazenados temporariamente
no atributo buf. Esta etapa é necessaria porque os dados enviados pela Unidade de
Aquisicao e Controle contém apenas dois bytes e precisam ser convertidos um nimero de
quatro bytes. Apos a conversao os dados sao armazenados no atributo curvaReferéncia.

No método lerCurva, apds a coleta do pacote completo de dados, o valor de cada
pizel é dividido pelo valor do pizel correspondente do sinal de referéncia antes de ser

armazenado no atributo curvaSPR.

Pré Processamento

Os algoritmos descritos na secao 3.3, para tratamento do sinal bruto da curva SPR, sao
implementados na classe base denominada de Pre Processamento. Para cada algoritmo

existe uma classe derivada que realiza um tipo de tratamento especifico.
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Pre Processamento

+ name() : char
+ suavizar(inout curvaSPR : Curva)

1

Media Mével Mediana
- nPontos : int - nPontos : int
+ name() : char + name() : char
+ suavizar(inout curvaSPR : Curva) + suavizar(inout curvaSPR : Curva)
+ setnPontos(nPontos : int) + setnPontos(nPontos : int)

Figura 5.9: Diagrama de Classe de Pré Processamento.

Cada classe possui um atributo denominado nPontos que define o niimero de pontos
utilizado para o calculo da média e da mediana. O método suavizar implementa as
técnicas utilizada para reduzir o nivel de ruido do sinal descritas nas secoes 3.3.3. O

método setnPontos é utilizado para alterar o valor do atributo nPontos.

Métodos de Analise

Para implementar as técnicas de obtencao do angulo de ressonancia descritas na secao
3.4, optou-se pela criagdo de uma classe mae com métodos virtuais que generaliza as
operacgoes e atributos em comum para qualquer técnica utilizada. Isto torna o sistema
flexivel para que sejam adicionadas novas classes, o que permitird que outras técnicas,
ainda nao utilizadas, sejam implementadas. O diagrama de classe da Figura 5.10 ilustra

as classes implementadas para os métodos de anélise utilizados.

MetodosDeAnalise
# curva : Curva
+ calc() : double
+ name() : char

AjustePolinomial PrimeiroMomento Derivada
- mlinhaBase : double - mLinhaBase : double
. - + calc() : double
- limEsq : int + calc() : double + name() : char
- limDir : int + setlinhaBase(mLinhaBase : double) :
- tipo : short + name() : char

+ calc() : double

+ name() : char

+ setlinhaBase(linhaBase : double)

+ setlimHorizontal(limEsq : int, limDir : int)

Figura 5.10: Diagrama de classe de Métodos de Analise.

A classe Métodos de Anélise é a classe mae e tem como atributo um ponteiro para a

variavel do tipo curva, que guarda a informagao da curva SPR adquirida e que deve ser
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processada. Os métodos calc e name sao criados como virtual para que sejam implemen-
tados pelas classes filhas. As demais classes do diagrama da Figura 5.10 sao classes filhas
e herdam todas as caracteristicas da classe Métodos de Anélise.

A classe Primeiro Momento possui apenas um atributo denominado de mLinhaBase,
onde ¢é atribuido o valor da linha base que delimita a regiao de pontos para o calculo do
primeiro momento. O método setLinhaBase foi adicionado para que outra classe possa
alterar o valor da linha base utilizado. O método calc implementa a técnica do Primeiro
Momento para a obtengao do angulo de ressonancia descrita na secao 3.4.1.

Na classe Ajuste Polinomial, o atributo tipo define a forma com que é delimitada a
regiao de pontos que entram no calculo do angulo de ressonancia. Quando o valor de
tipo é igual a 1, a escolha é feita utilizando o atributo mLinhaBase para definir o limite
vertical. Quando o valor de tipo é igual a 2, a escolha dos pontos é feita através de um
limite horizontal. Os valores limEsq e limDir definem o niimero de pontos a esquerda e a
direita do ponto minimo da curva, que serao utilizados para o ajuste do polinémio quando
tipo=2.

O método setLinhaBase, assim como na classe Primeiro Momento, é utilizado para
que outra classe altere o valor da linha base utilizada. O método setLimHorizontal foi
adicionado para permitir a escolha da regiao de pontos utilizados, quando o limite hori-
zontal é escolhido para o ajuste do polindomio. O método calc implementa a técnica de
ajuste polinomial descrita na secao 3.4.2 através do algoritmo ilustrado pelo diagrama da
Figura 5.11 .

Inicio
tipo=2%
. 4Encontrar Minimo Delimitar regido j
tipo=1 Retorna o
Valor do

(Pontos < miinhaBase| | Aluste do Polingmio | | &ngulo de
ressdnancia
[célculo do ponto minimo%

Figura 5.11: Diagrama de Estados do Ajuste Polinomial.

Inicialmente é feito o teste do atributo tipo para identificar a maneira de escolher a
regiao de pontos para o ajuste do polinomio. Delimitada a regiao, o conjunto de pontos
escolhidos ¢ aproximado para um polinémio de segundo grau através do método dos
minimos quadrados (56). Com a equacao do polindémio ajustado é calculado o ponto onde

ocorre o minimo da curva, que indica o angulo de ressonancia obtido.
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Interface com o usuario

A interface com o usuario foi desenvolvida através do QT Designer. O QT Designer
é uma ferramenta grafica da QT, para o desenvolvimento de interfaces com o usuario
(GUI), que permite a visualiza¢do prévia do funcionamento da interface. Os objetos sao
facilmente adicionados através da insercao de blocos, que podem ser configurados através
da alteracao de suas propriedades.

Para visualizar o grafico das curvas SPR e do comportamento da temperatura e da
corrente, foi utilizada a QWT 5. A QW'T é uma biblioteca que contém componentes de
interfaces graficas como dials, sliders e widget para visualizacao de curvas. A QWT pode
ser utilizada em todos os ambientes que possuem a QT, podendo ser integrada ao QT
Designer para o desenvolvimento da GUI.

A interface com o usuario foi desenvolvida com as dimensoes do display LCD do kit
Innovator1510. A janela principal é composta por um menu e quatro icones. Cada icone
tem a funcao de escolher qual ambiente sera selecionado. O usuario pode visualizar a
aquisicao do indice de refragao, o controle da temperatura, o controle da corrente do
lazer e a visualizagao da curva SPR. A janela que permite a visualizagao da curva SPR é

ilustrada na Figura 5.12.
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Figura 5.12: Interface com o usuéario- janela da aquisi¢ao da curva SPR.

No centro da janela estd o widget para a visualizacao da curva SPR. O método de

obtenc¢ao do angulo de ressonancia ¢é selecionado através de um combobox localizado no
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centro da parte inferior da tela. A técnica de pre processamento do sinal é escolhida
através de outro combobox posicionado no lado inferior direito da janela, sendo utilizada
somente quando o checkbor Suav é ativado. O valor do indice n de refragao calculado é
mostrado na parte inferior da tela ao lado do botao voltar, que faz o programa retornar
para a janela principal.

O controle da temperatura e da corrente pode ser visualizado em janelas similares,
com mudancas apenas no texto que indica os valores dos pontos de operacao e os valores

adquiridos. A Figura 5.13 ilustra a janela da interface para a aquisi¢ao e controle da
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Figura 5.13: Interface com o usuario- janela da Temperatura.

O usuério pode alterar o valor do ponto de operagao através de um controle localizado
na parte inferior central da janela. O valor da temperatura atual em graus Célsius esté
expresso na variavel T, posicionada na parte inferior direita da tela. O comportamento
da variacao da temperatura em funcao do tempo é visualizado no grafico localizado no
centro da tela.

O QT Designer gera um arquivo que contém todos os objetos criados na interface
grafica. Estes objetos estao contidos dentro da classe MainWindow correspondente a
janela principal. Uma classe, denominada Interface, foi criada para definir as operagoes
realizadas pelas agoes do usuério sobre os objetos da interface grafica. A classe interface

é ilustrada pelo diagrama da Figura 5.14.
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interface
- bio : Biosensor
- ui : Interface

- curvel : QwtPlotCurve
- curve?2 : QwtPlotCurve

+ slotlconeClicado()
+ botaoClicado()

+ replotar()

+ metodoAnaliseCombo(index : int)
+ preProcesCombo(index : int)

+ stateSuavizarChanged(state : int)
+ toggledRun(checked : bool)
+ toggledCalibrar(checked : bool)

Figura 5.14: Classe da interface com usuério.
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Quando o usuério interage com a interface sobre algum objeto, a agao realizada gera

um signal que é conectado 4 um slot dentro da classe interface criada. Cada método do

diagrama da Figura 5.14 corresponde a um slot da classe, que implementa a operagao

desejada para cada agao.

A aquisi¢ao do sinal de imagem e o calculo do indice de refragao, que é o principal

objetivo do equipamento, é realizada quando o usuario ativa o comando Run presente no

menu Debug da Figura 5.12. O diagrama da da Figura 5.15 representa a sequéncia de

operacoes realizadas pelo software desenvolvido, quando o comando Run é acionado.

: Interface

: Biosensor : LeitorDeDados

: MetodosDeAnalise : PreProcessamento

: rodar()

v

S

: curvaAtualizada(

\
: lerCurva(inout curlva : void)

Se precisa
Suavizar

|

|

\

|

|

| .
|’ suavizar()
|

|

|

|

: calcula indice de refracdo

Figura 5.15: Diagrama de Sequéncia.
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O signal correspondente ao acionamento do comando ativa o método toggledRun da
classe interface. Este método atribui o valor de verdadeiro ao atributo rodar da classe
Biosensor. A classe Biosensor aciona o método lerCurva() da classe LeitorDeDados para
adquirir o sinal de imagem da curva SPR. Quando o sinal de imagem é adquirido, o
atributo precisaSuavisar ¢ testado e se for verdadeiro o método suavizar da classe Pré
Processamento ¢ acionado. Quando a curva ¢é suavizada ou se o atributo precisaSuavizar
for falso, o método calc da classe Métodos De Analise é acionado, para obter o angulo de
ressonancia da curva SPR. Utilizando o valor do dngulo de ressonancia, a classe Biosensor
calcula o indice de refracao e emite o signal atualizarCurva. Este signal ativa o método
replotar da classe Interface, que atualiza os valores da curva SPR e do indice de refracao
na janela da interface com o usuario.

A classe Biosensor, ilustrada no diagrama da Figura 5.16, é a classe principal do
programa e integra os objetos que formam a Unidade de Processamento. A leitura da
curva SPR é feita pelo atributo leitor, que é um objeto do tipo Leitor de Dados. O
suavisamento da curva e a obtencao do angulo de ressonancia sao realizados pelos atributos
tipoSuavizacao e método, que sao objetos dos tipos Pré Processamento e Métodos de
Analise respectivamente. O valor do angulo de ressonancia é armazenado no atributo
tetaRes. O atributo booleano rodar indica quando a aquisicao da curva SPR e calculo do
indice de refracao deve ser realizado, enquanto que o atributo precisaSuavizar indica se
a curva SPR sera suavizada antes do processamento do indice de refragao. O indice de

refragao calculado é armazenado no atributo indRef.

Biosensor
- curvaspr : Curva
- metodo : MetodosDeAnalise
- tipoSuavizacdo : PreProcessamento
+ leitor : LeitorDeDados
- rodar : bool
+ precisaSuavizar : bool
+ tetaRes : double
+ indRef : double
+ setMetodo(metodo : MetodosDeAnalise)
+ setPreProcessamento(tipoSuavizagdo : int)
+ bioRodar() : bool
+ bioIlndRef() : double
# curvaAtualizada()
+ curva() : Curva

Figura 5.16: Classe Biosensor.

Os dois métodos setPreProcessamento e setMétodo, foram criados para permitir que
a classe interface altere o valor dos atributos tipoSuavizacao e método. Quando o usuario

escolhe a técnica de pre processamento ou o método de anélise, através do combobox
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correspondente na interface grafica ilustrada na Figura 5.12; a classe Interface aciona o

método equivalente da classe Biosensor.

Os método bioRodar é usado para alterar o valor do atributo rodar, enquanto que o

método biolndRef é utilizado, pela método replotar da classe interface, para obter o valor

do indice de refracao calculado e atualizar a janela da interface gréfica.

O software completo implementado da Unidade de Processamento, descrito nesta

secao, ¢ representado pelo diagrama de classes que esté ilustrado na Figura 5.17.

Curva
- curva : double = MAX PONTOS
- MAX PONTOS : int = 1024
- curvaCal : double
- curvaSuav : double
- ang : double
+ angle() : double
+ curvaspr() : double
+ curvaCalibrada() : double
+ curvasprSuav() : double
+ maxPontos() : int

Biosensor

interface

- curvaspr : Curva

- metodo : MetodosDeAnalise

- tipoSuavizagao : PreProcessamento
+ leitor : LeitorDeDados

- rodar : bool

+ precisaSuavizar : bool

+ tetaRes : double

+ indRef : double

- bio : Biosensor
- ui : Interface
- curvel : QwtPlotCurve

+bio| - curve2 : QwtPlotCurve

+ slotlconeClicado()

+ botaoClicado()

+ metodoAnaliseCombo(index : int)
+ preProcesCombo(index : int)

+curyaspr

+ setMetodo(metodo : MetodosDeAnalise)
+ setPreProcessamento(tipoSuavizacao : int)

+ bioRodar() : bool

+ bioIndRef() : double
# curvaAtualizada()

+ curva() : Curva

+ replotar()

+ stateSuavizarChanged(state : int)
+ toggledRun(checked : bool)

+ toggledCalibrar(checked : bool)

tcurva

’ ? +tipoSuavizacéo

+curva ‘

-

+metodo

MetodosDeAnalise

# curva : Curva

+ calc() : double
+ name() : char

+leitor
PreProcessamento LeitorDeDados
# curva : Curva - bytesDisponivel : int
+ suavizar() - envio : int
# name() : char + buf : char
+ lerCurva(inout curva : void)
f + calibrarCurva(inout curva : Curva) : Curva

Media Moével

Mediana

- nPontos : int

- nPontos : int

+ name() : char
+ suavizar(inout curvaSPR : Curva)
+ setnPontos(nPontos : int)

+ name() : char
+ suavizar(inout curvaSPR : Curva)
+ setnPontos(nPontos : int)

PrimeiroMomento AjustePolinomial
- mLinhaBase : double - mLinhaBase : double
+ calc() : double - limEsq : int
+ setLinhaBase(mLinhaBase : double) || - limDir : int
+ name() : char - tipo : short

+ calc() : double
+ name() : char
+ setLinhaBase(linhaBase : double)

+ setLimHorizontal(limEsq : int, limDir : int)

Figura 5.17: Diagrama de Classes Completo.
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5.5 Conclusao

Neste Capitulo foi apresentada a descricao completa do hardware e do software desen-
volvidos na construcao do equipamento proposto. O software implementado oferece ao
usuario uma interface de facil manipulacgao e flexivel para ajustar os pontos de operacao do
instrumento, além de possibilitar a escolha das técnicas utilizadas para suavizamento da
curva SPR e obtencao do angulo de ressonancia. O codigo foi implementado de maneira
a facilitar o acréscimo de novas técnicas para processamento do sinal e reducao do ruido.

O hardware desenvolvido permite futuras expansoes, através de simples modificacoes
no software ou com a necessidade de pequenas alteragoes no circuito. A CPU da Unidade
de Aquisicao e Controle pode ser substituida pelo DSP TMS320C55x do OMAP1510, o
que implicara em um aumento significativo no desempenho de processamento. A interface
criada oferece recursos visuais de facil manipulagao, que permitem uma total flexibilidade
ao usuario para escolha das técnicas de processamento existentes e analise dos dados

adquiridos.



Capitulo 6

Resultados Experimentais

6.1 Introducao

Este capitulo descreve os experimentos realizados para validar o equipamento proposto.
A descrigao da plataforma experimental utilizada é feita na se¢ao 6.2. A segao 6.3 contém
a analise do desempenho do equipamento para a medi¢ao do indice de refracao.

Na secao 6.4 sao apresentados os resultados obtidos para a analise das ligagoes rever-
siveis e irreversiveis de BSA, utilizando a medi¢ao dos parametros da largura e assimetria
da curva SPR.

6.2 Plataforma Experimental

Para realizar os ensaios de validacao do equipamento desenvolvido foi montada a plataforma
experimental ilustrada na Figura 6.1. A plataforma experimental é composta pela estru-
tura descrita na se¢ao 5.2, por uma bomba peristaltica, um computador pessoal, pelo kit

Innovator 1510 e por dois recipientes de vidro.

Innovator 1510

4 P2

Unidade de Aquisicédo

u u da ITagem

P1

Controlador deTemperatura
_~~ ede Corrente

/

Bomba Peristalica

Recipiente 1
(

Figura 6.1: Plataforma Experimental Utilizada.

67
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O bio chip, a célula de fluxo, os controladores de temperatura e de corrente, o diodo
laser e as lentes colimadoras estao agrupados na estrutura metalica.

No recipiente 1 é colocada a substancia a ser analisada pelo equipamento. Esta subs-
tancia é direcionada até a célula de fluxo através de uma bomba peristéaltica, que mantém
o fluxo da substancia a uma velocidade constante para garantir um escoamento uniforme
através do filme de ouro. Apos a passagem pela célula de fluxo, a substancia é despejada
no recipiente 2.

Os dados obtidos através da Unidade de Aquisicao e Controle, montada sobre a es-
trutura metalica, sao enviados a Unidade de Processamento que pode ser o computador

pessoal ou o kit Innovator.

6.3 Desempenho da Medicao do Indice de Refracao

Para comparar o desempenho do instrumento para a medicao do indice de refragao, foi
utilizado como substancia de teste a agua pura. Os testes foram realizados a uma tem-
peratura ambiente de 25°C', com o nivel de corrente do laser ajustado para o valor de
20mA.

Antes de iniciar a medigao do indice de refracao, foi realizada a limpeza da superficie
do chip, com a passagem de uma solugdo de hiplocorito de so6dio (NaClO) através da
célula de fluxo, seguida de agua pura para a retirada do (NaClO).

O Matlab foi utilizado para adquirir e processar os dados, com objetivo de facilitar
a realizacdo do experimento. ApoOs a realizacao da limpeza da superficie, a curva de
referéncia foi obtida com a aquisi¢ao da resposta do sensor em relagao ao ar. Os dados
referentes a um quadro do sinal de imagem foram adquiridos durante 150 amostras. A
curva SPR do quadro é obtida dividindo o valor de cada quadro pela curva de referéncia.

Para comparar os dados experimentais com os resultados simulados obtidos na se¢ao
3.5, o indice de refracao para cada amostra foi calculado utilizando as técnicas de pré-
processamento descritas na se¢ao 3.3. O nivel de ruido é analisado a partir do desvio
padrao do indice de refracao, calculado para 50 amostras do sinal apds o pré-processamento.

Para comparar as técnicas de obtencao do dngulo de ressonéancia, o indice de refracao
para cada amostra foi calculado sem o suavizamento da curva utilizando-se as técnicas do
Primeiro Momento e do Ajuste Polinomial. Os melhores resultados obtidos para as duas

técnicas estao contidos na Tabela 6.1
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Tabela 6.1: Resolugao do Instrumento Alcangada
Método de Analise Desvio Padrao

Ajuste Polinomial 4,60e °RIU
Primeiro Momento 6,63¢ "RIU

A influencia da técnica de suavizamento do sinal utilizada pode ser analisada a partir
do grafico da Figura 6.2. Os resultados obtidos experimentalmente apresentam o mesmo
comportamento dos resultados simulados ilustrados no grafico da Figura 3.6. A técnica
da média mével demonstra um resultado melhor do que a mediana, reduzindo o nivel de

ruido a medida que se aumenta o nimero de pontos utilizados.

ol Mediana
Média Moével

Desvio Padrao

| | | | | | | | | | | | | |
3 7 11 15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67 71 75 79 83
Numero de Pontos

Figura 6.2: Resultados experimentais do Comportamento dos Filtros da Média Maével e

Mediana em funcao do nimero de pontos

A repeticao da passagem do filtro de média movel e mediana para suavizar a curva
SPR experimental obtida, pode ser analisada a partir do comportamento dos gréficos
das Figuras 6.3 e 6.4 respectivamente. Os resultados obtidos estao de acordo com os
resultados simulados das Figuras 3.7 e 3.8.

Para o filtro da média movel pode-se verificar na Figura 6.3, que existe uma re-
dugao significativa no nivel de ruido com o aumento do nimero de repeticoes. Com
duas repeticoes do filtro de média mével o nivel de ruido de 3,5e S RIU, utilizando-se
apenas 7 pontos. A repeticao da passagem do filtro da mediana nao apresenta melhoria

quando o niimero de repeticoes é superior a dois.
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I I I
Média Moével 1
Média Movel 2| |
—+— Média Mével 3
* - Média Moével 4

0.9

Desvio Padrao

| | | | | | | | | | | | | | | | |
15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67 71 75 79 83
Numero de Pontos

Figura 6.3: Resultados experimentais obtidos com a repetigao da passagem do Filtro da
Média Movel

I I I
Mediana 1
— Mediana 2
— Mediana 3
— Mediana 4

Desvio Padrao

| | | | | |
3 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67 7
Ndmero de Pontos

! ! !
3 7 11 15 19 2 1 75 79 83

Figura 6.4: Resultados Experimentais obtidos com a repetigao da passagem do Filtro da
Mediana
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6.4 Largura e Assimetria da Curva SPR

O equipamento do biosensor desenvolvido foi utilizado para detectar as ligacoes de protei-
nas de BSA na superficie do bio filme de ouro, através da analise da morfologia da curva
SPR descrita na segao 2.4.

Os experimentos foram realizados com um pH 6.9 e uma temperatura ambiente de
25°C. Uma grade de reagentes analiticos e solugoes de limpeza foram usadas durante os
experimentos. O bloqueador BSA (1% solugao, Pierce Ltd) em PBS foi usado para imobi-
lizagdo a uma velocidade de escoamento de 0, 5ml/min. Para a regeneragao da superficie
e remog¢ao dos residuos, foi utilizada uma solu¢ado de Hipoclorito de Sodio (NaClO) de
concentracao 0, 1M. O ensaio completo da imobilizagao e regeneracao da superficie esté

dividido em 5 etapas :

1. admissao de agua pura para definir as condigoes iniciais
2. admissao de uma solucao de protecao com BSA, para imobilizacao de proteina
3. admissao de agua pura, para remover fragoes de BSA fracamente ligadas (reversivel)

4. Solugao de limpeza NaClO para remover residuos de ligagoes irreversiveis de protei-

nas

5. Admissao de agua pura para regeneracao final da superficie

A Figura 6.5 descreve um experimento realizado que representa a seqiiéncia de imo-
bilizacao de proteina em funcao do tempo, empregando o esquema SPR de deteccao
desenvolvido. A variacao da reflectancia normalizada em fun¢ao do 4ngulo é mostrado na
Figura 6.5(a), ilustrando a posigdo do minimo da curva SPR e a definigdo das caracteris-
ticas I' e G. A variacao do indice de refragao associado ¢ ilustrada em 6.5(b), o parametro

da largura da curva com FWHM em 6.5(c), e o parametro da assimetria em 6.5(d).
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Figura 6.5: Evolucao temporal de imobilizacao nao especifica de BSA. O angulo de
Ressonancia e a definigdo das caracteristicas sao ilustrados em (a), a variagdo do indice

de refragao em (b), a largura da curva I em (c) e o parametro de assimetria G em (d).

A imobilizacao de BSA resulta em um aumento continuo da variacao do indice de
refracao An, que atinge a saturagao na cobertura da monocamada. A evolucao temporal se
assemelha a uma absorgao isotérmica de Langmuir sobre um longo periodo >150s. A etapa
3 remove as fragdes de BSA fracamente ligadas (reversiveis) e saturam em uma cobertura
de superficie substancialmente inferior. Esta fracao foi atribuida a ligagdes de BSA mais
fortes e irreversiveis. O procedimento de limpeza na etapa 4, sob admissao de uma
solucao NaClO, é responsavel pela diminui¢ao continua da fragao de ligagoes irreversiveis,
que inclui uma regeneragao da superficie na etapa final (etapa 5). Esta caracteristica de
absor¢ao esta completamente de acordo com dados previamente observados (22).

As duas caracteristicas nao lineares da curva SPR foram coletadas simultaneamente,
com os parametros da largura da curva I' em FWHM e da assimetria G, revelando um com-
portamento substancialmente diferente quando comparado aos resultados da Fig 6.5(b).
Em 6.5(c), I' abrange um comportamento linear rapido, dentro de 15s varia de 4,1° a
4,5°, seguido de um valor estéavel por um longo periodo, até a aplicacao do passo 4.

Seguindo os resultados obtidos através da anélise das equagoes de Fresnel, a fracao

de BSA inicialmente imobilizada na Figura 6.5(c) revela um valor de indice de refracao
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inferior, conectado a um peso molar inferior. A admissao da agua na etapa 3 e a forga
hidrodindmica do fluxo nao removem partes significantes desta camada, mas podem con-
duzir a um leve impulso e aumento do sinal. Isto ¢ atribuido a ligacoes irreversiveis de
BSA. A remocao lenta s6 é alcangada sob admissao do agente quimicamente oxidante na
etapa 4. Uma pequena fragdo permanece na superficie, sendo completamente removida
com uma oxidagao adicional da superficie. O leve aumento e modulagao do sinal, deter-
minado em I' ap6s a aplicacao do passo 3, sao particularmente atribuidos a modificacoes
na re-orientacao ou conformacao molecular, ao invés de serem atribuidos ao aumento da
espessura do filme.

O parametro da assimetria GG, mostrado na Figura 6.5(d), revela uma suave diminuigao
nao linear de 1,6 a 0,8, seguida de uma saturacao. De acordo com dados encontrados
na anéalise das equagoes de Fresnel, o sinal apresenta um comportamento contrario ao
comportamento do indice de refra¢do da Figura 6.5(b). Seguindo os resultados encontra-
dos previamente, na maioria das vezes eles originam de ligagoes reversiveis de fracoes de
BSA, incluindo um indice de refracao substancialmente superior, An > 0,2, ngs > 1,53
, associado a um peso molar superior. Ligacoes podem ocorrer através do preenchimento
dos espacos vazios entre as fracoes de ligacoes irreversiveis, e ou desenvolvendo-se uma
segunda camada no material inicialmente fixado.

A admissao de agua no passo 3 remove quase todas as ligagoes reversiveis de BSA. O
retorno para o valor original de G e a limpeza da superficie é obtida apds a regeneracao
da superficie, através da realizagao dos passos 4 e 5. Este comportamento foi observado
repetidamente com a realizacao de um grande ntimero de ensaios. Um exemplo adicional
e similar da imobilizacgdo de BSA ¢ ilustrado nas Figuras 6.6 (a-d). O esquema de ad-
sor¢ao observado € assim considerado como uma propriedade inerente de imobilizagao nao

especifica de BSA em ouro.



Capitulo 6. Resultados Experimentais 74

1.348 \

1.346

~ 1.344
s

1.342

1.34

0 100 200 300 400 500 600

0 100 200 300 400 500 600

1 1 1
0 100 200 300 400 500 600
tempo(s)

Figura 6.6: Experimento de imobilizacdo nao especifica de BSA para um chip diferente.
A variagdo do indice de refragao é ilustrada em (a), a largura da curva I" em (b), e o

parametro de assimetria G em (c).

Ligacoes de proteinas e cobertura de superficies nao sao determinada somente pelas
interagoes quimicas ou eletrostatica das proteinas na superficie de ouro, como foi men-
cionado anteriormente. A morfologia e a rugosidade microscépica da superficie também
influencia nas ligagoes. Esta propriedade também afeta o pardmetro da largura da curva
SPR (18). A Figura 6.7 mostra a variagao do indice de refragao, sob a admissao de BSA
na etapa 2, em funcao do parametro da largura da curva SPR. Para este experimento
um chip polimérico virgem foi utilizado. Com o aumento do nimero de experimentos de
imobilizacoes realizados, a quantidade de proteina imobilizada e a cobertura da superficie
aumenta, o que é quantificado pela variacdao An de 0 até 5x 1072 RIU. Simultaneamente,
provavelmente pelo uso de NaClO calterizando e tornando aspera a superficie, I" varia e
aumenta de 3 até 4,3°, o que representa um valor final estavel. E importante notar que
inicialmente, em pequenos valores de I' e da cobertura da superficie, somente ligacoes

irreversiveis e virtualmente nao reversiveis podem ser observadas.
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Figura 6.7: Evolucao da caracteristica de absor¢ao de um bio chip novo

Este comportamento é compreendido como a necessidade da criacao de pontos de
ancora para ligacoes reversiveis de proteinas, para preparar a fixagao da superficie. Para
estabelecer consistentemente o esquema de ligagao realizado, chips novos e nao utilizados
precisam ser repetidamente expostos ao ciclo de limpeza com NaClO, até estabelecer um
valor estével e suficientemente alto de I' > 4.

Devido aos resultados encontrados mencionados anteriormente, o esquema de ligagao
nao especifica de BSA previamente relatado (24) precisa ser redefinido e especificado em

um modelo de 5 etapas:

1. transporte de proteina para superficie

2. fixagao inicial rapida de uma fracao de ligagoes irreversiveis de BSA em uma cober-

tura< 1ML seguido de
3. Atragao/fixac@o na superficie ndo homogénea

4. fixacao lenta do tipo isotérmica de Langmuir de fragoes reversiveis em uma camada

inicial de BSA (irreversivel), provavelmente com a formagao de uma camada dupla.

5. reorganizagao/reorientacao na superficie, sob admissao da agua (passo 3)
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A ligagdo quimica detalhada da fixacao irreversivel da proteina BSA & superficie lisa
de ouro, provavelmente se apresenta no seu estado alterado, contudo isto ainda permanece
obscuro. De acordo com (20), existem diferentes opgoes e reagoes de ligagoes. Os grupos
de disulfeto podem interagir quimicamente diretamente com superficies de ouro, seme-
lhante aos grupos terminais de enxofre dos tiol. Entretanto, a necessidade de usar uma
solugao oxidante para remover a fracao de ligacoes irreversiveis, confirma o aparecimento
de interagoes quimica direta, em qualquer que seja a forma presente. A ligacao eletrosta-

tica da fracao reversivel fixada é muito mais fraca.

6.5 Conclusao

Os resultados obtidos com o experimento de analise da dgua pura descrito na segao 6.3,
demonstraram que o instrumento desenvolvido conseguiu superar as especific¢oes estipu-
ladas para o projeto expressas na Tabela 1.1. O melhor desempenho obtido foi com a
utilizacao do método de analise do Ajuste Polinomial, o que contrasta com os resultados
apresentados na literatura para outros equipamentos (19,36), onde o método do Primeiro
Momento apresenta melhores resultados. Porém, o método de ajuste Polinomial é menos
sensivel a variagoes horizontais na curva SPR, que correspondem a ruidos espaciais. O
desvio padrao de 3,5¢ 9RIU foi conseguido com a utilizacao do suavizamento da curva,
confirmando a predominancia do ruido espacial.

O desempenho e fungoes de um sensor baseado em SPR foram estendidas, através
da medicao das caracteristicas nao lineares como demonstrado na secao 6.4. A absorcao
inicial de uma pequena quantidade de absorcao réapida de fragoes irreversiveis da proteina
BSA, foi determinada pela nova técnica apresentada. Simultaneamente, absor¢oes lentas
de fragoes de ligagoes reversiveis de BSA aparecem, compreendendo uma cobertura muito
maior. A diferenca no indice de refragao é responsavel pela discriminacao e deteccao da
formacao da camada dupla. A funcao da rugosidade da superficie, necessaria para limitar
a imobilizacao das fracoes reversiveis, nao estd completamente clara. Entretanto, desde
que as variacoes observadas de G e I' sejam maiores do que os valores calculados, pode

existir uma rugosidade relacionada ao aumento dos valores destas caracteristicas.
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Esta dissertagao apresentou a descri¢ao do desenvolvimento de um instrumento de aquisi¢ao
e processamento para biosensores. O instrumento desenvolvido é baseado no principio de

ressonancia de plasma de superficie. Optou-se por utilizar a interrogacao angular com o

bio chip da antiga empresa VIR, por oferecer a vantagem da facilidade da troca da super-

ficie sensora, nao apresentar desgastes mecanicos e evitar a necessidade de manutencao

Otica e servico técnico.

Como o principio SPR é um fenémeno 6tico e necessita de uma camera para captar o
sinal de resposta do sensor, foi realizado um estudo sobre as principais fontes de ruido no
sensor de imagem CMOS utilizado. Para reduzir o efeito do ruido temporal presente no
sinal de imagem obtido, foi utilizada a média espectral de amostras. Foram implementadas
as técnicas da Mediana e da Média Moével para amenizar o efeito do ruido espacial.

Para calcular o angulo de ressonancia, foram utilizadas as técnicas do Primeiro Mo-
mento e de Ajuste Polinomial. As técnicas de pré-processamento do sinal e de obtencao
do angulo de ressonancia utilizadas neste trabalho, foram escolhidas pela simplicidade de
implementagao e velocidade de processamento.

Através do modelo matematico do sensor apresentado na secao 3.5 e do modelo do
transdutor descrito na se¢ao 2.3, foi realizado o estudo das técnicas de pré-processamento
e de obtencao do angulo de ressonéancia utilizadas. Este estudo mostrou que é possivel
obter uma precisao elevada através do tratamento adequado do sinal mesmo com a uti-
lizacao de técnicas simples. Porém, é preciso realizar um estudo mais aprofundado, pois
a escolha da técnica mais apropriada depende do tipo de ruido predominante no sistema.
A comparagao com outras técnicas, analisando a complexidade computacional e precisao
obtidas, permitira a otimiza¢ao do instrumento.

O equipamento foi projetado com a finalidade de oferecer um instrumento portéatil,
para ser utilizado em regioes remotas e em aplicagoes que exijam a mobilidade do instru-

mento. Uma arquitetura microprocessada foi utilizada, com a escolha de um OMAP1510

77
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como unidade de processamento. O OMAP1510 oferece recursos suficientes para propor-
cionar ao usuario um sistema completo de monitoracao e aquisi¢ao, tornando o instru-
mento uma ferramenta portatil para aplicagoes didéaticas e comerciais.

O hardware desenvolvido, descrito na segao 5.3 utilizou um ADuC841 como CPU da
Unidade de Aquisi¢ao e Controle e o ARM925 do OMAP1510 como CPU da Unidade de
Processamento. O sistema permite uma evolugao através da substituicao do ADuC841
pelo DSP presente no OMAP1510, o que aumentaria a capacidade e velocidade de proces-
samento.

A utilizacao da QT para a implementacao da interface com o usuéario e dos algoritmos
de processamento, possibilita a utilizacao do programa em outras plataformas. O software
implementado foi modelado em UML, e foi desenvolvido para facilitar futuras expansoes
e modificagoes.

O instrumento conseguiu atingir e superar as especificagoes de projeto estipuladas.
Um nivel de ruido de 3,5¢ S RIU foi alcancado com a utilizacdo do método do Ajuste
Polinomial e com o suavizamento da curva SPR, realizado através da passagem do filtro
de média movel por duas vezes.

O instrumento desenvolvido pode ser utilizado para monitoramento de nananciais, o
que exige a utilizacao de vérios equipamentos operando em pontos diferentes através de
uma rede de biosensores. Os recursos de hardware disponiveis e a flexibilidade para a
implementacao de software existente no equipamento desenvolvido, torna o instrumento
adequado para esta finalidade.

A analise da morfologia da curva SPR foi introduzida como uma nova ferramenta para
biosensores baseados em SPR. Através da medicao dos parametros da largura da curva e
da assimetria, foi demonstrado que é possivel analisar ligacoes reversiveis e irreversiveis de
proteinas. Outra funcionalidade adicional é a capacidade de indicar quando um chip novo
estd adequado para ser utilizado, o que pode ser feito através da medicao da largura da
curva. Os resultados experimentais obtidos e apresentados na secao 6.4, estao de acordo
com os resultados simulados demonstrados na secao 2.4, o que confirma a viabilidade da
técnica sugerida.

O desenvolvimento de um controlador de temperatura para o laser e para o bio chip,
controlado por software, possibilitard um estudo da influéncia da temperatura sobre o
sistema. Como a temperatura influencia no ruido do sensor de imagem, uma diminuigao
da temperatura pode fornecer uma aquisicao mais precisa do sinal.

As condigoes de operacao de frequéncia de aquisi¢ao do sinal de video, valor da corrente
do laser e de temperatura, precisam ser analisadas para permitir uma otimizacao do
instrumento com a obten¢ao da melhor relacao sinal ruido.

O sistema desenvolvido ainda precisa ser aprimorado através das modificagoes sugeri-
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das para o hardware e software. A utilizagdo de um sensor de imagem bidimensional é
uma sugestao para tornar o equipamento um instrumento multianalitico, capaz de analisar
substancias diferentes simultaneamente. A camera bidimensional também possibilitara a
implantacao da medi¢ao de um canal de referéncia para compensar o efeito da tempera-
tura.

O equipamento é flexivel a estas mudancas e os resultados obtidos até o momento
comprovam a viabilidade do instrumento. O prosseguimento da pesquisa pretende analisar
a integragao de diferentes técnicas como SPR e SRM, com o objetivo de fornecer uma

medida mais precisa da substancia analisada.
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