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Resumo

O trabalho apresenta o desenvolvimento de um biossensor baseado na ressonéncia de plasma de
superficie para operar tanto no modo de interrogagdo angular (AIM) guanto no modo de
interrogagdo espectral (WIM). O sistema usa o biochip desenvolvido na Universidade Federal de
Campina Grande para compor a superficie sensivel sendo o primeiro equipamento a utilizar o
primeiro biochip optico construido no Brasil. O biossensor utiliza um minicomputador com
arquitetura x86 como Unidade de Aquisigdo, Controle, Processamento € Exibi¢io (UACPE) da
resposta referente a interacio biomolecular. As estruturas contendo os elementos Opticos,
microfluidicos, mecanicos e eletronicos para cada modo de operagio foram desenvolvidas. O
sistema operacional embutido na UACPE foi ajustado para conter apenas as aplicagdes
essenciais, € os softwares embarcados, desenvolvidos para cada estrutura, oferecem recursos de
analise e processamento do sinal obtido. A analise morfolégica da curva que representa o
fenomeno da ressondncia de plasma de superficie e as escolhas das técnicas de obtengdo dos
parimetros de ressondncia, a critério do usuario, atribuem a solugdo proposta uma ferramenta
para o ensino e pesquisa na area. Os testes realizados revelaram a viabilidade de utilizagdo do

equipamento para analise de intera¢cdes biomoleculares nos dois modos de operacio.

Palavras-chaves: Ressonancia de Plasma de Superficies, Biossensor, Biochip, Sistema

Embarcado, Modo de Interrogagido Angular, Modo de Intervogagio Espectral.



Abstract

A surface plasmons resonance based biosensor, able to operate both in angular interrogation
mode (AIM) and wavelength interrogation mode (WIM), is presented in this work. The proposed
system uses biochip development at University Federal of Campina Grande to compose the
sensitive surface, being first device that use the first optical biochip built in Brazil. Proposed
biosensor uses a x86 architecture minicomputer, which is called Acquisition, Control,
Processing, and Display Units (ACPDU} for biomolecular wmteractions analysis. Optical,
microfluidic, mechanics and electronics elements were arranged to compose biosensor structure.
ACPDU operating system has been customized to enhance response time. Each structure offer
resources for analyzing and processing sign by embedded softwares specific. The morphology
analysis of SPR curve combined with user techniques chooser, for resonance parameters get,
assign the proposed solution a great tool for teaching and research. The tests confirmed

equipment feasibility for biomolecular interactions analysis in both operation modes.

Key-words: Surface Plasmon Resonance, Biosensor, Biochip, Embedded System, Angular
Interrogation Mode, Wavelength Interrogation Mode.

vi



Abstract

A surface plasmons resonance based biosensor, able to operate in angular interrogation mode
(AIM) and wavelength interrogation mode (WIM) both, is presented in this work. The proposed
system uses biochip development at University Federal of Campina Grande to compose the
sensitive surface, being first device that use the first optical biochip built in Brazil. Proposed
biosensor uses a x86 architecture minicomputer, which is called Acquisition, Control,
Processing, and Display Units (ACPDU) for biomolecular interactions analysis. Optical,
microfluidic, mechanics and electronics elements were arranged to compose biosensor structure.
ACPDU operational system has been customized to enhance response time. Each structure offer
resources for analyzing and processing sign by embedded softwares specifics. The morphology
analysis of SPR curve combined with user techniques chooser, to get resonance parameters,
assign the proposed solution a great tool for teaching and research. The tests confirmed

equipment feasibility for biomolecular interactions analysis in both operation modes.

Key-words: Surface Plasmon Resonance, Biosensor, Biochip, Embedded System, Angular
Interrogation Mode, Wavelength Interrogation Mode.

vi



Conteudo

RESUMO
1 Introduco..............occoeoiiiiiiiiii e e e T R T S 16
1.1 OBJELIVOS ........oocuermmnasasemsasessasssnssassssnsnsansassansansrssssnssss 4415848 asssancntussnenins sS4 50 38R 4 s s st s nsin s 18
111 OBJEIVO GEIRL..........ooxosssmnasmesomnmsssmsis sasiisisssssiasss oo asssss issssassssnsst¥ SEsusss susssa sy oosoronsassasmns 18
1.1.1 Objetivs BSPECIfiCO8 ......onr-oocecensrersrnsonssisssmnsssaissnisnisssasessmsnssstosasassssomssssasssssussssonssnssoss 18
1.2 Organizaglio do Trabalho ... s 19
ZBHOSSCIISOIES ..............ooeereevecreenreessesneesmenessmssssssossessoasesasasssen s s s en s ne s e e s sas s aastsnasbssnssansssnessestessnsstsnn 20
2.1 Introdugdo ..................... s A S A AR A T — 20
2.2 CIRBSIBOREND .. .ccecvoroesenssemmsmmmrsmenmmamsmsmenssaemsbsme oA S E R R4S 4SS s oSSR i 23
B X BIOTEERIOE SIR....ocrenesansommesmnmsmen s abes s s o 4 O e SR S R R S 27
2.3.1 € 00CEII0E PRGOS .. ... . vonceommssssssioss s3as 5He SS E S  SRssiss 28
23.20Fen0mMEN0 SPR........cooomssmmsrssssassamasasstansisss S50 s SRR it oy s RN s vens 30
2:3.3 Deorbncio da RESHOMRNEIN ..o i i s s s satise 32
23,3 MOOTIG MEIBBRELIDH ... s et R ARV A 0o 33
2 TRBEUIND .00 convons sonsssmsmmsasaengensrmssmsesmapasns e RS AT T RS S R B N S 40
BISTIIIMMIDE SIR........coocmmsormenrsnsessmsssnsassemsensnssiissss s eSS S ST VS5t ah 5305 S AR AARA N A ENS 41
BT TEEPORUIEH ..o vomemseommmsomimmnnssonams oeni 5550550 NS 50 65 AT AR N SRR 5% 41
3 2 DOSOITOIVAIBEII, ... e rrennysnmsssnsss s s amsREss s A e SN A PR TS Y A S AN RSB BRS A 41
3.2 ] PAOCERRBBIBITND..........onnnnrssvrnsensoniineis SR o oh Y s B oS AN A S o SR S S NARY, 46
3.3 Metodologin do TIADRIBG.............csmasisinsiso s s s sess 49
4 Sistema computacional para biossensor baseado no fendmeno SPR ... 53
4.1 TOHOAUCEO .........consemeurarmresseasasasnsnsssmmsasssssssss 55544450 dssnss nnn s ihmmssumesismss s s e s s suassime s st 53
4.2 Componentes do sistema embarcado para 0 biOSSensor Proposto ... 54
4.2.1 DeSCTICR0 G0 PIOJEID........coceeeeericecriviaiiorimissmsmssssssssssnsssssmessssssassonssosessssamssssrmessnessnsasasss 55
4.2.2 Analise de Requisitos FUNCIONAIS ............cocoriiiiiimimieies i 57
4221 AgBes QBUAGCPE ...............ccomssiismmsmimmmmmesiismmssssssistassssssassmminassinissss 59
4222 Ag0€S dO USUAMO..........cooceeviriirniiiiinrenses st sessen s s e 60

vii



4.2.3 Analise de Requisitos nd0 FUNCIONAIS .............ccocoovieiiiieiiiieiceee e 61
4.2.4 Componentes de uma plataforma para brossensor SPR ... 64
4.2.4.1 Componentes OPtiCOS....................cooooooveiooooeooeo oo 67

4.2.42 Componentes MicrofluidiCos.............c.oooviiiioiieiciecicccecccc 70

4.2 .4 3 Estrutura fisica das partes mecanicas do biossensor ... 73

4.2.44 Componentes EletrOnicos.............oooiiiee e 75

e 0 2011111 1 J OSSP P RS 77
L T U ——————— 78
SO — 78
5.2 Respostns G008 TSI ... oo s metassvitsss sosbsshrssmsnssiss damsnessassssas s sumssnsposs 78
IR T T RO —-— 78
5.2.1.1 Funcionamento do Hardware ... 81

522 CAMEIA CCD ...ttt et st 86
5.2.2.1 Funcionamento do Hardware ..., 87

S.3 A UACPE ... 89
o T SRV ——— 89
5.3.2 Software Embarcado..............o.oooooooeee it 91
5.3.2.1 Descrigio dos menus e botdes para o sistema controlador do espectrémetro
.......................................................................................................................................... 93

5.3.2.2 Descrigio dos menus e botdes para o sistema controlador da cdmera CCD
.......................................................................................................................................... 96

500 Partes NISORBIGHS 8OMMEL..............ccomoroennsrossssinssssssisssssiSA RS54 HTSARH P 98
5.5 Otimizag@o da resposta do TranSAULOT ..o s 98
BB ICTN...ocoeveemsmmemmmmsmmenseramssmsessms st A R S S S R 100
B.51L.F CCOTERIR TETTIC. . vevee v rvmromomomo s s ES L ES AF Co o B T S 101

5:5.1.2 Nts Unifontndiis 0o SOOB0T ... ..counsmm s i magsses s 102

A T e 2 o T e 103

5.5.1.4 Pré-processamento da imagem e suavizagdo da curva SPR ... 104

B B REBUMI0. ..o ccacivsnssssanmmommmssmesmmsnassananensssmmnfondas s SSHAE S SR o s s v s s s oS e s 106
6 Resultados EXPerimentans ... 107
6.1 INETOAUGEO ... oottt s o 107

viii



6.2 DiScusstes 36 ReSTHAMOS. ..........ooooocrascsmmmmssneesssesi i dosimsassissisme vy serimansisssbsssissbisssa ssans 107

6.2.1 LiGA0ODEE TEOVRISIVIBIR. ...oororvsserrsvonssusssnsssssmasssessins s an S T B SRR SRR A 3 107

6.2.2 Comparaglio cOM 0 VIITECK..............ccoosrrmmsmasmnesssstorssonsminsssisssmsssinsssssssssnssiisginns o 111

6.2.3 LigacOes TEVETSIVEIS ............c..cvrmrervmrrmcsniesesesssansntsssssessssssssssssasssesssssesssssnssansnsssinss 113

6.2.3.1 Constaiites CINGHCES. ......cvmnmmesaessssssssmmmesmssmp s i AT s asssss e 115

6.3 CONCIISAO. ..o oniiciimiieiecciersssinsensssssssassassatasassems st sssassessrsssrsarsses e sanassesssessanassassssenassssasestinss 118

7 Conclusdes e trabalhos Futuros . .. 119
RO T BIIC AS oo e et e ee e eh et 121
RPEIIIEE A....cocuiismimimmiiss smmumsnvisoomsisssiassntussstvisnssasosss i todismus e s s PR RS SRS R 2 SmaHaA SANSAEESS 126
A1l Ajustes dO PriSMa OPLICO ..ottt 126
AL L Anmealion ......conmmomnsmmmmmmmmmmsa s s s ARG 126
A1.2Camada MetAliCa. ... ..ot s 127

A2 Ajustes na célula de FIUKO ... s 129



Lista de Simbolos e Abreviacdes

Ores
Ares
eEmMr
ksp

kx

n;
AIM
ANAC
ANP
ASIC
CCD
ELISA
FPGA
FUNASA
IBGE
ICG
LED
LGPL
PBS
PSF

SPR
SPW

RIU
TTL
UACPE
USB

angulo de ressonincia

comprimento de onda de ressonancia

parte real da permissividade elétrica do condutor
vetor de onda dos plasma de superficie
componente x da luz incidente

indice de refragdo do meio 1

Angular Interrogation Mode

Agéncia Nacional de Aviagdo Civil

Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
Application Specific Integrated Circuit

Charge Coupled Deivce

enzyme linked immunosorbant assay

Field Programmable Gate Array

Fundagido Nacional da Saude

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Integration Clear Gate

Light Emitting Diode

Lesser General Public License

Phosphate Buffered Saline

Programa Saude da Familia

Unidade de indice de Refragio

Surface Plasmon Resonance

Surface Plasmon Wave

Reflexdo Intema Total

Refractive Index Unit

Transistor-transistor logic

Unidade de Aquisi¢io Controle Processamento e Exibigio
Universal Serial Bus

Wavelength Interrogation Mode

[°]
[nm]
[Fm)
[rad.m™]
[rad.m™]
[RIU]



Lista de Tabelas

2.1

5.1

T

53

54

3.5

6.1

6.2

Classificagdo dos biossensores sob diferentes critérios.

Valores experimentais e teoricos para o comprimento de onda e seus pixels

correspondentes.

Valores estatisticos da regressao.

Parametros para a equagdo 5.1.

Descrig¢do de todos os pixels operando com o software proprietario.

Descrigio dos pacotes referente aos pixels operando manualmente o

espectrometro. Detalhe para o formato de cada pixel.

Quadro comparativo entre os equipamentos utilizados.

Valores calculados para as constantes cinéticas da adsor¢do da neutravidina.

xi



Lista de figuras

21

22

23

24

2.5

2.6

31

Representacdo esquematica de um biossensor. O elemento de reconhecimento
esta integrado ou intimamente associado ao transdutor. Uma unidade é
responsavel por fornecer os pardmetros de aquisi¢do, fornecidos pelo usuario.
Essa umdade apresenta os resultados calculados, em geral, sob a forma de
graficos os quais permitem acompanhar a evolugdo do evento biologico. O
sistema computacional constitui dos elementos que viabilizam o funcionamento
do biossensor, formando um equipamento.

Configuragdes proposta por a) Otto e b) Kretschmann-Raether.

Estrutura de um Biossensor SPR com quatro camadas em que (1) é o meio
dispersivo, (2) metal, (3) e (4) representam o analito sob analise. A célula de
fluxo conduz o analito por sobre a superficie do metal. Reflexdo interna total,
com destaque para 0 campo evanescente gerado na interface entre os meios com
diferentes indices de refracio, sua componente horizontal (k,) e a oscilagdo dos
plasmas (Kgp).

Tragade de raios (ray fracing) de uma onda eletromagnética em um sistema

multicamadas.

Curva caracteristica do fendmeno SPR (simulagio) — Grafico intensidade
luminosa versus angulo de incidéncia referente ao modo de interrogagio angular
(AIM). O valor minimo da curva representa a ocorréncia da ressonancia (Gges
para 0 modo AIM e Aggs para o modo WIM). Para analitos com diferentes
indices de refragio observam-se diferentes valores no minimo. Os parimetros de
simulagio para (2.10) a (2.14) sfio: ny = 1.522+01; np = 0.11525+3 886861; ny =
1.33+0i(curva vermelha), n; = 134+0i (curva azul); nz=135+01 (verde);
n,=1.35+0i; d, =00 (~1cm); dz =50nm; d3 =100nm; d, =o0; A=670nm.

Exemplo de um sensorgrama para o angulo de ressonincia ao longo do tempo, a
partir da Figura 2.5. O aumento no angulo de incidéncia, consequentemente do
indice de refragdo, se deve a adsorgdo do analito de interesse ao elemento
bioreceptor. A diminuigdo ocorre devido a remogdo da substincia que foi
absorvida.

Recorte da pagina web que contém o Simulador SPR. Destaque para aba
“[4]Meio” que fornece as opgdes de “Numero de camadas” e “Meio ambiente”.

xii



32

3.3

34

3.5

3.6

4.1
4.2
43
4.4
45

4.6

4.7

438
4.9
4.10
4.11
4.12

4.13

414

Abas do simulador para a) configuragdo do analito, b) ajustes da camada
metalica; ¢) pardmetros para o meio dispersivo.

Configuracdo da parte optica para o modo a) AIM e b) WIM. Os valores obtidos
com a simulagio sdo apresentados nas abas “Output - AIM” e “Output - WIM”,
respectivamente.

Curvas SPRs simuladas para diferentes substincias tantoc no modo de
interrogagio a) angular quanto no modo de interrogagio b) espectral. Exemplo
do posicionamento da linha base (modo WIM).

Polinémio interpolador (linha azul) para os dados reais (linha vermelha) — modo
WIM

a) Resposta simulada para o calculo do indice de refragio no modo AIM b)
Resposta simulada para o calculo do indice de refragdo para biossensor SPR no
modo WIM.

Diagrama de blocos de um sistema embarcado.

Diagrama de blocos do sistema embarcado para um biossensor.

Diagrama de blocos expandido do sistema embarcado para um biossensor.
Diagrama de caso de uso do biossensor proposto.

Design de um biossensor. Montagem de Kretschmann-Raether.

Componentes presentes em um Sistema Computacional para biossensor SPR.

Design da disposi¢do dos elementos que excitam o fendmeno SPR no biossensor
proposto, retirada de [7]. a) Montagem para o modo de interrogagio espectral e
b) para o modo de interrogagao angular.

Resposta espectral da fonte de luz policromatica utilizada no biossensor.
Resposta da fonte de luz monocromatica utilizada no biossensor.

a) Secdo transversal do prisma Optico e b) vista superior.

Fotografias Prisma optico.

Célula de fluxo do biossensor.

Exemplo de sistemas automaticos de amostragem a) awtosampler e b)
multivalvula.

Estrutura das pastes mecdnicas e ouiras partes que compdem o sistema
embarcado do sistema biossensor proposto - WIM.

xiii



4.15

4.16

5.1
5.2
5.3
54
55
5.6

5.7

5.8

59

5.10
5.11
5.12

5.13

5.14

5.15

5.16
5.17

5.18

5.19

Estrutura das pastes mecdnicas e outras partes que compdem o sistema
embarcado do sistema biossensor proposto - AIM.

Disposi¢do dos elementos que compdem a plataforma para o biossensor
proposto. As estruturas essenctais foram apresentadas nas Figuras 4.16 ¢ 4.17.

Grafico Comprimento de Onda x Pixel.

Etapas para a aquisi¢io do sinal do espectrometro.

Descrigiio dos pixels do sensor Toshiba TCD1304AP.
Funcionamento do sensor Toshiba TCD1304AP.
Funcicnamento no modo “External Hardware Trigger”.
Funcionamento no modo “External Synchronization Trigger”.

Analise geométrica do caminho 6ptico. Uma analise da distancia entre a lente
cilindrica e o prisma pode ser encontrada em [13].

Analise geométrica para calculo da relagio entre pixel e dngulo de mmcidéncia —
chegada da luz.

Grafico Angulo de Ressonincia x Pixel.

Fluxograma do software embarcado.

Tela inicial do software para o modo WIM, aba “General Information”.
Detalhe para o0 menu de opgdes.

Aba “Sensorgram” com os graficos indice de Refragio X Tempo e
Comprimento de Onda X Tempo. A aba “Parameters” possut a mesma estrutura
e apresenta os graficos Largura X Tempo e Assimetria X Tempo.

Visualizagio das dependéncias do software. Interface é classe detentora do
método main.

a) Tela inicial da aplicagdo para o modo AIM com janela listando o detector
conectado b) Execucgfo do SPR Station — AIM.

Setup experimental para a plataforma do biossensor SPR desenvolvida.
Circuito de um sensor CCD.

a) Sinal sem a remog¢do da corrente escura e b) Sinal apos a subtragdo da
corrente escura.

Montagem para medir a qualidade da emisséo da fonte luminosa.

Xiv



5.20

521

6.1

6.2

6.3

6.4
6.5

6.6

6.7

Al

A2

A3

Ad

Sinal do transdutor a) bruto, b) apos a média movel usando 90 pixels e uma
media espectral para 5 imagens e c) apos a mediana usando 32 pixels.

Curva SPR para os prismas coberto com o spputering K550x.

Sensorgrama, no modo WIM, para os pardmetros comprimento de onda de
ressondncia, indice de refragdo, largura e assimetria respectivamente.

Sensorgrama do A4, suavizado. Detathe para ampliagio de um ciclo.

Sensorgrama, no modo AIM, para os parametros dngulo de ressonincia, indice
de refragdo, largura e assimetria respectivamente.

Respostas para as montagens a) VirTech b) modo WIM e ¢) modo AIM.
Respostas para a deposi¢do de neutravidina.

Respostas para a deposi¢do de neutravidina: a) sensorgrama suavizado referente
ao biossensor proposto e b) resposta do VirTech.

Respostas para a cosntantes de adsorgdo e dissociagdo caiculadas em fungdo do
sensorgrama para o a) indicie de refrag@o e para o b) comprimento de onda.

Fotografia para prismas com (1,2,3) e sem (3,5,6) annealing, com destaque para
diferengas em suas estruturas internas, polidos (3,4) e ndo pohdos (1,2,5,6).

a) Curva SPR distorcida obtida com o b) prisma cuja superficie metalica foi
depositada com o spputering Sanyu SC-701.

Grafico que mostra a espessura esperada em funcio da taxa de spputering a
1x10"' mbar.

Célula de fluxo acoplada ao prisma. Detalhe para o desnivel responsavel pela
formagdo de bothas dentro da célula.

Xv



Capitulo 1

Introducio

A incorporacio de solugdes tecnologias na saude ndo s para uma modernizagio do
sistema como um todo, mas principalmente na prevengido e diagndstico mais especifico,
reduzindo assim, o tempo de atendimento ao paciente, ¢ uma das alternativas
encontradas pelos sistemas de saude de diferentes paises para enfrentar um cenario de
elevagdo de gastos e de restrigbes de recursos em saude.

Para evitar problemas de tecnologias que nio dispdem de eficécia constatada
ou mesmo aquelas que s3o eficazes mas apresentam baixa utilizagio, gestores recorrem
as "evidéncias cientificas como ferramenta balizadora para priorizar devidamente as
tecnologias a serem incorporadas em seus sistemas de sande” [1].

As evidéncias tornam-se ainda mais necessarias no combate a problemas que
exigem acgdes emergenciais, como epidemias virais e bacterianas ¢ a falta de controle de
qualidade em determinados produtos, os quais sio carentes em técnicas que agilizem
seus prognosticos.

A tecnologia dos biossensores permite a analise de interagdes
biomoleculares, fornecendo informagdes essenciais ao entendimento do processo em
analise. Uma das principais areas de aplicagdo para essa tecnologia sio os exames
clinicos, em especial as aplicagdes imunosensoras [2,3,21,24,67].

Em seu funcionamento, um biossensor simula o comportamento do corpo
humano, por meio de testes imunologicos (imunoensaios). O organismo animal ou
vegetal quando estimulado por uma substincia estranha, denominada antigeno,
desencadeia um mecanismo de defesa por meio da liberagéo de anticorpos especificos
em resposta a presenca desse antigeno [22]. Devido a essa especificidade, a resposta de
um imunoensaio sO ocorrera na presenga de uma substancia especifica. No biossensor,

geralmente a substincia a ser estudada atua como antigeno. Assim, reproduzindo um
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imunoensaio, o biossensor garante uma alta sensibilidade, especificidade, e
reprodutibilidade do diagnostico.

Uma vantagem ¢é a utilizagio da amostra em volume pequeno [4], como
amostras de sangue de um paciente, evitando desperdicio. A substincia pode ser
manipulada em diferentes formatos, tais como: fluxo liquido [4,5] — para tanto, o
biossensor incorpora um sistema microfluidico, gotejamento (gotas liquidas) [7] e em
fase gasosa [6]. Com isso, aumenta o custo-beneficio do diagnostico [4] ao mesmo
tempo em que consegue ser um método pouco invasivo.

Composto por partes eletronicas e biologicas, conforme descrito no capitulo
2, os biossensores interdisciplinarizam a quimica, fisica, informatica, biologia,
eletronica e medicina. Como resultado, possibilitam a automagdo, miniaturizagio e
simplificagdo no processo de diagnostico [64].

O mercado mundial de biossensores movimentou, em 2008, 10.6 bilhdes de
dolares [65]. Muito se deve aos biossensores para monitoramento de Glicose, 83 %,
entretanto a versatilidade dessa tecnologia ndo fica restrita a tal aplicagdo. A variedade
na forma de tradugdo da interagdo biomolecular permite a pesquisa de diferentes
biossensores aplicaveis nos mais variados campos do conhecimento.

Como exemplo de area passivel de utilizagdo de um biossensor, pode-se citar
a indastria de combustiveis. Previamente preparado, este consegue medir em tempo real
os valores de concentra¢des na mistura de alcool e gasolina, a eventual adi¢do de agua
no alcool combustivel ou a presenga de produtos estranhos na gasolina. Outro campo de
atuagdo ¢ na satde. O biossensor poderia estar presente nas unidades do Programa de
Saide da Familia como tecnologia para diagnosticar doengas virais e bacterianas
(AIDS, Dengue, HINI1, etc.), além de permitir o monitoramento da qualidade da agua
utilizada para o consumo humano. Na industria de alimentos, a detec¢do de fungos e
outras pragas toam-se factivel [12,14], reduzindo as perdas econdmicas, assim como
os riscos a saide humana e animal. E no setor de seguranga, um biossensor também
poderia ser utilizado para detec¢do de drogas ou armas biologicas em aeroportos e
fronteiras [6]. Assim, os biossensores constituem um processo abrangente de
investigagdo de problemas de satide, ou ndo, emergentes ou ja existentes.

Dentre os tipos de biossensores existentes, 0s Opticos estdo cada vez mais se
tornando objetos de pesquisa [18]. Em seu funcionamento, a analise ¢ realizada através
do monitoramento de propriedades Opticas de uma fonte luminosa, que interage com o

processo investigado.
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No presente trabalho desenvolveu-se um biossensor optico baseado no
fendmeno fisico da ressonancia de plasma de superficie (Surface Plasmon Resonance —
SPR). Composto por um conjunto de elementos eletro-Opticos, detalhados no capitulo 4,
o biossensor SPR monitora o comportamento de uma fonte luminosa sob condig¢des
especiais. Dessa forma, garante um diagnostico mais rapido se comparado aos métodos
convencionais para detecgdo de interagGes biolégicas (cromatografia, equilibrio de
dialise, testes imunologicos tradicionais e espectroscopia), em torno de minutos apos a
coleta do material, e a possibilidade de desenvolvimento de equipamentos para atuagio
em campo, problema até entdo encontrado nos métodos tradicionais de imunoensaios,
como o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e o MEIA (Microparticle
Enzyme Immuno Assay) [66).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho objetiva desenvolver um sistema computacional para o

funcionamento de um biossensor dptico baseado na ressonancia de plasma de superficie.

1.1.2 Objetivos Especificos

Dentre 0os percursos necessarios ao cumprimento do objetivo a que se propde este

trabalho, algumas atividades devem ser realizadas:

¢ Entender o fendmeno da ressonancia de plasma de superficie;

e Analisar as possiveis solugoes de hardware para o sistema;

e Analisar as possiveis solugdes de software para o sistema,

e Confeccionar uma estrutura fisica que engloba todos os componentes
necessarios para obten¢gdo do fendmeno da ressonancia de plasma de

superficie;
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e Implementar as técnicas de processamento da resposta do transdutor que
permitem a utilizagao do fendmeno SPR em aplicagbes sensoniais;
¢ [Estudar/Implementar solugdes de suavizagdo de sinais para minimizar

ruidos nos dados do sistema;

1.2 Organizacao do trabalho

A presente dissertagdo esta organizada da seguinte forma:

e No Capitulo 2: Biossensores, discute-se os fundamente da tecnologia de
biossensores, em énfase nos biossensores opticos, bem como é apresentado o modelo
matematico que rege o biossensor SPR.

e No Capitulo 3: Simulador, é apresentado o simulador desenvolvido
para o entendimento do fendmeno SPR.

e No Capitulo 4: Sistema computacional para biossensor baseado no
fenomeno SPR, encontram-se as especificagdes para o sistema. Descreve-se as
atividades para se alcancar os objetivos propostos no presente trabalho. Ao fim,
apresentam-se todos 0s componentes presentes no sisiema,

e No Capitulo 5: Construgio da selugio, discute-se os procedimentos
adotados para organizagdo dos componentes e o que foi feito para se obter um
equipamento que “Simplesmente funciona!l”.

e No Capitulo 6: Resuitados experimentais, os resultados dos
experimentos e comparagdes realizados com o sistema desenvolvido sdo apresentados.

e No Capitulo 7: Conclusdes e trabalhos futuros, apresentam-se as

conclusdes deste trabalho e indicagdes de posteriores aprofundamentos.
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Capitulo 2

Biossensores

2.1 Introducio

De acordo com a [IUPAC [9] o termo biossensor refere-se a:

“um dispositivo que usa reagoes bioquimicas especificas mediadas por
enzimas isoladas, imuno-sistemas, tecidos, organelas ou células
completas para detectar compostos quimicos, usualmente, através de

sinais elétricos, térmicos ou opticos.”

Os biossensores tipicamente sdo equipamentos bioquimico-eletronicos para
identificar, processar e quantificar um evento biologico.

A Figura 2.1 fommece um diagrama de blocos para um biossensor. O
elemento de reconhecimento (biorecptor) é afixado na superficie do sensor por meio
de uma interface quimica e tem por objetivo reconhecer seletivamente e interagir com
o substrato/analito de interesse, originando uma reagdo bioquimica (produto quimico).
Entre os elementos de reconhecimento utilizados encontram-se enzimas, anticorpos,
microorganismo, cadeias de DNA e receptores especificos. A interagdo entre o analito e
o elemento de reconhecimento resulta na altera¢do de uma ou mais propriedades fisico-
quimicas do analito (modificagdo de pH, transferéncia de elétrons, variagdo de massa,
transferéncia de calor, liberagido de gases ou ions) que sdo detectadas e medidas pelo
transdutor [11,12]. Um médulo é usado para controle e aquisicdo da saida do
transdutor que ¢ entdo processada e disponibilizada pela interface com o usuario. O

sistema computacional € entdo a composi¢do de elementos (hardware e software) que
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irdo viabilizar o funcionamento do biossensor. Devido a versatilidade do elemento de
reconhecimento, a superficie de reconhecimenio pode ser “preparada” para as mais
diversas finalidades, fator que confere aos biossensores essa flexibilidade de utilizagéo
em diversos dominios de aplicagdo. O crescimento dos biossensores no cenario mundial

deveu-se segundo Nakamura apud Moreira [13] a:

“caracteristicas vantajosas, tais como menor tempo de processamenio
da andlise da amosira e um onus menor do processo compleio em
relagdo aos outros métodos, possibilidade de integracdo e de andlise em

tempo real e in-situ”.

Diante disso, a aplicabilidade da tecnologia de biossensores torna-se possivel nas mais
diferentes areas do conhecimento: satde, indastria de alimentos, controle de processos,
monitoriza¢do ambiental e no combate a armas biologicas [14,15].

O termo biossensor deve-se ao professor Leland C Clark Jnr. que em 1956
criou o eletrodo de oxigénio. Em seu discurso no simposio da Academia de Ciéncias de
Nova lorque descreveu “como fazer sensores eletroquimicos mais inteligentes
acrescentando transdutores de enzima, formando uma estrutura em camadas baseada em
ensaios sanduiches” [16].

No tocante ao desenvolvimento dos biossensores de ressonancia de plasma
de superficie os fatos sdo bem mais recentes. O fendmeno que ocorre ao incidir uma luz
em uma graticula de difragdo devido as ondas de plasma de superficie presentes no
metal foi primeiramente estudado por Wood no inicio do século XX. Liedberd e
colaboradores [17] descreve os pormenores da trajetoria das pesquisas em biossensores
SPR. Nos anos 60, Kretschmann-Raether e Otto demonstraram a existéncia do efeito
SPR, pelo processo de atenuacgio da reflexdo total da luz, ao incidir um feixe luminoso
em um prisma acoplado a uma superficie de metal. A Figura 2.2 mostra a configuragéo
dos sensores utilizados por cada um para tal experiéncia. Otto propds uma estrutura
onde o filme metalico dista do prisma na ordem do comprimento de onda da luz
incidente. Ja Kretschmann posicionou o metal junto ao prisma, utilizando substratos de
vidro na deposigdo do metal sobre o prisma. A configuragio apresentado por
Kretschmann-Raether € utilizada na maior parte dos instrumentos SPR devido a sua

maior facilidade de instrumentagao.
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Figura 2.1 — Representagdo esquematica de um biossensor. O elemento de
reconhecimento esta integrado ou intimamente associado ao transdutor. Uma unidade é
responsavel por fornecer os parametros de aquisi¢do, fornecidos pelo usuario. Essa
unidade apresenta os resultados calculados, em geral, sob a forma de gréficos os quais
permitem acompanhar a evolugdo do evento biolégico. O sistema computacional

constitui dos elementos que viabilizam o funcionamento do biossensor, formando um

equipamento.
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Figura 2.2 — Configuragdes proposta por a) Otto e b) Kretschmann-Raether

No ano de 1983 Liedberg e seus colaboradores desenvolveram o primeiro
biossensor utilizando a tecnologia SPR baseado na configuragdo de Kretschmann,
utilizado para detecgdo de gases. Desde entdo o desenvolvimento/pesquisa destes

biossensores vem crescendo [18].

2.2 Classificacao

Os biossensores podem ser classificados em termos do modo de interagido do elemento a
ser reconhecido e o analito; de acordo com o tipo de elemento bioreceptor utilizado; de
acordo com o método de detecgdo e de acordo com a natureza do transdutor [19,20]. A
Tabela 2.1 ilustra as possiveis classificagdes.
De acordo com o modo de interagdo pode ser:
i.  Catalitico — sensores biocatalitico sdo baseados em uso de catalisadores
biologicos que mediam a reagdo quimica, envolvendo um ou mais
substratos, gerando um ou varios produtos. Apds o processo, O
biocatalisador € regenerado e pode ser reutilizado novamente [19];
ii. Afinidade — sdo baseados na interagdo do analito de interesse com o
elemento de reconhecimento, ndo mediada por conversdo catalitica. Essa
interag@o envolve a modifica¢do de alguma(s) propriedade(s) quimica(s)

ou fisica(s) formando um complexo analito-receptor.
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De acordo com ométodo de detecgdo pode ser:

Biossensores

i.  Direta — as modificagdes provenientes da interagdo analito-receptor sdo

os alvos de interesse, sem necessidade de compostos mediadores ou

marcadores;

ii. Indireta — faz-se necessario a adigdo de composto para marcar o

substrato (analito) de interesse. Podem ser marcadores fluorescentes,

nanoparticulas ou enzimas.

Tabela 2.1 — Classificagido dos biossensores sob diferentes critérios

Critério de

classificagdo

Modo de interacdo

Catalitico

Afinidade

Método de detecgdo

Direta

Indireta

Bioreceptor

Enzima

Organela, tecido ou célula

Anticorpo (Imunosensores)

Acidos nucléicos

Sistema de transdugio

Eletroquimico

Optico

Termométrico

Magnético

Acusticos

Piezoelétrico

Nanomecanico

O bioreceptor empregado pode ser:

i. Enzima — biossensores enzimaticos utilizam enzimas como catalisadores

de reagdes quimicas ligando-se ao substrato de interesse, a exemplo do

biossensor de Clark: enzima oxidase de glicose para determinar

quantidade de glicose em sangue [21]. Entre as vantagens da utilizagdo

de enzimas nos biossensores destacam-se a sua elevada seletividade, a

simplicidade da configuragdo do prototipo, sua capacidade de se auto-
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regenerar ¢ ampla disponibilidade comercial [19]. As principais formas
de imobilizag@o de enzimas podem ser encontradas em [22].

Células e tecidos — estes biossensores utilizam células de
microorganismos incorporando-as a superficie do eletrodo, cujo
principio de funcionamento é semelhante aos biossensores enzimaticos.
Apresentam uma resposta mais lenta devido a difusdo de substratos
através da membrana celular [13,19]. Em contra partida, apresentam
custos reduzidos, maior atividade catalitica e estabilidade [13]
Anticorpo (Imunosensores) — o objetivo desses biossensores ¢
encontrar o antigeno correspondente [21,24]. Dessa forma apenas o
antigeno de interesse agrega-se ao anticorpo, alterando as propriedades
fisicas/quimicas do analito. Ao buscar uma maior seletividade e limites
de detecgdo adequados faz-se necessario uma alta afinidade do complexo
antigeno-anticorpo dificultando sua dissociagdo, comprometendo seu uso
a uma unica vez [19.24].

Acidos Nucléicos — os acidos nucléicos sdo estruturas moleculares
formadas pela repeti¢ao de nucleotideos, que sdo as unidades basicas das
cadeias de DNA. Os genosensores usam a sequéncia complementar do
DNA para detecgdo de mutagdes e alteragdes de DNA [17].

De acordo com o tipo de transdutor pode ser:

i

Eletroquimico — estes biossensores consistem em uma camada de
bioreconhecimento e um transdutor eletroquimico. Em Thévenoter al
[20] encontramos os biossensores eletroquimicos divididos da seguinte
forma:

a) Potenciométrico— monitora a diferenga de potencial entre dois
eletrodos, sendo um indicador (biossensor) e outro de
referéncia,quando submetidos a uma corrente zero;

b) Amperométrico — “monitora a corrente resultante da oxidagao
eletroquimica ou da redugdo de uma espécie eletro-ativa (...)
mantendo um potencial constante” [20];

c) Condutométrico — monitora a condutdncia idnica, através da

variag@o da concentragdo de ions.
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ii. Optico — monitora a variagdo das propriedades opticas fruto da interagfio
entre o bioreceptor € o analito. Ao incidir uma luz sobre a superficic em
que se encontra ¢ analito, dependendo da interagfio, pode-se observar
alteracdes nas caracteristicas do indice de refragfio, absor¢do,
fosforescéncia, fluorescéncia, refletividade, polarizag8io € comprimento
de onda [13,19]. Entre os principais biossensores opticos podemos
destacar os baseados em fibra-dtica e os de ressondncia de Plasma de
superficie(SPR). As principais vantagens desse tipo de biossensor estio
listadas em {25,32,58,59].

ili. Termométricos — medem a concentragdo do analito através da variagdo
de entalpia de uma reagfo quimica;

iv. Magnéticos — empregam particulas magnéticas como a magnetita
(Fes04), greigita (Fe;S4) ou outros tipos de ferrita [19], combinadas com
o elemento de reconhecimento para detecgdo magnética;

v. Piezoelétrico — mede alteragbes na massa depositada sobre a superficie
de um cristal piezoelétrico a partir das variagdes na frequéncia
caracteristica do cristal.

vi. Acisticos — também sd3o baseados na piozoeletricidade, entretanto
focados nas propriedades acusticas do sistema [26];

vii. Nanomecfinico — consistem de nanoestruturas com as extremidades em

forma de trampolim que sofrem uma deflex@o devido & incorporagdo do

analito de interesse sobre 0 mesmo [27].

Os biossensores Opticos baseados na ressonincia de plasmas de superficie
possuem caracteristicas vantajosas tais como menor tempo de processamento da andlise
da amostra e um 6nus menor do processo completo em relagdo aos outros métodos,
miniaturizagio, versatilidade, rapidez e a ndo necessidade de marcadores especiais para
detectar substdncias de interesse, as quais sdo descritas na se¢fo 2.3. Ademais, podem
ser aplicados para andlise de liquidos, gas e soélidos com espessuras na ordem do

comprimento de onda da luz incidente.
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2.3 Biossensores SPR

Nos ultimos anos testemunhou-se um notavel nimero de trabalhos destinados ao
desenvolvimento de sensores Opticos para medigdo/identificagdo de compostos
quimicos e/ou biologicos utilizando a técnica SPR.

Um biossensor SPR estende a funcionalidade de um sensor SPR — sensor que
observar a variagdo do indice de refragdo (IR) — por meio da adesdo de uma camada
bioquimica ativa. Quaisquer alteragdes nessa camada sio captadas e verificadas na saida
do biossensor. Na Figura 2.3 observa-se uma estrutura tipica de um biossensor SPR.
Nela encontra-se a camada de metal (camada 2) entre o meio dispersivo (camada 1) e a
camada de bioreconhecimento (camada 3) presente na amostra fluidica (camada 4).
Dentre as vantagens proporcionadas pelos biossensores SPR destacam-se{15]:

e Versatilidade — um sensor SPR genérico, sem a presenca do bioreceptor, pode
ser adaptado para detectar elementos de diferentes analitos. Como mencionado
anteriormente, a versatilidade ¢ decorrente da funcionalizagdo da superficie
metalica, isto €, preparar a superficie com a adesdo de um elemento de
reconhecimento que va ao encontro da substancia a ser investigada;

e Sem réotulo — ndo ha necessidade de marcadores pois o sensor monitora
diretamente o indice de refra¢do da superficie seletora;

¢ Rapidez — o resuitado € pronunciado em poucos minuios;

¢ Miniaturizaciio — os elementos necessarios a excitagdo do efeito SPR sdo de
dimensdes fisicas reduzidas, sendo area minima para detecgdo limitada pelo
comprimento de onda da onda de plasma de superficie (da ordem do

micrometro), favorecendo o projeto de equipamentos portateis [15].

A seguir serdo apresentados, os aspectos tedricos do fenomeno de

ressonancia de plasma de superficie.
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Figura 2.3 — Estrutura de um Biossensor SPR com quatro camadas em que (1) é o meio
dispersivo, (2) metal, (3) e (4) representam o analito sob andlise. A célula de fluxo
conduz o analito por sobre a superficie do metal. Reflexdo interna total, com destaque
para o campo evanescente gerado na interface entre os meios com diferentes indices de

refragfio, sua componente horizontal (k,) e a oscila¢@o dos plasmas (kp).

2.3.1 Conceitos Fundamentais

Polarizacio da Luz

A luz ao se propagar por um meio possui a intensidade e a dire¢dio do vetor campo
elétrico variando de forma incoerente no tempo. A polarizagdo de uma onda
eletromagnética consiste na curva tragada pelo vetor campo elétrico [28]. Considere
novamente a Figura 2.3, o plane definido pela luz incidente e a dire¢cdo normal fi ¢

denominado de plano de incidéncia. A diregfio da polarizagéo pode ser classificada em:
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1) Transverso Magnético (TM) ou tipo p — quando o campo magnético
incide perpendicularmenie ao plano de incidéncia enquanio o campo
elétrico incide paralelamente;

i1) Transverso Elétrico (TE) ou tipo s — quando o campo elétrico fica
orientado na dire¢do perpendicular ao plano de incidéncia enquanto o

campo magnético incide paralelamente.

Reflexio Interna Total da Luz

Quando uma onda luminosa desloca-se de um meio com alto indice de refracéo (n,)
para um meio com indice de refragdo menor (n;), a luz € parcialmente refletida e

parcialmente refratada, segundo a lei de Snell:
n,senf = n,senf, (2.1).

Acima de um determinado angulo de incidéncia (8), a luz nao ¢ mais refratada e uma
reflexdo interna total (RIT) € observada. O angulo de incidéncia critico (6.)a partir do

qual a reflexdo interna total ocorre ¢ obtido de
- -1(M
6. = sen (nz) (2.2).

Entretanto, em condigdes especificas, isso ndo € bem verdade, pois uma
componente da onda eletromagnética penetra no meio de menor indice de refragao
criando um campo elétrico evanescente. Esse fendmeno torna-se mais evidente quando
na superficie de menor indice de refracio é depositado um filme metalico. Tal
fenomeno ¢ apresentado em destaque na Figura 2.3. Mais detalhes serdo apresentados

na proxima sessao.
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2.3.2 O fenomeno SPR

Os plasmas podem ser definidos como uma unidade para as oscilagdes coletivas de
elétrons — semelhante aos fotons comio unidades da luz.

No que se refere aos metais, conforme descrito pelo modelo do gas de
elétrons livres proposto por Drude [30], estes possuem ions positivos e um “gas de
elétrons” livres. Ao incidir um feixe de luz sobre o metal, os elétrons livres movem-se
devido a presenga do campo elétrico e os ions positivos deixados para tras exercem uma
forga de atragdo sobre os elétrons, tentando puxa-los de volta para suas posigdes
originais. Essa interacdo é o que faz oscilar os plasmas, surgindo uma onda de plasma.
E quando essa oscilagdo ocorre na superficie de um metal denomina-se onda de plasma
de superficie - surface plasmoi wave (SPW). Nesse seiitido a escotha do metal utilizado
¢ de fundamental importincia, sendo os metais mais apropriados aqueles “cuja
permissividade elétrica complexa possui valores elevados,e negativos, para a parte real
e valores baixos para a parte imaginaria” [15]. Entre estes encontramos os metais nobres
como a prata, o ouro, o cobre e o aluminio. O ouro e a prata sdo os metais mais
utilizados devido ao fato de a ressondncia de plasma de superficie ocorrer no espectro
de luz visivel [31]. Vale salientar que o ouro ¢ o menos suscetivel a reagdes de
oxidagdo e redugdo.

Na Figura 2.3 pode-se observar a diregdo € o sentido do vetor de onda de

plasma, denotado por kp[32]:

—= }—8""“5 23
ksp A A emrtn? (2.3),
os quais que A ¢ o comprimento da onda luminosa incidente, €,,, ¢ a parte real da

permissividade elétrica da superficie de ouro e 3¢ o indice de refragdo do analito. A

condig@o 2.3 também pode ser reescrita da seguinte forma:

e = 2(22)™ e,

€Ex+€Eqg
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0s quais € € €3 s30 a permissividade complexa do metal e do analito respectivamente; €

esta relacionada com o indice de refragio complexo da seguinte forma: € = €, + ie, =

(n+ ik)?, com €; = n? + k? e €, = 2nk. Assim, tem-se que:

= J,/eﬁ +62+¢6/2 (2.5)

Para que haja a excitagdo dos plasmas de superficie, isto €, a absor¢do da

energia proveniente do feixe de luz para deslocar os elétrons, algumas condigdes devem

ser verificadas:

Condi¢do 1 - As ondas luminosas devem possuir polarizacdo transverso
magnética, situagdo em que o campo elétrico incide paralelamente ao plano de
incidéncia.

Uma vez que a SPW possui polarizagdo transverso magnética [32], o
feixe de luz incidente deve possuir a mesma polarizagdo para que haja a

ressonancia.

Condicdo 2 - A onda luminosa deve incidir na interface na condi¢do de
reflexao interna total.

A RIT é uma condigdo necessaria para o surgimento do campo elétrico
evanescente, o qual fornecera energia para excitagdo dos elétrons livres do
metal. Esse campo evanescente € gerado pelas forgas de interagdo entre elétrons
¢ ions positivos em uma interface metal/dielétrico. Seu valor maximo ocorre no

inicio da interface e decai exponencialmente a medida que penetra no dielétrico.

Condigido 3 - A espessura da camada de metal dever ser inferior ao
comprimento de onda incidente.

O campo elétrico evanescente tem um poder de penetragdo elevado, no
maximo adentra a uma distancia igual ao comprimento de onda da luz
incidente. Deste modo, caso tenhamos uma superficie metalica muito espessa,
ndo sera possivel excitar os plasmas de superficie.

Em contrapartida, a amplitude da onda que caracteriza a oscilagdo dos

plasmas também possui valores absolutos pequenos. Assim, caso tenhamos
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0s quais €, € €3 s&0 a permissividade complexa do metal e do analito respectivamente; €
esta relacionada com o indice de refragio complexo da seguinte forma: € = €, + ie, =

(n + ik)?, com €; = n? + k? e e, = 2nk. Assim, tem-se que:

n= \L{Glz + Gzz = 61/2 (25)

Para que haja a excitagdo dos plasmas de superficie, isto é, a absor¢do da
energia proveniente do feixe de luz para deslocar os elétrons, algumas condigdes devem

ser verificadas:

e Condi¢cio 1 - As ondas luminosas devem possuir polarizagio transverso
magnética, situacdo em que o campo elétrico incide paralelamente ao plano de
incidéncia.

Uma vez que a SPW possui polarizagdo transverso magnética [32], o
feixe de luz incidente deve possuir a mesma polarizagdo para que haja a

ressonancia.

o Condi¢do 2 - A onda luminosa deve incidir na interface na condicdo de
reflexdo interna total.

A RIT é uma condig@o necessaria para o surgimento do campo elétrico
evanescente, o qual fornecera energia para excitacdo dos elétrons livres do
metal. Esse campo evanescente € gerado pelas forgas de interagdo entre elétrons
e ions positivos em uma interface metal/dielétrico. Seu valor maximo ocorre no

inicio da interface e decai exponencialmente a medida que penetra no dielétrico.

e Condigio 3 - A espessura da camada de metal dever ser inferior ao
comprimento de onda incidente.

O campo elétrico evanescente tem um poder de penetragdo elevado, no
maximo adentra a uma distdncia igual ao comprimento de onda da luz
incidente. Deste modo, caso tenhamos uma superficie metalica muito espessa,
ndo sera possivel excitar os plasmas de superficie.

Em contrapartida, a amplitude da onda que caracteriza a oscilagdo dos

plasmas também possui valores absolutos pequenos. Assim, caso tenhamos
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uma superficie de grande espessura ndo ocorrera plasmas de superficie. Neste

casso presenciamos plasmas volumétricos.

¢ Condi¢do 4 - Conservagdo da energia e momento do campo eletromagnético
durante a excitagéo dos plasmas de superficie.
CondigBes de contorno necessarias para ocorrer as situagdes de reflexdo e

transmissdo da onda eletromagnética.

o Condigdo 5 - O vetor do feixe luminoso incidente deve ser maior que o vetor de
oscilagdo dos plasmas de superficie.

Os plasmas de superficie nio podem ser excitados incidindo uma luz
proveniente de um meio (ex.. ar) diretamente na interface metal/dielétrico
porque “as condi¢des de conservagio de energia e momento nido podem ser
satisfeitas simultaneamente” {33]. Por esta razio, faz-se necessano a utilizagdo
de um meio dispersivo, exemplos; prismas, grade de dispersio, guia de onda e

fibra optica.

2.3.3. Ocorréncia da Ressoniancia

A SPR é um fendmeno optico-elétnco observado quando a componente do campo
evanescente (k) oscila na mesma frequéncia e amplitude dos plasmas de superficie. Em
outras palavras, quando o vetor k. iguala-se ao vetor k,, dizemos que ocorreu a
ressondncia de plasma de superficie. O valor da componente do campo evanescente na

dire¢do dos plasmas é {34}

= 2—’tn1 sen(f) (2.6),

ky =

em que n; ¢ indice de refragdo do meio dispersivo utilizado e € o &ngulo de

incidéncia. A equagdo 2.6 também pode ser reescrita da seguinte forma [59]:

k, =%n, sen(8) (2.7).

c
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Entdo, na ressondncia tem-se a seguinte situagiio:

2n [ ey oa 2
AAleptn? 4 n, sen(6) (2.3)

ou

w (€363 1/2_ w
(—) =-mn sen{B) 2.9

€ \Ez+te€qy

Nesse momento a energia transportada pelo feixe luminoso € absorvida pelos
elétrons o que € pronunciada por uma diminuigdo na intensidade da onda luminosa
refletida. A partir de (2.3) nota-se que o biossensor detecta mudangas de concentragio
de massa na camada formada junto a superficie do sensor através da medigdo das
mudancas no valor do indice de refragéio (n3). Quando as moléculas no analito se ligam
aos elementos bioreconhecedores, a massa molecular aumenta, havendo um
deslocamento do momento de ressonancia, conforme indicado pela Figura 2.5; quando

elas dissociam a massa diminui.

2.3.4. Modelo matematico

O modelo matematico utiliza as equagdes de Fresnel para descrever a excitagdo Optica
da ressondncia de plasma de superficie. Como podera se observar, o modelo € sensivel a
variacdo das caracteristicas da camada sensivel, tais como espessura ¢ indice de
refracdo; da camada metilica, do comprimento de onda da luz incidente e do dngulo
de incidéncia da luz.

Seja um biossensor multicamadas conforme mostra a Figura 2.3. A onda
eletromagnética em um biossensor de 77 camadas ou meios tem seu comportamento

descrito, em cada meio, por [34]:

’n}—(msen(ﬂj))z
(2.10)

ns

q; = 2
¥
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B = ildenjz — (nysen(6)))? (2.11)

em que: M; = Ny, + iNjyy,: indice de refragdo complexo do meio j; 0;: angulo de

incidéncia da luz que se propaga no meio j; A: comprimento de onda da luz incidente.

| \\ .

Figura 2.4 — Tragado de raios (Ray tracing) de uma onda eletromagnética em um

sistema multicamadas.

Pode-se observar a partir da Figura 4.1, que a luz sofre multiplas reflexdes
entre as interfaces e estas devem ser levadas em consideragdo para o calculo de reflexdao
total [41].

Encontra-se na literatura uma formulagdo mais facil e conveniente de uso
para descrever a transferéncia de uma onda entre meios. Abeles e Physapud [34]
empregam a chamada matriz de transferéncia. A matriz de transferéncia da onda
propagando-se do meio j para o meio j+I é expressa por (2.12), levando em
consideragdo (2.10) e (2.11).

cos(B;) (—isen(B)))/q;
M, = —-iqsenj(‘ﬁ,-) cos(ﬂ],-) J] @1

Desta forma, a transferéncia total pode ser calculada em fungdo da matriz de
transferéncia de cada interface entre os meios, pela fGrmula:

_ M m12]

£ Imyy my, 1

Mtot = M2M3 ---Mm—1 = KQIM
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Por fim, valendo-se de (2.10) e da matriz de transferéncia total (2.13) pode-
se calcular os valores da refletividade (7) ¢ transmissividade {f) do sistema de m

camadas. Estes valores sdo representados por

_ (M1 4+M 120 qm— (Mo +M33) G,
(M1 4M12G)gm+(Mm,,+my5)g),

r (2.14),

f s 2qm,
(my14+my2qm) g1 +(Mmy4+my5)qp,

(2.15).

As expressdes (2.14) e (2.15) descrevem os denominados coeficientes de
Fresnel. Estas equagdes foram utilizadas para obtengdo dos indices de refragio
apresentados nas Figuras 3.3 e 3.4 e explicam a ocorréncia do fendmeno SPR ilustrado

nas Figuras 2.5 e 2.6.

Morfologia da Curva SPR

A morfologia da curva SPR pode ser exemplificada pela Figura 2.6. Ao determinar o
valor minimo da curva SPR, pode-se determinar o valor FWHM (full widith at half
maximum), também chamado de ponto médio entre o valor maximo e minimo da curva
SPR, local onde os valores C e C,sdo estimados. Os parametros Ci e €, representam a
distancia em graus (modo AIM) ou em nandmetros (modo WIM) entre o minimo da
curva e borda direita e esquerda da curva, respectivamente. Os pardmetros largura (G)
e assimetria (') da curva SPR sdo expressos em fungdo destes dois valores e calculados

das seguintes formas [34,42]:

G=Cr+C, (2.16)

= CRr/C, (2.17)

A investigagdo sobre o comportamento desses dois parametros no processo
de analise de substancias utilizando o sistema proposto € apresentada no Capitulo 6:

Resultados experimentais.
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Figura 2.5 — Curva caracteristica do fendmeno SPR (simulag@o) — Grafico intensidade
luminosa versus angulo de incidéncia referente ao modo de interrogagdo angular (AIM).
O valor minimo da curva representa a ocorréncia da ressonancia (8zzs para o modo
AIM e Apps para o modo WIM). Para analitos com diferentes indices de refragdo
observam-se diferentes valores no minimo. Os parametros de simulagdo para (2.10) a
(2.14) sdo: n, = 1.522+0i; n, = 0.11525+3.88686i; nz = 1.33+01(curva vermelha); n; =
1.34+0i (curva azul), n;=135+0i (verde); ny=1.35+0i; d;=co (~lcm);, d,=50nm;
d; =100nm; d, =o0; A=670nm.

Um dos pontos fundamentais para a utilizagdo do fendmeno SPR em
aplicagdes sensoriais consiste na caracteristica da interagdo entre a luz incidente € as
SPW. Desta forma, os biossensores SPR podem ser classificados de acordo com a

medigdo da caracteristica da interagdo entre a luz e as SPW em [15]:
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® Modo de Interrogacio Angular — AIM (Angular Interrogation Mode): o
comprimento de onda € fixo. Varia-se o angulo de incidéncia e
consequentemente a componente k, do vetor de onda, até que a condigdo de
ressonancia seja alcancada. Conhecendo o dngulo em que ocorreu a ressonincia,
Ores, pode-se determinar o indice de refragio (IR) do meio sobre a camada

sensivel. A partir de (2.6) obtéimi-se a expressdo para o IR:

n, = J ezr(nlseﬂ(eres))z (2.]8)

-‘-'Zr—(nisen(eres))z

e Modo de Interrogacio de Comprimento de Onda — WIM (Wavelength
Interrogation Mode) — o angulo de incidéncia ¢ mantido constante. O espectro
da fonte luminosa € empregado para medir a refletividade como fungdo do
comprimento de onda. Devido a dispersdo do metal, as condi¢des de ressonincia
dependem do comprimento de onda e € pronunciada por um valor minimo de

comprimento de onda do espectro de luz, 4,.¢, conforme Figura 2.11.

Da equagao 2.7as seguintes relagdes sdo derivadas:

__ ez nZsin(0)?
€3 = G nisin(e) @19
. (2rti€z)nisin(6)” (2.20).

(€2r+ll€zi) —nfsin(ﬂ)z

Apos alguns rearranjos matematicos sem (2.9) e (2.10), obtém-se a

permissividade complexa do analito para o modo WiM:

. = [ez,,n'{sen(s)z+(ezrni’-sen(e)2)+ eziznfsen(ﬂ)zl . €zintsen(8)*
. (e2r—nisen(8)2)2+€52 (e2r—nZsen(8)?)2+€x

- (2.21)

Substituindo os valores de (2.21) em (2.3) encontra-se o valor do indice de

refragdo para o modo de interrogagdo espectral:
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nz = ‘j,‘ €§r+€§£ + Efs%r/z (222)

Como pode ser observado anteriormente, as formulas (2.21) e (2.22) ndo

dependem diretamente do A,.,. O valor da permissividade do ouro (€2) e do substrato
optico (€,) dependem diretamente do comprimento de onda de ressonancia. Para a

permissividade elétrica do ouro utilizam-se os pardmetros expressos em (2.23) para a

parte real e (2.24) para a parte imaginaria.

Ay = —4.56213820080244x10°1,
as = 1.24578712691403x10¢,
azr = —0.00129142125293739,
a;, = 0.52895170755495,

@y = —71.3327906531029;

€E2r = Q4r (Ares)4 + a3r(lres)3 + 0-21'()#93)2 + ayr (Ares) + Qor (2‘23)v

ay = 6.8510087005403x1071°,
az = —2.03847659489797x107¢,
az; = 0.00228400278978195,
ay; = —113906519596883,

ag; = 13.690219182805;

€2 = Qg (A-'res)4 + a'3i(lres)3 + azt(lres)z + ali(lres) + Qor (2-24)'

Para a permissividade elétrica do substrato optico so € utilizado a parte real,

expressa por:

b,, = 0.00000000000068495,
bs, = —0.0000000018975,
b,y = 0.0000020055,

b,, = —0.00098578,

bor = 1.7130;
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€ = '}*’41"('111,-:5)4 + b3‘r (lres)3 ¥ bzr('lres)z 5 blr (Ares) + bOr (2-25)-

* Modulagio de Intensidade (Intensity Modulation) — tanto o angulo de
incidéncia quanto o comprimento de onda sdo fixados. A intensidade da luz apos
a interagdo com a SPW é mensurada. Apenas um valor é monitorado nesse
esquema, ao contrario dos modos até entdo mencionados, em que todo o espetro

¢ observado.

e Mensuracgio de Fase (Phase Change Measurement)— a mudanca da fase entre
luz incidente e a luz refletida apés a interagdo com a SPW ¢ monitorada. Em
[35] encontra-se uma referéncia para um biosensor capaz de detectar Salmonella

por meio da alteragdo na fase da velocidade de uma onda luminosa.

e Mensuracio de Polarizacio (Polarization Measurement) — Os modos de
polarizagdgo TM e TE s@o combinados [15] de forma a obter-se um feixe de luz
com uma polarizag¢do particular. Apos a interagio com a SPW a polarizagdo da

luz é monitorada.

O monitoramento continuo da associagdo e dissociagdo da interagdo entre o
analito e a camada sensivel equivale as variagdes para 0 A5 € & a0 longo do tempo.
Os algoritmos para detec¢do desses pardmetros estdo descritos se¢do 4.3.2.1. Apos a
obtengdo do valor que representa 0 momento de ressondncia e calculado o indice de
refragdo através de (2.18) para o modo AIM e (2.21) e (2.22) para o0 modo WIM, ¢
apresentado o sensorgrama para as mudangas do analito em contado com a superficie
metalica ao longo da analise, conforme Figura 2.6. O aumento no indice de refracdo se
deve a absorgdo do analito de interesse ao elemento bioreceptor. A diminui¢do ocorre

devido a remogdo da substancia que foi absorvida.
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Figura 2.6 — Exemplo de um sensorgrama para o dngulo de ressonincia ao longo do
tempo, a partir da Figura 2.5. O aumento no dngulo de incidéncia, consequentemente do
indice de refragdo, se deve a adsorgdo do analito de interesse ao elemento bioreceptor. A

diminuigio ocorre devido a remogdo da substancia que foi absorvida

2.4 Resumo

Este capitulo apresentou uma descrigdo dos principais aspectos que envolvem os
biossensores com um enfoque para os biossensores baseados no fendmeno de
ressondncia de plasma de superficie. Detalhes de como a onda eletromagnética
comporta-se ao passar entre as diversas camadas que compdes o sistema foram
relatados. Por fim, detalhou-se como este fendmeno € utilizado na analise de interagdes
bioquimicas, trazendo as equagdes que expressam o indice de refragdo da substéncia

investigada tanto para o modo angular quanto para o modo espectral.



Capitulo 3

Simulador SPR

3.1 Introducao

Esse capitulo descreve o simulador desenvolvido para estudar o fenomeno da
ressonancia de plasma de superficie. Também relata-se os procedimentos metodologicos

para desenvolvimento da dissertacdo.

3.2 Desenvolvimento

A construgdo de um simulador para o comportamento da luz através do sistema
multicamadas de um biossensor SPR faz-se necessaria para dar suporte ao estudo das
técnicas que poderiam ser implementas no equipamento final. Ademais, seu uso
propiciou um conhecimento aprofundado do fenémeno no que diz respeito as equagdes
que o modelam, a sensibilidade dos parametros e comportamento em diferentes
condigdes de operagéo.

O desenvolvimento de softwares' voltados para a modelagem de fendmenos
biologicos ou biofisicos necessitam de uma eficiente implementa¢do, que envolve
abordagens colaborativas entre especialistas da(s) area(s) envolvida(s) para ajudar na
concepgdo de ferramentas computacionais intuitivas que fornegam precisamente as

necessidades especificas para ocorréncia do processo em analise.
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Por ser extremamente multidisciplinar, uma ferramenta computacional para a
bioinformatica deve ser passivel de utilizagdo por todos os cientistas que estejam
envolvidos no campo da ciéncia o qual pretende ser inserida. Por exemplo, referente ao
fendmeno SPR o simulador deve ser capaz de fornecer funcionalidades para o
processamento de informagdo da resposta do biossensor bem como permitir o ajuste dos
parametros fisicos que norteiam o comportamento do fenémeno.

Para conseguir atender a todos os especialistas, tais ferramentas tém o seu
desenvolvimento centrado no usuario. Nesse sentido, o simulador SPR confeccionado
disponibiliza uma interface util e usavel baseado nas necessidades e experiéncias
vivenciadas pelos integrantes do laboratorio de biossensores.

Uma interface de qualidade pode ser obtida [69] i) com o uso de software
prototipador de interface, com validagdo através de um processo consistente de
avaliagdo, ii) ao utilizar métodos de concepgdo que possibilitem o desenvolvimento de
interfaces a partir do conhecimernto do usuario e de sua tarefa ou iii) utilizar um misto
das duas formas citadas anteriormente.

O formalismo da tarefa visa representar agdes e seus relacionamentos através
de atividades logicas [70]. Com isso, possibilita a obteng¢do de requisitos de forma mais
rapida, facilitado a verificagdo e validagdo [71]. O modelo obtido, geralmente, é de
compreensdo mais simples e facil tanto para usuarios quanto para desenvolvedores. O
formalismo da tarefa pode ser realizado por diversas metodologias, tais como: GTA
(Groupware Task Analysis), MAD (Méthode Analytique of Description), TKS (Task
Knowledge Structure), TAOS (Task Action Oriented System), DIANE+ Method e CTT
(ConcurTaskTrees), os quais fornecem especificagdes de forma a auxiliar a concepgdo

da interface.

'O desenvolvimento de softwares requer a utilizagéo de modelos que compreende um conjunto de etapas que envolve
métodos, ferramentas ¢ os procedimentos necessarios que possibilitam o desenvolvimento racional e oportuno de
softwares [68]. A Engenharia de Software dispde de varios modelos, como o modelo classico ou cascata que abrange
6 etapas: engenharia de sistemas, analise (de requisitos), projeto, codificagfo, teste € manutengao.
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O simulador € um applet Java. Applet “...sdo programas Java que podem ser
embutidos em documentos Hyperiext Markup Language (HTML), ou seja, paginas
Web” [36]. Assim pode-se utilizar applets de qualquer computador, quando
disponibilizado em algum servidor, que tenha acesso a Internet através dos navegadores
Web (Web browser) devidamente configurados com o plugin Java. Ao adotar essa
forma de implementacdo, possibilitou-se que os imtegrantes do grupo pudessem
utiliza-lo de seus ambientes de trabalho. Desta forma, tornou-se uma valiosa ferramenta
para estimagdo de pardmetros, analise do comportamento da curva SPR em
determinadas situagdes e na comparagdo de resultados obtidos com as Equagdes de
Fresnel e o Modelo de Drude, que eram frentes de investigagdes dos pesquisadores.

O simulador permite configurar todas as caracteristicas de um sanduiche de
camadas, conforme biossensor expresso pela Figura 2.3. Cada camada € representada
por uma aba, como ilustrado na Figura 3.1. Em cada aba, € possivel configurar a
caracteristica de um meio que compde o biossensor e dessa forma permitir a

manipulagdo dos parametros das equagdes 2.10 a 2.17, as quais modelam o sistema.

| Output WM | Outpust - WM

ﬁanwoderessonancia
|
| Indice de Refracao
| Width
_air @ water |
j | Asymmetry
Start Stop

Interrogation Mode :
& Angular Wavelenght

Figura 3.1 — Recorte da pagina web que contém o Simulador SPR. Destaque para aba

“[4]Meio” que fornece as opgdes de “Niumero de camadas” € “Meio ambiente”.
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Figura 3.2 — Abas do simulador para a) configuragido do analito; b) ajustes da camada
metalica; ¢) parametros para o meio dispersivo;
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Figura 3.3 — Configuragdo da parte Optica para 0 modo a) AIM e b) WIM. Os valores
obtidos com a simulag@o sao apresentados nas abas “Output - AIM” e “Output - WIM”,

respectivamente.

Na aba “[4]Meio”, a op¢do “Numero de camadas” permite especificar a
quantidade de meios que compordo o sanduiche de camadas do biossensor. Ja a opgdo
“Meio ambiente”, indicar se o biossensor esta operando em um ambiente aquoso ou
exposto ao ar livre, fornecendo os pardmetros n4 e d4 paras equagdes 2.10 e 2.11.

No menu “Opgdes” € possivel salvar os dados e no “Graficos” comuta-se
entre a refletividade e a transmissividade, referente as equagdes 2.14 e 2.15
respectivamente. O inicio e o fim da simulagdo sdo controlados pelos botdes “Start” e
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“Stop”. A opgdo “Interrogation Mode” permite simular o comportamento no modo
angular ou espectral.

A aba “[3] Analito”, Figura 3.2a, permite ajustar a espessura (d;) e o indice
de refragdo complexo (n3; + in3im) da substancia em analise. O metal utilizado pode ser
escolhido, dentre as opgdes apresentadas (nyr + imim) na aba “[2] Metal”, Figura 3.2b, e
sua espessura (dz) pode ser ajustada de forma a se obter a resposta adequada. Com isso,
tem-se o valor ideal para a espessura no processo de deposi¢io do filme metalico. E
possivel escolher o material dispersivo utilizado no biossensor, Figura 3.2¢ aba [1]
Substrato, através de materiais pré-definidos ou por valores de entrada (ny, + inyim).

Os requisitos desejaveis em uma boa interface sdo categorizados em:
requisitos relacionados as interagdes de modo geral, requisitos relacionados a exibigio
de informagdo e requisitos relacionados a entrada de dados [?]. Por meio da
implementagdo de equagdes escalares (coeficientes de Fresnel) as interagdes do usuario
para entrada de dados permite total analise da sensibilidade dos parametros bem como.
As abas “AIM” e “WIM” possibilitam a configuragdo das condi¢des de operagdo do
biossensor, tais como a caracteristica da fonte de luz e geometria da montagem.

A reposta simulada para o fendomeno SPR ¢ apresentada em uma nova janela
de acordo com o modo de interagdo (Angular ou Espectral) escolhido, Figuras 3.4,
tornando a exibi¢cdo dos resultados propicia para o entendimento sob diferentes
condig¢des de operagdo. Os valores referentes a morfologia da curva SPR, por meio de
(2.16) e (2.17), ao indice de refragdo, através (2.18) para o modo AIM e de (2.21, 2.22)
para 0 modo WIM, e os minimos das curvas s3o apresentados em abas separadas para

cada modo, conforme ilustra as Figuras 3.3. Nelas também se encontram

3.2.1 Processamento

As principais técnicas implementadas no processo de extragio de informagio de
biossensores baseados no fendomeno SPR podem ser divididas em trés categorias: a)
algoritmos para pré-processamento da imagem do transdutor b) algoritmos para
extragdo das caracteristicas da curva SPR tais como minimo, largura e assimetria e c)
técnicas para suavizagao da curva SPR.

A seguir serdao apresentadas as técnicas presentes no simulador.
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Figura 3.4 — Curvas SPRs simuladas para diferentes substincias tanto no modo de
interroga¢do a) angular quanto no modo de interrogagio b) espectral. Exemplo do
posicionamento da linha base (modo WIM).
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A simulagdo dos dados relativos ao transdutor possibilita calcular os valores
que caracterizam o fenomeno. O sinal (imagem) proveniente do transdutor constitui de
um conjunto de valores para cada pixel do elemento sensivel (CCD), denotado por

X(n). Para tanto, realiza-se as seguintes tarefas:

a) Calcular a curva SPR: para o calculo da curva SPR, um
sinal de referéncia deve ser armazenador para calibragdo do sensor. O sinal
correspondente ao ar € usado como referéncia. Em seguida, monitora-se
ininterruptamente a superficie sensivel Tomando o ar como sinal de
referéncia, X(n) 4z, calcula-se a curva SPR dividindo o sinal atual, Y(n),
pela referéncia:

Y(n)

SPR(n) = X(n)gir

(3.1).

b) Determinar o valor minimo da curva SPR: conforme
descrito na se¢do 2.3.3, o valor minimo representa 0 momento em que
ocorre a ressonancia. As técnicas implementadas sio:

i. “Caga a0 minimo” (minimum hunf): consiste em

um algoritmo simples de busca pelo valor minimo da curva SPR [43];

ii. Primeiro Momento (centroide). determina o valor
do comprimento de onde de ressondncia por meio do calculo do centro
geométrico da curva SPR [43]. O algoritmo € aplicado a valores que estdo
abaixo de um limiar pré-estabelecido, conhecido como linha base. Assim o

valor do centroide calculado para os pontos que estdo abaixo da linha base
(Figura 3.4b):

Yi(X(n)j—linhabase)i
¥Yi(X(n);j—linhabase)

C(n) = (3.2),

em que X (n); representa o valor do pixel 7;

iii. Ajuste polinomial: consiste em aproximar a curva

SPR, ou a regido proxima ao minimo ao minimo da curva, a um polindmio
de grau n do tipo P, = ay + a,x + --- + a,x™, como ilustra a Figura 3.5. O
valor que minimiza o polindmio obtido representa o comprimento e/ou

angulo de ressonancia, a depender da caracteristica de interagao investigada.

48



Simulador SPR

§ 1 i :
% =]
a) i { i a
i i
i
— 5
(@] H : :
' o ; ;
On ! i
0 = i i
| — H i
e {
G’ 1
x !
@
ke i
o |
Q i |
he) i ]
g} ‘ i
i i |
} i
i |
i ;
{
1 i
i i

BTES

Indice de Refragéo

S
i
— | |
i
i |

2’7’2&'
Figura 3.6 — a) Resposta simulada para o calculo do indice de refragdo no modo AIM
b) Resposta simulada para o calculo do indice de refragdo para biossensor SPR no modo
WIM

50



Simulador SPR

Apos entender o comportamento do biossensor, por meio das respostas
previstas pelo simulador, um levantamento de todas as partes Opticas, mecanicas,
eletronicas e outras partes necessarias para construcdo do sistema que representa o
biossensor foi realizado. Em seguida, um estudo de como rearranja-las em uma estrutura
fisica foi realizado, cujo desfecho sdo as montagens fisicas do equipamento,
apresentadas na Figura 5.16 referentes a UACPE (Unidade de Aquisigdo, Controle,
Processamento e Exibi¢do), a montagem para o modo AIM e WIM.

O desenvolvimento dos softwares controladores dos transdutores opticos
controlados pela UACPE, descritos na seg¢@o 5.3.2, foi constituido das etapas descritas a
seguir:

e Planejamento — Nesta etapa foi delimitado o objetivo principal
do projeto, definidos e organizados os conteudos de cada software. Também foi
definido o publico alvo ao qual se destina o sistema.

e Autoria — Também denominada implementagdo, consistiu em
implementar o projeto nas linguagens de programagao Java, para o software do modo
WIM e em LabWindows/CVI [37] para o modo AIM. A ferramenta utilizada para o
desenvolvimento do modo WIM foi o Eclipse. Sua escolha deveu-se por ser um SDK
(Software Development Kit) totalmente livie e por ser uma das ferramentas de
desenvolvimento mais utilizadas no mundo. Ja para o modo AIM utilizou-se o
LabWindows/CVI uma vez que o driver do transdutor para o modo AIM foi
desenvolvido para essa plataforma.

e Testes — O software passou por testes com os integrantes do
Laboratorio de Biossensores da Universidade Federal de Campina Grande na busca de
uma avaliagdo técnica. Apos os testes, o software foi embarcado na UACPE e o
biossensor encaminhado a validagdo comparativa com outros sistemas de analise de
interagdes biomoleculares.

O teste teve como objetivo testar a funcionalidade, eficiéncia, desempenho e
corregdo da implementagdo comparando-os com o documento de requisitos. A partir de
entdo, realizou-se o “Teste de Execugdo” para verificar os tempos de resposta de
processamento e o desempenho (performance), avaliando o comportamento do software
no ambiente em que se realizaram os experimentos.

Para validar os resultados obtidos com o biossensor proposto, realizou-se

uma investiga¢do comparativa ente as respostas para ambos os modos de operagdo e
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estas com os resultados obtidos pelo equipamento VirTech [38]. A validagio ocorreu
segundo as etapas descritas a seguir:

Etapa 1 — conformidade da curva SPR: Nesta etapa foi analisado a
resposta SPR obtida pelas duas montagens do biossensor proposto e comparadas com a
resposta SPR do VirTech e com a curva SPR simulada.

Etapa 2 — comparacio entre os fndices de refracio: Uma vez que o
sistema VirTech possui apenas o sensorgrama referente ao indice de refragio, este foi
entdo comparado com os sensorgramas do modo WIM e AIM. Os demais sensorgramas
disponibilizados pelo biossensor proposto (sensorgrama para a largura, assimetria,
comprimento de onda e angulo de ressonéncia) foram comparados enire os modos WIM
e AIM para verificar a equidade das respostas.

Os experimentos consistem na verificagdo do comprimento de onda de
ressonancia, angulo de ressondncia, e consequentemente no indice de refracio, para
diferentes substincias aquosas presente na superficie sensivel do prisma optico. Um
dos principais aspectos que ameacam o experimento sdo as condi¢des térmicas do
ambiente, visto que a sensibilidade do comprimento de onda/angulo de ressondncia em

funcdo da temperatura, expressas pelas equagdes abaixo:

SA(T) = | (3.3)
S(r) = |22 (3.9),

decrescem a uma taxa de —0,64nm/K e —0,02°/K respectivamente, conforme descrito
em [39]. Os resultados obtidos em [39] ndo podem ser diretamente aplicados no
biossensor proposto uma vez que foram obtidos para o sensor SPR Spreeta [40], sensor
estes extremamente sensivel a mudangas térmicas devido a caracteristicas intrinsecas a
sua estrutura pequena que encapsula os elementos Opticos e eletronicos em um unico
involucro.

As substdncias utilizadas nos experimentos foram devidamente

inspecionadas para que ndo houvesse diferengas entre as substincias utilizadas pelos

diferentes sistemas (WIM, AIM ¢ VirTech).
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Capitulo 4

Sistema computacional para biossensor
baseado no fenomeno SPR

4.1 Introducao

Um sistema computacional € aquele que automatiza ou apoia a realizagdo de atividades
humanas a partir do processamento de informagdes. Nesse sentido, tais sistemas
caracterizam-se por alguns elementos fundamentais:
e Hardware - corresponde as partes eletronicas e mecdnicas que possibilitam a
existéncia do software, o armazenamento de informagdes e a interagdo com
0 USuario;
e Software - € a parte abstrata do sistema computacional que funciona no
hardware a partir de instrugdes, as quais permitem O processamento e
armazenamento de informagdes;
e Informagdes — os dados processados que representam elementos do dominio
que tornam o sistema ttil para 0s usuarios;
e Usuarios — elemento humano que interage com o sistema a fim de satisfazer
suas necessidades com a utilizagdo do mesmo, motivo pelo qual um sistema

& desenvolvido;
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® Procedimentos ou Tarefas — compreendem as atividades que o sistema
realiza ou permite realizar, tarefas estas que caracierizam a funcionalidade
do sistema;

e Documentagdo — envolve os manuais de usudrio, com informagdes para o
usuario utilizar o sistema e a documentagdo do sistema que descrevem a

estrutura ¢ o funcionamento do sistema.

Neste capitulo € descrito os requisitos e componentes envolvidos no sistema
computacional utilizado neste trabalho. Os requisitos apontam para as questdes envolvendo

as funcionalidades que a UACPE alicerga para as ac¢des disponiveis a0 usuario.

4.2 Componentes do sistema embarcado para o
biossensor proposto

Conforme ilustrado na Figura 2.1, um biossensor possui uma Unidade de Aquisicio,
Controle, Processamento ¢ Exibigio - UACPE dos dados para que o usuario possa
acompanhar todas as etapas do processo de analise de substincias. Tal unidade ¢ no
presente trabalho tratada como um sistema embarcado.

Tipicamente, um sistema embarcado possui uma unidade central de
processamento (CPU) que a partir de um software armazenado em uma memdoria gerencia
os estimulos aplicados no ambiente bem como capta as respostas emanadas do mesmo,
além de gerenciar todas as interrupgdes provenientes dos periféricos. Observa-se na Figura
4.1 que o uso de conversores AD e/ou DA pode ser necessario para controlar sensores e

atuadores.
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[ e — Software
I Pm_;.encos ] Memédria
L |CPU|, ]

T

;i{ Conversor AD /DA |

Sensores Ambiente Atuadores '

Figura 4.1 — Diagrama em blocos de um sistema embarcado.

4.2.1 Descricio do projeto

O projeto consiste no desenvolvimento da UACPE para um biossensor SPR além da
integragdo entre todas as paries que compdem o sistema. A UACPE deve ser capaz de
adquirir os dados provenientes do sensor, o transdutor dptico-elétrico, processa-los para se

obter a resposta SPR e apresenta-los de forma grafica ao usuario (Figura 4.2).

TRANSDUTOR TELA
OPTICO- ENTRADA UACPE SAIDA
GRAFICA
ELETRICO

Figura 4.2 — Diagrama em blocos do sistema embarcado para um biossensor.
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Aspectos Gerais
Comunicacio

A UACPE deve ser capaz de se comunicar com o transdutor 6ptico-elétrico para a captura
do sinal referente aos coeficientes de refletividade de Fresnel, ver segiio 4.2. O transdutor

fornece duas interfaces de comunicagio: USB 2.0 e RS-232.

Processamento da informacio

A carga de processamento concentra-se na aquisi¢do dos dados e na geragio da curva SPR.
Além disso, ha a troca de informagdes para configuragdo dos equipamentos e atualizagdo

dos dados renderizados na tela.

Controle automatico

A UACPE deve ser capaz de determinar se ofs) dispositivo(s) necessario(s) ao seu
funcionamento esta(do) operacional{ais) e indicar possiveis falhas ao usuario, falhas terdo
um papel secundario neste projeto, ha apenas a informagdo da presenga ou auséncia do(s)
dispositivo(s). O controle da comunicagio entre 0 modelo e o transdutor deve ser de forma

automatica sem a intervengio do usuario.

Interface homem-maquina

A interface homem-maquina deve permitir que o usuario inicie o processo de aquisi¢do e
reset do sistema caso necessario. O acompanhamento do fendmeno deve ser por meio de

graficos renderizados em um display grafico.
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Funciao de atuacao

A UACPE deve excitar o efeito SPR controlando o acendimento do LED, fonte luminosa, e

sincronizar a geragdo dos sinais a partir de um trigger controlador do transdutor.

Diante da apresentagdo dos Aspectos Gerais, incrementa-se o diagrama em

blocos do sistema embarcado para o biossensor, apresentando-o na Figura 4.3.

TRANSDUTOR Sinaisde o ) ge
Controle e

OPTICO- Controle

ELETRICO Trigger
LED
use || rRs232
TELA

UACPE SAIDA GRAFICA
Dados
Iniciar Reset do
Aquisicdo Sistema

Figura 43 — Diagrama em blocos expandido do sistema embarcado para um biossensor.

4.2.2 Analise de Requisitos Funcionais

O diagrama de caso de uso que norteia a concepgdo do sistema computacional para o
biossensor proposto esti representado na Figura 4.4, Partindo da descrigdo do projeto,
subseciio 4.3.1, chega-se as agdes passiveis de execugdo por parte do usuario e da UACPE.
Analisando o diagrama, observa-se que o usuério fornece os pardmetros de controle do

biossensor enquanto a UACPE disponibiliza os resultados.
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Figura 4.4 — Diagrama de caso de uso do biossensor proposto
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4.2.2.1 Acoes da UACPE
As agdes que a UACPE realizara consistem em:

1. Excitar o efeito SPR: uma vez que todas as condi¢des para que
ocorra o fendmeno SPR, descritas na segdo 2.3.2, a UACPE sera responsavel por controlar

o momento em que se deve ligar/desligar a fonte luminosa;

2. Comunicar com o transdutor: a troca de informagdes entre a UCPE

e o transdutor Optico-elétrico sera a partir do protocolo de comunicagiio USB 2.0.

3. Processamento dos dados relativos ao fenomeno SPR: o

processamento dos dados oriundos do detector fot apresentado na segdo 3.2.1.

4. Suavizar dados: a suavizagdo consiste pré-processar o sinal do
detector. Utilizar-se-a as seguintes técnicas para melthorar a qualidade do sinal capturado:

a) Média mével: consiste em uma suavizagio do sinal a partir
da média de um conjunto de L pixels ao redor do pixel atual. Assim, um novo
espectro é gerado em que cada pixel é uma média dos L pixels ao seu redor.
Seja X(n) = {x4, %3, ..., X} 0s valores dos pixels provenientes do detector, o

filtro da média movel gera um novo sinal cujas amplitudes sdo expressas por:

x(n)+x(n—-1)+-+x(n—-L+1)

Y(n) = - (4.1)

b) Média espectral: permite uma reducio do ruido na imagem
adquirida por meio da aquisi¢do de multiplas imagens, produzindo uma unica
imagem como resultado da média das m imagens consecutivas. Seja
S = {X(n),,X(n)3, ..., X(n)w} um conjunto de vérias imagens, 0 Novo sinal

possuira as seguintes amplitudes:

Z(n) = —XToX(n); (4.2)
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S. Plotar resultados: exibir graficos do processo experimental. As
analises sdo baseadas nos seguintes graficos:

a) Curva SPR: curva obtida pela intensidade luminosa normalizada
versus comprimento de onda;

b) Referéncia: grafico que mostra os valores dos pixels do momento
em que foi tomado o sinal de referéncia;

c) Resposta da fonte luminosa: grafico que mostra a resposta, em
tempo real, do transdutor;

d) Sensorgrama: graficos do indice de refragdo, comprimento de onda

e/ou angulo de ressonancia, assimetria e largura ao longo do tempo.

4.2.2.2 Ac¢des do Usuario

O usuario por sua vez fornecera os parametros que regem os algoritmos descritos

anteriormente, descritas nas agoes:

e Escolher técnica de detecgdo do minimo;
e  Ajustar pardmetros de aquisi¢do;
e Calibrar o sensor: momento em que o usuario deseja capturar o

sinal referente ao Ar.

Pode também, manipular os resultados de acordo com as suas necessidades,

expressa nas agdes abaixo:

e Escolher grifico a ser visualizado: o usuario escolhe o resultado
que se pretende visualizar no momento dentre os resultados graficos
fornecidos pela UAPCE;

e Inserir anotacdbes sobre os dados: insergio de comentarios no
sensorgrama para identificagdo das etapas do processo de analise;

e Salvar dados: o usuario, a qualquer momento, pode persistir 0s
dados referentes as medigdes que realizou e visualiza-los em um

momento oportuno.
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4.2.3 Anilise de Requisitos Nao-Funcionais

a) Aspectos Gerais

Acuracia

A consisténcia dos dados fornecidos ao usuario deve ser verificada para que esses reflitam

sempre a interagdo biomolecular do momento.

Interoperabilidade

O UACPE deve ser desenvolvida de forma modular, permitindo que novas partes possam

ser acopladas sem perda de funcionalidade.

Conformidade

O biossensor deve estar em conformidade (similaridade operacional) com outros sistemas
analiticos de interagdes biomoleculares baseado no fendmeno SPR tais como VirTech e o

Spreeta 5, da empresa ICx Nomadisc.

Seguranca

A UAPE nio estabelecera nenhum tipo de protegio para os dados adquiridos (dados
armazenados de forma criptografada, senhas de acesso etc.). Como exemplo de seguranga,
pode-se citar a omissdo do resultado quando empregado na detec¢do de doengas ditas

discriminatorias como o HIV.
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b) Confiabilidade

Tolerancia a falhas

As falhas terdo um papel secundario nesse modelo. Ha apenas a checagem da presenca dos
componentes esséncias ao funcionamento do biossensor e se os sinais do transdutor,

adquinidos pela UACPE, estdo corretos.

Recuperabilidade

Na ocorréncia de instabilidades no funcionamento do biossensor, a recuperagdo devera ser
feita por meio da sua reinicializagdo. Tal procedimento ndo realizara o resguardo das
informagdes ja processadas e ndo salvas, ou seja, havera perda do processamento e o seu

reinicio devera ser realizado.

¢) Usabilidade

O biossensor deve possuir uma interface de comunicagdo com o usuario de facil
assimilagio para pessoas familiarizadas com os pardmetros envolvidos na andlise de

interagdes biomoleculares por meio do fendmeno SPR.

d) Eficiéncia
Aquisicio dos dados e taxa de refresh da tela grafica

A UACPE devera obter os dados para o processamento da forma mais rapida possivel.
Diante disso, utilizar-se-a o protocolo USB 2.0, em sua versdo high-speed, em detrimento
ao padrio RS-232. Os dados devem ser atualizados na tela preferencialmente a uma taxa de
1s (1Hz) ou de 0.5s (2Hz).
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Comportamento no Tempo

O biossensor deve manter o comportamento ao longo do tempo. Em um momento proximo,
0 sistema proposto devera perceber a sua ndo utilidade e permitir a liberagio de recursos e

desligamento da fonte luminosa.

Utilizacio de Recursos

O software embutido na UACPE ndo deve ser displicente no que tange o tamanho final do
arquivo. Nesse sentido, deve-se utilizar de forma eficiente variaveis, estruturas de controle,
estruturas de selecdo e multithreading. Priorizar estruturas de dados simples, tipos de dados
nativos e vetores. Estruturas complexas como ArrayLists e Collections dificultaram futuras

tradugdes da UACPE para um hardware especifico (SoC, ASIP etc.).

e) Analise de restri¢oes

Restricoes de custo

O biossensor possui restrigdes de custo por ser um trabalho académico. Assim, todos os
componentes Opticos € mecanicos além dos transdutores utilizados, serdo os presentes no

Laboratério de Biossensores da Universidade Federal de Campina Grande.

Condicdes ambientais:

O biossensor devera assumir que o ambiente o qual estara inserido possui temperatura
condizente com o seu bom funcionamento. Conforme estudos descritos em [39] variagdes
na temperatura afetam a resposta SPR, entretanto o controle de temperatura ndo esta
embutido nesta versdo da UACPE.

63



Sistema Computacional para biossensor baseado no fendmeno SPR

4.2.4 Componentes do sistema

Os elementos que compdem o sistema computacional para o biossensor SPR sio
apresentados na Figura 4.6. O sistema € composto por componentes fluidicos (amostrador,
célula de fluxo e bomba peristaltica), componentes Opticos (lentes, biochip e polarizador),
componentes eletronicos (detector ou transdutor e unidade de processamento e exibigdo dos
dados) e por componentes mecéanicos que acoplam todos os componentes, formando um
equipamento. Assim, o sistema computacional € a jungdo dos elementos que compdem o
biossensor, acoplados em uma estrutura mecanica de tal forma que estes se tornem um
equipamento capaz de analisar interagdes biomoleculares.

O design apresentado na Figura 4.5, baseada na configuragido de Kretschmann-
Raether, € utilizado na maior parte dos biossensores SPR devido a sua maior facilidade de
instrumentagdo. A configuragdo do biossensor é composto por um prisma de alto indice de
refracio e uma placa com indice de refragdo similar onde é depositado o filme de ouro,
sobre o qual é afixado o elemento de reconhecimento. Entre o prisma e a placa existe um
6leo ou gel para garantir a transmissdo Optica e permitir a troca da superficie sensivel. O
feixe de luz gerado é 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.

Analilico Elemento
u Senasor n Célula de Fluxo

Filme Metalico
Placa de Vidro

, B TN
o A o R A s o
{&ff}»._,_, - ey P I A

Gel de
Interface

———— -

Fonte de Luz Colimadoras \-‘ Fl “~
i ! ¥etor Detector
L
LY
vé

Figura 4.5 — Design de um biossensor. Montagem de Kretschmann-Raether
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DETECTOR

de Energia

Figura 4.6 — Componentes presentes em um Sistema Computacional para biossensor SPR.
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Figura 4.7 — Design da disposi¢do dos elementos que excitam o fendmeno SPR no
biossensor proposto, retirada de [7]. a) Montagem para o modo de interrogacéo espectral e

b) para o modo de interrogagdo angular.
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Na configuragio proposta em [7] (Figuras 4.7), o prisma, o 6leo e a placa sio
substituidos pelo prisma 6ptico [7.813] onde & depositado o filme metalico. A luz &
gerada por um diodo /aser, monocromatico para o modo AIM e policrormatico parz o
mode WIM, e incide perpendicularmente no filme metalico. A luz refletida percorre uma
fibra Optica até ser captada por um espectrometro, no modo WIM, enquanto no modo AIM
um espelho é utilizado para que a luz incida em uma cimera CCD. Faz-se necessirio um

conjunto optico especifico para cada montagem, como se pode observar nas Figuras 4.7,

4.2.4.1 Componentes opticos

O conjunto lentes, polarizador e diafragma constituemn o aparato necessario para ajustes da
luz incidente no biossensor. Eles necessitam de ajustes posicionais precisos para a obtengio
do feixe de luz colimado bem como a correta polarizagio (polanizagio transverso
magnética), condig¢des necessarias para a ocorréncia do fendémeno SPR. Tal ajuste também
¢ necessario para obtengfio do foco exatamente no centro do prisma.

O polarizador TECHSPEC® Linear Glass Polanzer de 20mm [44}, da empresa
Edmmund Optics, fo1 empregado nesse sistema. Com relagio a lente colimadora, um

estudo detalhado sobre a escolha da lente pode ser encontrado em [13].

a) Fonte de luz

Fonte policromatica

A fonte luminosa utilizada é um diodo emissor de luz — Light EmittingDiode (LED). Uma
vez que a caracteristica de interago entre a luz incidente e as ondas de plasma de superficie
a ser medida é o comprimento de onda de ressonéncia, utilizou-se uma fonte policromatica.
O diodo de luz branca White Lambertian da empresa Luxeon Star, que produz até 451m de
britho com uma corrente maxima de 350mA foi utilizado nesse projeto. Esse propicia uma
facilidade de instrumentagdo, por ser montado em uma base de metal, e possuir um longo
tempo de vida, cerca de 50.000 horas, tempo esse maior do que as limpadas de halogénio

[45]. Na Figura 3.4 ¢ apresentado o espectro da fonte de luz utilizada.
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Fonte monocromidtica

A fonte luminosa utilizada para 0 modo AIM também é um diodo laser, entretanto
monocromatico e polarizado. Possui um comprimento de onda variando entre 650 a 670nm

e uma poténcia méxima de 5 mW. A Figura 4.9 apresenta o espectro da fonte de luz
utilizada.
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Figura 4.8 — Resposta espectral da fonte de luz policromatica utilizada no biossensor.

b) Prisma éptico

O prisma 6ptico desenvolvido na Universidade Federal de Campina Grande, descrito em
[7.8,13], foi utilizado como hiochip do sistema. Possui tamanho reduzido, de fécil
construgdo e com baixo custo de produgdo.
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Uma das principais inovagdes deste biochip consiste no fato de ser compativel
com os modos de interrogagdo angular e interrogagio espectral.

Conforme descrito em [13], o prisma foi confeccionado utilizando o polimero
TOPAS 5013, uma resina amorfa, transparente e de alta claridade. Seu design prové uma
estrutura de facil instrumentagéo, pois proporciona que:

“...0s feixes luminosos de entrada se propagem perpendicularmente
da fonte a base do prisma e da base do prisma ao detector dptico, o
que ¢ uma vantagem diante da maioria das configuragoes de
biossensores SPR que necessitam de elementos mecdnicos para a

rotagdo do prisma ou da fonte luminosa para atingir o dngulo de
incidéncia desejado.”
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Como ilustrado nas Figuras 4.10 € 4.11, a geometria do prisma é trapezoidal.
Possui uma camada de ouro com S50nm de espessura, depositada na base superior. As
laterais sdo especulares para que haja a reflexfio da luz que incide paralelamente a base
inferior para o centro da base superior, com um angulo de incidéncia de 68°. Devido a

todas essas caracteristicas, a construgdo do biossensor utilizando-o como biochip ficara

menos onerosa.
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Figura 4.10 — a) Segdo transversal do prisma 6ptico e b) vista superior.

Ainda segundo [13], valendo-se da modelagem por injegdo, utilizando um
molde de cobre, dezenas de chips podem ser fabricados, acametando um custo aproximado
de R$1,00/chip.

4.2.4.2 Componentes microfluidicos
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Figura 4.11 — Fotografias do prisma 6ptico.
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Figura 4.12 — Célula de fluxo do biossensor.
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a) Célula de fluxo

A célula de fluxo, Figura 4.12, é um microcanal com dimensdes e velocidade de fluxo
controlada, por onde passa o analito para dai entio entrar em contato com o biochip. A

celula de fluxo acoplada no biochip possui cavidade com area de 1mm?>.

b) Bomba

A plataforma utiliza uma bomba peristaltica cuja fun¢o € impulsionar o analito presente no
amostrador (SAMPLER) através da célwla de fluxo. Todos os experimentos foram
realizados utilizando a bomba REGLO Digital MS [46] da empresa Ismatech. A bomba
possui 8 roletes e pode operar a uma velocidade de 1.6-160 rpm, atingindo taxas de fluxo

variando entre 0.002 — 57 ml/min.

¢) Amostradores

A amostragem automatica, associada aos biossensores baseado no fendmeno SPR, toma-os
ainda mais atraentes no quesito ferramentas analiticas de compostos quimicos/biologicos
quando a quantidade de substincias a serem analisadas € grande e o tempo em que essas
ficam em contato com a superficie sensivel é critico. Entre os principais sistemas de
amostragem, pode-se citar as multi-valvulas e os awtosamplers (Figuras 4.13). Tais
equipamentos exigem controles mecédnicos precisos, acarretando em pregos elevados.

Entre as varias alternativas para construgio ou aquisigio de sistemas de
amostragem automatica, pode-se utilizar a de Moreira ef al [47] que propde um
autosampler de baixo custo com identificagdo dos analitos por codigo de barras. Entretanto,

no presente trabalho todas as trocas de substancias foram realizadas manualmente.
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Multi-Valve

Figura 4.13 — Exemplo de sistemas automaticos de amostragem a) autosampler e b)

multivalvula.

4.2.4.3 Estrutura fisica das partes mecanicas do biossensor

Modo WIM

Diante do exposto, ver-se que o conjunto A = {lente colimadora, diafragma, polarizador,
LED, biochip, célula de fluxo} compdem a estrutura interna do equipamento operando no
modo WIM desenvolvido neste trabalho. A estrutura fisica proposta para o biossensor
contendo os componentes basicos, do modo WIM, encontra-se na Figura 4.14. A fonte de
luz fica na base da estrutura. Utilizando hastes e pegas de encaixe especificas para
montagens Opticas (comercializadas pela empresa ThorlLabs) os elementos Opticos sdo
dispostos de forma apropriada para obtencdo do efeito SPR. A célula de fluxo € afixada em
uma pega metalica para entdo aplicar-se uma pressdo contra o biochip. Um cabo de fibra

optica ¢ fixado na estrutura logo abaixo do prisma para captar o espectro de luz que sai do
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biochip. Pode-se consultar uma imagem real do esquema proposto na montagem

experimental da Figura 5.16.

Modo ATM

Ja para 0 modo AIM, o conjunto elementos basico é composto A = {lente colimadora, lente

cilindrica, espelho, LED, biochip, célula de fluxo}. A estrutura fisica proposta para o

biossensor contendo os componentes bésicos, do modo AIM, encontra-se na Figura 4.15. O

espelho é fixado na estrutura logo abaixo do prisma para captar a luz que sai do biochip e

refleti-la na cAmera CCD. Pode-se consultar uma imagem real do esquema proposto na

Figura 5.16.
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Figura 4.14 — Estrutura das partes mecénicas e outras partes que compdem o sistema

embarcado do sistema biossensor proposto — WIM
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4.2.4.4 Componentes Eletronicos

Espectrometro

O biossensor operando no modo de interrogagdo espectral necessita detectar a variagfio do
comprimento de onda através do espectro da fonte luminosa. O transdutor 6ptico-elétrico
escolhido foi o espectrometro de fibra optica USB4000-VIS-NIR [48] da empresa Ocean
Optics, que cobre a faixa de comprimento de onda entre 350nm a 1000nm. O USB4000
possui conversor AD de 16bits, resolugdio de 0.3nm (com pixels de tamanho
8um x 200um) e alta relagdo sinal-ruido, em torno de 300:1, que permitem uma boa
analise da sensibilidade refratométrica do biochip. Um cabo de fibra Gptica em

montagem adaptada foi empregado para ser utilizado em conjunto com o espectrometro.

—>Hastes de aluminio

Biochip —prisma 6ptico
Lente cilindrica

Espelho
Lente colimadora

LED

Figura 4.15 — Estrutura das pastes mecénicas e outras partes que compdem o sistema

embarcado do sistema biossensor proposto - AIM.
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Camera CCD

Haja vista que o biossensor proposto também pode operar no modo de interrogagio
angular, hé a necessidade de detectar ¢ dngulo de incidéncia onde ocorreu a ressonincia
através da intensidade luminosa dos pixels. O transdutor 6ptico-elétrico escolhido foi a
camera LCI-USB Camera [49] comercializada pela empresa Thorlabs. Com um elemento
CCD unidimensional, possui conversor AD com 12 bits de resolugdo com pixels de

tamanho 7um x 200um.

Pico-1TX

A UACPE foi desenvolvida em uma arquitetura x86 para evitar a tarefa de recompilar um
driver para o espectrdmetro e para a cdimera CCD. A UACPE ¢é responsavel por:

i. Verificar a correta gera¢do do fendmeno SPR;

ii. Controlar o(s) detector(es) optico(s);
1. Processar o(s) sinal(ais) capturado(s) pelo(s) detector(es);
iv. Suavizar a curva SPR;

v. Detectar o momento (angulo/comprimento de onda) em que ocorreu a
ressonancia,

vi. Apresentar os resultados.

A Pico-ITX EPIA PX10000G [50], é uma mim placa-miede dimensdes
reduzidas, 10 x 7.2 ¢m, composta por um processador VIA C7 de 1Ghz, Chipset VIA
VX770, meméria principal DDR2 533Mhz SO-DIMM de 1GB, controlador VGA VIA
UniChrome Pro Il Graphics com MPEG-2/MPEG-4 e acelerador de video WMV9,
suportando uma resolugdo maxima de 1920x1440, conexdes IDE ATA 133, SATA, LAN,
USB 2.0, RS-232, LVDS/DVI, VGA além de conexdes multimidia. A temperatura de
operagio ¢ de 0°C~50°C sob uma umidade de 0% ~ 95% (umidade relativa, sem

condensagdo).
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4.3 Resumo

Tratou-se aqui a das partes que compdem o sistema computacional para o biossensor
desenvolvido. Também descreveu-se todas as partes eletronicas, oOpticas, fluidicas e
mecinicas que compdem o sistema proposto. As partes descritas sio entio organizadas

conforme Figura 4.18.
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Figura 4.16 — Disposigio dos elementos que compdem a plataforma para o biossensor
proposto. As estruturas essenciais foram apresentadas nas Figuras 4.14 e 4.1.



Capitulo 5

Construcao da solucao

5.1 Introducio

Este capitulo aborda as tomadas de decisdes para prova de conceito do biossensor

composto pelos elementos descritos no capitulo anterior.

5.2 Respostas dos transdutores

Para a correta utilizagdo dos transdutores optico-elétricos faz-se necessario desenvolver
a relagdo entre o numero do pixel e sua correspondéncia ao comprimento de onda e/ou
ao dngulo de incidéncia. As proximas segdes relatam tal relagdo para os equipamentos

utilizados.

5.2.1 Espectrometro

De acordo com o fabricante, a relagdo entre o nimero do pixel e o comprimento de onda

é fornecida pelo polindmio de terceira ordem descrito na equagdo 5.1 [S1]:

A, =1+ Cyp + Cp*+C3p® (5.1)
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emque: e A, é 0 comprimento de onda para o pixel p;
® |, o comprimento de onda do pixel 0;
* (y, o primeiro coeficiente do polindmio (nm/pixel);
* (;, o segundo coeficiente do polindémio (nm/pixel?),
* (3, oterceiro coeficiente do polindmio (nm/pixel3);

® p, onumero do pixel;

O equipamento ji vem calibrado de fabrica, mas devido a condigdes
ambientais € com o tempo de uso todo espectrdmetro sofre uma descalibragio. Para o
processo de ajuste dos coeficientes de calibragdo do USB4000, captura-se um espectro
de uma fonte de luz e anotam-se alguns valores de comprimento de onda (orundo da

calibracdo de fabrica) e seu pixel correspondente em uma tabela conforme Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Valores experimentais e tedricos para 0 comprimento de onda e seus

pixels correspondentes.

Valor Experimental (nm) | Pixel | Pixel’ | Pixef’ | Vulor esperado (nm) | Diferenca
253.65 175 30625 | 5359375 253.56 0.09
296.73 296 B7616| 25934336 25672 061
302.15 3127 97344 30371328 302.40 .25
313.16 342 116964 | 40001688 313.02 0.13
33415 402 | 161634 | 64964808 33419 -0.05
365.02 490 240100 | 117649000 365.05 -0.04
404.66 604 | 364816 220348864 404.67 0.0t
696.54 1491 | 2223081 { 3314613771 696.70 .15
706,72 1523123193529 | 3532642667 706.62 0.10
727.29 1590 | 2528100 | 4013679000 72724 0.06
73840 1627 2647129 | 4306873333 738.53 0.13
75147 1669 | 2785561 | 4649101309 751.27 0.19

Selecionando o comprimento de onda experimental como a vanavel
dependente (¥) e os valores namero do pixel, namero do pixel ao quadrado e nimero do
pixel ao cubo como as variaveis independentes (X), a partir de uma regresséo ¢ possivel
obter os parimetros da equagdo 5.1. Deve-se observar o valor do coeficiente de
determinagio (R°) obtido apds a regressdo uma vez que valores muito proximo a 1,
situacdo em que se tem uma regressdo perfeita [52], atesta-se um calculo correto. Na

Tabela 5.2 é expressa a resposta da regressio para os dados da tabela anterior.
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Tabela 5.2 — Valores estatisticos da regressdo para a resposta do espectrometro.

Estatistica de regressao

R multiplo 0.999999831
R-Quadrado 0.999999661
R-quadrado ajustado 0.999999607
Erro padréo 1,07845E-12
Observagoes 17

A interse¢do e os coeficientes C;, C; e C; encontrados apos a regressao,
encontram-se na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Coeficientes de calibragdo para relagdo pixel x comprimento de onda

Coeficientes Erro padrao
Intersecéo (/) 345,8182 7,13485E-14
Variavel C; 0,214747 1,69449E-16
Variavel C> -6,00344E-06 1,07977E-19
Variavel C; -2,93936E-10 1,94619E-23

Com os parametros em maos, estima-se os valores de comprimentos de onda
associado a cada pixel a partir de (5.1). Os valores estimados com a regressdo ilustrada

na Figura 5.1 encontram-se na coluna “Valor esperado” da Tabela 5.1.

A, = 34581 + 0.21p — 6.00x10~°p? — 2.94x107%p 3

1200,00

Comprimento de onda (nm)

1000,00

200,00

Pixel

0,00

Figura 5.1 — Grafico Comprimento de Onda x Pixel
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5.2.1.1 Funcionamento do Hardware

O processo de aquisicio de um espectro no USB4000 possui os estados
expressos na Figura 5.2.

UACPE

(USB Host) Repetir para a média de espectros ou nova aquisi¢do

solicitaum <«

espectro

Espectrometro : f
! finaliza o : 3
| periodo de i i (
| integracdo  Espectrdmetro | | ‘
L digitalizaos | ' '
| | dados 5 Brici
|Transferéncia | UACPE

| 300ms | dos dados | (USB Host) |
'}‘ 'p8|a uUsB ‘ processa g}
| l\ | osdados |
g | ECRET T |

Figura 5.2 — Etapas para a aquisi¢do do sinal do espectrometro.

A UACPE, que assume o papel de HOST no protocolo USB, inicia o
processo de aquisi¢@o a partir do momento em que solicita o espectro. Ao final do
tempo de integragdo, definido pelo usuario, o espectrometro digitaliza os dados
utilizando um conversor AD com resolugdo de 16 bits. O tempo de integracdo define o
tempo de exposigdo do elemento CCD a luz incidente, ou seja, determina a quantidade
de luz absorvida por cada pixel. O tempo de integragdo assumiu valores em torno de
300ms nos experimentos realizados.

Na especificagdo técnica do USB4000 [51], encontra-se a descricdo dos
pixels segundo a Tabela 5.4. Como mencionado na tabela, existem um total de 3.681

pixels dos quais apenas 3.648 sdo pixels opticamente ativos.
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Tabela 5.4 — Descrigdo de todos os pixels operando com o software proprietario

Pixel

Description

1-5

Not usable — (5)

6-18

Optical black pixels — (13)

19-21

Transition pixels — (3)

22-3669

Optical active pixels — (3648)

3670-3681

Not usable — (12)

Utilizando a interface USB, o software do fabricante (que ndo possui as

funcionalidades desejadas) disponibiliza apenas 3648 pixels. Em contrapartida, a

operagdo manual do equipamento, a partir desta mesma interface, captura um total de

3840 pixels, um acréscimo de 159 pixels, como se observa na Tabela 5.5. Da Tabela

5.5, é possivel perceber que um espectro € composto por 14 pacotes de dados e 1 pacote

de controle, para confirmar a recepgdo do espectro, e que cada pixel possui 2 bytes de

tamanho, acarretando um total de 7680 bytes por espectro.

Tabela 5.5 — Descri¢gdo dos pacotes referente aos pixels operando manualmente o

espectrometro. Detalhe para o formato de cada pixel.

Pacote | Bytes Pixels
0 512 0-255
1 512 256-511
2 512 512-767
3 512 768-1023
4 512 1024-1279
5 512 1280-1535
512
14 512 3584-3840
Pacote de
15 1 ; .
Sincronizagio
Formato do Pixel
Byte 0 Byte 1 Byte 2 Byte 3
Pixel 0 LSB | Pixel 0 MSB | Pixel 1 LSB Pixel 1 MSB

Byte 511 Byte 512

Pixel 255 LSB | Pixel 255 MSB
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Analisando a discrepancia em relagdo ao total de pixels das Tabelas 5.4 e
5.5, verificou-se que o sensor de imagem CCD utilizado pelo espectrometro, o Toshiba

TCDI1304AP [53], possui uma configuragio que totaliza 3694 pixels, distribuidos
conforme Figura 5.3.
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Figura 5.3 — descrig@o dos pixels do sensor Toshiba TCD1304AP.

Comparando a Tabela 5.4 com a Figura 5.3 constata-se que, efetivamente, ha
apenas 3648 pixels ativos. Os 5 primeiros pixels da Tabela 5.4 fazem alusdo a 5 pixels
dos primeiros dezesseis pixels simulados pelo TCD1304AP. Os 13 elementos de
suporte em conjunto com os proximos 3 elementos da Figura 5.2 correspondem aos
pixels 6-18 (Optical black pixels) e aos pixels 19-21(Transition pixels) na Tabela 5.4
respectivamente. Os pixels ndo utilizados da Tabela 5.4 referem-se a 12 dos Gltimos 14
elementos do sensor CCD. Tomando a Tabela 5.6, ver-se que os pixels opticamente
ativos (Tabela 5.5) encontram-se entre os pacotes | ao 14 e referem-se aos 3648
elementos de saida na Figura 5.3.

Diante do exposto, o USB4000 leva 4ms para digitalizar todos os 3648
pixels [51]. A partir do protocolo USB 2.0 high speed (480 Mbps) um espectro ¢
transferido no tempo de 0.13ms. Apos a transferéncia, a UACPE deve ser capaz de
processar os dados concorrentemente a solicitagdo de um novo espectro, para
procedimentos de suavizagdo do ruido nos dados (detalhes na subse¢do 5.5), ou
sincronizando o momento da visualizagdo do espectro na tela, referente ao processo de

analise de um determinado analito.
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a) Funcionamento do CCD

Como mencionando anteriormente, o USB4000 usa o detector Toshiba TCD1304AP
CCD que tem seu funcionamento descrito pela Figura 5.4. Os sinais para seu correto

funcionamento sdo:

o Shutter (SH): que define o tempo de integragio;

o Integration Clear Gate (ICG): é utilizado para resetar o detector entre os
tempos de integragio;

o Master Clock (M): € o sinal que norteia a saida dos dados do sensor para o

espectrometro.

b) Funcionamento segundo tipo de Trigger

O USB4000 suporte quatro modos de trigger, os quais sdo ajustados com o comando
“Trigger Mode”. Os principais modos de trigger sdo [51]:

YNt
L o
| o 1
SH
ICG l

Figura 5.4 — Funcionamento do sensor Toshiba TCD1304AP

1- Normal (Free rum)

Nesse modo de operagdo, define-se o valor para o clock (tempo) de integragdo e o

espectrdmetro continuamente faz a varredura do elemento CCD gerando os sinais SH,

ICGeM.
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2- External Hardware Trigger

Nessa configuragdo, um hardware externo € responsavel por iniciar o processo de
aquisigdo, ver Figura 5.5. O Trigger Externo ¢é o sinal TTL que define 0 momento em
que comega o perido (tempo) de integragdo, quando este assume o valor alto. Enquanto
ndo for sentido o sinal Trigger Externo, o espectrometro ndo adquire nenhum espectro
Existe um pequeno atraso entre 0 momento em que o Trigger Externo vai para nivel
alto e o inicio do periodo de integragdo. Esse atraso € defino como tgy_pyr € €
especificado com valor entre 10us — 12us. Uma vez iniciado o periodo de integragio
este deve ser previamente configurado com um tempo maior que t;yr > 3800us. O
dado ¢ transferido para o UACPE e o espectrometro fica ocioso esperando para o

proximo trigger.

Trigger_Externo ~SU-HT
. A
SH _] byt (>3200us)
ICG 14 I‘
" |

Figura 5.5 — Funcionamento no modo “External Hardware Trigger”

3- External Synchronization Trigger

Diferentemente do modo “External Hardware Trigger” onde o sinal Trigger Externo é
utilizado somente para iniciar o processo de aquisi¢d@o segundo o tempo de integragdo
previamente definido, o “External Synchronization Trigger” € regido pelo sinal
Trigger Externo como se observa na Figura 5.6. Para que haja um processo continuo de
aquisi¢do de dados faz-se necessario a aplicagio constante do sinal de Trigger Externo.
A frequéncia do sinal de trigger deve ser superior a 5ms e ndo exceder os 60s. O

tsy—pr assume valores entre 8us — 10us.
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Figura 5.6 — Funcionamento no modo “External Synchronization Trigger”

O modo de operagdo “4- External Software Trigger” possui funcionamento
idéntico ao “External Hardware Trigger”, com o sinal TTL sendo simulado por meio do

software. A operagdo em modo “Free Run” foi utilizada

5.2.2 Camera CCD

Para relacionar a posi¢cdo do pixel com o angulo de incidéncia, faz-se
necessario o calculo geométrico referente ao posicionamento entre a lente cilindrica e o
prisma. Para isso, referencia-se a Figura 5.7. A lente colimadora possui um
comprimento de 10mm e uma distancia focal de 20mm, entretando a luz que incide na
parte especular do prisma possui uma abertura optica de 4mm, como mostra o caminho
optico ilustrado a figura.

Ao desenvolver o caminho Optico da luz até chegar a camera, Figura 5.8,
ver-se que a regido do elemento CCD que € opticamente ativa, esta limitada pelo angulo
0. Através da Figura 5.8 temos que 8 equivalente a 2¢, ou seja, 6 = 22,6°

A camera possui uma densidade de pixel igual a 100 pixel/mm (3000
pixels do detector CCD utilizado pela cdmera dividido por 30mm de comprimento do
mesmo). Sendo a regido opticamente ativa limitada pelo éangulo @ calculado

anteriormente, tem-se um total de 2,26°/mm, consequentemente um coeficiente de
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0,0226 °/pixel. Com as informagdes do paragrafo anterior, encontrou-se a relacio

Pixel x Angulo expressa pela equagio 5.2 e Figura 5.9.

20mm

Figura 5.7 — Analise geométrica do caminho optico. Uma analise da distdncia entre a

lente cilindrica e o prisma pode ser encontrada em [13].

5.2.2.1 Funcionamento do Hardware

Assim como o espectrometro, o funcionamento da camera também ¢ regido pelo

parametro “tempo de integragdao”. Conforme descrito em [54}], um aumento no tempo e
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integracdo aumenta a quantidade de luz acumulada pelo CCD, o que implicada em
valores menores de tensdo ¢ comente fornecidos ao LED para evitar a saturagdo do
CCD. Ja uma diminui¢do nesse tempo, implica em maiores valores de tensdo e corrente

devido a diminuigio da luz absorvida.

k\.

} 0 = 22,6°

foco

r ‘
|
i
.4/ N
N

o BREEE

’
\

Distancia focal = 20mm

Figura 5.8 - Analise geométrica para calculo da relagdo entre pixel e angulo de

incidéncia — chegada da luz.

Guardada as devidas proporgdes em relagdo ao USB4000, ao fornecer o
parametro tempo de integragdo a camera ¢ capaz de adquirir os dados, digitaliza-los e
transferi-los pela interface USB. Possui um modo de “Trigger Externo” com

funcionamento semelhante ao “External Synchronization Trigger” do espectrometro.
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O driver da LC1-USB foi desenvolvido com o framework VISA [55] da
National Instruments, As aplicagdes controladoras de instrumentos com drivers escrito
nesse framework devem ser compativeis com 0 mesmo, tornando-o o fator determinante

na escolha das ferramentas de software para o desenvolvimento da aplicagio.

6, = 0.0226pixel; + 23.20 (5.2)

100
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70
&0
50
40
30
20

10 s
Pixel

o 500 1000 1500 2000 2500 3000

Figura 5.9 — Grafico Angulo de Ressonancia x Pixel

5.3 A UACPE

A arquitetura x86 da pico-ITX possibilita a incorporagdo de varias opgdes de sistemas
operacionais e, consequentemente, um conjunto de possibilidades na escolha da
linguagem de programagdo para o desenvolvimento da aplicagdo. As se¢des 5.3.1 e

5.3 2 descrevem os softwares desenvolvidos nesse trabalho.

5.3.1 Sistema Operacional (SO)
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O Linux Mint foi utilizado como base para criagdo do sistema operacional instalado na

UACPE por ser uma das distribui¢Ses Linux gratuitas com boa relagiio da utilizagao do

hardware. Para customizagio do Linux Mint foi utilizado a ferramenta Ubuntu

Customization Kit (UCK). As etapas para customizagio estdo descritas abaixo:

a) Instala¢do: Para instalar o UCK, a partir de sua versio .deb, o comando abaixo

deve ser executado:

$ sudo dpkg -i uck_1.4.1 all.deb

b) Montagem da ISQ do Linux: Deve-se entrar no diretério de trabalho do UCK,

d

que fica em ~/tmp/, copiar o arquivo .ISO do Linux Mint e executar o seguinte
comando:

8 sudo uck-remaster-unpack-iso nome_da_arquivo_iso.iso

Diretorio de trabatho */” da ISO: Este é o diretorio raiz da distribui¢io do linux
para o biossensor proposto. E a partir dele que sdo realizadas as modificagdes
necessarias para a personaliza¢do da distribuigdo. Para que este diretorio esteja
apto a modificagdo é necessario o comando abaixo:

3 sudo uck-remaster-unpack-rootfs

Em seguida, entra-se neste diretorio, em um ambiente “chroote” através do

comando:

8 sudo uck-remaster-chroot-rootfs

Reconfiguragio de repositérios para instalagdo de pacotes: Uma vez que
entra-se no prompi como roof da imagem .ISO da distribuigo a ser modificada,
pode ser necessario atualizar a lista de repositorios contida no arquivo

“/etc/apt/sources.list”.

Instalacio/Remogio de pacotes: Depois de atualizada a lista de repositorios, a
1SO esta pronta para receber, ou perder pacotes (programas), ou seja, estd apta a

customizagio. Pode-se usar os comandos “apt-get” ou o “dpkg”.
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f) Recompactar a ISO: Depois de feitas as modificacdes, faz-se necessario
recompactar a ISO personalizada. Para isto, deve-s¢ sair do ambiente
“chrooted”, utilizando a combinagio de teclas “CTRL+D”, retornando ao
prompt de usuario do sistema base. Em seguida Neste ponto precisamos
reempacota-se o roof da nova ISO e criar-se a ISO final com os comandos
abaixo:

8 sudo uck-remaster-pack-rootfs

3 sudo uck-remaster-pack-iso

No diretorio “~/tmp/remaster-new-files/” encontra-se uma nova ISO com o

sistema personalizado.

Os pacotes e aplicagbes mantidas no sistema operacional foram aqueles cuja
presenga € essencial ao funcionamento dos softwares embarcados, a exemplo da
maquina virtual Java para a aplicacdo controladora do USB400 e framework VISA para
a aplicagio do modo ATM. Ademais, aplicagdes que conferem funcionalidades basicas

de um computador pessoal, como € caso do Ambiente Grafico LXDE, foram mantidas.

5.3.2 Software embarcado

O principio de funcionamento do software controlador do biossensor, para ambos os
modos de operagdo, esta descrito no fluxograma ilustrado na Figura 5.10. Apds a
deteccdio do transdutor (USB4000 ou LC1-USB), ha a possibilidade de configurar os
parametros de suavizagdo dos dados. Configurado tais parametros, tem inicio 0 processo
de aquisicio dos dados. Para o calculo da curva SPR, faz-se necessario calibrar o
biossensor com um sinal de referéncia. Com a curva SPR calculada, realiza-se o

processo de suavizag#o da mesma para o posterior célculo dos parametros investigados.
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Figura 5.10 — Fluxograma do software embarcado.
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5.3.2.1 Descri¢io dos menus e botdes para o sistema

controlador do espectrometro

O software elaborado para operar no modo de interrogagio espectral foi desenvolvido
utilizando a linguagem de programagio Java e foi denominado de “SPR Station -
WIM”. O driver do equipamento foi escrito em Java, dai a escolha da linguagem por
proporcionar maior interoperabilidade entre a aplicaglio e o equipamento. Na Figura
5.11 é exibido a tela inicial do programa.
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Figura 5.11 — Tela inicial do software para o0 modo WIM, aba “General Information”.

O software ¢ majoritariamente composto por graficos que expressam o
comportamento das variaveis envolvidas no processo de anélise de substincias. Possui
uma barra de menus e quatro abas com objetivo de separar os graficos de acordo com o
relacionamento das varidveis. No menu “Check™ ha a opgio “Check Spectrometer” que
informa ao usudrio se o USB4000 esta conectado 8 UACPE. No menu “Options”, o
usudrio pode salvar todos os graficos na opglio “Save as..” bem como abrir os dados

referente a uma determinada medigdo na opgdo “Open”, ilustrada na Figura 5.12.
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B —

Options | Check Graphs Smooth Help

Save as.. ormation Sensorgram Parameters Comments
Open » Open refractive index sensorgram r o
Open wave sensorgram
" Open width sensorgram
Open asymmetry sensorgram
Opon'obhorvaﬁon

Kinimum Hunt -

Figura 5.12 — Detalhe para o menu de opg¢des.

No menu “Graphs”, torna-se possivel escolher entre os graficos presentes na
aba “General Information”. Tais graficos sdo referentes a curva spr, botdo “SPR
Curve”, o sinal de referéncia (“Reference Signal™) e o espetro atual (“Actual Signal™)
capturado pelo USB4000. Ainda na aba “General Informations”, ao selecionar a op¢do
“Smooth”, contida na barra de menus, os pardmetros de aquisi¢do expressos nos campos
“Integration Time”, “SMOOTH: spatial”, “SMOOTH: in time” ¢ no botdo “Enable
Electric Dark Correction”, todos contidos no painel de configuragdo, tornam-se
habilitados. O ajuste de tais pardmetros ¢ efetivado ao clicar no botdo “Confirm
Parameters”. Ajustado tais pardmetros, pode-se iniciar o processo de andlise (“start™) e
parar a qualquer momento, clicando no botdo “pause”. O sinal do transdutor é
continuamente apresentado no grafico “Actual Signal”, tornando possivel visualizar o
sinal que se deseja tomar como referéncia, ao pressionar o botdo “get reference”. Para a
detec¢dio do momento em que houve a ressonancia, o usudrio pode escolher o algoritmo
na lista intitula “Detection Algorithm™.

A aba “Sensorgram”, Figura 5.13, apresenta os graficos do monitoramento
do comprimento de onda de ressonéncia e do indice de refragio. E apresentado o valor
do ruido para as udltimas cinco medi¢des apresentadas. Na aba “Parameters”, ¢
possivel visualizar as variagdes dos pardmetros largura e assimetria em fungo do
tempo. As abas descritas anteriormente possuem um botdo “Clear” para limpar a tela e
reiniciar 0 monitoramento.

Ao ser inicializada, a UACPE automaticamente abre o SPR Station. Para que
0 usuério nfo necessite abrir outro programa, a aba “Comments” possui uma ampla

drea para anotagdes diversas.
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Figura 5.13 — Aba “Sensorgram” com os gréficos Indice de Refragdio X Tempo e
Comprimento de Onda X Tempo. A aba “Parameters” possui a mesma estrutura e
apresenta os graficos Largura X Tempo e Assimetria X Tempo

O software para 0 modo WIM necessita da API para comunicagdo com o
USB4000, fornecida gratuitamente pela Ocean Optics, além da biblioteca JFreeChart,
que prové as ferramentas necessdrias para a construgdo dos graficos utilizados na
aplicagdo. A JFreeChart ¢ distribuida sob licenca LGPL. Na Figura 5.14 sdo
apresentados, visualmente, as dependéncias do software. Os pacotes
com.oceanoptics.omnidriver.api.wrapper e features.boardtemperature contém as
classes necessarias para manipulagio do USB4000. O pacote Processamento contém os
algoritmos desenvolvidos para trabalhar com o fenémeno SPR. Os demais pacotes
referem-se a JFreeChart.
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. oceanoplics. omnidriver.features.boardtemperature

org.jfree.dats.time

corm, oceanoptics. omnidriver. apl.wrappaer

Processaments

Figura 5.14 — Visualizagdo das dependéncias do software. Interface é classe detentora

do método main.

5.3.2.2 Descricio dos menus e botdes para o sistema

controlador da LC1-USB

O software elaborado para operar no modo de interrogagdo angular foi desenvolvido
utilizando a linguagem de programagdo C+LabWindows/CVI, pelo fato do driver da
camera ter sido compilado nessa linguagem, e foi denominado de “SprSTATION -
AIM”. Como observado na Figura 5.15, a aplicagdo ¢ também majoritariamente
composta por graficos. Todos os elementos do software ficam desabilitados até que seja
verificada a conexdo da LC1-USB com a UACPE. Esse procedimento ¢ realizado ao
clicar no botdo “Find Linear Camera”. Encontrado o transdutor, detalhes sobre o
equipamento tais como fabricante e versdo do firmware sdo apresentados ao usuério e
todos os componentes da aplicagdo tronam-se acessiveis.

A aplicagdo para a LC1-USB possui todas as funcionalidades do software
controlador do USB4000, como se observa na Figura 5.15b.
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Figura 5.15 — a) Tela inicial da aplica¢iio para o0 modo AIM com janela listando o

detector conectado b) Execugdo do SPR Station — AIM
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5.4 Partes mecanicas e épticas

Na Figura 5.16 € apresentado o setup experimental para a plataforma do biossensor SPR
expressa na Figura 4.20. Os ajustes posicionais dos elementos nas estruturas essenciais
para o modo de interrogacgdo espectral e angular podem ser visualizados nas montagens
para 0 modo WIM e AIM. Imagens do espectrometro, da cdmera CDD, da bomba e da

UACPE também podem ser visualizados.

5.5 Otimizacao da resposta do transdutor

A qualidade do biossensor esta intimamente relacionada com a precisdo com que se
determina 0 momento em que houve a ressonancia [32,34,38,44]. Quanto maior a
precisio nessa detec¢do, maior a sensibilidade do equipamento, o que implica dizer que
o sistema possui um nivel pequeno de ruido.

Apoés a montagem do biossensor, buscou-se amenizar o ruido da resposta do
equipamento. Essa nfo € uma tarefa facil, haja vista que o ruido esta presente em
inimeras partes que compdem o sistema aqui apresentado.

Problemas oriundos do detector podem ser corrigidos com algoritmos
implementados nos sofiwares controladores. Assim como as técmicas detecgdo do
minimo da curva SPR. Entretanto, ao acoplar as varias partes que compdem o
biossensor cada uma delas pode acarretar em algum tipo de ruido. Os procedimentos
que investigaram os ruidos contidos na solugdo proposta sio descritos nas segdes e

subsecdes que se seguem.
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Figura 5.16 — Setup experimental para a plataforma do biossensor SPR desenvolvida.
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35.5.1 CCD

Para conseguir boas imagens dos dispositivos de carga acoplada (sensores CCD) fez-se
necessario conhecer seu funcionamento e as fontes de ruido que reduzem a qualidade
das imagens. O CCD trabalha convertendo fétons em elétrons e os armazena em cada
pixel, o qual possui uma capacidade maxima (saturagdo) de elétrons que pode
armazenar. A quantidade maxima de fotons armazenadas por pixel divido pela média do
tuido do sensor é o que define o parimetro SNR (Signal to Noise Ratio) ou relagio
Sinal-Ruido. Observe a seguinte situagio: se um pixel puder armazenar 90.000 elétrons
e a média do ruido for de 30 elétrons/pixel o valor do SNR sera de 3000:1. Dessa forma,
o SNR determina a qualidade da imagem obtida.

Diferentemente dos semicondutores de metal-6xido complementar, sensores
CMOS (complementary metal-oxide-semiconductor), que convertem a carga de cada
pixel em voltagem dentro do proprio pixel, os sensores CCD movem a carga de pixel
em pixel, sendo convertido apenas no no de saida [56]. Uma vez que a regiao fotoativa
do CCD é exposta a luz, um circuito de controle move a carga acumulada de cada pixel
para o capacitor do pixel vizinho, semelhante ao funcionamento de um registrador de

deslocamento. Ao final, a carga no ultimo capacitor é convertida e amplificada.

de':zfda — Reset Amplificador de Saida
og---g] | 7T
Porta de saida —'l E "4 [:_M

J

csmsBEm TR

Cout

Figura 5.17 — Circuito de um sensor CCD

Na Figura 5.17, ¢ ilustrado o circuito interno de um sensor de imagem CCD
para o no6 de saida. A carga contida no ultimo pixel da porta de saida ¢ deslocada para o
capacitor de armazenamento Coy. A carga do capacitor Cax € entio convertida para um
valor de tensdo proporcional a sua carga, correspondendo a uma leitura sequencial do

valor de cada pixel. Um transistor M seguidor de tensdo é utilizado no circuito. Ao final
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do tempo de integragdo para a leitura de um pixel, € aplicado o reset, tornando o
capacitor Cou apto a receber a carga de um novo pixel.

Existe uma série de ruidos que ocorrem entre o tempo de integracio até a
leitura do pixel. Comumente as manifestagdes dos ruidos nos sensores CCD sio
classificadas em temporais ¢ espaciais. Os ruidos temporais, por definicdo, variam no
tempo ¢ padem ser amenizados com técnicas de suavizagio como médias e mediana. Os
ruidos espaciais sdo de natureza distintas, necessitando de técnicas especificas par cada
tipo de mido. Nas proximas subsegbes sdo descritos os ruidos combatidos no

desenvolver do equipamento.

5.5.1.1 Corrente Escura

A corrente escura € definida como a corrente do fotodiodo quando este nfio esta exposto
a luz [57], causada por elétrons gerados termicamente gque se acumulam nos pixels. A
corrente escura pode ser facilmente minimizada com a refrigeragio do CCD e o que
“sobrar” de corrente escura pode ser removida através da subtracdo do sinal atual por
um sinal de corrente escura.

Nos transdutores utilizados no equipamento proposto, o sensor CCD ¢
encapsulado pelo fabricante, ou seja, o resfriamento direto no CCD nédo pode ser
realizado, a menos que se desmonte ¢ USB4000 ou a LC1-USB. Assim, apenas a
subtracdo do sinal de corrente escura foi realizada. Como mostra a Figura 5.18a, a
cofrente escura para o espectréometro posswi intensidade que variam de 1600 a 1750, a
depender do pixel investigado. Apds a remogdo da corrente escura, os niveis de

intensidade cairam para uma faixa compreendida entre 40 a 125.

5.5.1.2 Nio uniformidade do sensor

Apesar de hoje os sensores CCDs serem desenvolvidos para atender os mais altos
padrdes de qualidade, a imperfei¢io ainda existe, ou seja, cada pixel possut uma
sensibilidade diferente a luz. A resposta nio umforme também manifesta-se devido a
estragos ou sujeiras contidas no sensor que por ventura venham a atrapalhar o caminho
optico. A ndo uniformidade do sensor foi combatida através da calibragdo dos

transdutores, se¢do 5.2, cujos procedimentos englobaram etapas de técnicas de “Flat-
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field correction” que consistem em ajustar os valores dos pixels das extremidades

levando em consideragdo os valores dos pixels centrais.
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Figura 5.18 — a) Sinal sem a remogdo da corrente escura e b) Sinal apos a subtracdo da

corrente escura.
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5.5.1.3 Shot-noise

O shot-noise ocorre pelo fato de o tempo para a chegada de um foton no sensor CCD
ser um evento aleatorio e que independe da chegada de outros fotons, governado assim
por uma distribuigao de Poisson. A distribui¢do de Poisson € caracterizada por uma taxa
média de chegada (1) e um intervalo fixo de tempo t, 0 que aumenta a probabilidade do
ruido quanto utilizado sensores com quantidade pequena de pixels e valores baixos para
o tempo de integragéo.

O shot-noise no equipamento proposto foi combatido das seguintes formas:

1- Os detectores utilizados possuem uma alta resolugdo, contendo 3648 pixels para
0 modo WIM e 3000 pixels para o modo AIM;

2- Ajuste experimentais para que fosse possivel conseguir o maior tempo de
integragdo possivel sem que o sensor chegasse a condi¢do de saturagdo. Para
isso, flutuagdes na intensidade de luz foram medidas a partir do fotodetector de
alta velocidade DET10A/M [63], segundo o esquema da Figura 5.19. A corrente
proporcional a intensidade luminosa fornecida pelo fotodetector manteve-se

constante, atestando que os ruidos experimentais ndo sdo oriundos da fonte

luminosa.
@a essencial - AL@
Tluz p-polarizada
LED

DET10A'M el [AmperimetroJ

Figura 5.19 — Montagem para medir a qualidade da emissdo da fonte luminosa.
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5.5.1.4 Pré-processamento da imagem e suavizacio da Curva
SPR

O pré-processamento da imagem do transdutor assim como a curva SPR podem ser

suavizados com as técnicas descritas na se¢do 4.3.2.1.

uuuuuuu

......

nnnnnn

......

Intensidade luminosa

a)

Figura 5.20 — Sinal do transdutor a) bruto, b) apos a média movel usando 90 pixels e
uma média espectral para 5 imagens e ¢) apos a mediana usando 32 pixels.
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Como mostra a Figura 5.20a, o sinal bruto do transdutor precisa ser
suavizado para que a UACPE realize medigdes com precisio. As técnicas de suavizagio
descritas na se¢@o 4.3.2.1 suavizam o valor do pixel substituindo pela média aritmética
dos pixels pertencentes a vizinhanga, o resultado é apresentado na Figura 5.20b.

O ruido impulsivo, caracterizado pela ocorréncia aleatoria de pixels cujos
valores de luminosidade diferem significativamente dos valores de seus pixels vizinhos,
¢ combatido com a técnica da Mediana. O filtro da Mediana consiste em substituir o
valor do pixel pela mediana dos seus pixels vizinhos. Para isso, € preciso realizar a
ordenacdo dos pixels, o que exige um maior poder computacional. Para melhorar o
desempenho da Mediana, os pixels correspondentes aos extremos baixo e alto do
espectro da fonte de luz foram retirados do calculo, como retrata a Figura 5.20c.

Os demais ruidos como o reset-noise (devido a resisténcia do canal que
causa o ruido térmico durante a aplicagdo da tensdo através do transistor de reset), os
ruidos oriundo dos amplificadores além de interferéncias eletromagnéticas ndo foram
aqui combatidos por ndo se ter acesso direto ao elemento CCD dos equipamentos.

Os prismas obtidos com esses procedimentos forneceram 6timas respostas
para a curva SPR, com aproximadamente 70% de absorg¢@o da luz pelos plasma de
superficie (deep), ressonidncia ocorrendo em 680nm, largura de 167nm e assimetria de
1.28, como mostra a Figura 5.21.

~ \\'\ N
- w W oide ! .
v N AN
1,90 o
\ /{’
" Deep: ~70% /
0,80 b /
Ares: 680nM
®75
G: 1.28341 :

L]
. I':167.04nm
1,60 t'.

‘;
5 /
Q.50 \ ‘:3
945 A j"’
140 \‘ /
o \/
0,30

% 4 450 b1 1] 551 il G5 Axd 70 B 3% o 9% 100 1050

Figura 5.21 — Curva SPR para os prismas coberto com o spputering K550x.
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5.6 Resumo

Neste capitulo foram relatados os procedimentos necessarios para o funcionamento do
biossensor proposto. Detalhes sobre a customizagdo do Sistema Operacional e sobre os
softwares embarcados para os modos de operagdo AIM e WIM foram apresentados. Os
algoritmos de suavizagdo e detalhes sobre a unificagdo das partes Optica, mecanicas,
eletronicas e outras partes foram aqui retratados. Como produto final, tem-se o

biossensor apresentado na Figura 5.16.
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Capitulo 6

Resultados experimentais

6.1 Introducao

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos na utilizagido do biossensor. As
figuras contidas neste capitulo ilustram os resultados para cada modo de operagio.
Testes com ligagGes reversiveils ¢ irreversiveis foram realizados para testar a

funcionalidade do biossensor

6.2 Discussao de resultados

6.2.1 Ligacdes reversiveis

Na Figura 6.1 é apresentado o resultado obtido pelo biossensor proposto operando no
modo de interrogagdio espectral. O experimento consiste em monitorar a superficie

sensivel e verificar a resposta do biossensor quando a substancia ¢ alterada.

Defini¢io 6.1 Denomina-se dry cell a imagem do sensor CCD quando o ar esta em
contato com a superficie sensivel do diochip. Denomina-se wet cell a imagem do CCD

quando se tem agua por sobre a camada metalica do biochip.
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Figura 6.1 — Sensorgrama, no modo WIM, para os pardmetros comprimento de onda de
ressonéncia, indice de refragdio, largura e assimetria, respectivamente.
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Ao capturar-se a dry cell obtém-se uma curva SPR estacionario em 1, uma
vez que o sinal atual ¢ referente ao ar, isto €, igual ao sinal de referéncia. No momento
em que a agua (H,O) entra na célula de fluxo, wer cell, surgem os plamons de superficie
e com isso presencia-se uma queda acentuada na curva SPR. Nesse momento, inicia-se
o monitoramento. Quando mudamos a substidncia para uma solugdo de hipoclorito
(Hypo.) o valor do comprimento de onda de ressondncia aumenta. Retorna-se ao wer
cell e troca-se a substancia por uma solugdo de PBS (Phosphate Buffered Saline) e
novamente observa-se um crescimento no A,. E retornar-se novamente para a situagéo
de wet cell. Os procedimentos descritos compdem o chamado ciclo de teste ou ensaio de
teste e sdo utilizados para a quantificacdo das variagdes do comprimento de onda de
ressondncia A4, € do indice de refragdo An.

Repetiram-se o0s experimentos por varios ciclos e os resultados foram
equivalentes, o que atesta a consisténcia das respostas e garante uma reprodutibilidade
de experimentos. Como se observa na Figura 6.1, o comportamento do indice de
refragdo e do comprimento de onda de ressonéncia sdo diretamente relacionados, isto €,
quando uma aumento o outro também aumenta. O mesmo ocorre com 0s pardmetros
largura e assimetria. Contudo, a largura e a assimetria possuem um comportamento

inverso ao AA,.s pois seu crescimento acarretou em uma diminuigio de tais parametros.

S

S ,

Figura 6.2 — Sensorgrama do A4, suavizado. Detalhe para ampliagdo de um ciclo.

109



Resultados experimentais

Em cada ciclo, a passagem do hiploclorito remove impurezas contidas na
superficie, claramente observado no deslocamento do AA,.. para as mesmas

substancias em cada ciclo de medi¢do.
A suavizagdo dos dados experimentais foi realizada, como mostra a Figura

6.2. Na figura ¢ apresentado o sensorgrama do comprimento de onda de ressonancia

com uma amplia¢do dos dados referentes a um nico ciclo de medigéo.
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Figura 6.3 — Sensorgrama, no modo AIM, para os pardmetros angulo de ressonéncia,

indice de refragio, largura e assimetria respectivamente.
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Resultados semelhantes também foram obtidos com o modo de interrogagio
angular. Como mostra a Figura 6.3, o comportamento do indice de refragio ¢
diretamente proporcional ao angulo de ressonincia enquanto a assimetria relaciona-se
inversamente ao A@,... A largura da curva SPR permaneceu constante durante os ciclos

experimentais devido as variagdes do dngulo de ressonancia terem sido pequenas.

6.2.2 Comparacio com o VirTech

A validagdo dos resultados obtidos com o biossensor proposto para os modos de
operagido espectral e angular foi realizada comparando os resultados obtidos com o
equipamento comercial VirTech. De posse dos dados expressos na Figura 6.4, a Tabela

6.1 mosira o quadro comparativo entres os equipamentos.

Tabela 6.1 — Quadro comparativo entre os equipamentos utilizados

Resultados (A8, efou A, )

Hipoclorito PBS
VirTech 5x1073RIU 2x1073RIU
=
‘msor 25x1073RIU | 1.1x10-3RIU
=
“’:sfmnsor 13x10-3RIU | 4x10-*RIU

Os resultados demonstram uma maior sensibilidade por parte do Virtech em
relagdo ao equipamento desenvolvido ¢ este operando no modo WIM possui uma maior
sensibilidade em rela¢do ao modo AIM. As diferengas entre os modos WIM e AIM se
deve a dois fatores primordiais: 1) a redugio do ruido da cimera utilizada como
transdutor foi menos eficiente do que o tratamento para o espectrometro ¢ 2) a qualidade
do prisma utilizado no modo AIM é inferior ao utilizado no modo WIM.

Apesar de todos os ajustes descritos no Capitulo 5, a curva SPR para o modo
WIM ¢ mais larga, isto é, o valor minimo € menos acentuado — faciimente percebido ao
comparar as curvas spr das Figuras 2.10 e 2.13. Essa caracteristica torna a detecio do
minimo sucetivel a pequenos deslocamentos da posigao de ressonancta, o que dificulta a
distingdo entre substincia com indices de refracdo muito proximo diminuindo sua

sensibilidade.
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Resultados experimentais

6.2.3 Ligacdes irreversiveis

Experimentos utilizando solugio hidréfoba foram realizados para verificar a resposta do
biossensor. Os sensorgramas para AA,.; e An referente a deposigdo de uma solugdo da
proteina neutravidina, a concentragdo de 0,01 mg/ml, sdo apresentados na Figura 6.5.

Definicdio 6.2 A inje¢do de proteina na superficie sensivel do biochip resulta em um
aumento continuo da variacdo do indice de refragdo An, até que se atinja a saturagfo.
Esse momento ¢ denominado de monolayer ou monocamada insoluvel.

1614 16142 16143 1645 16:46 1614 16:485 16:49 16y 16151 16152 16153 16154 18155 151

16:41 1642 16:43 16:44 16:45 1646 16:47 16:48 16:49 16:50 16:51 16:52 16:53 16154 16:55 16:56 16:
Thavseme Fol

Figura 6.5 — Respostas para a deposi¢do de neutravidina.

Ap6s atingida a situagio de wer cell, verificou-se a resposta do biossensor
para uma solu¢do de PBS. Em seguida, retornou-se para a wet cell e deu-se inicio ao
processo de deposi¢do da neutravidina. A monolayer foi alcangada cerca de 4 minutos
ap6s iniciada a deposi¢do. Em seguida, introduziu-se PBS para checar efetivamente a
formagdo da monocamda insoluvel, atestada por uma permanéncia do An. A monolayer
foi entfio removida apés a passagem de hipoclorito. Por fim, ao introduzir 4gua, o valor
da variagdo do indice de refracdio retorna para a condicdo de wet cell.
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Apés a suaviazagdo do sensorgrama (Figura 6.6a) comparou-se o resultado
obtido com o VirTech (Figura 6.6b). O biossensor proposto obteve 0 mesmo valor de
An, igual a 4x1073 RIU, comprovando a eficiéncia e corretudo das respostas do

biossensor proposto.
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Figura 6.6 — Respostas para a deposi¢do de neutravidina: a) sensorgrama suavizado

referente ao biossensor proposto e b) resposta do VitTech
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6.2.3.1 Constantes Cinéticas

Como mencionado na segdo 2.4.3, o aumento da massa na camada formada junto a
superficie do sensor causa um aumento proporcional no valor do indice de refra¢io
medido pelo biossensor. Esse aumento na massa, para as ligaghes irreversiveis, esta
associado a um evento de ligagdo, ligagZo essa referente a adsorgdo da neutravidina nos
experimentos realizados.

De acordo com a Figura 6.6%, 0 aumento na resposta se deve a formagio do
complexo, ou seja, 0 aumento na concentragio de neutravidina, enquanto a diminuigio
da resposta, apds a injegdo do analito, se deve a dissociagdo do complexo, de acordo

com a equagdo 6.1.

kass
A+B < AB (6.1)
kdiss

A taxa de formagdo da camada ¢ a taxa com que esta ¢ desfeita, sdo
expressas pelas constantes de adsorgo (kge) € dissociagdo (kg;ss), respectivamente. O
equilibrio cinético (K.quiriprio) € €xpresso pelada relagdo k s/ kqiss -

Durante a injegdo, a concentragdo do analito injetado (A,) € transportada
para a superficie sensivel do biochip por meio de convecgdo e difusdo, em que sua
concentragio na superficie sensivel (A) aumenta devido a formagdo do complexo [62].
Isto é, a concentragiio da neutravidina na superficie do biochip (A) esta relacionada com
a concentragio da neutravidina que ¢ injetada (A,) por meio do coeficiente de transporte

de massa (k,,), equagdo 6.1.

Ay B A 6.2).

O coeficiente de transporte de massa é dependente do coeficiente de difusdo
da proteina, da dimensio da célula de fluxo além da taxa de fluxo com gue o analito ¢
injetado [62].

A fase de adsorciio é descrita pela reagdo biomolecular entre o analito, em
um solugio de concentragio C, e os sitios livres para ligagdo na superficie do biochip

(Rmax — Re) menos a dissociagdo que ocorre simultaneamente durante o processo. [63]:
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IR
a_tt = kassC(Rmax — Re) — kaiss Ry (6.3).

Quando integrado, obtem-se:

— KassCRmax (4 _ _ —(kgssCH+k
Re = KassCrhgres L € VO Kl (6.4).

Isolando a constante de adsorgdo tem-se:

Kass = [In(Re1/Ren) + Kaiss * Renl/ (Rmax — €) (6.5),

em que: R € a resposta referente ao inicio da adsorgdo, R,,,€é a resposta da adsor¢do no
tempo n € R4, € resposta maxima na situagéo de monolayer .

A fase de dissociagdo € avalida aprtir da equagdo 6.6 [63]:

a
T = —kgissRe (6.6).
Quando integrado, obtem-se:
Kaiss = In(Re1/Ren)/ (tn — t1) (6.7),

em que R, € a resposta da dissociagdo no instante inicial e R,, € a resposta da

dissociagdo no tempo n.

Tabela 6.2 — Valores calculados para as constantes cinéticas da adsorgdo da
neutravidina

Resposta
Indice de Refracio | Comprimento de onda
Ko 1.28x10*M1s7? 4.07x10*°M 1571

kaiss 4.17x1073s7? 1.30x1072%s71
Kops 12851 40951
kequilibrio 3.07x104M_1 3.13x104M_1

" [upeG/BIBLIOTECATRC
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Com os valores para os pardmetros k,gs € Kgiss calculados (Tabela 6.2),

torna-se possivel a analise grafica da adsorgdo e dissociagdo através das equagdes 6.8 e
6.9, respectivamente.

Adsorgdo = R,,(1 — e(kopstn)) (6.8),

Dissosiagio = R, (e kaiss(tn—t1)) (6.9).

€m que Req = RinaxC/[C(Kaiss/kass)] € Kops = (Kass * C) + Kgjss.

Dissociagdo

Dissociagido

v, =

s &

A

Response Unit
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Adsorgio

Adsorgdo

3

e

Time Time

Figura 6.7 — Respostas para a constantes de adsorgdo e dissociagdo calculadas em
fungdo do sensorgrama para o a) indice de refragdo e para o b) comprimento de onda.

Como mostrado na Figura 6.7, o valor de k,; aumenta até se estabilizar a
saturagdo da adsor¢do (monolayer). Ao lavar a superficie do prisma com o hipoclorito
ocorre a remogdo da neutravidina. Em seguida, introduz-se agua na célula de fluxo e o
composto vai se dissolvendo uma taxa expressa por kgyjss, conforme ilustrado, até

retorna-se para situagdo de wer cell.
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6.3 Conclusio

Diante dos resultados apresentados na segio 6.2 pode-se perceber coeréncia no
funcionamento do biossensor proposto com o equipamento da VirTech, atestando a
viabilidade do biossensor proposto. Os valores obtidos para o indice de refragio das
substancias tiveram valores diferentes com o passar dos testes devido a interagéo
quimica entre a cola do aluminio, fixado nas paredes laterais do prisma e usado como
espelho para refletir os raios luminosos, e o prisma. Pelo que foi investigado, com o
passar do tempo, a cola vai interagindo com o polimero do qual é composto o biochip,
alterando o angulo de incidéncia da luz e, consequentemente, deslocando os valores de
AA, € AD,..s. Apesar disso, o biossensor obteve em sua resposta um desvio padrio de
5.82x1075 RIU, que pode se considerado pequeno mesmo com a proximidade entre as
substancias analisadas.

O Ajuste Polinomial foi a técnica utilizada para determinagio do valor
minimo da curva SPR. A técnica do Primeiro Momento introduziu bastante ruido nas
medi¢des para o modo WIM devido a curva SPR para este modo ser bastante larga,
torando a posigio do centro geométrico da curva bastante sensivel ao ruido. A
suavizacdo dos sensorgramas foi realizada por meio do filtro da Mediana, para uma
mascara de 3 pixels, mascaras maiores acarretam perda de informacéao.

O calculo das constantes cinéticas ¢ de suma importancia para analise de
interagSes biomoleculares [62,63] além de enaltecer a caracteristica da ndo necessidade

de marcadores para analise biomolecular do biossensor SPR.
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Conclusoes e trabalhos futuros

O presente trabalho relatou a construgio de um sistema computacional desenvolvido
especialmente para um biossensor baseado na ressondncia de plasma de superficie. Seu
desenvolvimento, passando pela descrigio dos componentes utilizados € de que forma
esses foram acoplados até os procedimentos realizados para que o sistema funcionasse,
é retratado em detalhes nesta dissertacdo.

A idéia de utilizar componentes que fossem flexiveis ac ponto de permitir
que o biossensor operasse tanto no modo de interrogac&o angular quanto no modo de
interrogagio espectral mostraram-se validas, haja vista a qualidade dos resultados
obtidos experimentalmente. Contudo, o fator primordial que viabilizou essa “operagio
dupla” se deve ao prisma Optico utilizado, apesar dos problemas que esse apresentou
durante a realizacio do trabalho.

Na constru¢io de um biossensor devem ser levados em consideragdo a
selecdo do elemento bioldgico apropriado, sele¢io do método de imobilizagdo, selegdo
do transdutor adequado (luz, mudan¢a de massa, PH, calor), o projeto do biossensor
considerando a faixa de medigdo, linearidade e minimizagio de interferéncia e o
empacotamento do biossensor. Pela investigagdo, foi possivel concluir que o biossensor
esta pronto para ser utilizado como equipamento laboratorial para analise de interagOes
biomoleculares. A detecgio de substincias especificas é factivel desde que haja a
imobilizacio do elemento de reconhecimento na superficie do biochip.

Um exemplo de adsor¢do de proteina foi realizado. Uma solugdo de
neutravidina foi previamente preparada e analisada com o equipamento. O biossensor
proposto apresentou resultados coerentes.

As técnicas de suavizacdo do ruido utilizadas mostraram-se essenciais 4

operagio do equipamento, uma vez que o equipamento foi utilizado para detectar
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substéncias com indices de refragio muito proximos, em torno de 10™* RIU, exigindo
que o nivel de ruido operasse na ordem de 107 RIU. Dentre os algoritmos
implementados para detecg@o do valor de ressonincia, 0 método do Ajuste Polinomial
foi o tnico que ofereceu niveis adequados de ruido para o nivel de distingdo (diferencas
de indices de refragfio) entre os analitos investigados.

A analise morfologica da curva SPR foi embutida no biossensor permitindo
o calculo da largura e assimetria em medigoes realizadas com o biossensor. As respostas
obtidas est3o de acordo com as simulagbes para os modos AIM (Figura 3.2a) e WIM
(Figura 3.2b) além de estar em equidade operacional com o VirTech.

Investigar novas maneiras de minimizar o ruido do equipamento, atacando
vertentes como o conirole de temperatura, algoritmos de processamento de dados e
detecgio do minimo da curva SPR e procedimentos para fabricagdo e cobertura do
biochip, sio alguns dos aspectos que podem vir a melhorar o funcionamento do
biossensor.

Estudos sobre a detecgdo simultdnea de substincias (moltiplos spots) para
cada um dos modos de operag¢io, além de um estudo de como combinar os modos de
operagio WIM e AIM em um unico prisma merecem destaque.

Otimizacdes no sistema fazem-se necessdrias para que se presencie sua
atuacio em campo. Entretanto os resultados mostram que esta pesquisa € o inicio de
posteriores trabalhos, visto que ha a necessidade de minimizar a subjetividade dos
diagnosticos e para tanto o biossensor SPR fomece respostas precisas da presenga ou

nio de substancias (analito) de interesse.
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Apéndice A

Al. Ajustes do prisma optico

Uma vez que nio havia mais prisma em condigdes funcionais para realizagdo dos
experimentos, novos prismas tiveram de ser “trabalhados” para tronarem-se
operacionais. As segdes Al.1 e Al.2 descrevem os trabalhos realizados sobre o prisma

antes da realizagio dos experimentos.

Al.l1 Annealing

O annealing é um processo em que o calor é aplicado em um material a fim de mudar
sua estrutura interna de tal forma que o material vai se tornar mais “suave” [60]. Usado
na fabricacdo de vidro e na industria metalirgica o annealing, ou recozimento, nada
mais € do que o aquecimento € ¢ posterior esfriamento lento e homogéneo do material
[60]. Assim, o prisma foi aquecido até a temperatura de relaxamento das tensdes,
mantidos a esta temperatura pelo tempo necessario ao relaxamento e resfriados
controladamente até a temperatura ambiente, diminuindo o stress do material.

A Figura A.1 mostra diferentes prismas sob uma polarizagio TM. Com essa
polarizagio a luz deve ser blogueada, o que fornecera o fendmeno SPR. Nos prisma que
ndo possuem annealing a luz atravessa-o, ndo obtendo a polarizagdo necessaria. A
figura também traz imagens de prismas polidos e ndo polidos mostrando que esse

processo também ¢ importante para um bom resultado.
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Figura A.1 — Fotografia para prismas com (1,2,3) e sem (4,5.6) annealing, com
destaque para diferengas em suas estruturas internas, polidos (3,4) e ndo polidos
(1,2,5,6).

A1.2 Camada metalica

Na tentativa de cobrir o prisma com a camada de ouro de 50nm foi usado, inicialmente,
0 equipamento da empresa Sanyu, modelo SC-701, pertencente ao laboratorio de
Engenharia de Matériais da Universidade Federal de Campina Grande. O laboratério
ndo possui argdnio, sendo a pressdo para criar o vacuo realizada sob gas atmosférico. O
controle da corrente € totalmente manual, o que aumenta a incerteza sobre a espessura
da camada obtida. Apos a deposigdo, os prismas foram testados e observou-se uma alta
fragilidade no filem de ouro (Figura A.2b) e a ndo obten¢do da resposta SPR
(Figura A.2a).

Para obter uma melhor qualidade da deposig¢do do filme metalico, utilizou-se
o equipamento de pulveriza¢do catédica K550x da empresa Emitech pertencente ao
Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal da Paraiba, sediado
na cidade de Jodo Pessoa. Conforme mencionado no manual do equipamento, deve-se

ajustar a pressdo do argdnio para 1pis ou 0.3 bar , ajustar o equipamento para operar no
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vacuo de 1x10™" mbar e especificar a corrente de deposi¢do e o tempo de permanéncia

dos prismas na cAdmara de vacuo.

a)

b)

Figura A.2 — a) Curva SPR distorcida obtida com o b) prisma cuja superficie metalica
foi depositada com o spputering Sanyu SC-701

O ajuste do tempo e da corrente de deposi¢do sdo necessarios para estimar a
espessura do filme depositado. O equipamento fornece essa relagdo através do grafico
da Figura A.3. Baseando-se no gréfico, e sabendo que o equipamento possui uma
restricio operacional de 4 minutos, ajustou-se a corrente em 40mA, o que obter-se-ia
aproximadamente 12.5nm deixando o prisma exposto durante 2 minutos, totalizando os
50nm.

Ao retirar os prismas, trés prismas eram colocados dentro da cimara de
vécuo por procedimento, percebeu-se que a camada de ouro obtida estava muito abaixo
dos 50nm. Com isso repetiu-se o processo por mais cinco vezes, totalizando 10 minutos
a uma corrente de 40mA. Esses procedimentos foram necessarios para a obtengéo de

respostas com o nivel de qualidade apresentado na Figura 5.12.
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Taxa de deposicio
(nm/min)

Figura A.3 — Gréfico que mostra a espessura esperada em fungfo da taxa de spputering
a 1x10"'mbar

A2. Ajustes na Célula de Fluxo

Os prismas ndo possuem uma superficie completamente plana, o que ocasiona a
formag@o de bolhas, entrada de ar dentro da célula, ao acoplarmos a célula de fluxo ao
prisma, como retrata a Figura A.4. A presenga de bolhas torna o acompanhamento do
fendmeno SPR bastante dificil, uma vez que o sinal a ser medido torna-se igual ao sinal
tomado como referéncia, ou seja, o sinal referente ao ar.
Esse problema foi amenizado com os seguintes ajustes:
e Calgos para amenizar o desnivel entre o prisma Optico e a pega de
encaixe;
e Troca do sentido de deslocamento do fluido dentro da célula de
fluxo: troca-se a geracio do viacmo dentro da célula por uma
remog¢do do ar presente na célula aplicando uma pressio sobre a

mesma.

A troca do sentido de deslocamento mostrou-se bastante eficiente uma vez
que o perfil de concentragdo da substéincia dentro da célula de fluxo estd mais préximo
da entrada da célula, ou seja, antes de passar pela regido onde ¢ usada para medigdio do
efeito SPR (regido de contato com a superficie de ouro).
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Figura A.4 — Célula de fluxo acoplada ao prisma. Detalhe para o desnivel responsavel

pela formagdo de bolhas dentro da célula.
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