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Resumo

Os biossensores tém se mostrado uma opcdo viavel na obtencdo de um
equipamento que seja relativamente simples de se usar, com andlise em tempo real,
sem uso de marcadores, portatil, de baixo custo. Em 2017 Souza Filho criou um
sistema biossensor Optico baseado em ressonancia de plasmons de Superficie
tendo um smartphone como plataforma. Esse sistema usa um biochip criado pela
empresa dinamarquesa VIR que foi doado a Universidade Federal de Campina
Grande. Nesse biochip o feixe de luz que entra perpendicularmente a superficie é
direcionado para a regido sensora através de técnicas holograficas. Em 2010 o
biochip PPBIO (Prisma Polimérico para Aplicacdes Bioldgicas) foi criado e moldado
usando técnicas de injecdo com polimero Topas COC tendo sido testado apenas em
condicdes ideais de laboratdrio. O presente trabalho tem como foco criar um sistema
biossensor com tecnologia brasileira incorporando o PPBIO ao smartphone. A ideia
é fundir as duas tecnologias, mas sdo necessarias adaptacfes de estrutura fisica e
de software, pois o biochip da empresa VIR dispensa o uso de lentes externas, o
biochip PPBIO que possui estrutura mais econdmica necessita de elementos
complementares externamente. O uso de lentes externas traz dificuldade quanto a
necessidade do perfeito alinhamento entre os componentes do sistema, mas por
outro lado, ganha-se em flexibilidade, pois, pode ser configurado para trabalhar no
modo de interrogacdo angular ou no modo de interrogacdo espectral. Como
resultado ter-se-a um biossensor portatil, de baixo custo, facil de operar que pode

ser utilizado nos mais diversos ambientes.



ABSTRACT

Biosensors have proven to be a viable option in obtaining equipment that is relatively
simple to use, with real-time, low-cost, portable, non-markers analysis. In 2017
Souza Filho created an optical biosensor system based on resonance of Surface
Plasmas having a smartphone as a platform. This system uses a biochip created by
the Danish company VIR that was donated to the Federal University of Campina
Grande. In this biochip the light beam that enters perpendicularly the surface is
directed towards the sensor region through holographic techniques. In 2010 the
PPBIO (Polymeric Prism for Biological Applications) biochip was created and molded
using injection techniques with Topas COC polymer having been tested only under
ideal laboratory conditions. The present work focuses on creating a biosensor system
with Brazilian technology incorporating PPBIO to the smartphone. The idea is to
merge the two technologies, but adaptations of physical structure and software are
necessary, since the biochip of the VIR company does not require the use of external
lenses, the PPBIO biochip that has a more economical structure needs
complementary elements externally. The use of external lenses makes it difficult to
perfectly align the components of the system, but on the other hand, you gain
flexibility because it can be configured to work in angular interrogation mode or in
spectral interrogation mode. As a result, a low-cost, easy-to-operate portable

biosensor can be used in a variety of environments.
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1. INTRODUCAO

Movido pela busca incessante de melhores condi¢cGes de vida, o ser humano
vem evoluindo a medida que desenvolve e incorpora novas tecnologias ao seu dia a
dia. Esse processo de incorporacdo nao é simples, ndo envolve apenas a
disponibilidade de recursos financeiros. O desafio € levar tecnologia até as diversas
localidades do planeta, por mais remota que seja. Sob este aspecto, ganha
relevancia o desenvolvimento de sistemas capazes analisar a qualidade da agua,
contaminacdo do solo, da presenca de agrotoxicos em alimentos e existéncia de
enfermidades nas pessoas nos mais diversos locais. Neste ultimo caso, o local pode
ser desde um simples consultério médico de um bairro de periferia a pontos isolados
do planeta. Para isso, a tecnologia tem que ser simples, com resultados em curto

espaco de tempo e a um custo relativamente baixo.

Nas ultimas décadas, vem recebendo significativa atencdo dos cientistas o
desenvolvimento de biossensores, 0s quais sao dispositivos capazes de medir, em
tempo real, a presenca de determinada substédncia no sangue, na urina,
em medicamentos, em alimentos, na agua de um rio, no solo com aplicacdes nas
mais diversas areas: seguranca interna, aplicacées militares, agricultura, seguranca
alimentar, monitoramento ambiental, medicina, farmacologia, industria (KIRSCH et
al., 2013; KUBOTA, 2003). A IUPAC - International Union of Pure and Applied
Chemistry (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), define um biossensor
como dispositivo que utiliza reac6es bioquimicas especificas mediadas por enzimas
isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou células inteiras para detectar
compostos quimicos normalmente por meio de sinais elétricos, térmicos ou 6pticos
(MCNAUGHT; WILKINSON, 1997).

Estima-se que haja 300 milhdes de pessoas com diabetes em todo o mundo,
no Brasil, sdo aproximadamente 11 milhdes de portadores (TERRA, 2018). Um dos
usos de biossensor mais conhecido € o de deteccdo do nivel de glicose no sangue,
essencial no controle da diabetes. Impulsionados pelas necessidades da medicina e
das ciéncias bioldgicas, uma série de novos equipamentos de pronto atendimento
baseado em smartphones tem sido investigados, na busca do controle dessa
doenca e de outras (BREMER et al.,).



Em maio de 2018, realizou-se uma conferéncia médica sobre biossensores no
Cambridge Healthtech Institute, em Boston MA, onde foram examinados 0s mais
recentes avancos em pesquisa e integracdo de sensores para aplicacbes médicas.
Registrou-se um crescimento exponencial do uso de biossensores pelo mercado,
devido as técnicas de microfabricacdo. Nesta conferéncia estimou-se que até o final
de 2018 os investimentos cheguem a U$ 18 bilhdes (“Biosensors Conference”,
2018).

Nos ultimos anos inUmeras pesquisas (BREMER et al., 2017; CALABRIA et
al., 2017; GENG et al., 2017; LIU et al., 2015; SOUZA FILHO; LIMA; NEFF, 2014;
WANG et al.,, 2017; ZHANG; LIU, 2016) entre outras tem relatado o uso de
smartphone com sensores baseados em ressonancia de plasmons de superficie —
SPR.

Em especial, Bremer conseguiu obter medidas com precisdo das variacdes do
indice de refragdo induzidas em amostras sob analise em uma fibra 6ptica. O
equipamento foi incorporado a uma estrutura de forma a simplificar o manuseio do
sistema sensor e dar versatilidade, podendo ser adaptado a diferentes tipos de
smartphones. Souza Filho (2017), conseguiu resultados similares usando um biochip
da empresa VIR. Sua solucdo embarcada transforma dispositivos computacionais
portateis em biossensores SPR, ou seja, um equipamento portétil (smartphone,
tablet, notebook, etc) associado a uma estrutura modular com um biochip é capaz de

realizar andlises de substancias organicas e inorganicas.

Esses biossensores Opticos baseados em ressonancia de plasmons de
superficie poderdo ser uma alternativa potencialmente robusta e econdmica para
aplicacbes em campo em um futuro préximo para a identificacdo rapida e segura de
substancias quimicas (metais pesados, moléculas, proteinas, DNA, RNA,
agrotoxicos, etc), patégenos (virus, bactérias, células, protozoarios, etc), nas mais
diversas areas: medicina, biologia, quimica, seguranca, meio ambiente (CENNAMO
et al., 2016).

Os métodos convencionais de andlise bioquimica (espectroscopia,
gravimetria, titulometria, etc) apresentam como desvantagem o fato de serem

realizados em laboratorios (MOREIRA, 2010). A logistica envolvida no transporte da



amostra até o laboratério resulta na demora de dias para se ter o resultado. Além do
custo envolvido nessa logistica, ha um custo consideravel associado a necessidade
de profissionais qualificados para a operacdo, manutencdo dos equipamentos

laboratoriais envolvidos na analise das substancias coletadas.

O Poder Publico com o apoio do Ministério da saude, vem fomentando
pesquisas na busca de alternativas para solucado de problemas como: dificuldades
de tempo, logistica (locais afastados) e custo. Tém sido desenvolvidas, técnicas
mais precisas e rapidas para diagnosticos de doencas epidémicas que exigem um
diagnoéstico rapido. Entre estas técnicas, destacam-se 0S imunoensaios, que se
baseiam na ligacdo sensivel e especifica que ocorre entre o anticorpo e o seu
correspondente antigeno. Apesar de representar uma melhoria das técnicas de
analise, o imunoensaio tem suas desvantagens, incluindo, a existéncia de um
marcador que pode interferir nas interacdes moleculares gerando falsos resultados
(MOREIRA, 2010). Este estudo visa chegar a um equipamento que seja
relativamente simples de se usar, com andlise em tempo real, sem uso de

marcadores, portatil, de baixo custo.

O Grupo de Sensores e Biossensores Opticos criado no IFPB e registrado no
CNPq, é parte de uma variada rede de pesquisas, que se constitui em uma instancia
estratégica para o desenvolvimento e consolidacdo do conhecimento cientifico e
tecnoldgico brasileiro. O presente trabalho visa contribuir para a continuidade das
pesquisas realizadas (desenvolver para consolidar) por Moreira e Souza Filho
(MOREIRA, 2010; SOUZA FILHO, 2017).

Para tanto, pretende-se: unificar as duas tecnologias (Biochip PPBIO +
dispositivo computacional portétil) obtendo uma solucéo tecnolégica pequena, rapida
e estavel, sendo necessario um conhecimento técnico minimo para opera-la. Essas
caracteristicas Ihe déao flexibilidade para ser empregado nos mais variados locais,
seja num simples consultorio, seja em locais de dificil acesso. Além desta
justificativa, o presente trabalho também busca uma solucdo a dificuldade inerente
de um pais que tem limites fronteiricos continentais com enormes distancias
envolvidas. Se confirmado o efetivo funcionamento do biochip trapezoidal criado por
Moreira com a ferramenta smartphone desenvolvida pelos autores citados acima,

talvez possa-se materializd-lo em uma ferramenta genuinamente brasileira, um



equipamento portatil, de uso simples, com analise em tempo real, para aplicacdes
remotas, de baixo custo, sem uso de marcadores (MOREIRA, 2010; SOUZA FILHO,
2017).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Incorporar o biochip trapezoidal, PPBIO (Prisma Polimérico para aplicacfes
Biologicas), a solucdo embarcada smartphone e realizar testes experimentais com
substancias conhecidas como hidroxido de sddio e hipoclorito de sédio, na busca de
validar os resultados. Esses testes terdo como foco a identificacdo de substancias
biolégicas e quimicas visando o diagnostico de doencas, patogenos em alimentos e

contaminantes no meio ambiente no futuro.

1.2.1 Objetivos Especificos

e Realizar um levantamento bibliografico com vistas a contextualizar os

biossensores, sua estrutura, funcionamento e aplicacdes praticas;

e Dar continuidade aos estudos sobre o funcionamento do smartphone com
biochip da empresa VIR na busca de possiveis modificacdes para uso de

outros biochips;

e Investigar o biochip PPBio, como € composto, modo e estrutura de

funcionamento e utilizacdo de célula de fluxo com espectrometro;

e Fabricar uma estrutura para abrigar a célula de fluxo e o biochip trapezoidal,
para uso no smartphone, atentando-se para minimizar os efeitos da variacao

de temperatura ambiente sobre a mesma.



1.3 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este trabalho foi dividido em 4 capitulos os quais descrevem as etapas e 0s
procedimentos aplicados para alcancgar os objetivos propostos.

Capitulo 1 - Introducédo: aborda os aspectos gerais que motivam o
desenvolvimento do trabalho e sua contribuicdo para melhorar a qualidade de vida
das pessoas. Em seguida, € apresentada a formulacdo do problema a ser
solucionado, a justificativa e os objetivos gerais e especificos pertinentes ao estudo.

Capitulo 2 — Fundamentacdo Tedrica: apresenta uma revisdo bibliografica
acerca das teorias que formaram a base de estudo, explanando conceitos
fundamentais sobre biossensores, em especial o biossensor 6ptico baseado em
ressonancia de plasmons de superficie, os modelos de montagem, aplicacdes, além
do estudo da solugédo embarcada smartphone com biossensor da Empresa VIR, e do
biochip PPBIO.

Capitulo 3 — Metodologia: Tratando-se de um projeto que visa a aplicacdo
de tecnologias em desenvolvimento, aprimorando solugdes de baixo custo e
eficiente, pretende-se otimizar uma estrutura modular para possibilitar o uso tanto do
biochip da empresa VIR quanto o PPBIO no smartphone, dando maior flexibilidade

ao sistema embarcado.

Capitulo 4 — Resultados e conclusao: neste Capitulo, serdo apresentados
os resultados obtidos para a caracterizacdo e validacdo de um sistema embarcado
de baixo custo relativo, flexivel, portatil, sem necessidade de médo de obra
especializada, a partir de testes realizados com substancias conhecidas que possam

servir de comparagéo.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

No presente Capitulo serd descrita a revisdo bibliografica realizada,
abordando os principais temas de interesse: biossensores; ressonancia de pldsmons
de superficie; biossensores Opticos baseados em ressonéncia de plasmons de
superficie; solucdo embarcada de um smartphone usando o biossensor da VIR;
funcionamento do biochip PPBIO.

2.1 BIOSSENSORES

Os biossensores sao dispositivos, analiticos que utilizam rea¢ces bioquimicas
especificas mediadas por enzimas isoladas, imunossistemas, anticorpo, tecidos,
organelas ou células inteiras para detectar horménios, drogas, virus, bactérias,
pesticidas, microbios, antigenos, &cidos nucléicos, DNA, entre outros, que
normalmente dispensam o uso de marcadores (CALIL; SILVA, [s.d.]; MOREIRA,
2010; SOUZA FILHO, 2017).

Um biossensor € composto basicamente por uma biocamada, um transdutor,
elementos de condicionamento e processamento do sinal. A interagcdo que ocorre
entre a biocamada e a substancia a ser identificada (analito) € percebida pelo
transdutor, que gera um sinal proporcional a concentracdo da substancia
biorreconhecida (CALIL; SILVA, [s.d.]; MOREIRA et al., 2010a).

Na Figura 1, é mostrado um diagrama representativo de um biossensor: a
biocamada é o bloco formado pelo suporte e o biorreceptor, que reconhecera o
analito caso esteja presente na amostra analisada. Uma classificagdo dos
biossensores é quanto a biocamada, sendo classificados em biossensores
enzimaticos, imunobiossensores e biossensores celulares. Da mesma forma,
dependendo dos varios tipos de transdutores, sao classificados em biossensores:

eletroquimico, éptico, acustico (piezelétrico), calorimétrico (MOREIRA, 2010).

Os biossensores sdo capazes de detectar substancias organicas e

inorganicas com alto grau de seletividade e sensibilidade. Tém ainda a vantagem de



ser relativamente faceis em termos de desenvolvimento, acessiveis e prontos para
uso, podendo ser utilizados em diversas aplicagbes como em analises laboratoriais,
aplicacbes médicas, agricolas e monitoramento ambiental. H& estudos para
deteccdo de influenza, tuberculose, colesterol e alguns tipos de cancer (CALIL;
SILVA, [s.d.]; SOUZA FILHO, 2017).

Este trabalho aborda um dos tipos de biossensor, no caso o 6ptico. Entre as
vantagens dos biossensores opticos, em relacdo aos demais, esta o seu tamanho
reduzido, a velocidade de resposta, a facilidade de integracdo, imunidade a ruido
eletromagnético, a biocompatibilidade e n&o-necessidade de elementos ativos na
biocamada (MOREIRA et al., 2010a).

Figura 1. Diagrama representativo de um biossensor.
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Destacam-se duas limitacbes operacionais dos biossensores Opticos: sua
sensibilidade a variacdo de temperatura ambiente, afetando seu desempenho e a
adsorcdo nao-especifica (MOREIRA; LIMA; NEFF, 2008a, 2008b; MOREIRA et al.,
2008).

A seguir, serdo abordados os biossensores 6pticos baseados em ressonancia
de plasmons de superficie. Inicialmente, faz-se um levantamento histérico, suas

configuracbes, modelamento matematico e respectivas simulacdes.

2.2 RESSONANCIA DE PLASMONS DE SUPERFICIE

Para contextualizar foi demonstrada a evolugdo do conhecimento sobre o
fenbmeno da ressonancia de plasmons de superficie, nesta Secao é descrito um

breve historico sobre a complexidade da tecnologia.

A primeira citacdo cientifica do que hoje é chamado de fenbmeno SPR -
Surface Plasmon Resonance, (Ressonancia de Plasmons de superficie), data de
1902 quando Robert Willians Wood em seu trabalho publicado na Sociedade de
Fisica de Londres relatou ter observado que, ao iluminar uma grade de difracéo
metalica com um feixe de luz policromético (luz branca), a medida que variava o
angulo de incidéncia deste feixe, eram observadas faixas escuras (WOOD, 1902). A
época, devido aos recursos tecnologicos incipientes, ndo tendo maiores
possibilidades de investigacao, limitou-se a registrar como “anomalias”. Alguns anos
depois, 1907, Zenneck observou a existéncia de ondas eletromagnéticas na
superficie de fronteira entre um metal e um dielétrico (SHARMA; JHA; GUPTA,
2007). Passados meio século, em 1957, quando Ritchie confirmou as pesquisas de
Zenneck e chamou essas ondas eletromagnéticas de “excitacdo de plasmons de
superficie” (RITCHIE, 1957). No ano seguinte, Thurbadar (TURBADAR, 1959)
observou, acidentalmente, que incidindo feixes luminosos polarizados na fronteira
entre um filme metalico e um substrato Optico, ocorria uma queda acentuada na

refletividade (refletancia) conforme se variava o &ngulo de incidéncia para um



determinado comprimento de onda; o efeito também era observado quando
mantendo fixo o angulo de incidéncia variava-se o comprimento de onda da luz
incidente. No entanto, aquela época nao foi feita associacdo de tal efeito aos

plasmons de superficie citados por Ritchie.

O fenbmeno SPR comeca a ser desvendado, adquirindo as feicbes que se
conhece hoje, em 1968, quando Otto (RAETHER, 1988) demonstrou que a reducao
da refletancia (“anomalias” citadas por Wood), para uma interface metal-dielétrico,
eram interacdes entre os fétons da luz incidente e as oscila¢des longitudinais dos
elétrons livres existentes na superficie do metal; essas oscilacbes foram
denominadas de plasmons de superficie e o fendmeno como um todo denominado
de ressonancia de plasmons de superficie (HOMOLA, 2006; RAETHER, 1988;
RITCHIE, 1957). Otto (RAETHER, 1988) desenvolveu um sistema com a
configuracdo apresentada na Figura 2 (a), que consiste na justaposicdo de um
prisma oOptico, camada de ar e uma fina lamina metélica. O prisma tem a fungdo de
fazer o acoplamento da luz incidente, o ar é um isolante, um dielétrico. Essa
configuracdo mostrou-se de dificil execucao pois essa estreita camada de ar, € dificil
de ser mantida constante, € afetada pelas imperfei¢cdes, rugosidades da superficie
do prisma e/ou lamina metalica. No mesmo ano, Kretschmann e Raether
(RAETHER, 1988) propuseram uma configuracdo equivalente, Figura 2(b). A
diferenca esta na inversao de posicdo das camadas do metal e do dielétrico. Essa
configuracdo com execucdo mais simples acabou se consolidando como padrao,
tendo sido denominada como estrutura de reflexdo total atenuada, (Attenuated Total
Reflection - ATR).

Em resumo, Otto-Kretschmann-Raether conseguiram comprovar a relacao de
causa e efeito entre as ondas de plasmons de superficie (Surface Plasmons Wave -
SPW) na interface metal-dielétrico e as faixas escuras visualizadas no espectro de
refletdncia, ou seja, que a reducao de refletancia para uma interface metal-dielétrico
era devida a interagdo entre os fotons incidentes e as oscilagbes longitudinais
existentes na superficie do metal, que foram denominadas plasmons de superficie

(HOMOLA, 2006).
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Figura 2. Configuracéo de excitacdo dos plasmons de superficie, propostas

por (a) Otto e (b) Kretschmann-Raether.
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Fonte: Adaptada de (MOREIRA, 2010).

Em 1983, pesquisadores como Liedberg et al (SCHASFOORT, R. B. M,;
TUDOS, 2008), da universidade de Linkdping (Suécia), propuseram o primeiro
biossensor SPR demonstrando aplicacdes experimentais para detec¢cao quimica e
biologica, baseando-se no acoplamento da luz no prisma (LIEDBERG, B;
NYLANDER, C; LUNSTROM, 1983). No inicio da década de 90, o biossensor
passou a ser produzido em escala comercial com a marca BIACORE e, atualmente,
a General Electrics € quem os comercializa (MOREIRA, 2010). Este biossensor tem
como pontos negativos: o custo do sistema BIACORE é acima de 100 mil ddlares;
cada biochip que é descartavel custa préximo de 200 doélares; suas dimensdes
inviabilizam o uso portétii ou online, além de precisar de pessoal técnico

especializado para operacédo e manutencédo (MOREIRA et al., 2010a).

Em 1996, a Texas Instruments propds o biossensor SPREETA como
alternativa ao BIACORE, com dimensdes menores, portatil e com aplicacdes online.
O custo do biochip é em torno de 100 délares. Mas, segundo estudos, a temperatura
ambiente afeta seu ponto de operacdo o que pode gerar dificuldades na obtencao

dos resultados.

Em 2003, a empresa dinamarquesa VIR propés um biossensor
descartavel, adequado para aplicacdes em testes laboratoriais remotos, associado a

fabricacio em massa e de baixo custo, propiciado pelo processo de
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moldagem por inje¢do (NEFF, H.; ZONG, W.; BORRE, A. M. N. L. M.; HOLZHUTER,
2006; THIRSTRUP et al., 2004). Segundo (MOREIRA, 2010; MOREIRA et al.,
2010a), embora o valor de cada biochip fique em torno de U$1,00, o valor do molde
de injecdo é caro (acima de U$20.000) por que usa nanotecnologia hologréafica, mas
pode moldar em torno de 10 mil biochips. O equipamento com o Unico biossensor
construido foi doado ao laboratério de biossensores da Universidade Federal de
Campina Grande - UFCG, juntamente com todos os componentes; isso resultou na
construcdo de outro biochip (SOUZA FILHO, 2006) que é foco do presente trabalho,
o biochip PPBIO.

Atualmente, h4 centenas de dispositivos comerciais, com diferentes
estruturas de medicéo e processamento (SCHASFOORT, R. B. M.; TUDOS, 2008).
A tecnologia sobre o fenbmeno SPR tem crescido a passos largos nas ultimas duas
décadas, resultando em equipamentos menores e mais leves (portateis), com
menores custos, eficientes, de facil operacdo, dispensando a necessidade de
pessoas especializadas. A seguir, sao descritos os biossensores SPR.

2.3 BIOSSENSORES BASEADOS EM RESSONANCIA DE PLASMONS
DE SUPERFICIE

Na presente Secao, € abordado o fenbmeno conhecido como ressonancia de
plasmons de superficie para, em seguida, aplica-lo em biossensores.

Apresenta-se resumidamente o modelamento matematico do funcionamento
do fenébmeno SPR, pois o foco esta na aplicacdo de um dispositivo que usa a técnica
SPR. Foram tomados como referéncia bibliogréfica trabalhos cientificos, artigos,
teses, dissertacdes, entre outros (HOMOLA, 2006), (TUMOLO, 2008), (MAXIMINO,
2011; MOREIRA, 2016; SANTIAGO, 2018; SILVA, 2017), (THIRSTRUP et al., 2004),
(DOST, 2008; HOMOLA; YEE; GAUGLITZ, 1999; PILIARIK; HOMOLA, 2006), que

abordam o tema.
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Para a obtencdo da excitacdo dos plasmons de superficie sdo necessarias
algumas condi¢des (SILVA, 2017):

1. O feixe luminoso deve estar p-polarizado (onda transversal magnética - TM,

campo magnético paralelo a face do prisma);

2. A espessura do filme metalico tem que ser ligeiramente menor que o

comprimento de onda do feixe incidente;

3. Faz-se necessario um substrato 6ptico (um prisma éptico, um guia de onda,
uma fibra Optica, uma grade de difracdo) para a elevacdo da magnitude do
vetor de onda dos fotons incidente, a fim de garantir a igualdade com o vetor

de onda de plasmons de superficie;

4. O feixe luminoso tem que incidir em angulo tal que sofra a reflexado interna

total.

Sob as condi¢Bes supracitadas, parte da radiacdo do feixe de luz incidente
excita os elétrons livres do filme metalico criando uma onda de plasmons de
superficie que se propaga pela interface metal-dielétrico. Nesse processo a maior
parte da energia da onda incidente é absorvida, dessa forma, h4 um decaimento na
intensidade luz refletida pelo filme metalico gerando a faixa escura (decaimento da
refletdncia citado na se¢éo 2.2). Essa excitacdo de elétrons é provocada pelo campo
elétrico evanescente criado pelo feixe de luz incidente. E considerado evanescente
porque a amplitude dele decai exponencialmente com sua penetracdo na interface
metal-dielétrico (SOUZA FILHO, 2017);

Um diagrama basico de um biossensor SPR é apresentado na Figura 3. A
fonte luminosa pode ser monocromética ou policromatica, dependendo da

configuragao.

O polarizador deve ser do tipo “P” ou “TT” (campo magnético paralelo a
superficie do substrato), ou seja, tem a funcdo de deixar onda incidente p-

polarizada.

A lente colimadora funciona como um diafragma delimitando o campo de
atuacao do feixe de luz incidente e tornando os raios divergentes da saida do diodo

laser paralelos entre si.
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A lente esférica € convergente e tem o0 objetivo de concentrar, convergir o

feixe de luz par um ponto focal.

O substrato ou prisma Optico tem a funcdo de promover o acoplamento dos
fétons do feixe luz incidente com o vetor de onda de plasmons de superficie, Ksp
(ilustrado na Figura 5); como dito na condicdo 3, acima, para ocorrer a excitacao
dos plasmons de superficie, o vetor de onda Kx, (ilustrado na Figura 5), que é a
projecao paralela ao plano de interface metal-dielétrico do vetor de onda do feixe
incidente, deve ser igual a Ksp; 0 indice de refracdo do substrato deve ser maior do
gue o do filme metalico para garantir que a partir de certo angulo limite ocorra a

reflexao interna total.

O filme fino metdlico deve ter espessura inferior ao comprimento de onda da
luz incidente. O metal mais utilizado é o ouro. Porém, na literatura, outros metais
nobres e o grafeno sao citados (MAXIMINO, 2011; MAZULQUIM, 2016).

Figura 3. Diagrama de blocos de um biossensor SPR: fonte luminosa, componentes

Opticos externos, biochip (substrato 6ptico e filme fino metélico), sistema de
aguisicao e processamento de sinais.

Biocamada /
Filme Fino . :
Metalico~ |Substrato 5 C1Biochip
Optico
- —
Componentes | Lente Colimadora QEtECtOT I(E:émera:SCCD
. . Lente Cilindrica Onptico spectrometro
OptICOS Polarizador P ]
[ . o
P Sistema de Aquisicgao,
Z:S Processamento e
Fonte Luminosa Visualizacao

Fonte: (MOREIRA et al., 2010a).

A camada sensivel que se deseja identificar, constitui-se de substancia
geralmente liquida, mas pode ser gas ou sélido, além de confirmar a sua existéncia

pode-se calcular a sua concentracao.
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Normalmente, a célula de fluxo conduz a amostra que se pretende analisar de

um ambiente externo a biocamada e desta a outro ambiente externo.

A camera digital (CCD ou CMOS dependendo da tecnologia), ou o
espectrometro, tém a funcédo de capturar o sinal refletido pelo biochip e repassar
para o sistema de aquisicdo para o processamento e visualizacdo. Este sistema atua
filtrando, regenerando, amplificando o sinal e calcula a concentracdo da substéancia a
identificar.

Ha quatro modos de interrogacdo que podem ser utilizados para obter a
ressonancia: 1. Modo de interrogagéao angular (Angular Interrogation Mode - AIM); 2.
Modo de interrogacado espectral (Wavelength Interrogation Mode - WIM); 3. Modo de
interrogacédo de fase (Phase Interrogation Mode - PIM) e 4. Modo de interrogacéo de

intensidade (Intensity Interrogation Mode - 1IM).

No AIM, o comprimento de onda do feixe de luz de entrada € mantido
constante e o angulo de incidéncia € variado, a fonte luminosa € monocromética
(diodo laser) e o elemento fotodetector € uma camera CCD ou CMOS. No WIM, o
angulo de incidéncia é mantido constante e varia-se 0 comprimento de onda, ou
seja, a luz incidente é policromatica, luz branca, uma fonte alégena, para se fazer a

deteccgéo do sinal refletido usa-se um espectrometro (MOREIRA, 2010).

Os modos AIM e WIM s&o os mais utilizados e serdo abordados no presente
trabalho. Na Figura 4, € apresentada a estrutura de um biossensor SPR e seus
elementos de geracéo e deteccdo luminosa. Atente-se, na Figura 4, com relacdo ao
tracado ideal de feixes Opticos; na Figura 4(a), h4 uma fonte de luz monocromética
com uma lente convergente, cilindrica; na Figura 4(b), a fonte de luz € policromatica

com uma lente colimadora.
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Figura 4. Estrutura de um biossensor nos modos (a) AIM e (b) WIM.
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Fonte: (MOREIRA, 2010).

Na Figura 5, é ilustrado o modelo de trés camadas representativo da
configuracédo Kretschmann-Raether (RAETHER, 1988). No modo AIM, o angulo em
gue ocorre a ressonancia de plasmons de superficie € conhecido como angulo de
ressonancia, 6,.;, ni € o indice de refragdo da camada 1 (substrato Optico), n2 € 0

indice de refracdo da camada 2 (filme fino metéalico), n3 é o indice de refracdo da

camada 3 (analito); &,,,- € a parte real da funcao dielétrica do metal.

Figura 5. Modelo de trés camadas sobrepostas, conforme configuracao
Kretschmann-Raether.

Ny
. Ksp
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filme fino metalico Ky -~ n;
I
| |
| |
I |
I 3] I n,
| |
| ‘. |
| |
substrato 6‘)ticc| I
T
i
|
/
Onda incidente Onda refletida

Fonte: adaptada de (SILVA, 2017).
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Para a configuracdo mostrada na Figura 5, conforme a literatura cientifica, o
indice de refracdo, n3, e o angulo de ressonancia, 6,,; sdo dados por (SOUZA
FILHO, 2017):

Emr (156N (6y05))2 (1)

n3 = ,
Emr — (nlsen(gres))z

n3 Emr (2)

Hres = arcsin(nl m)

Analisando-se as Equacbes (1) e (2), percebe-se que o angulo de
ressonancia depende do indice de refragdo n3 (analito), tendo em vista que para

uma dada temperatura e um comprimento de onda constante, o indice de refracdo n;
(substrato Optico) e a parte real da funcéo dielétrica do metal, ¢,,,, S0 constantes,

ou seja, qualquer variacao de n3z afeta o angulo de ressonancia. Dessa forma, pode-
se confirmar a presenca ou ndao de determinada substancia na camada de analito
(camada sensivel), bem como sua concentracdo, proporcionalmente ao desvio do

angulo de ressonancia.

Entretanto, em um biossensor SPR, a substédncia a ser analisada
normalmente é diluida em um solvente para permitir gue seja deslocada até a regiao
sensora do biochip. Logo, além da camada sensivel, n3, 0 modelo deve levar em
consideracédo pelo menos mais uma camada, ns, 0 que pode ser generalizado para
uma configuragdo com n camadas de materiais diferentes, com indices de refracdo
ni e espessura di. A Figura 6 ilustra a disposicdo fisica de um biochip de quatro

camadas.
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_______________________________________________

Figura 6. Modelo de 4 camadas para o biochip.
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Fonte:(SOUZA FILHO, 2017

Para o biochip composto de n camadas, o coeficiente de reflexdo, R, é obtido
através das equacOes de Fresnel que estédo representadas na forma matricial pelas
Equacdes (3) a (7) (SOUZA FILHO, 2017), nas quais, Bj é a admitancia, gj o
deslocamento de fase, a variavel n; refere-se aos indices de refracdo dos meios 1, 2
e 3, que dependem do comprimento de onda aplicado e 81 representa o angulo
critico (limite), dj é a espessura das camadas em estudo e A(nm) representa o
comprimento de onda do feixe de luz incidente; Mj é a matriz de transferéncia que
descreve a propagacao da onda do meio j para 0 meio j+1, Mt € a matriz total de
transferéncia, que é calculada em fungédo das matrizes individuais das interfaces do
metal e do dielétrico (SILVA, 2017):

2mdj \/nf — [n1 sin(61)]2 (3)

Bj = 7
\/n} — [n1 sin(61)]2 (4)

q = =

]
Mj = cos(Bj) —isin(Bj)/qj (5)

~ —igjsin(Bj)  cos(Bj)
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_rm-1g, _ M1 My (6)
Mot =1} M; = My My
_ (m11 + ml2gm)ql — (m21 +m22)qm (7)

~ (m11 + m12gm)ql + (m21 + m22)qm

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

intensidade de luz incidente, linc pelo coeficiente de reflexao, R, através da Equacao
(8).
Ir(@) = Iinc(e)'R (8)

Como dificilmente a fonte de luz apresenta distribuigdo espacial uniforme em
relacdo a intensidade, € necessario realizar uma normalizacdo em relacdo a um
sinal de referéncia. Logo, para obter a curva SPR, realiza-se a divisdo da
intensidade do sinal da luz refletida para a substancia, Irs, pela intensidade de luz
refletida do sinal de referéncia, Irref, obtendo-se, entdo, o sinal de intensidade
normalizado, Irn, de acordo com a Equacéo (9) (SOUZA FILHO, 2017).

_ Irs(8) 9
ITTL(G) = m

2.4 SOLUCAO EMBARCADA AO BIOSSENSOR VIR

Nesta secdo é apresentado o protétipo do sistema embarcado em um
smartphone. O projeto desenvolvido e implementado como parte de tese de
doutorado na Universidade Federal de Campina Grande (SOUZA FILHO, 2017) tem
como objetivo de transformar o smartphone em um biossensor SPR. O protétipo foi
construido em estrutura modular, tendo custo e tamanho reduzidos, possibilitando

adaptacdo para varios biochips (por exemplo, VIR, PPBIO) e pode ser usado na
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deteccdo de diversas substancias, dependendo apenas da funcionalizacao do filme
metalico. O software foi desenvolvido em uma plataforma aberta podendo ser

facilmente adaptado a um dado dispositivo (celular, tablet, notebook).

Os testes experimentais realizados por (SOUZA FILHO, 2017) apresentaram
resultados equivalentes aos registrados na literatura. Foram testadas as substancias
inorganicas (hipoclorito de sodio e agua destilada) usadas no ciclo de limpeza do
filme e a proteina albumina soro bovina (Bovin Sorum Albumin - BSA) usada como

ligante na formac&do da monocamada.

Sao utilizados para os calculos os valores de energia bruta captada pela
camera do celular, o que simplifica o processo de tratamento do sinal; facilitando o
diagndstico final quanto a presenca ou ndo da substancia desejada, assim como sua

concentracao.

De modo sucinto, € apresentada a arquitetura e a estrutura para adaptacao,
fixacdo do biossensor ao celular e recursos de controle via interface. Na solugéo
proposta, foi usado como dispositivo portétil um celular da marca Samsung, modelo
Galaxy SllIl. Em relacédo as necessidades do biossensor, tem-se como fonte de luz a
tela do celular ou flash de sua cdmera traseira, o fotodetector é a camera frontal ou a
traseira, conforme a da fonte de luz usada. Nesse aspecto, 0 sistema é versétil,
podendo usar uma ou outra conforme o caso, porém, nunca as duas ao mesmo
tempo, como mostrado adiante. A interface com o usuario e o processamento do
sinal sdo feitos no préprio celular, havendo a possibilidade de armazenamento dos
sinais (imagens) em casos de necessidade de tratamento com mais recursos
computacionais. Salienta-se que na interface com o usuario estao disponiveis todos
os recursos do smartphone podendo-se facilmente alternar o uso como biossensor
SPR ou celular (SOUZA FILHO, 2017). A Figura 7 serve de ilustracao.
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Figura 7. Arquitetura do hardware proposto. O dispositivo portatil pode ser um
smartphone, notebook, tablet.
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Fonte: Adaptada (SOUZA FILHO, 2017).

O sistema foi montado com o biochip da empresa VIR que usa acoplamento
Optico para os feixes luminosos de entrada. Esses feixes atingem a superficie do
biochip perpendicularmente, devido a presenca de elementos de acoplamento
opticos difrativos ou DOCE (Diffractive Optical Coupling Elements), cujas dimensdes
sdo nanomeétricas e utilizam técnicas holograficas em sua constru¢do sob a camada
metélica (MOREIRA et al.,, 2010a). A Figura 8 ilustra a montagem desse biochip.
Pode-se observar seus varios componentes: a célula de fluxo que é o canal que
transporta a solucao a ser analisada, a regido com o filme metéalico onde ficam os

bioreceptores, o DOCE que tem a funcao de direcionar os feixes luminosos:

Figura 8. Estrutura do Biossensor SPR da VIR.
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Fonte: (MOREIRA et al., 2010a).
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Na sequéncia, a Figura 9 apresenta uma visdo completa do sistema, com
perspectiva superior e lateral: tela do smartphone, biossensor, regidao com fonte de
luz e a camera, estrutura feita em ABS (Acrylonitrile Butadiene Styrene) com uso de

impressora 3D para dar corpo ao sistema smartphone e biossensor.

Figura 9. Vista superior e lateral do sistema: tela do smartphone, biossensor, regiao
com fonte e camera, estrutura feita em ABS para juntar smartphone e biochip.
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Fonte:(SOUZA FILHO, 2017).

Na fotografia do sistema embarcado da Figura 10, pode-se observar o biochip
no suporte frontal e/ou posterior. Na tela do celular, s&o mostrados controles de
configuracdo do sistema além de um espaco reservado para apresentacdo dos
resultados (grafico) em tempo real. Pode-se controlar: a aquisicdo da imagem

refletida pelo transdutor, o armazenamento e processamento das informacgdes;
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guando a tela do smartphone é usada como fonte de luz, esta pode ser controlada

dando ao usuario a oportunidade de definicdes de cores.

Figura 10. Visdo em perspectiva do sistema embarcado.
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Fonte: (SOUZA FILHO, 2017).

Apesar de estar em um suporte de mesa na presente fotografia, ha também

uma versao como capa para facilitar o transporte e a portabilidade.

2.5 CONHECENDO O BIOCHIP PPBIO

O biochip PPBIO (Prisma Polimeérico para aplicacdes Bioldgicas) foi o primeiro
biochip SPR de fabricagdo nacional utilizando prisma éptico como substrato. De
formato trapezoidal, foi moldado usando técnicas de injecdo com polimero, inspirado
no biossensor optico SPR patenteado por Thirstrup, Zong e Neff (THIRSTRUP, C,;
ZONG, W.; NEFF, 2005). Essa patente foi publicada em 2005, cujos objetivos eram
reduzir custos de projeto e fabricacdo além de aumentar a simplicidade em relacéo
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ao biossensor optico SPR da Empresa VIR proposto em 2004 (MOREIRA, 2010;
MOREIRA et al., 2010a).

Enquanto o biossensor patenteado tem lentes cilindricas integradas na
entrada e na saida do prisma, a versao brasileira ndo as tem, dessa forma, sendo
ainda mais simples o que resultou em menores custos, no entanto, 0 seu correto
funcionamento exigiu 0 uso dessas lentes externamente. O fato de usar as lentes
externas deu mais versatilidade, pois, a configuracdo do biossensor patenteado s6
permite o0 modo AIM. Com o PPBIO, pode-se alternar entre os dois modos AIM e
WIM apenas usando ou nédo a lente cilindrica que teve a funcéo de variar o angulo
de incidéncia do raio de luz de entrada. Em resumo, no modo AIM foram utilizadas
lentes de colimacédo e cilindrica, sendo que seu angulo de incidéncia foi variado e o
comprimento de onda da luz incidente foi mantida constante (monocromatica); ja
para o modo WIM, bastou remover a lente cilindrica, com isso a luz incide no prisma
em um mesmo angulo, mas a luz neste caso teve seu comprimento de onda variado
(policromética). Dessa forma o PPBIO, além do baixo custo, estimado em U$ 1,00,
possui essa versatilidade (MOREIRA, 2010).

A Figura 11 ilustra os detalhes do prisma Optico trapezoidal, as dimensdes e 0
tracado ideal dos feixes de entrada e saida, para a condicdo de reflexdo interna
total. A altura de 3 mm foi para garantir que haja apenas uma reflexdo dos feixes
luminosos na regido sensivel evitando erros de captura pela camera, isso para um

comprimento de onda de ressonancia escolhido de 670 nm.

Figura 11. Estrutura do prisma PPBIO SPR.
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Fonte: Adaptada de (MOREIRA, 2010).
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Os testes realizados por (MOREIRA, 2010) confirmaram a excitacdo dos
plasmons de superficie para os valores de projeto, tanto no modo AIM como WIM,
usando como analito a agua, o cloreto de sbédio e o etanol. Os resultados
encontrados comprovaram que o prisma oOptico de baixo custo, descartavel e com
fabricacdo nacional pode ser adequado para aplicagBes de diagnostico (BARRETO
NETO et al., 2009; MOREIRA et al., 2009, 2010b).
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3. MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo € apresentado todo o desenvolvimento tedrico
necessario a execucao do projeto. Como ja dito na secéo 2.5, o PPBIO possibilita a
aplicacao de duas configuragbes a AIM e WIM, consequentemente cada uma exige
um correspondente arranjo de componentes externos. Nos testes laboratoriais
realizados por (MOREIRA, 2010), quando da construcdo, foram montadas duas

plataformas, uma para o modo WIM e outra para o modo AlM.

Além da implementacéo da estrutura modular que acondicionara o PPBIO, é
preciso definir a estrutura externa que o biochip PPBIO exige, ou seja, 0s elementos
Opticos de acoplamento, como as lentes externas. O prisma polimérico PPBIO
possui geometria simples, ndo tendo elementos eletro-Gpticos integrados o que leva
a necessidade da utilizacdo daqueles componentes externamente. Opostamente, na
secao 2.4, a solugdo embarcada smartphone com o biochip VIR possui internamente
nanocomponentes (graticulas de difracdo hologréaficas) que dispensam o uso de
componentes externos. Dessa forma s@o necessarias adaptacfes da plataforma

usando smartphone as necessidades do PPBIO.

A seguir serdo apresentadas essas plataformas para os modos AIM, WIM
levando-se em consideracao a fusdo das duas tecnologias: solucdo Smartphone e o
PPBIO com seus os componentes Opticos externos. Na se¢éo seguinte apresenta-se
as rotinas de procedimentos para se alcancar os resultados pretendidos.

3.1 PLATAFORMA PARA O MODO DE INTERROGACAO ANGULAR

No presente trabalho apresenta-se como solucdo a fusdo das duas
tecnologias (biochip PPBIO com o smartphone) a estrutura da Figura 12,
ressaltando-se que essa configuracdo € usada para o modo AIM. A imagem do
biochip foi ampliada de forma a possibilitar a verificacdo dos detalhes: lentes

externas. Vislumbra-se inicialmente ndo ser necessario utilizar a lente colimadora
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tendo em vista que a fonte de luz € a prépria tela do celular que esta relativamente

préxima ao Biochip.

Figura 12 Estrutura com as respectivas adaptacoes entre o smartphone e o PPBIO
no modo AIM.
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Fonte: Adaptada de (MOREIRA, 2010; SOUZA FILHO, 2017).

Com a ajuda de um simulador (“Ray Optics Simulation”, 2018) apresenta-se
na Figura 13 a trajetdria ideal dos raios no PPBIO. Os raios incidentes paralelos
saidos do colimador entram na lente cilindrica, desta saem em trajetéria
convergente, entram no prisma e sao refletidos na superficie inclinada, estes
refletem mais uma vez até o ponto “A” onde ocorre a excitacdo dos plasmons de
superficie. Simetricamente esse feixe de luz sai pela extremidade oposta do PPBIO
com a mesma angulacdo de entrada onde sera captado pela camera do

smartphone.

Na secao 4.2 é apresentada como resultado uma série de simula¢des usando
a teoria de Optica geométrica apontando a importancia de se definir a posi¢éao

otimizada da lente cilindrica em relagéo ao Biochip.
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Figura 13. Trajetéria dos raios no PPBIO é simétrica em relagdo ao ponto focal “A”.
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Fonte: Adaptada de (“Ray Optics Simulation”, 2018).

A lente cilindrica plano-convexa modelo LJ1638L1 (THORLABS.COM, 2015)
utilizada tem uma distancia focal posterior (Back Focal Length - BFL) de 19,70 mm,

estando, ilustrada na Figura 14.

Figura 14. llustracao do ponto focal posterior (BFL) e ponto focal efetivo (Effective
Focal Length - EFL) da lente cilindrica (plano-convexa).
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Fonte: (“EO Edmund Optics Worldwide”, 2019).

A distancia interna percorrida pelo raio central (dentro do biochip, em
amarelo) é obtida pela soma dos seguimentos, conforme Figura 15, ou seja, 1,5 + 4

+8=13,5 mm.
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Figura 15. Prisma PPBIO, calculo da distancia percorrida pelo raio central até o
ponto “A”.

1.5 mm 4 mm & mm

Fonte: propria.

Na Figura 16 observa-se as trajetorias dos raios colimados que atravessam a
lente cilindrica, a camada de ar (distancia entre lente e biochip) e penetram no
biochip. Para facilitar a visualizacdo a estrutura do biochip é apresentada como uma
simples camada com o seu respectivo indice de refracdo, n = 1,53. Dessa forma
verifica-se que a distancia entre a lente cilindrica e o biochip PPBIO € 6,2 mm. Ela é
obtida pela diferenca entre a distancia focal posterior-BFL, informada pelo fabricante
(THORLABS.COM, 2015), 19,7 mm e a distancia percorrida internamente pelo raio
central, 13,5 mm (Figura 15).

Figura 16. Simulacéo da trajetdria dos raios.

13,5 mm

BFL=19,7 mm

Lente cilindrica, n~ 1,5 Ar,n=1 Biochip, n=1,53

Fonte: propria.



29

A distancia da lente cilindrica ao prisma € muito importante para o calculo do
caminho optico e, consequentemente, a focalizagdo dos feixes luminosos incidentes.
A lente que sera utilizada € a mesma quando do desenvolvimento do PPBIO, em
suas simulacdes, Moreira, obteve a distancia de 5 mm, ja quando da realizacdo dos

testes experimentais, otimizou-se em aproximadamente 4 mm (MOREIRA, 2010).

Diante das imprecisdes 6,2 mm, 4 mm, 5 mm, como essa distancia que é
essencial para o correto resultado do experimento ndo esta completamente definida,

o valor teré que ser obtido experimentalmente por meio de tentativas.

3.2 PLATAFORMA PARA O MODO DE INTERROGAGCAO ESPECTRAL

Na Figura 17, apresenta-se a arquitetura do PPBIO no modo WIM. Saliente-

se que, no presente trabalho, a fonte de luz branca é a propria tela do smartphone.

Figura 17. Diagrama com as respectivas adaptacdes entre o smartphone e o PPBIO
no modo WIM.
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Fonte: Adaptada de (MOREIRA, 2010; SOUZA FILHO, 2017).
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Nessa configuracdo, o sinal de saida pode ser captado através de um
espectrometro ou espectrofotbmetro. Registre-se que normalmente para se
decompor a luz em suas frequéncias constituintes se utiliza de redes de difracéo ou
prismas. No presente trabalho pretende-se obter o efeito equivalente ao
espectrometro com o0 uso de uma grade ou rede de difracdo, a camera frontal do
smartphone captara o sinal espectral. Sera usado como rede de difracdo uma secéo
de um Compact Disk-CD, sem a sua pelicula reflexiva sendo, dessa forma,

relativamente transparente, correspondendo a uma solucédo econdémica.

A Figura 18 ilustra de forma ampliada a estrutura de um CD. Um CD contém
625 ranhuras ou trilhas por milimetro, ou seja, cada trilha tem cerca de 1600
nandmetros e destes, 500 nandmetros séo utilizados para armazenar informagao.
Um CD virgem tem todas as suas trilhas transparentes enquanto que um usado
(gravado) pode ou néo os ter conforme a informacéo. Essas trilhas e fendas sdo da
mesma ordem de grandeza do comprimento de luz visivel (de 400 a 700 nm),
condicdo necessaria para se observar visualmente o espalhamento espectral

(dispersédo ou decomposicao da luz).

Figura 18. llustragéo da distancia entre duas trilhas e da largura de cada fenda.
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Fonte: (GOVEA, 2004).

Pretende-se apresentar um breve resumo do modelamento tedrico envolvido

na difracdo por dupla fenda que € aplicado ao caso em estudo.

7

Inicialmente €& apresentado na Figura 19, o que € uma interferéncia
construtiva e destrutiva, ou seja, quando duas ondas estdo casadas (mesma
frequéncia, amplitude, em fase) elas se somam (maior luminosidade, Figura 19 B),

mas gquando estao em fases opostas elas se anulam (Figura 19 A).
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Figura 19 Interferéncia: A) destrutiva, B) construtiva.
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Fonte: (GOVEA, 2004).

Na Figura 20, observa-se uma fonte “F” de luz (por exemplo vermelha), uma
rede de difracdo com duas fendas “A” e “B” separadas por uma distancia “d” e um
anteparo a distancia “L” da rede de difracdo. A luz por espalhamento atinge um
ponto “P” sobre o anteparo através de dois caminhos, um passando pela fenda “A”
outro passando pela fenda “B”. O caminho percorrido pela luz que passa pela fenda
‘A" € mais longo; seja essa diferenca representada por “A”; para haver uma
interferéncia construtiva no ponto “P” e ser consequentemente visivel, criando uma
franja de luz vermelha, “A” deve ser multiplo inteira de A (comprimento de onda da
luz), isto €, A=nA,onden=0,1,23...

Figura 20. Difracéo por dupla fenda.
P

=
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A, A A = nki = d sen@

LY
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L
Fonte: (GOVEA, 2004).

Quando n = 0, a franja de luz criada é maxima e esta exatamente no eixo de
incidéncia da luz, na dire¢cdo do ponto médio entre as duas fendas, nesse caso, as
duas ondas luminosas caminham a mesma distancia. Chama-se essa franja de

maximo central.

Sendo o angulo 6 correspondente ao angulo do triangulo retangulo formado
pelos catetos “L”, “y” e a hipotenusa formada pelo ponto médio entre as duas fendas

ao ponto “P”, considerando ainda que é semelhante ao tridngulo retangulo menor
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(1t

formado por “d” e “A”, percebe-se que a distancia “y” varia com o comprimento de

onda, A, pois,

sin@) = n.A/d=y/(L2+y?)¥2 (10)

Na Figura 21 é mostrada a sequéncia de franjas, interferéncia construtiva,
criada pela luz vermelha ao passar pela rede de Difracdo (CD). A partir da franja
central, para cada valor de n, ter-se-a franjas de interferéncia construtiva em pontos
opostos no anteparo (simétricos), pois para cada valor de n, existe um angulo 6 de
desvio em relagdo ao maximo. O “n” € a ordem do espectro, ou seja, € chamado de
espectro de 12 ordem, 22 ordem, etc.

Figura 21. Maximos de interferéncia construtiva para a luz vermelha: maximo central
e demais espectros simétricos de 12, 22, 32 ordem.

Fonte: (“E-DISCIPLINAS” DA USP, 2019).

Por analogia, como cada cor tem um comprimento de onda, se a luz for
policromatica, para cada comprimento de onda ter-se-a4 a correspondente distancia
‘y” formando o espectro de cores como mostrado na Figura 22. Nota-se que nesse

caso a franja central tem a cor branca que é a soma de todas as cores.

Figura 22. Espalhamento Espectral: Luz branca incidindo sobre a rede de difracao.

Fonte: (ROCHA; SANTOS, 2013).
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3.3 METODOLOGIA DO TRABALHO

Uma vez apresentadas as duas configuracbes AIM e WIM que usam
componentes externos diferentes, deve-se atentar para a necessidade de
implementacdo de uma estrutura mais flexivel possivel porque se pretende utilizar

as duas configuracoes.

A estrutura deve ser o mais simples possivel de modo a facilitar o uso dos
dois modos WIM e AIM, s&@o necessarios testes prévios com objetivo de se obter
resultados sem preocupacdo com precisdo, buscando-se apenas a confirmacgao da
ocorréncia do fendbmeno SPR. Essa estrutura deve possibilitar a adicdo ou subtracéo
dos componentes externos além de seu deslocamento. Em ambos os modos se
prevé o uso de lente colimadora, mas acreditasse que ela pode ser suprimida, pois 0
feixe de luz produzido pela tela do smartphone é relativamente colimado. O modo
WIM néo usa a lente cilindrica, mas exige um polarizador e um diafragma que reduz
a luminosidade de entrada no biochip. O polarizador é um filme de consisténcia
plastica sendo facilmente colado a estrutura e o diafragma acredita-se seja
desnecessario nessa primeira fase que busca resultados que apenas confirmem o
fenbmeno SPR.

Figura 23. Fluxograma com a descricdo dos testes prévios para obtencao do
protétipo inicial para verificacdo do fenémeno SPR.
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Fonte: Prépria.

Uma vez definida a estrutura minima parte-se para a confeccdo de um

segundo protétipo com estrutura completamente definida. Nessa fase pretende-se
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repetir os experimentos realizados no desenvolvimento do biochip PPBIO
(MOREIRA, 2010) e com a solu¢do embarcada utilizando smartphone desenvolvida
(SOUZA FILHO, 2017) com a intencéo de se ter um primeiro resultado comparativo,
Figura 24. Nessa fase acredita-se que serdo necessarios apenas ajustes de
software no processamento do sinal para fins de melhorar a repetitividade e exatidao
de resultados.

Figura 24. Conforme fluxograma, com estrutura definida, o 2° protétipo visa o
melhoramento de resultados.
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Fonte: Prépria.

Quando dos testes de desenvolvimento do PPBIO por Moreira, utilizou-se a
agua destilada, etanol a 10% e hidroxido de sédio (NaOH) a 0,2 Molar.

De forma similar a solugdo com smartphone de Souza Filho, obteve
resultados satisfatérios para as solucbes com agua destilada, hipoclorito de sédio
(NaClO a 10%) e a proteina BSA. Na verdade, essas substancias sao utilizadas em
dois processos, 0 primeiro consiste em um ciclo de limpeza com a solugéo de
hipoclorito de sodio; o segundo processo de testes a ser realizado é conhecido como
ciclo de adsorcdo da proteina BSA, que pode ser utilizada na formacdo da
monocamada, considerada um dos possiveis ligantes do filme metalico ao
anticorpo que fixara o antigeno (SOUZA FILHO, 2017; SOUZA FILHO; LIMA; NEFF,
2014).

De forma complementar pretende-se construir a célula de fluxo para permitir
que fluidos (dgua) levem o analito até o elemento sensor. Essa célula de fluxo

podera estar acoplada ou ndo, a um sistema de micro bombeamento.
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4. RESULTADOS

Este capitulo € dividido em cinco partes, inicialmente sdo apresentadas
simulacdes descrevendo as curvas SPR suas variacdes com o indice de refracéo e
a espessura da camada de analito (n3). Na segunda parte apresenta-se simulacdes
que descrevem a trajetéria dos raios sobre o sistema biossensor sob o enfoque da
Optica geométrica. Na terceira secdo apresenta-se 0s protétipos desenvolvidos com
o software Inventor. Na quarta parte sdo apresentados os testes na configuragao

AIM e na seguinte os testes com a configuracdo WIM.

4.1 SIMULACOES DAS CURVAS SPR

Normalmente, as simula¢cdes usam recursos computacionais que visam 0
modelamento de um sistema, em que séo identificadas as varidveis de entrada e
como elas influenciam um determinado resultado, ou seja, sdo gerados cenarios
diferentes conforme se modifica parametros de entrada. No capitulo 2, referente a
fundamentacéo teodrica, foi abordado o biossensor baseado em ressonancia de
plasmons de superficie onde percebeu-se que envolve conhecimento e técnicas de
varias areas do conhecimento, isso traz relativa dificuldade de entendimento de sua
esséncia. A presente secao dedica-se a simulagdes ndo apenas com o objetivo de
se prever resultados, mas como uma ferramenta didatica, de treinamento, onde
pretende-se esclarecer e consolidar o entendimento de como funciona o fendmeno

SPR e como sera utilizado para detectar substancias.

A seguir, sdo apresentadas simulacdes usando o MATLAB para confirmacéao
do modelamento matematico da curva de ressonancia de plasmons de superficie.
Adotou-se um sistema com quatro camadas, Figura 6 (p. 19): a camada 1 é o prisma
ou substrato com a substancia N-BK7 (com indice de refragdo ni e espessura di); a
camada 2 € o filme metélico de ouro de 50 nm de espessura (d2) e indice de
refracdo (n2); a camada 3 € a camada sensivel que se quer identificar (com indice de
refracdo n3 e espessura dz) e a quarta camada é o solvente (com espessura ds e

indice de refracdo ns), adotou-se a agua.
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Usou-se 0 modo AIM, com comprimento de onda fixo em 670 nm e,
inicialmente, a espessura da camada sensivel fixada em 8 nm. Os valores das
demais camadas sado tabelados e foram extraidos de (REFRACTIVE INDEX

DATABASE, [s.d.]), e estdo mencionados em cada gréfico.

Na Figura 25 observa-se que com valores do indice de refragdo muito baixo
(nz = 0,29, curva azul clara) e muito alto (n3 = 3,77, curva dourada e nz = 4,06, curva
preta), praticamente ndo se visualiza a ressonancia, isso para uma camada sensivel
de espessura dz de 8 nm. O ponto marcado x = 60,89 ° corresponde ao angulo limite
onde ocorre a reflexdo total. Com objetivo ilustrativo estdo também assinalados
alguns dos pontos correspondente ao angulo de ressonancia, x = 63,31°, 82,1°,
86,35° que é o angulo onde ocorre o fenbmeno SPR, acompanhando-se a legenda
identifica-se esses angulos com as curvas SPR com indice de refracdo n3z = 0,87,
3,19 e 3,48 respectivamente.

Figura 25. Curva SPR simulada no MATLAB, usando a solucdo matricial de Fresnel
com 4 camadas, modo AIM, com espessura fixa dz em 8 nm.
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Figura 26. Curva SPR simulada no MATLAB, usando a solucdo matricial de Fresnel
com 4 camadas, modo AIM, com espessura, dz, fixa em 1 nm.
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Na Figura 26, observa-se que mesmo com valores muito baixos (nz = 0,29,
curva azul) e muito altos (ns = 3,77, curva dourada e n3 = 4,06, curva preta) da
camada sensivel ocorre a ressonancia, isso para uma camada sensivel de
espessura ds de 1 nm; isso ndo ocorreu com o gréfico da Figura 25, em que a
espessura € ds = 8 nm. No entanto, os valores do angulo de ressonancia ficam muito

mais proximos, exigindo-se, em casos praticos, equipamentos muito mais precisos.

Na Figura 27 sdo observados dois graficos: o primeiro apresenta varias
curvas SPR em funcdo de um indice de refracédo especifico, n3, (conforme a legenda

varia de 1,333 a 1,693), a espessura, ds, € mantida fixa em 8 nm, percebe-se

nitidamente que para cada curva h& o correspondente angulo de ressonancia.

O segundo grafico trabalha com esses mesmos valores, mas tem um enfoque
diferente, é apresentado com precisao o angulo de ressonancia em funcao do indice
de refracdo, n3. Constata-se a linearidade do grafico, como desejado, com o angulo
variando de 68° a 70,52°, sdo apresentadas trés retas: a reta em preto é extraida
diretamente da simulagdo, as outras duas sao obtidas por algoritmos de

aproximacdo usadas para minimizar o efeito de ruidos que ocorrem em casos
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praticos; no caso foi utilizado o método do centroide e do centroide modificado, (HU;
ZHAO, 2009).

Figura 27. Varias curvas SPR simuladas no MATLAB, usando a solu¢éo matricial de
Fresnel com 4 camadas, modo AIM, com espessura, ds, fixa em 8 nm. O segundo
grafico demonstra respectivo angulo de ressonancia destas curvas.
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Indice de refracdo da camada sensivel

Na Figura 28 sao observados dois gréficos: o primeiro apresenta varias
curvas SPR, cada uma associada a uma espessura especifica (conforme a legenda
varia de 1 nm a 19 nm), o indice de refracdo, ns, esta fixo em 1,40, percebe-se

nitidamente que para cada curva h& o correspondente angulo de ressonancia.

O segundo gréfico € uma outra forma de apresentacdo em relacdo ao
primeiro, enquanto este apresenta a evolucdo dos valores aproximados do angulo
de ressonancia em funcdo da espessura da camada sensivel (analito) através da
curva de SPR, o segundo grafico apresenta os valores de cada angulo de
ressonancia em funcdo da respectiva espessura, dz. Assim como na Figura 27
também se verifica a linearidade do grafico, sdo apresentadas trés retas em que o

angulo de ressonancia varia de 68,07° a 69,23°: a reta em preto é extraida
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diretamente da simulacdo, as outras duas sdo obtidas por algoritmos de
aproximagdo usadas para minimizar o efeito de ruidos que ocorrem em casos
praticos, no caso foi utilizado o método do centroide e do centroide modificado (HU;
ZHAO, 2009).

Figura 28. Varias curvas SPR simuladas no MATLAB, usando a solu¢éo matricial de

Fresnel com 4 camadas, modo AIM, com indice refracao fixo, nz = 1,40. O segundo
gréfico corresponde ao angulo de ressonancia para cada uma destas curvas.
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Em resumo, realizadas simulacbes com variacdo da camada sensivel
(camada 3 da Figura 6) percebe-se a adequac¢do do modelamento matematico com
a teoria, verificando-se que o angulo de ressonancia € dependente de duas
variaveis: indice de refragéo, n3, e da espessura da camada sensivel, dz, lembrando
gue esta corresponde a substancia que se pretende identificar, também chamada de
analito. Observou-se ainda que para indices de refracdo mais elevados, Figura 25, o
efeito SPR é minimizado; ja para espessuras muito finas, Figura 26, a precisdo dos

equipamentos deve ser muito maior.
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4.2’SIMULAC(~)ES PARA OBTENGCAO DA DISTANCIA DA LENTE
CILINDRICA PARA O MODO AIM

As simulacOes apresentadas nesta secao foram feitas no site (“Ray Optics
Simulation”, 2018) que € um aplicativo da web de cédigo aberto para simular a

reflexdo e a refracdo da luz, escrito em HTML, CSS e Java Script.

Inicialmente, fez-se a simulacdo dos raios colimados que atravessam uma
lente plano-convexa (cilindrica) com as dimensdes do modelo LJ1638L1 utilizado

experimentalmente. Na Figura 29, s&o apresentadas as dimensdes da lente.

Figura 29. Especificacdo da lente plano-convexa fabricada pelo laboratorio Thorlabs.

A | 1

—le—

SECTION A=A

Fonte: (THORLABS.COM, 2015).

Na simulacéo da lente plano-convexa que direciona os raios colimados para
um ponto focal “F”, apresentado na Figura 30, como o fabricante informa que a lente
é feita de material N-BK7, adotou-se como indice de refracdo de 1,50, conforme
(REFRACTIVE INDEX DATABASE, [s.d.]). Na Figura 30a) observa-se o fendmeno
da ¢6tica geométrica conhecido como aberracdo esférica em que os raios incidentes
proximos a borda da lente sdo muito mais refratados do que os raios que incidem
préximos ao eixo principal. Como consequéncia, 0s raios mais distantes do eixo
principal formam foco em locais diferentes em relacdo aos raios maios proximos ao
eixo principal. Na Figura 30b) a imagem & ampliada na regido proxima ao ponto focal
“F” (zoom sobre a regiao focal), percebe-se que esse ponto focal ndo esta bem
determinado conforme dito. Na Figura 30c) observa-se o efeito da aberracdo

minimizado reduzindo-se a largura do feixe incidente. Dessa forma, é possivel
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constatar que a distancia focal posterior da lente simulada é equivalente ao da
especificada pelo fabricante, 19,7 mm. Nesse sentido constata-se a adequacao das
simulacdes, dessa forma, podendo ser utilizada como parametro (referéncia) para a

simulacédo da trajetoria dos raios.

Figura 30. Simulacao da lente cilindrica (plano-convexa) conforme especificacdes do
fabricante. a) efeito da aberragcéo esférica; b) imagem “a” com zoom que demonstra
a imprecisdo do ponto focal “F”; c¢) reducdo dos efeitos da aberracdo esférica
estreitando a largura do feixe de luz incidente.

Fonte: Propria.
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Uma vez obtida a otimizacdo do ponto focal acrescenta-se ao processo de
simulacdo a estrutura correspondente ao Biochip PPBIO. Registre-se que suas
dimensbes foram estabelecidas respeitando-se as dimensdes da lente; apés
primeiras simulacGes observou-se a necessidade de acrescentar espelhos em suas
paredes inclinadas para minimizar as perdas por refracdo e amplificar a reflexao
dentro do PPBIO, isto estd em acordo com o PPBIO, pois, este com 0 mesmo
objetivo também tem suas paredes inclinadas espelhadas.

Na Figura 31 apresenta-se a simulacdo obtida, verifica-se que as trajetorias
dos raios convergem exatamente para o ponto central A onde deve ocorrer a
reflexdo. Diferentemente do que havia sido previsto na secéo 3.1, nesta simulagao
encontrou-se como distancia entre o PPBIO e a lente cilindrica, o valor de 10,9 mm.
Saliente-se que naquela secdo havia duvidas sobre qual das distancias: 4 mm, 5

mm e 6.2 mm seria efetivamente implementada.

Figura 31. Alinhamento ideal, foco exatamente sobre o ponto central “A” onde
pretende-se que ocorra o fendmeno SPR.

« A/ I

ww 60T

Fonte: Propria

Fazendo-se uma analise mais detalhada percebe-se que a trajetoria dos raios

ao penetrarem no PPBIO sofrem um desvio de maneira a diminuir o grau de
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convergéncia para o ponto focal, desta maneira € de se esperar que seja necessaria
uma maior distancia entre a lente cilindrica e o biochip para se obter o ponto de
convergéncia exatamente sobre o ponto central A. Como essa atenuac¢ao nao ficou
tdo evidente nas Figura 16 e 31, é apresentado na Figura 32 de forma ilustrativa a
atenuacao da inclinagéo dos raios ao entrarem no biochip.

Figura 32. llustra-se de forma amplificada (para ficar mais evidente) o desvio que
ocorre na trajetoria dos raios ao atravessarem do ar para o PPBIO.

lente,n=1,51 ar,n=1 PPBIO n=1,53
Fonte: Prépria

Ante as divergéncias procedeu-se a analise matematica. Na Figura 33 é
apresentada um feixe de luz de largura estreita, 3,5 mm, para minimizar o efeito da
aberracdo esférica que atravessa a lente e converge para o ponto focal. Conforme
especificacao do fabricante da lente a ser usada é obtida a distancia de 19,7 mm.
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Figura 33. Largura do feixe incidente reduzida para minimizar a aberracéo esférica.
B

Wi s'rY

19.7 mm

-

Fonte: Propria

Aplicando-se as relac¢des trigopnométricas para o triangulo retangulo obtém-se

o valor do angulo 0a.
tan©: = 3,5/19.5 =0,1776 => ©1=10,07 °

Como se observa na Figura 34 que € baseada na Figura 16 (sec¢édo 3.1), para
gue o ponto focal ocorra exatamente no ponto central A o raio central (que entra
perpendicular a superficie) deve percorrer 13,5 mm no interior do PPBIO. Essa
distancia fixa, € uma caracteristica fisica do biochip, os demais raios por serem
inclinados em relacéo a superficie do biochip sofrem refracdo, ocorrendo atenuacao
da inclinagdo ao passarem para o interior do PPBIO, com isso € preciso fazer uma
compensacdao. Isso é feito afastando-se a lente cilindrica do PPBIO, esse valor na

Figura 34 é apresentado como X.

Figura 34. Desenho representando efeito da refracédo dos raios de luz ao penetrarem
no Biochip PPBIO, baseado na Figura 16.

N, (ar)=1 | N, (Biechip) = 1,53

Fonte: Propria
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Como ja dito, os raios incidentes ao penetrarem no biochip PPBIO sofrem
refracdo, esse processo pode ser modelado pela Lei de Snell-Descartes conforme

apresentado na Figura 35, obtendo-se, 62.

Figura 35. Aplicacdo da Lei de Snell-Descartes
Snell-Descartes

N, (ar) =1 N, (Biochip)=153

6,
62

Fonte: Propria.

Ni1. sen(©1) = N2.sen(62) => 62=6,56 °

Na Figura 34 de posse 62, aplicando-se as rela¢des trigonométricas encontra-

se a largura, y, do feixe ao penetrar no biochip.

tan©2=y /135 => y=155

De posse do valor, y, obtém-se a distancia entre a lente cilindrica e o biochip
PPBIO, x = 10,96 mm. Esse valor é compativel ao obtida na simulacéo da trajetoria
de raios, 10,9 mm, Figura 31.

tan©1=(3,5-y) / x = x =10,96 mm

A partir da simulagéo ideal da Figura 31 foram feitas novas simulagbes com
pequenas variagdes com objetivo de se antever a possiveis imprecisdes. Nas Figura
36, Figura 37, Figura 38, Figura 39 sdo apresentados os efeitos de pequenas
variacdes na distancia da lente cilindrica em relacdo ao biochip. Nas Figura 36 e
Figura 37 é feito deslocamento da lente em relagdo ao PPBIO no eixo horizontal no

valor de um milimetro para a direita e esquerda respectivamente. Lembrando que o
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ponto ideal da lente no eixo horizontal corresponde ao ponto em que eixo central da
lente estd exatamente na metade da regido de entrada do biochip, ou seja, 4,44 / 2
= 2,22 mm.

Verifica-se na Figura 36 que o deslocamento de 1 mm da lente cilindrica em
relacdo ao PPBIO para a direita provoca um descasamento entre a regido que
ocorre a formacao do ponto focal F e a regido de reflexdo na superficie do biochip.
Esta reflexdo ocorre mais a direita do ponto central A. Esse processo resulta em um
desalinhamento entre o sinal de saida e a abertura da camera afetando a qualidade
do sinal captado. Como se vé na figura o sinal de saida é assimétrico, mas nao tem

COmoO mensurar.

Figura 36. Lente levemente deslocada para a direita em 1 mm em relacdo ao ideal
apresentado na Figura 31.

A

F

Deslocamento da lente de 1 mm
para a direita provoca o
deslocamento do ponto de
reflexdo para regido apos o ponto
central A e o ponto focal F se forma
antes da reflexao

Abertura da camera

Fonte: Propria.
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Similarmente a Figura 36, na Figura 37 verifica-se que o deslocamento de 1
mm da lente cilindrica em relagdo ao PPBIO para a esquerda provoca um
descasamento entre a regido que ocorre a formacéo do ponto focal F e a regido de
reflexdo na superficie do biochip. Esta reflexdo ocorre mais a esquerda do ponto
central A. Esse processo resulta em um desalinhamento entre o sinal de saida e a
abertura da camera afetando a qualidade do sinal captado. Como se vé na figura o

sinal de saida é assimétrico, mas ndao tem como mensurar.

Figura 37. Lente deslocada para a esquerda em 1 mm em relacéo ao ideal

apresentado na Figura 31.
A

F

deslocamento da lente de 1 mm a
esquerda desloca o ponto de reflexdao
para fora regido central A, o ponto focal
F se forma apoés a reflexao

Abertura da camera

Fonte: Prépria.
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Nas Figura 38 e Figura 39 é feito deslocamento da lente em relagdo ao

PPBIO no eixo vertical de um milimetro para a baixo e para cima respectivamente.

Verifica-se na Figura 38 que o deslocamento de 1 mm da lente cilindrica em
relacdo ao PPBIO para baixo provoca um descasamento entre a regido que ocorre a
formacéo do ponto focal F e a regido de reflexdo na superficie do biochip. Apesar da
reflexdo ocorrer nas proximidades do ponto central A, o ponto focal F se forma antes
da reflexdo. Considerando a simetria do sinal de saida em relacdo a abertura da
camera, esse processo aparentemente ndo provoca alteracédo no sinal de saida, nédo

afetando a qualidade do sinal captado.

Figura 38. Lente deslocada para baixo em 1 mm em relacdo ao ideal apresentado na
Figura 31.
A

e

deslocamento da lente em 1
mm para baixo faz com que
o ponto focal F se forme
antes de ocorrer a reflexdo
nas proximidades do ponto
central A

Fonte: Propria.
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Verifica-se na Figura 39 que o deslocamento de 1 mm da lente cilindrica em
relacdo ao PPBIO para cima provoca um descasamento entre a regido que ocorre a
formacao do ponto focal F e a regido de reflexdo na superficie do biochip. Apesar da
reflexdo ocorrer nas proximidades do ponto central A, o ponto focal F, opostamente
a Figura 38, forma-se ap0s a reflex@o. Considerando a simetria do sinal de saida em
relacdo a abertura da camera, esse processo aparentemente nao provoca alteracao

na saida do sinal ndo afetando a qualidade do sinal captado.

Figura 39. Lente deslocada para cima em 1 mm em relacdo ao ideal apresentado na
Figura 31.
A

4

)

F
deslocamento de 1 mm para cima faz
com que o ponto focal F se forme
apos a reflexdo nas proximidades do
ponto Central A

Fonte: Prépria.

Nas Figura 40, Figura 41 e Figura 42 € apresentada a simulacdo para as
distancias entre PPBIO e a lente cilindrica previstas na parte tedrica, secéao 3.1 (4,0

mm, 5,0 mm, 6,2 mm).

Na Figura 40 verifica-se a simulacdo com o afastamento de 4 mm entre a

lente cilindrica e o biochip PPBIO, verifica-se 0 descasamento entre o0 ponto onde
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ocorre a formagéo do ponto focal F e a regido de reflexdo na superficie do biochip.
Apesar da reflexdo ocorrer nas proximidades do ponto central A, o ponto focal F,
forma-se muito apds a reflexdo, quase na saida do biochip. A regido de reflexdo é
relativamente larga, em torno de 3,2 mm. Percebe-se a simetria e um estreitamento
na largura do sinal de saida, esse estreitamento significa uma maior densidade de

informagao por pixel na camera, podendo gerar imprecisdes.

Figura 40. Lente cilindrica afastada 4 mm do biochip PPBIO.

A
Rl

Com a lente cilindrica disposta a 4 mm
L do PPBIO ocorre a reflexdo dos raios
incidentes proximo ao ponto central A,
| mas o ponto focal se forma bem
Ik depois desta reflexdo.

I o

Fonte: Propria

Na Figura 41 tem-se a simulacdo com o afastamento de 5 mm entre a lente
cilindrica e o Biochip PPBIO, verifica-se 0 descasamento entre o ponto onde ocorre
a formacédo do ponto focal F e a regido de reflexdo na superficie do biochip. Apesar
da reflexdo ocorrer nas proximidades do ponto central A, o ponto focal F, forma-se
muito apos a reflexdo, quase na saida do biochip. A regido de reflexdo é
relativamente larga, mas inferior ao da Figura 40, em torno de 2,8 mm. Assim como

na Figura 40, percebe-se a simetria e um estreitamento da largura do sinal de saida



51

(feixe de raios emergentes), esse estreitamento significa uma maior densidade de

informagao por pixel na camera, podendo gerar imprecisdes.

Figura 41. Lente cilindrica afastada 5 mm do biochip PPBIO.
A

Com a lente cilindrica dispostaa 5 mm F
I do PPBIO ocorre a reflexdao proxima ao
it ponto central A, mas o ponto focal se
forma bem depois desta reflexéo.

Fonte: Propria

Figura 42. Lente cilindrica afastada 6,2 mm do biochip PPBIO.
A

Com a lente cilindrica disposta a
6,2 mm do PPBIO ocorre a reflexdao
dos raios incidentes proximo do
ponto central A, mas o ponto focal ¢
F se forma bem depois desta

(1 reflexao.

Fonte: Propria
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Na Figura 42 tem-se a simulacdo com o afastamento de 6,2 mm entre a lente
cilindrica e o Biochip PPBIO, verifica-se 0 descasamento entre o ponto onde ocorre
a formacao do ponto focal F e a regido de reflexdo na superficie do biochip. Apesar
da reflexdo ocorrer nas proximidades do ponto central A, o ponto focal F, forma-se
muito apoés a reflexdo. A regiao de reflexao é relativamente larga, mas inferior ao das
Figura 40 e Figura 41, em torno de 2,2 mm. Assim como nas Figura 40 e Figura 41,
percebe-se a simetria e um estreitamento na largura do sinal de saida, esse
estreitamento significa uma maior densidade de informac&o por pixel na camera,

podendo gerar imprecisdes.

Diante dos resultados encontrados nas simulacdes apresentadas fica
evidente a importancia delas, pois, observa-se: 1. O efeito da aberracdo esférica é
maior quanto maior for a largura do feixe de luz de entrada. 2. Conforme Figura 31,
corroborada por calculos matemaéticos, a distancia entre a lente e o PPBIO tem uma
nova opc¢do, 10,90 mm. 3. Pequenas variagcdes na posicdo horizontal da lente
cilindrica (Figura 36 e

Figura 37) afetam a simetria do sinal de saida, além de deslocar o ponto de
reflexdo da regido central, isso € totalmente incompativel com a implementacédo da
célula de fluxo. 4. Apesar de pequenas variagbes (proximo a distancia ideal 10,90
mm) da lente cilindrica em relacéo ao eixo vertical (Figura 38 e Figura 39) provocar o
descasamento entre ponto focal F e regido de reflexdo, isso ndo parece afetar
significativa o sinal de saida, ha um alargamento minimo da regido de reflexdo que
continua no ponto central A. 5. Nas Figura 40, Figura 41 e Figura 42 (distancias de 4
mm, 5 mm, 6,2 mm) também ocorre o descasamento entre ponto de reflexdo e ponto
focal F, percebe-se que apesar da reflexdo ocorrer na regido do ponto central A,
essa regido é relativamente espalhada chegando a 3,2 mm o0 que deve ser
considerado quando da implementacdo da célula de fluxo; nota-se também que o
fato do ponto focal F ocorrer bem depois da regido central A faz com que o feixe de
raios saia bem mais concentrado. Essa maior densidade do feixe de raios pode
gerar imprecisdbes na captagcdo do sinal, resta saber se no caso prético o
processamento digital dos sinais conseguira ou ndo compensar essa maior

densidade de raios de saida.
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4.3 CONSTRUCAO DA ESTRUTURA MODULAR

Sobre o projeto da estrutura, a completa definicdo das dimensdes envolvidas
€ crucial, devendo levar em consideracdo se sob aspectos construtivos do sistema
embarcado, as distancias opticas exigidas sdo realizaveis ao se adaptar as duas
tecnologias. Na construcdo do primeiro prot6tipo, deve-se prever a possibilidade
inclusao/exclusdo de lentes conforme a configuracdo, além da movimentacdo entre
elas e o PPBIO.

Inicialmente, desenhou-se a estrutura que recebera o Biochip PPBIO com uso

do software Autocad Inventor, conforme ilustrado na Figura 43.

Figura 43. Desenho parcial da estrutura que sera utilizada com o PPBIO, estrutura
com dimensao aproximada de 37 mm x 25 mm X 9 mm.

Fonte: propria.

Na sequéncia, com a definicdo do modelo de lente cilindrica e a expectativa

de que seja dispensada o0 uso da lente colimadora ou caso venha ser necessario o



54

uso da mesma, seja, com dimensdes equivalentes ao da lente cilindrica, procedeu-
se ao desenho e confeccéo da estrutura com uso de impresséo 3D, Figura 44.

A estrutura é toda interligada por quatro barras cilindricas podendo dessa
forma, ter as distancias verticais entre as trés pecas alteradas (deslizadas) conforme
a necessidade. Da mesma forma, as bandejas, (Figura 44 a) e b)) possuem
fendas/trilhos que possibilitam o deslocamento das lentes na horizontal. Como ja dito
anteriormente, a fonte de luz (tela do celular) esta imediatamente abaixo do biochip,
assim, acredita-se que seja dispensado o uso da lente colimadora. De qualquer
forma, a bandeja para a lente colimadora pode ser usada ou ndo conforme a

necessidade.

Figura 44. Protétipo: a) local da lente colimadora, caso seja necessaria; b) lente
cilindrica, c) biochip PPBIO. Estrutura com dimensdes aproximadas de 37 mm x 25
mm X 45 mm.

Fonte: Propria.

Feitos os primeiros testes nos modos AIM e WIM, constatou-se que havia
dificuldades de manuseio, tendo em vista que a estrutura ficava sobre o celular sem
qualquer fixacdo. Dessa forma, durante os procedimentos, muitas vezes, ela se
deslocava de sua posic¢éao inicial (por vibracdo do celular, esbarrdo involuntario, etc.),

colocando-se sob suspeita os resultados.

A solucéo foi fazer uma adaptacdo do protétipo que passou a ficar fixo em

uma capa especialmente idealizada para unir-se ao celular, conforme apresentado
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no trabalho de (SOUZA FILHO, 2017). Na Figura 45 observa-se a fotografia do novo
prototipo.
Figura 45. Novo prototipo com as bases e o celular dentro de sua capa (cor clara)

para fixacdo da estrutura do biochip. A capa abarca o celular e possui uma fenda
para fixacado da base do biochip.

base com 6,2 mm
de espessura

base com
5 mm de
espessura

Fonte: Propria.

Como nesse momento ndo havia ainda sido definido qual a distancia entre a
lente plano-convexa e o biochip, optou-se por fazer trés bases prevendo as trés

distancias 4 mm, 5 mm, 6,2 mm.

No presente trabalho, ndo foi possivel confeccionar a célula de fluxo para
desenvolver testes sequenciais. Assim, todos os procedimentos de teste foram
realizados colocando-se manualmente a substancia a ser analisada sobre o filme

metalico do ouro.
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4.4 RESULTADOS OBTIDOS COM A CONFIGURACAO AIM

Os testes iniciais na configuracdo AIM sdo apresentados a seguir. A

montagem foi realizada conforme a

Figura 46, sendo utilizada a base com a distancia de 5 mm entre o biochip e a

lente cilindrica.

Inicialmente, antes de qualquer procedimento, faz-se a captacdo da imagem
de saida do biochip sem qualquer substancia sobre a camada de ouro. O objetivo &
gerar uma imagem de referéncia, sem o efeito SPR, para ser utlizada na

normalizacdo das imagens seguintes.

O procedimento consiste em se aplicar uma fonte de luz na entrada do
biochip (produzida pela prépria tela do celular, no caso, na cor vermelha) em
seguida sobre a estrutura do biochip é colocada uma caixa escura, impermeavel a
luz para evitar a interferéncia de luz externa. A imagem captada na saida do Biochip

€ armazenada para processamento.

Repete-se o procedimento acrescentando sobre o filme de ouro a substancia
a ser analisada. Na sequéncia, compara-se a imagem obtida com a substéancia e a

imagem de referéncia, € o processo de normalizacéo.

Figura 46. Sistema biossensor: smartphone e estrutura com biochip.

Fonte: Prépria.
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Os resultados aqui apresentados foram obtidos com duas substancias, agua
pura (destilada) e hipoclorito de sédio, NaClO (popularmente conhecida como agua
sanitaria), na concentragcdo de 10%. Essa concentracdo menor € para se minimizar a

acao corrosiva sobre o filme de ouro.

A seguir, com objetivo ilustrativo, sdo apresentadas as respectivas imagens
que foram captadas e armazenadas pelo sistema para futuro processamento.
Percebe-se que a visdo humana n&o consegue detectar diferengas significativas
entre elas, conforme o mostrado na Figura 47. O smartphone usado foi um Samsung

S8 plus cujas as imagens tém resolucdo de 2448 linhas x 3264 colunas.

Figura 47. Imagens captadas pelo biossensor: a) referéncia, b) agua pura, c)
hipoclorito de sodio a 10%.
a b c

Fonte: Prépria.

As imagens transferidas para o computador foram analisadas com o
MATLAB. O resultado é apresentado nas, Figura 48, Figura 49, Figura 50.

Na Figura 48, o sinal é analisado de forma separada por canal, RGB (Red,
Green, Blue), cada canal de cor varia de 0 a 255, nestes gréaficos esses valores sao
representados no eixo das ordenadas (“intensidade”), o eixo das abscissas
corresponde aos 3264 pixels (sdo as colunas da imagem) de uma determinada linha
da imagem, no caso adotou-se a linha central (2448/2 =1224). Como a fonte de luz é

vermelha, pretende-se analisar somente o canal R que € o primeiro grafico.

Teoricamente, nos sinais mostrados no primeiro grafico da Figura 48,
observa-se o efeito SPR quando é verificada a atenuacdo do sinal (curvas vermelha
e azul) em relagdo ao sinal de referéncia (curva preta), porém, surgem duvidas

guanto a possibilidade do ocorrido tendo em vista a quantidade de ruido.
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Diante da duvida, o grafico que havia sido plotado sendo considerada apenas
a linha central da imagem, foi novamente trabalhado considerando o valor médio das
100 linhas acima e as 100 linhas abaixo da linha central (segundo gréfico). Percebe-
se que as curvas mantém suas caracteristicas, os ruidos sdo atenuados e a regido
de ressonancia fica mais evidente (entre o pixel 2200 e 2400). E preciso ressaltar
que foi realizada apenas uma imagem de cada sinal de saida, estando dessa forma
sujeita a ruido temporal. Este ruido pode ser minimizado tirando-se varias imagens e

calculando-se a média.

Estranhamente observa-se que ha sinal nos canais G e B (terceiro e quarto
graficos), posteriormente, constatou-se que o vermelho produzido na tela do
smartphone nao era puro, ou seja, havia componentes B e G no sinal de entrada. De
qualquer forma, ndo sédo analisados por terem magnitude relativamente inferior e,

assim, estarem mais expostos a influéncia de ruido.



Figura 48. Sinal obtido na saida do biochip. O primeiro e o segundo grafico
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correspondem ao canal R, o terceiro e quarto se referem aos canais G e B. Nao se
esperava sinal nos canais G e B visto que a luz de entrada é vermelha.
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Fonte: Prépria.

No grafico da Figura 49, sdo apresentadas as curvas SPR para a agua e o

hipoclorito para o canal R. Os canais G e B ndo foram considerados. Cada curva

SPR foi calculada normalizando o sinal da agua e do hipoclorito pelo sinal de

referéncia obtido no inicio do procedimento com o biochip sem qualquer substancia.

A curva verde escura e a verde clara, conforme legenda, corresponde ao hipoclorito,

sendo a verde clara o seu valor médio; a curva azul e a vermelha correspondem a

agua, sendo a vermelha seu valor médio. Observa-se gue nas laterais da imagem

existem faixas escuras sem qualquer informacédo util. Nessas extremidades (regido

inferior ao pixel 1300 e superior ao pixel 2400) do grafico observa-se maiores

oscilagcbes porgque para valores normalizados sendo o denominador proximo de zero
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ha significativa instabilidade (se olhar na Figura 47, essa regido € escura e a cor
escura ~ 0). O olhar mais treinado consegue detectar um possivel ponto de
ressonancia na regido do pixel 2400. Na verdade, o proprio MATLAB fornece esses
valores: para a agua o valor minimo fica em 0.8211 no pixel 2348, o hipoclorito tem o

valor minimo de 0.8479 no pixel 2326.

Figura 49 Curva SPR para a aguae o hipoclorito
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Fonte: Prépria.
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Para a melhor visualizacdo das curvas SPR, na Figura 50, é apresentado 0s
graficos com apenas as curvas médias normalizadas da agua e do hipoclorito com

um zoom limitado entre os pixels 1800 e 2500.

Figura 50. Gréfico das curvas SPR da agua e do hipoclorito.
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Fonte: Propria.

4.5 RESULTADOS OBTIDOS NA CONFIGURACAO WIM

Segundo a teoria, na configuracdo WIM a fonte de luz é branca, composta
pela soma de varias cores, ou seja, varias frequéncias (varios comprimentos de
onda). Dependendo do indice de refracdo da superficie adjacente ao filme metalico
(camada 3 da Figura 6, com n3 e ds), uma destas frequéncias incidentes ndo serdo
refletidos para a saida do biochip, tendo em vista haver um acoplamento entre essa
frequéncia e as oscilacGes de elétrons livres no filme metélico. Essa auséncia de

determinada frequéncia pode ser identificada com um espectrometro.

Conforme previsto na secédo 3.2, o desvio ou espalhamento espectral pode
ser constatado utilizando um pedaco de CD como rede ou grade de difracéo. Essa é
uma solugdo barata e muito difundida que produz efeitos equivalentes ao

espectrometro. Esse € o primeiro passo para se conseguir observar o WIM.
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Normalmente, o espalhamento espectral é projetado em um anteparo e este é
visto pelo observador, diferentemente, no presente trabalho, pretende-se que a
camera frontal do smartphone capte diretamente esse fenbmeno sem usar o

anteparo.

Foi montada estrutura como apresentada na Figura 51, a estrutura com o
PPBIO, o pedaco de CD e o smartphone com o programa que faz a captacao e a
armazenagem do sinal de saida do PPBIO. Comparando-se com o modo AIM séo
similares, ndo tendo a lente cilindrica entre o smartphone e a entrada do biochip,
mas tem o pedaco de CD entre a saida do biochip e a camera frontal do

smartphone, Figura 17.

O posicionamento do CD foi variado, seguindo o embasamento tedrico, de
maneira a se obter o melhor efeito de espalhamento espectral. Inclusive, na propria
imagem da Figura 51, pode-se ver uma regido de espalhamento espectral
(indicado), mas esse é provocado pela lampada fluorescente no teto do local onde
foi fotografado; neste caso o resultado foi obtido com a rede de difragdo (CD)

colocada justaposta a lente da camera.

Figura 51. Plataforma montada com o objetivo de observar o espalhamento
espectral, fenbmeno necessario para o funcionamento do WIM.

Dispersao da luz
branca do teto

Pedago de CD
colocado sobre
a camera frontal
do celular como
rede de difragao

Fonte: Prépria.

Como a distancia da rede de difracdo ao anteparo determina a distancia entre
0s espectros (Figura 21, maximo central e espectro de 12 ordem) e conforme Figura
51, verifica-se que a rede de difracdo justaposta a camera produz o resultado

desejado, optou-se, inicialmente, por deixa-la nesta posicdo. E conveniente lembrar
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gue a camera possui uma lente (ou um conjunto de lentes) e uma superficie formada
por fotodetectores ao fundo, por analogia a Figura 20, essa superficie € o anteparo
onde se projeta as imagens.

Na Figura 52, apresenta-se algumas imagens obtidas: conforme se vé na
imagem 1, ndo se observou nada de espalhamento (decomposicédo da luz). Ante o
resultado negativo, variou-se a distancia do biochip PPBIO para camera: 2 mm

(imagem 2), 6 mm (imagem 3), mas também néo se obteve resultado satisfatorio.

Figura 52. Imagens 1, 2, 3

Imagem 1 Imagem 2 Imagem 3

Fonte: Propria.

Para se ter um melhor entendimento do que foi realizado nas imagens da
Figura 52 foi apresentado um desenho esquematico das situacfes na Figura 53.
Variou-se a distancia entre o biochip e a rede de difracdo, as situacdes a, b, c
correspondem as imagens 1, 2, 3 respectivamente. Registre-se que devido a
existéncia da estrutura que acondiciona o biochip, a menor distancia entre a rede de
difracdo e o biochip € 2 mm, diante disso, entenda-se que nas imagens 1, 2, 3
distéancia entre o biochip e a rede de difragao foi de 2 mm, 4 mm, 8 mm.
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Figura 53. llustracdo do processo descrito na Figura 52. As imagens 1, 2, 3
correspondem as situacdes a, b, c.

T,
camera

Tela do smartphone "
e

SMARTPHONE, vista lateral

Ampliando a regido do Biochip

Estrutura do
biochip

I 2 mm, distdncia minima
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CD (Grade de difragdo)
[ camera
CD (Grade de difragdo)
[ cimera |
a b c

Fonte: Propria

Foram tentadas diversas posi¢cbes na vertical, horizontal, inclinada para a
rede de difracdo, mas ndo se conseguiu observar o espalhamento espectral
desejado. Na Figura 54 apresenta-se o desenho esquematico que ilustra os

procedimentos realizados.

Figura 54. Com biochip afastado da camera, a grade de difracéo foi variada na
vertical e/ou inclinada.

Estrutura do
biochip

3.2mm| " | D (Grade de difracdo)

AN —

camera

Fonte: Propria

Como ja dito, foram realizadas inUmeras tentativas na busca de se observar o
efeito da dispersdo da luz, na sequéncia de imagens da Figura 55, apresenta-se

alguns falsos resultados. Por exemplo, na imagem 4, foi percebido o espalhamento,
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mas nao é provocado pela luz refletida pelo biochip, neste caso, com a rede de
difracdo afastada 2,5 cm da camera, o espalhamento é provocado pela dispersao
por reflexdo, ou seja, da luz que vem diretamente da tela do celular sem passar pelo
biochip se reflete na rede de difracdo; a imagem 5 diferencia-se da imagem 4 pelo
fato de o afastamento ser de 3,2 cm. Na imagem 6, com biochip afastado o maximo
possivel, € feito um deslocamento horizontal da rede de difragdo (posicdo do CD),
ocorre um espalhamento no lado oposto (a direita), mas também é provocado pela
luz que sai diretamente do celular sem passar pelo biochip. Nas imagens 7 e 8 com
CD (rede de difracdo) justaposto a camera, o espalhamento é obtido por

interferéncia de luz refletida com origem em ambiente externo ao sistema.

Figura 55. Imagens 4,5,6,7, 8

Imagem 4 Imagem 5 Imagem 6

Fonte: Prépria.

Na Figura 56, apresenta-se resultados de espalhamento obtidos usando como
fonte de luz da lanterna de um segundo celular (Imagem 9 e 10) e de uma caneta
lanterna sob o biochip (Imagem 11), demonstrando que é possivel sim obter a

dispersao da luz com o biochip PPBIO.
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A imagem 9 corresponde a fotografia tirada por um terceiro celular, nessa
imagem, a direita se vé o biochip em sua estrutura sobre a fonte de luz, que é a
lanterna traseira de um celular S5, do lado esquerdo se vé o outro celular com a
rede de difracdo sobre a camera que capta o sinal do biochip e o reproduz na sua

tela. A imagem 10 € a propria imagem captada pelo celular.

Figura 56. Imagens 9, 10, 11

Imagem 9 Imagem 10 Imagem 11

Fonte: Propria.

A Figura 57 corresponde a um experimento realizado em um ambiente escuro
(quarto fechado, a noite) com a luz do teto funcionando como fonte de luz. Foi
utilizado um papeldo como uma pequena fresta para se variar a intensidade
luminosa que atravessava a rede de difracao justaposta a camera do smartphone.
As duas imagens, 12 e 13, sdo similares, sendo que a imagem 12 tem um
espalhamento mais denso, nitido em relacdo a imagem 13, provocado pela maior
intensidade da fonte de luz (luz branca ao centro). Na imagem 13, percebe-se um
leve (quase invisivel) espalhamento devido a fonte de luz branca estar menos

intensa.

Figura 57. Imagens 12, 13

Imagem 12 Imagem 13

Fonte: Propria.
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Como apresentado uma das causas da nao obtencdo do resultado de
espalhamento pode ser a intensidade luminosa na saida do biochip, mas ha outras
hipoteses: talvez os raios de luz de entrada no biochip ndo estejam suficientemente
colimados, pode ser também a distancia entre a rede de difracdo e a superficie
fotodetectora da camera, neste caso, o foco automatico da camera pode estar

trabalhando contra o experimento.

N&o se conseguiu um resultado satisfatério no uso de um pedaco de CD
como rede de difracdo, o0 que inviabilizou o prosseguimento dos testes para se

observar o modo WIM.
Nas

Figura 58 e Figura 59 estdo apresentados duas estruturas referentes a
experimentos relatados por Tavolaro e Cavalcante que promovem os resultados
almejados no presente trabalho. Nesse sentido, sdo feitos algumas consideracgdes:
como se observa nas imagens dos experimentos, o espalhamento é projetado na
tela/anteparo e ndo diretamente na camera que muitas vezes tem foco automatico; a
distancia do CD a tela € variada de forma a se conseguir uma melhor adequacéo de
distancia entre a fenda principal e o espectro colorido (de 12 ordem); ha uma lupa
(lente convergente) para melhorar o foco da imagem projetada na tela, esta lupa é
colocada entre a fonte e o CD.

No caso da Figura 59 ainda ha um redutor de luminosidade na tela que tem a
funcdo de limitar essa luminosidade sobre a tela e melhorar a visualizacdo das
linhas espectrais de luz. Esse redutor de luminosidade é uma barreira/placa com um

orificio no meio que deixa passar apenas um cone de luz. Inclusive, na

Figura 58, que nado possui esta placa redutora de Iluminosidade, é
apresentada na imagem um zoom com a indica¢éo do ponto onde ocorrem as linhas
espectrais devido a dificuldade de se identificar o espalhamento. Ha montagens de
experimento em que o redutor de luminosidade é criado ndo com um orificio, mas
com uma fenda de espessura inferior a 1 mm. Segundo Westra (2007), a qualidade
do espectro obtido depende da qualidade da fenda, se a fenda for muito larga, o
espectro serd difuso, e se for muito estreita, o espectro serd muito ténue e indica

que a abertura deve ser proxima de 0,2 mm, (WESTRA, 2007).
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Figura 58. Estrutura montada para observacédo do espectro de uma lampada

comercial branca, obtido por difrac&o por transmissao e projetado no anteparo.

Fonte: (TAVOLARO et al., 2013)

Figura 59. Montagem utilizada para a observacao da dispersao espectral, a lupa tem
a funcdo de dar maior nitidez as cores.

Fonte: Adaptada de (CAVALCANTE; TAVOLARO; HAAG, 2005)

Ante o0 exposto, infere-se que uma linha de prosseguimento na pesquisa para
obtencdo do WIM é limitar a largura do feixe de luz que entra no biochip por software
ou através de uma barreira mecéanica na entrada do biochip ou em sua saida. H&
também a possibilidade de se colocar uma lente convergente (lupa) entre o biochip e
a rede de difracdo, nesse caso devera ser analisada a viabilidade fisica devido as

dimensoOes envolvidas.

Uma outra possibilidade seria usar um prisma para decompor a luz branca.
Esse prisma utiliza do fenbmeno da refracdo. O inconveniente seria encontrar um

prisma com dimensB@es minusculas de forma a se adequar ao espaco disponivel.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho foi idealizado e construido com o objetivo bem definido
quer seja, fundir duas tecnologias que usam ressonancia de plasmons de superficie

criando uma solugéo alternativa, de baixo custo e portatil.

Souza Filho (2017) desenvolveu sistema embarcado em um smartphone que
usa o biochip VIR que possui internamente elementos de acoplamento Optico de
difracdo, dispensando-se 0 uso de elementos Opticos externos, trabalhando na
configuracdo AIM. Moreira (2010) construiu o Biochip PPBIO, feito com polimero
TOPAS COC prensado em uma forma de aco ndo tendo qualquer elemento
eletrbnico ou 6ptico interno; esse prisma em formato trapezoidal e estrutura simples
se traduz em baixo custo, descartavel, mas opostamente ao VIR, é dependente de
lentes e outros elementos externos, o que por outro lado lhe da mais versatilidade,

pois opera ha configuracdo AIM e WIM.

Inicialmente, foi realizado um levantamento bibliografico com o intuito de
estudar as tecnologias usadas pelos biossensores e em especial as baseadas em
Ressonancia de Plasmons de Superficie. Sobre esta, focou-se nos tipos, modos e
condicBes de operacdo, a estrutura, vantagens e de desvantagens dos principais
biossensores comerciais. Foi dado énfase a artigos académicos com solucdes
envolvendo o tema da portabilidade, uso de smartphone, baixo custo, biossensores

com uso de Ressonancia de Plasmons de Superficie.

Em segundo momento, passou-se a estudar especificamente as duas
tecnologias para idealizar quais adaptacées seriam necessarias para que as duas
juntas pudessem funcionar, buscando sempre solucbes simples. Foram
confrontadas as duas plataformas, levando-se em conta as necessidades para o
funcionamento nas duas configuragdes WIM e AIM.

Paralelamente, foram feitas simulacées da curva SPR com MATLAB e
simulagbes em aplicativo da web para visualizar a trajetéria de raios que envolve
reflexdo e a refracdo da luz ao atravessar ambientes com indice de refracao

diferente.
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As simulagcbes em MATLAB da curva SPR possibilitaram a melhor
compreensao do fendbmeno SPR, consolidando o entendimento das principais
variaveis de controle do fenbmeno SPR, seja, 0 angulo de ressonancia em funcéo
da espessura da camada sensivel, dz ou em fungdo do seu indice de refracdo, na.
Esse processo é didatico, pois, a aplicacdo dos conceitos produz um conhecimento

organizado sobre o fendbmeno SPR.

As simulagBes com estudo das trajetérias da luz nos processos de reflexéo e
refracdo foram primordiais para se entender a metodologia adotada no PPBIO no
modo AIM. A solucdo adotada de incidir os raios de luz com varios angulos ao
mesmo tempo suprime a auséncia de estrutura mecanica para variar o angulo de
incidéncia da luz. Esse estudo da trajetdria dos raios € também fundamental para
definir a distancia e o alinhamento entre os componentes externos ao biochip.
Verificou-se que o deslocamento da lente cilindrica no sentido horizontal (para a
direita ou esquerda) provoca uma assimetria no feixe de luz de saida, repercutindo
nos resultados sobre o angulo de ressonancia. Por outro lado, o deslocamento da
lente cilindrica na vertical ndo afeta a simetria do feixe de saida, mas pode provocar
uma menor ou maior precisdo de resultados conforme esteja mais préxima ou
afastada do biochip. Apesar da reflexdo ocorrer na regido do ponto central A, a
largura do feixe de reflexdo chega a 3,2 mm para o caso da distancia da lente-
biochip ser 4 mm.

De posse desse conhecimento debrucou-se no Autodesk Inventor para a
criagdo da estrutura modular que mantivesse a versatilidade tendo em vista tratar-se
de um primeiro prot6tipo que certamente teria que sofrer melhoramentos. A criacdo
se traduziu em uma solugdo com a possibilidade de se fazer modificagcbes com
bandejas deslizantes para os componentes épticos. Apds o0s primeiros resultados
satisfatorios optou-se por uma adaptacao a versao, excluindo-se a bandeja para uso
da lente colimadora e a fixacdo da estrutura através de uma capa para celular.
Como néo estava definida a distancia da lente cilindrica ao biochip fez-se trés bases

prevendo-se as distancias de 4 mm, 5 mm, 6,2 mm entre o biochip e o smartphone.

Gracgas as facilidades que se tem hoje com impressdao 3D, 0 processo

envolvido na confeccédo, materializacdo da estrutura € relativamente simples, parte
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foi realizada dentro do proprio IFPB, parte contratada diretamente junto a

particulares.

Para o modo WIM usou-se uma se¢édo de CD como rede de difracdo para
verificar o espalhamento espectral (dispersdo, decomposicdo da luz). Foram
realizadas diversas tentativas obtendo-se varios resultados falsos positivos, apos
estudo pormenorizado estabeleceu-se possiveis solu¢des: 1. Implementar o redutor
de luminosidade da tela, seja controlando via software a largura do feixe de entrada
no biochip, seja com uma barreira mecéanica (diafragma, como previsto
originalmente) na entrada ou saida do biochip; 2. Colocar uma lente convergente
(lupa) antes da rede de difracdo; 3. Usar um prisma no lugar da prépria rede de
difragéo.

O resultado apresentado no modo AIM foi obtido com 5 mm de afastamento
da lente cilindrica ao biochip, restando repetir os testes para as outras trés
distancias possiveis (4 mm, 6,2 mm e 10,9 mm), a expectativa é que se confirme o
obtido nas simulagdes. Os valores apresentados nas Figura 49 e Figura 50, foram
obtidos diretamente via software, utilizando como técnica de minimizacéo de ruido o
valor médio, esse procedimento tem que ser aperfeicoado. Os pontos de
ressonancia até o momento foram obtidos diretamente na imagem, medidos em
pixel, apesar dos valores estarem dentro do esperado com o valor do hipoclorito
(0.8479) um pouco acima da agua (0.8211), é possivel definir um método para se
converter de pixel para angulo, nesse caso a calibracdo sera essencial. O caso da
agua é evidente que a lente esférica estd desalinhada no eixo horizontal, pois,
teoricamente seu angulo de ressonancia (sessenta e oito graus) deve ficar no centro
da figura, por volta do pixel 3264/2 = 1632, muito diferente do obtido, pixel 2348;
chama atencao que o pixel do hipoclorito foi obtido no pixel 2326, ou seja, menor do
gue o da agua. Isso pode ser explicado por que em experimentos reais ha muito
ruido, a busca direta pelo ponto minimo da curva SPR é ineficiente, sendo
necessario aplicacdo de técnicas de processamento de sinais para reducao de erro

como método do centroide, ajuste polinomial entre outros.

As simulacdes de trajetoria dos raios no biochip possibilitaram definir a largura
minima que o canal da célula de fluxo, 3,2 mm, isso para o caso de absoluta

precisdo da lente esférica em relacdo ao eixo horizontal. Como verificou-se que
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esses pequenos deslocamentos da lente provocam o desvio do ponto de reflexdo
para fora do ponto Central A, sera necessario um canal ainda mais largo para a
célula de fluxo. Dessa forma é possivel implementar a célula de fluxo e verificar o

efeito da resposta SPR a troca dinamica de substancias.

Embora o projeto ndo tenha alcancado completamente seu objetivo fica claro
que a proposta € viavel e esta no caminho. Certamente em trabalhos futuros serao
solucionadas as dificuldades em se implementar a configuracdo WIM. Vislumbra-se,
em pesquisas futuras, uma plataforma que incorpore o biochip trapezoidal, PPBIO
(Prisma Polimérico para aplicacdes Bioldgicas), a solugao embarcada smartphone, o
que possibilitara os testes para identificacdo de substancias biolégicas e quimicas

em tempo real, a baixo custo.
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6. TRABALHOS FUTUROS

Como continuidade de pesquisa sdo apresentadas algumas propostas:

- Implementacdo da célula de fluxo, possibilitando o prosseguimento da

pesquisa com andlise de substancias em tempo real.
- Continuidade de pesquisas no sentido de implementar o modo WIM.

- Repetir exaustivamente os experimentos no modo AIM, com as outras trés
distancias possiveis: 4 mm, 6,2 mm, 10,9 mm a fim de estabelecer a melhor

distancia biochip/lente cilindrica.

- Criar um algoritmo que converta o angulo de ressonancia de pixel para

graus.

- Para fins comparativos, repetir 0s experimentos realizados no
desenvolvimento do biochip PPBIO por Moreira (2010) e da solucdo embarcada de
Souza Filho (2017).

- Validar a tecnologia com substancias que tenham impacto no meio cientifico

como o glifosato e do patdgeno da doenca da Leishmaniose.
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7. PUBLICACOES DURANTE O MESTRADO

Durante o desenvolvimento deste trabalho de mestrado foram escritos trés
artigos  submetido a apresentacdo e publicacdo em  congressos
de nivel internacional, sendo todos aceitos. Por falta de recursos o referente ao 26°
congresso de materiais avancados ndo chegou a ser apresentado. As demais

publicacdes ndo sao fruto da pesquisa direta, mas de pesquisas correlacionadas.

e 262 Advanced Materials Congress (AMC), que aconteceria entre os dias 10
e 13 de junho de 2019, na cidade de Estocolmo na Suécia. Trabalho submetido
na modalidade de poster, com o titulo “A Smartphone-Based SPR Biosensor
Device Using Low Cost Biochip”.

e 21 2 International Conference on Chemical Sensors (ICCS), que aconteceu
entre os dias 06 e 07 de junho de 2019, na cidade de Sao Francisco nos
Estados Unidos. Submetido na modalidade de péster, com o titulo “Study of
the Application of a Portable Multi-analytical Biosensitizing System for the
Detection of the Herbicide Glyphosate”.

e Sensors Applications Symposium 2019 (SAS), que aconteceu entre os dias
11 e 13 de marco de 2019, em Sophia Antipolis na Franca. Submetido na
modalidade de pdster, com o titulo “Application of a Smartphone-based SPR

platform for Glyphosate detection”.
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