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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios

para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias (D. Sc.)

IMUNOSSENSOR OPTOELETRONICO PARA DETECCAO DE
CONTAMINACAO DE ESCHERICHIA COLI NA AGUA

Domingos Marcelus Carias Rodrigues

Outubro/2017

Orientadores: Marcelo Martins Werneck

Regina Célia da Silva Barros Allil

Programa: Engenharia Elétrica

O presente trabalho propde o estudo e o desenvolvimento de imunossensores a
fibra Optica pléstica (POF) para identificacdo de dgua contaminada em menos de uma
hora. Baseados na reacdao imunologica, a POF € funcionalizada com um anticorpo para
capturar bactérias e identificar concentracdes da Escherichia coli em agua.

O principio fisico fundamental para a constru¢do do imunossensor é a variagdo
dos modos de luz guiados quando a fibra é dobrada. Na curva da fibra alguns modos
escapam em funcdo do indice de refracdo do meio externo a fibra. Desta forma, a
variacdo do indice de refracdo externo provoca a variacdo da poténcia Optica
transmitida. O acumulo das bactérias nesta regido sensora da POF provoca esta
variacdo, identificando-se assim concentra¢6es minimas da E. coli na agua.

Um setup optoeletrénico utilizando uma plataforma Arduino foi desenvolvido
para fornecer e interpretar os sinais elétricos e Opticos do sistema. A modelagem
computacional foi utilizada para otimizar 0 Imunossensor e propor avangos para

pesquisas futuras.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
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OPTOELECTRONIC IMUNOSENSOR FOR DETECTING OF ESCHERICHIA COLI
CONTAMINATION IN WATER

Domingos Marcelus Carias Rodrigues

October/2017

Advisors: Marcelo Martins Werneck

Regina Célia da Silva Barros Allil

Department: Electrical Engineering

This work proposes the study and development of plastic optical fiber (POF)
immunosensors for contaminated water identification in less than an hour. Based on the
immune response, the POF is functionalized with an antibody to capture bacteria and
identify Escherichia coli concentrations in water.

The physical principle fundamental for the immunosensor construction is the
variation of light modes guided when the fiber is bent. In the bent fiber some modes
escape, according to the refractive index of the external medium of the fiber. Thus, the
variation of the external refractive index causes the transmitted optical power changes.
The accumulation of bacteria in the POF sensing region causes this variation too,
identifying E. coli concentrations in the water.

An optoelectronic setup using an Arduino platform is developed to provide and
interpret the electrical and optical signals involved in this system. Computational
modeling was used for optimizing the immunosensor and proposing advances for future

researches.
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Capitulo 1

Introducao

1.1  Motivacdo e importancia do tema

O combate as doengas é um desafio constante a manutencdo da vida. Desta
forma, ensaios de diagndstico precisam estar disponiveis para o trabalho tanto de
combate quanto de prevencao de patdgenos., agentes especificos causadores de doencas.
Além disso, estes ensaios precisam ser de facil operacdo e de resposta rapida, pois em
muitos ambientes é vital buscar a deteccdo imediata de contaminantes, por exemplo,
para a avaliacdo da qualidade da agua, diagnosticos clinicos ou agfes que visem a
seguranca alimentar.

Refletindo essencialmente sobre o papel da agua na vida humana, observa-se
que ela apresenta um grande potencial disseminador de micro-organismos quando esta
contaminada. Como elemento essencial a vida, a agua pode ser um veiculo de
transmissdo de varios tipos de micro-organismos, sejam eles naturais do ambiente ou
liberados por organismos hospedeiros infectados que disseminam doencas.

Desastres naturais como as enchentes, ou mesmo a falta de tratamento adequado
do esgoto doméstico ou industrial, levam ao risco de contaminacdo e precisam ser
tratados sempre em carater de urgéncia. Previamente ao tratamento vem o diagndstico,
etapa em que a utilizacdo de sensores € altamente relevante. Muitos micro-organismos
associados a agua sdo também transmitidos por alimentos, que geram possiveis
infeccdes.

Os métodos convencionais para a deteccdo de agentes patogénicos dependem de
técnicas classicas que envolvem a necessidade de pessoal e laboratérios especializados,
além de serem em sua maioria métodos que demandam um tempo maior de
processamento. Um crescimento significativo em tecnologias de biossensores vem
substituindo esses métodos de deteccdo convencionais.

Para se compreender um biossensor é preciso saber o que € um sensor ou ainda
um transdutor. Transdutores sdo sistemas de conversdo de uma forma de energia que
esta relacionada a outra através de uma relagdo conhecida. Os sensores, por outro lado

sdo apenas as partes sensitivas dos transdutores [1]. Os biossensores, por sua vez, sdo



sensores que utilizam um elemento de reconhecimento biologico que interage com a
amostra e produz um sinal correspondente, o qual é usado pelo transdutor [2]. De forma
ainda mais especifica, alguns biossensores utilizam a reagdo imunologica, sendo o
antigeno ou o anticorpo imobilizado na superficie do transdutor. Estes dispositivos séo
entdo conhecidos como biossensores por imunocaptura, ou seja, imunossensores [3].

Durante as duas ultimas décadas, registrou-se um grande nimero de publicagdes
na area das aplicacBes de sensores a fibra Optica. Um sensor a fibra Optica pode ser
definido como um dispositivo através do qual um mensurando fisico, quimico ou
bioldgico, interage com a luz guiada pela fibra optica (sensor intrinseco) ou com a luz
guiada até a regido de interacdo pela fibra dptica (sensor extrinseco), para produzir um
sinal Optico que seré correspondente ao parametro que se pretende medir. Estes sensores
sdo projetados de modo que o mensurando interaja com um ou mais parametros épticos
da luz, sejam eles intensidade, fase, polarizacdo ou comprimento de onda [4].

Normalmente estes sensores sdo utilizados para monitorar as concentragdes em
processos quimicos ou bioldgicos, configurando-se neste Ultimo caso como 0s
biossensores. Um parametro dptico muito importante e utilizado na implementacdo dos
biossensores é o processamento e identificacdo da variacdo do indice de refracdo no
meio externo a fibra Optica, sendo a investigacdo desta caracteristica necessaria em um
grande numero de aplicagbes tanto em ambientes industriais quanto em estudos
cientificos [5].

O principio fisico fundamental para o funcionamento dos sensores a fibra dptica
plastica (POF), desenvolvidos neste trabalho, é a interagdo da amostra com a luz guiada
por uma fibra curvada. A curva na fibra cria uma regido sensivel ao meio externo,
provocando alteragfes na amplitude da luz guiada em conformidade com o indice de
refracdo do meio externo em que a fibra estiver imersa, ou seja, a amostra, 0
mensurando, ou 0 ainda chamado de analito a ser investigado.

Um processo importante e amplamente utilizados na otimizagéo dos sensores é a
modelagem computacional. Através de programas desenvolvidos para modelagem de
fibras Opticas e seu comportamento, torna-se possivel prever possiveis problemas e
ajustar os parametros necessarios para aprimorar a funcionalidade do sistema,
melhorando sua sensibilidade.

Durante a caracterizacdo dos sensores, foram utilizadas diferentes concentracfes
de sacarose com indices de refracdo que simulam as suspensfes bacterianas em

experimentos preliminares para calibragdo do sistema eletronico [6]. Uma plataforma
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Arduino (placa Arduino UNO) foi utilizada no sistema construido, tornando-o portéatil e
de baixo custo, sem perder a sensibilidade necessaria para a deteccdo dos
micro-organismos. Logo apds foram utilizadas amostras de teste para identificar
concentra¢des minimas de 10* unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/ml)
da bactéria Escherichia coli, utilizada como analito neste trabalho. A E. coli foi
escolhida pois sua presenca indica a presencga de outros micro-organismos.

A partir dos resultados encontrados nas simulagdes e subsequente comparacgdes
com os resultados experimentais, um processo inovador foi realizado, com a
implementacao de curvas na fibra em formas diferentes. Estas novas configuracdes de
sensores permitiu um aumento na sensibilidade. A implementagdo destes novos
imunossensores permitird a analise da agua em concentraces menores do que
10* UFC/ml, sendo um grande avanco para as pequisas do laboratorio.

Os pesquisadores do Laboratério de Instrumentacdo e Fotonica (LIF) da
COPPE/UFRJ ja estdo envolvidos no projeto de um biossensor, tendo a pesquisa
desenvolvida até o momento gerado uma monografia, cinco dissertacdes de mestrado e
uma tese de doutorado, além deste atual trabalho e de diversos artigos publicados em
revistas e apresentados em congressos, sempre buscando aprimorar a eficiéncia,
sensibilidade e incerteza da medicdo de bactérias em agua através do biossensor que
utiliza fibra Optica pléstica [7], [8], [9], [10] e [11].

1.2  Objetivos

1.2.1 Objetivo geral
Desenvolver um imunossensor a fibra dptica plastica para deteccdo da bactéria

Escherichia coli, que identifique de forma rapida a contaminacdo microbiologica da
agua.

1.2.2 Objetivos especificos

Séo os objetivos especificos deste trabalho:



e ldentificar a influéncia da casca da fibra no processo de funcionalizacdo do
imunossensor;

e Desenvolver um sistema eletrdnico portétil e sensivel para a rdpida detecgdo de
contaminacdo da agua pela bactéria Escherichia coli, com uso do imunossensor;

e Investigar o funcionamento do sensor através de modelagem computacional,
determinando seu desempenho dentro dos limites propostos;

e Comparar resultados de medigdo simulados e experimentais e propor possiveis
alteragbes fisicas na fibra Optica, visando o aumento da sensibilidade do

imunossensor.

1.3  Organizacéo do trabalho

No Capitulo 2 é realizada uma revisao bibliografica sobre os métodos de detec¢do
de micro-organismos e sobre o estado da arte em biossensores. Posteriormente a
pesquisa segue na direcdo dos imunossensores que utilizam a funcionalizacdo do
PMMA (polymethylmethacrylato). Alguns métodos de funcionalizacdo séo
apresentados, inclusive o utilizado neste trabalho.

A seguir no Capitulo 3 sdo apresentados os fundamentos tedricos da fibra Optica
plastica e alguns resultados de pesquisas realizadas com fibras dpticas atuando como
elemento sensor em refratdmetria. E feita uma analise preliminar das caracteristicas do
sensor a ser implementado.

O Capitulo 4 apresenta a metodologia empregada na pesquisa, iniciando-se com a
morfologia da Escherichia coli e uma estimativa tedrica das provaveis limitacdes do
sensor na deteccdo de bactérias. Sdo apresentados também o processo de fabricacdo dos
sensores, a montagem experimental, a configuracéo eletronica que utiliza o amplificador
Lock-in, as configuragdes eletronicas implementadas com a plataforma Arduino e o
processo de avaliagdo das incertezas nas medidas realizadas. O protocolo utilizado no
processo de remocao da casca da fibra e os protocolos quimico e biologico utilizados na
funcionalizacdo e imobilizacdo do imunossensor sdo também detalhados neste capitulo.

No capitulo 5 sdo desenvolvidas modelagens computacionais tanto para o
processo de calibragdo quanto para o funcionamento do imunossensor. Estas simulac6es

sdo comparadas aos resultados experimentais nos capitulos posteriores.



Em seguida, no Capitulo 6, sdo apresentados os resultados dos ensaios
preliminares realizados com o sensor na medida de indice de refracdo, com o objetivo
de estimar a incerteza e a sensibilidade dos sensores fabricados. Os resultados
encontrados sdo comparados com as simulacfes realizadas no capitulo anterior. Essas
discussbes e analises sdo estendidas ao Capitulo 7, apresentando os resultados e
discussdes do imunossensor atuando na medida e avaliacdo das suspensfes de bactéria
Escherichia coli em diferentes concentracfes. Os resultados modelados para o
imunossensor sdo também comparados neste capitulo.

Uma proposta de implementacdo de sensores com diferentes formas € apresentada
no capitulo 8. Uma modelagem computacional foi realizada, tratando estas novas
formas estudadas na literatura, utilizando as caracteristicas da POF. As conclusdes e
propostas de continuidade do trabalho através de novos experimentos, controles e
alteracdes no sistema sdo apresentadas no Capitulo 9.

No Capitulo 10 encontram-se as referéncias bibliogréficas utilizadas neste
trabalho. O programa completo desenvolvido para a plataforma Arduino consta do

Anexo A e 0s artigos apresentados ao longo do projeto estdo listados no Anexo B.



Capitulo 2

Reviséo bibliografica

Visando facilitar a compreenséo geral dos temas abrangidos neste trabalho,
apresenta-se, a seguir, uma revisdo bibliografica sobre os métodos de deteccdo de
micro-organismos, sobre alguns modelos de biossensores em desenvolvimento, além de
processos de funcionalizagdo do PMMA, material utilizado no imunossensor objeto de

estudo.
2.1  Meétodos de deteccdo de micro-organismos

A deteccdo dos micro-organismos (organismos vivos que s6 podem ser vistos
com o auxilio de um microscopio) ja foi vastamente estudada e varios métodos de
deteccdo ja foram desenvolvidos. E possivel entdo, para facilitar o estudo, dividi-los
entre 0os métodos convencionais, também conhecidos como métodos padrdo, ou
classicos e 0s métodos rapidos, sendo estes desenvolvidos com o objetivo de encurtar o

tempo de obtencdo dos resultados nas analises.

2.1.1 Métodos convencionais

Os métodos convencionais para deteccdo, identificacdo e classificacdo de
micro-organismos sdo baseados na presenca ou auséncia de determinantes fisiol6gicos
como peculiaridades metabolicas ou estruturais. Eles envolvem o cultivo em meios
seletivos ou ndo seletivos, analise da morfologia, e propriedades bioquimicas e/ou
imunologicas.

Os métodos dependentes de cultivo do micro-organismo em meios seletivos e
diferenciais sdo mais simples. Dentre estes 0 método de cultura e plagueamento € o
mais utilizado para detectar micro-organismos, sendo um método padrdo até hoje. Este
método é falho quando aplicado a micro-organismos ndo cultivaveis, e também diante
das exigéncias fisioldgicas, como nutrientes, pH, temperatura e atmosfera especificas de
certos grupos microbianos, com estado vidvel porém nao cultivavel. Em alguns casos
podem ser necessarios de 4 a 9 dias para se obter um resultado negativo, e 14 a 16 dias
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para se obter um resultado positivo, sendo impraticavel para aplicacdes industriais, em
especial no setor alimenticio [12].

Os métodos independentes de cultivo sdo mais abrangentes quando se trata de
amostras ambientais. Eles podem alcancar todas as espécies que nao sdo cultivaveis em
laboratorio.

A microscopia € um dos métodos mais simples, pois ndo depende de cultivo em
laboratério. Ela permite a visualizacdo direta da amostra, mantendo as propor¢des reais
do seu habitat.

Os testes bioquimicos permitem a detec¢do dos micro-organismos de maneira
indireta através de substratos presentes em uma determinada amostra. Tem-se, por
exemplo, a microradioautografia, pela qual, a partir de certa quantidade absorvida de
um substrato especifico marcado radioativamente por uma célula, pode-se detectar e

quantificar a populacéo ativa que esta usando este substrato.

2.1.2 Meétodos rapidos

Os métodos rapidos sdo assim conhecidos por utilizarem técnicas que permitem
deteccOes e identificacbes mais rapidas, sensiveis e especificas do que os testes
convencionais [10]. Dentre os métodos rapidos, os métodos enzimaticos sdo amplamente
utilizados, porém apresentam alto custo e até 24 horas de incubacdo para a deteccdo de
contaminagdo. O uso de técnicas moleculares também permite a deteccdo rapida de
micro-organismos. Neste caso, por exemplo, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
tem como base a amplificacdo de material genético extraido de amostras, que pode ser
posteriormente comparado a um banco de dados. Esta tecnologia consiste na
amplificacdo de &cidos nucleicos. Ela é amplamente utilizada na deteccéo de bactérias
desde os anos 80. Através do isolamento, amplificacdo e quantificacdo de uma
sequéncia de DNA (Acido Desoxirribonucleico), este método tem se difundido em
diferentes técnicas, como: PCR em tempo real, PCR multiplex e transcriptase reversa
PCR (RT-PCR) [13].

A Eletroforese € uma técnica de separacdo de moléculas que envolve a migragéo
de particulas em um determinado gel durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial.
Ela também pode ser combinada com o PCR na andlise de DNA [12]. Outras técnicas

podem ser combinadas, como o sensor de superficie de onda acustica [13], a utilizagdo



do campo evanescente em biossensores (utilizada no presente trabalho), a técnica de
NUmero Mais Provavel (MPN-PCR), Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR),
Light Cycler real-time PCR (LC-PCR), PCR-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), ensaios de hibridizacdo, a técnica de FISH (hibridizacdo fluorescente in situ),
entre outras [14].

Os métodos baseados na utilizacdo de anticorpos também oferecem diversas
ferramentas eficientes para a deteccéo de micro-organismos. O ensaio imunoenzimatico
ELISA ¢ uma técnica muito aplicada atualmente e serve de fundamento para diversas
outras técnicas, como a que utiliza fibras dpticas revestidas de anticorpos para detecgédo
de micro-organismos [6]. As técnicas baseadas em ELISA combinam a especificidade
de anticorpos e a sensibilidade dos ensaios imunoldgicos utilizando anticorpos ou
antigenos.

Um método conceituado atualmente é a Espectrometria de Massas. Esta técnica
é utilizada no estudo das massas de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas. Ela
se baseia em propriedades fisicas do analito de forma a determinar a relacdo entre a
massa e a carga de espécies ionizadas em fase gasosa. A bactéria € analisada como uma
mistura de biomoléculas, como proteinas, carboidratos, lipideos, DNA, RNA (Acido
Ribonucleico), entre outros. Essa mistura de moléculas vai gerar um espectro de massas
que é caracteristica de cada espécie. Assim, micro-organismos diferentes apresentam
espectros de massa diferentes. A andlise é dependente de bancos de dados disponiveis
comercialmente. Esses dados sdo de isolados clinicos o que se apresenta como uma
desvantagem para quem trabalha com isolados ambientais [15].

Em busca da diminuicdo dos custos e do tempo das analises, métodos
alternativos vém sendo testados para a deteccdo de micro-organismos ou de seus
produtos metabdlicos, em diferentes tipos de amostra, incluindo agua. Nesta direcdo sdo

desenvolvidos os Biossensores.

2.2 Biossensores

Os Biossensores sdo dispositivos compactos de andlise que incorporam um
elemento de reconhecimento biologico, que pode ser uma enzima, anticorpo, proteina,
acido nucleico, celula ou tecido. Estes elementos podem ser também biomiméticos

(Polimeros de Impressdo Molecular - PIMs, aptameros, Acidos Nucléicos Peptidicos -



PNAs) associados a um transdutor que processa o sinal produzido pela interacdo entre o
elemento de reconhecimento e o analito (substancia a ser detectada) [16].

Quando um elemento de reconhecimento caracterizado pelo transdutor interage
com o analito, a variacdo de suas propriedades fisico-quimicas como pH, transferéncia
de calor, mudanca de potencial, variacdo da massa, variacdo das propriedades Opticas ou
eletromagnéticas, podem ser detectadas. O sistema transforma esta resposta do elemento
de reconhecimento num sinal eletrénico que indica a presenca do analito. Este € entdo o
principio utilizado para o funcionamento dos Biossensores.

Os Biossensores apresentam significativas vantagens em relacdo as técnicas

anteriormente utilizadas, destacando-se:

e Alta seletividade — elementos de reconhecimento especificos podem ser
utilizados, como, por exemplo, anticorpos [16];

e Alta sensibilidade — alguns sistemas com biossensores se apresentam capazes de
identificar quantidades muito pequenas do analito, como na deteccdo de residuos
de praguicidas [17];

e Reduzido tempo de andlise — os trabalhos desenvolvidos com biossensores

visam a diminuicdo do tempo de anélise frente aos métodos convencionais [18].

Além das caracteristicas préprias de sensores eletrénicos, como:

e Portateis — possibilitam analises in situ;

e Miniaturizaveis — devido aos avangos em microeletronica e nanotecnologia
torna-se possivel a reducdo das dimensdes destes dispositivos, permitindo sua
utilizacdo em locais onde o tamanho do dispositivo ou a localizacdo da medida
sejam fatores limitantes;

e Automatizaveis — favorecimento da utilizacdo em sistemas que, por exemplo,
monitoram processos industriais ou com grande numero de medicoes;

e Baixo custo — 0 emprego de materiais pouco dispendiosos, como a fibra dptica,

leva a diminuicdo dos custos na elaboracéo do sistema;

Encontram-se na literatura biossensores utilizados em diferentes aplicacGes, por

exemplo, um biossensor compacto e de baixo custo que utiliza fibra dptica de silica e



foi desenvolvido para identificar especificamente se as Escherichia coli O157:H7 estdo
mortas ou vivas [19]. O dispositivo utiliza-se de uma combinagdo de fibra afinada
(taper), ativadas por anticorpo como sonda, e iodeto de propidio (Pl) como o corante
fluorescente. Utilizando-se 0 método de fluorescéncia, obteve-se um limite de deteccédo
de 10* células/ml de E. coli vivas num tempo de aproximadamente 40 minutos.

Uma recente revisdo apresenta vérias técnicas de nanossensores que utilizam
anticorpos, dentre elas: nanossensores eletroquimicos; nanossensores Opticos;
nanossensores magneticos e nanossensores piezoelétricos. No grupo dos nanossensores
opticos, estudos tém sido desenvolvidos para aperfeicoar as técnicas como: ELISA,
Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR), Ressonancia Plasménica de Superficie
Localizada (LSPR) e Ressondncia Plasmonica de Superficie Localizada por
interferéncia (iLSPR) [20].

Em destaque, os biossensores dpticos baseados em SPR que utilizam filmes
finos de ouro tém sido amplamente empregados [21]. No entanto, nano-biossensores
Opticos podem também ser criados usando metais nanoestruturados, ao invés de filmes
finos. As propriedades Opticas de nanoestruturas metalicas estdo ligadas ao processo de
LSPR. O LSPR ¢é um fendmeno optico gerado pelas oscilagbes coletivas do gas de
elétrons em nanoestruturas metalicas cercadas por um dielétrico. Os materiais tipicos
para aplicacdes plasmonicas séo 0s metais nobres, em especial a prata ou o ouro. Apesar
da prata exibir mais nitidas e intensas bandas LSPR do que o ouro, a maior estabilidade
quimica de nanoestruturas de ouro tem favorecido a sua aplicacdo para biossensores.

A implementacdo de um sensor baseado em LSPR com fibra dptica pode
oferecer muitas vantagens, especialmente a de evitar o uso da 6ptica aberta e volumosa
para interrogacdo com filmes metalicos em contato com a substéncia a ser analisada, o
analito [22]. Sensores LSPR podem também ser utilizados para detectar diferentes
especies de bactérias [23]. Tanto fibras Opticas de silica quanto fibras Opticas plasticas
tém sido largamente utilizadas para a realizagdo da técnica LSPR [24], [25], [26].
Recentemente um trabalho desenvolvido no LIF apresentou uma comparagdo entre a
técnica LSPR e o sensor em forma de U na POF [27].

Da mesma forma que na medicdo de indice de refracdo com fibras dpticas
plasticas, o uso de taper foi feito na ponta de uma fibra de silica de 600 pum para
deteccdo de bactérias [28]. Essa regido sensivel foi incubada com proteina G e
anticorpo. Utilizando a técnica de Transferéncia de Energia de Ressonancia de

Fluorescéncia (FRET) a resposta deste sensor foi da ordem de 10> UFC/m.
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Outra técnica explorada em sensores a fibra Optica € a fabricacdo de uma Rede
de Periodo Longo (Long Period Grating - LPG). Uma modulacdo periddica feita no
nacleo da fibra monomodo que a torna sensivel a variacéo de indices de refracdo. Neste
caso, apos a funcionalizacdo foi feita apenas uma andlise qualitativa da presenca da
bactéria E. coli [29]. Estes sdo apenas alguns exemplos do avanco dos biossensores na
atualidade.

O biossensor por imunocaptura, ou seja, 0 imunossensor é um tipo de biossensor
baseado na reacdo imunoldgica, sendo que o antigeno ou anticorpo € imobilizado na
superficie do transdutor [3]. Os anticorpos (Ac) sdo moléculas de glicoproteinas
produzidas pelos linfécitos B em resposta a presenca de um imundgeno (substancia
estranha ao organismo), com alta especificidade e afinidade, ligam-se as substancias
particulares (antigenos, Ag). Sao constituidos basicamente de dois sitios, chamados de
porcdo variavel (Fab), responsavel pela ligacdo aos antigenos, e porcdo cristalizavel
(Fc), responsavel pela variacdo de classe nos anticorpos (1gG, IgA, por exemplo). A
Figura 2.1 demonstra a estrutura do anticorpo.

Cadeia pesada
do anticorpo
Antigeno
Sitios de
reconhecimento
do antigeno Cadeia leve dc

anticorpo
Regiao de ligagao ’
com o antigeno =
\ /4 Cadeia pesada | \
/ L . N\
Fab % S-S ‘ﬁ
< S-S o,
Regides Cadeia leve
constantes

Fc

Figura 2.1: Esquema de estrutura basica do anticorpo IgG, onde V sdo as regides variaveis e C as regides
contantes, nas porcdes variavel (Fab) e cristalizavel (Fc). No detalhe é mostrada a regido de ligagdo com o
antigeno [30].
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O funcionamento do imunossensor depende da correta imobilizacdo dos ligantes
a superficie dos sensores. Esta superficie precisa ser homogénea e obedecer a orientacao
necessaria. Desta forma é imprescindivel a utilizacdo de uma técnica de imobilizagdo
que permita essa ligacdo correta dos anticorpos, com a parte sensora. A eleicdo de um
ou outro procedimento depende da natureza do elemento bioldgico, do tipo de
transdutor, da natureza fisico-quimica do analito e das condigdes de trabalho do
imunossensor [31].

Os sitios da porcéo cristalizavel sdo especificos para algumas proteinas, como,
por exemplo, para a proteina A. Trata-se de uma proteina encontrada na parede celular
da bactéria Staphylococcus aureus que contém quatro dominios de ligacdo com a porcéao
constante (Fc) dos anticorpos. Devido a sua habilidade de ligagdo seletiva a por¢do Fc
de diversas imunoglobulinas, ela permite que a regido variavel (Fab) fique livre para a
ligacdo com o antigeno. Assim, esta proteina tem sido usada na orientacdo de
imunoglobulinas em diversos tipos de imunoensaios [3]. A utilizacdo da proteina A na
preparacdo do sensor permite uma melhor uniformidade e homogeneidade da é&rea
sensora. Observa-se na Figura 2.2 (a) o que ocorre quando a imobilizacdo do anticorpo é
feita diretamente com a fibra. Desta forma a regido Fab nem sempre fica livre para
ligagdo com o antigeno. Utilizando-se a proteina A, conforme demostrado na
Figura 2.2 (b), a mesma se liga a regido Fc do anticorpo, deixando livre a regido Fab.

Anticorpos

AN
b

Fibra

Figura 2.2: Ligagdo dos anticorpos a superficie da fibra. (a) Anticorpos ligados a fibra sem a utilizagédo da
proteina A como imobilizante. (b) Anticorpos ligados corretamente a fibra devido a utilizagéo de proteina A.
Figura adaptada de [9].

Existem outros métodos de imobilizacdo mais faceis, como a adsorcao fisica,
porém, neste caso, a orientacdo aleatoria dos anticorpos prejudica a eficiéncia do
imunossensor [32]. A utilizacdo da proteina A como imobilizadora de anticorpos ja
possui sua eficAcia comprovada, por isso foi utilizada no protocolo de fixagdo do

presente trabalho [33].
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2.3  Funcionalizacdo do PMMA nos imunossensores

Considerando-se o PMMA como material constituinte do sensor POF,
compreender o processo de funcionalizacdo do PMMA se tornou imprescindivel para o
aprimoramento do sensor implementado. Assim, apresenta-se a seguir alguns métodos

de funcionalizagdo pesquisados.

2.3.1 Meétodo utilizando fragmentos Fab’

O meétodo a seguir foi apresentado na literatura visando manter livre a por¢éo
denominada Fab’ no processo de imobilizacdo [34]. O processo de formacdo desta
porcdo pode ser observado na Figura 2.3. O autor propde que 0 anticorpo seja cortado,
separando-se a parte Fab’ da parte Fc. Desta forma, a imobilizacéo é feita utilizando-se
somente a regido Fab’, que se liga ao antigeno. Esta técnica elimina o risco de uma
imobilizacdo incorreta por parte do anticorpo, proporcionando ainda uma melhor
distribuicdo do anticorpo na fibra, considerando-se ainda que a porcdo Fab’ é bem
menor do que o anticorpo completo.

As enzimas proteoliticas, tais como a papaina na presenca de cisteina, sdo
capazes de clivar o anticorpo (Figura 2.3), produzindo dois fragmentos Fab e uma
regido Fc. Estes fragmentos Fab ndo contém sulfetos nucleofilicos perto de suas
C-terminais, em comparacao com os fragmentos de Fab' (Figura 2.3). Da mesma forma,
a utilizacdo de ficina na presenca de grandes quantidades de cisteina, reduz diretamente
0 anticorpo inteiro para fragmentos Fab. A elastase é outra enzima que cliva o anticorpo
como a papaina, resultando em dois fragmentos Fab a partir da clivagem inicial. Outra
enzima, a pepsina, cliva o fragmento Fab para produzir um F(ab),, unidade em
condicBes &cidas que consiste em dois fragmentos Fab ligados por meio da ponte
dobradicga de dissulfureto e um fragmento Fc. O F(ab)2, em seguida, deve ser clivado
com um agente de reducdo apropriado. Pos-clivagem, os fragmentos Fab’ resultantes
contém importantes aminoacidos de cisteina proximas do C-terminal que podem ser
utilizados como ancoras para a imobilizagdo de nucleofilicos. Da mesma forma, a
utilizacdo de ficina na presencga de niveis baixos de cisteina ird reduzir um anticorpo

completo a unidades de F(ab).
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Regido de articulacao

Anticorpo completo F(ab), Fab’ Fab

Figura 2.3: Modelo de anticorpo completo e cortado em partes F(ab)2, Fab’ e Fab. Figura adaptada de [34].

Recentemente foi realizado um estudo sobre a imobilizacdo de fragmentos da
regido Fab em superficies de pléstico [35], sendo representado na Figura 2.4. A cadeia
pesada (Fab-H) e a cadeia leve (Fab-L) foram sintetizadas separadamente, ambos com
C-terminal dos peptideos de ligacdo ao poliestireno (PS), ou PS-marcado. A fim de
produzir uma regido imobilizada, especificamente orientada com fragmentos Fab', as
moléculas de Fab-H e Fab-L reagiram em conjunto ou sequencialmente, na presenca de
uréia, com PS hidrofilico. Depois de ligadas a superficie, as cadeias desnaturadas Fab-H
e Fab-L sdo dobradas para produzir fragmentos Fab’ imunologicamente ativos. A
imobilizacdo de ambas as cadeias juntas (Figura 2.4 (a)) produziram fragmentos Fab'
que se ligam a 1/10 da quantidade de analito ligado com fragmentos Fab’ produzidos a
partir de imobilizacdo sequencial das cadeias (Figura 2.4 (b)). Isto foi determinado
utilizando-se ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), envolvendo analises de
quatro diferentes proteinas. A ligacdo da cadeia Fab-L antes da cadeia Fab-H produziu
uma superficie com mais fragmentos Fab’ imunologicamente ativo em comparagdo com
a sequéncia de ligacdo oposta. Para ambos 0s processos de um passo e de dois passos,
fragmentos de Fab' produzidos a partir de cadeias sem PS-marcados mostraram pouca
ou nenhuma atividade imunoldgica, o que ilustra a importancia da ancoragem

PS-marcados.
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Figura 2.4: a) Representacdo do processo de imobilizagdo das cadeias Fab-H e Fab-L sendo realizadas
simultaneamente; b) representacéo do processo de imobilizacdo de forma sequencial das cadeias Fab-L e Fab-
H [34].

Um problema apresentado por esta técnica foi o custo para dividir o anticorpo,
separando a parte Fab’. O autor também cita a utilizacdo da proteina A como alternativa
para a imobilizacdo. A fibra é aminada com uma solucdo de glutaraldeido e assim a
proteina A se liga ao PMMA. Posteriormente a proteina A se liga especificamente a
regido Fc do anticorpo, fazendo com que ele figue com a porcao Fab para cima, ou seja,

livre para a ligacdo do antigeno.

2.3.2 Método LbL

Em outro trabalho pesquisado a fibra de PMMA é funcionalizada pelo método
LbL (layer-by-layer), ou seja, camada por camada. Um filme é formado sobre o PMMA
por dep6sito de camadas alternadas de polimero catibnico e anibnico chamados
respectivamente de poly(allylamine hydrochloride) (PAH) e poly(acrylic acid) (PAA).
[36].

A fibra de PMMA pode ser carregada positiva ou negativamente dependendo do
meio utilizado. Assim, é possivel formar um filme LbL na fibra. PAH catidnico e PAA
anioénico foram dissolvidos separadamente em solucdo NaCl (0,5 M, pH 4,0) em
2 ug/ml e 1 pg/ml respectivamente. A Figura 2.5 (a) mostra o processo de formagéo do
filme. Uma fibra de PMMA carregada negativamente foi imersa na solucdo de PAH,
depois foi enxaguada em 4&gua ultrapura. Sequencialmente, a mesma amostra €

conduzida a solugdo de PAA. Depois de repetir 0 processo varias vezes, 0 anticorpo
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primario mlgG foi covalentemente ligado a camada PAA atraves do acoplamento
EDC/NHS (Figura 2.5 (b)). O grupo carboxilico da camada PAA foi ativado em uma
mistura da solugéo de EDC e NHS (cada concentracdo em agua pura = 0,1 M; tempo de
incubacdo 30 min.) seguido por lavagem em agua ultrapura. Depois sofreu reacdo com
mlgG dissolvido em PBS-T (PBS — Phosphate Buffered Saline - Tampédo Fosfato
Salino) por 1 hora. Finalmente, ésteres ativos que ndo reagiram, dos grupos carboxila
foram incubados por 30 minutos em etanolamina (1 M, pH 8,5) e depois a fibra de
PMMA foi imersa em solucdo 1 wt% BSA/PBS-T (BSA — Bovine Serum Albumin —

Albumina de Soro Bovino) para evitar uma maior ligacdo néo especifica.

coccolplocccodle Q@@@@%

# ©-f®‘”@fi@@ %ﬁ - %
Fibrade PMMA G e
e PAA ” TS —
ST
PAA EDC/NHS ¢C=0 =0
COOH COOH /(’&H %H\

(a) ()

Figura 2.5: (a) Processo de formac&o do filme LbL. (b) Ligacao do anticorpo ao filme LbL. Figura Adaptada
de [36].

Para caracterizar o imunossensor implementado, um anti-anticorpo (a-mlgG) foi
incubado a0 mesmo tempo tanto para a fibra quanto para o0 método ELISA e um
substrato fluorescente foi adicionado. Foi observada a variagdo da intensidade emitida
pela fluorescéncia durante 5 minutos, para concentra¢fes do anticorpo de 0,1 pg/mi,
0,4 pg/ml, 1,6 pg/ml, 6,3 pg/ml, 25 pg/ml e 100 pg/ml, conforme mostra a
Figura 2.6 (a). A partir destes valores, foi gerada uma curva de calibracdo do
imunossensor, observando-se a absorbancia do imunossensor em paralelo com o0s
resultados do método ELISA para as diferentes concentragdes do anticorpo. A
comparacdo dos métodos e os resultados da calibragdo sdo mostrados na Figura 2.6 (b).
Observa-se que as curvas sdo similares, o que valida o processo de imobilizacdo do

imunossensor. Este sensor foi usado para monitoramento de particulas bioaerosol.
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Figura 2.6: a) Variac¢do da intensidade da fluorescéncia com o tempo. b) Calibracdo do imunossensor
comparado com o método ELISA. Figura adaptada de [36].

2.3.3 Meétodo com nanofibras carregadas

Com a utilizagdo de uma técnica muito parecida com a apresentada
anteriormente [36], nanofibras carregadas positivamente e negativamente s&o
produzidas utilizando o material poly(vinyl alcohol) (PVA) que é incorporado ao
PMMA [37].

Encontram-se também na literatura nanofibras que foram fabricadas com cargas
positivas e negativas [38], [39]. Elas foram entdo testadas para capturar células de
E. coli. Como a E. coli é carregada negativamente, ela € atraida pelas nanofibras
positivamente carregadas e repelida pelas nanofibras negativamente carregadas. Um
anticorpo Anti-E. coli foi imobilizado nas nanofibras carregadas negativamente para
capturar as E. coli com mais especificidade.

A Figura 2.7 mostra um esquema do resultado obtido no experimento. Observa-
se claramente na Figura 2.7 (a) que a E. coli é atraida pelas nanofibras positivas.
Entretanto, neste caso, qualquer tipo de E. coli serd atraida pelo sistema. Na
Figura 2.7 (b) a E. coli e as nanofibras se repelem por serem ambas negativas. Na
Figura 2.7 (c) as nanofibras negativas, agora com anticorpo Anti-E. coli imobilizado,

atraem apenas as E. coli especificas do anticorpo.
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Figura 2.7: Esquema da captura da E. coli pelas nanofibras carregadas. (a) Nanofibras positivas atraem as
células E. coli negativa. (b) Nanofibras negativas repelem as células E. coli negativa. (c) Nanofibras negativas
com anticorpo Anti-E. coli atraem as células. Figura adaptada de [37]

Seis diferentes morfologias de tapetes de nanofibras foram testadas para analise
da eficiéncia da captura das células de E. coli pelos tapetes de nanofibras de PMMA
com PVA. As nanofibras carregadas negativamente resultaram num maior desvio
padrdo do que as retencbes em fibras carregadas positivamente. Cada ponto na
Figura 2.8 representa a meédia de trés medidas. Esse experimento foi realizado antes dos
testes com anticorpo.

w 120 = Nanofibra Positiva

5

= & Nanofibra Negativa

_g 100 l -
2 I : t '
2 [ . ?
o 80 h
- T

£ l

c

(%}

T 60 ?

o)

= |

) b4

L

E 40

=

‘v

Q

v 20

© £

8 L 4

©

2

£ 0

Q

L5

o

& 2 1 Escasso 1Denso 2Escasso 2Denso 3 Escasso 3 Denso

Morfologia do tapete

Figura 2.8: Andlise da eficiéncia da captura das células de E. coli pelas nanofibras. Figura adaptada de [37].
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O estudo mostra que a E. coli ¢ atraida pelo PVA carregado positivamente, com
uma eficiéncia de captura de 87 % das células. Entretanto neste caso, outras bactérias
também seriam atraidas, eliminando a seletividade do sensor. A E. coli é repelida pelo
PVA negativamente carregado, sendo apenas 17 % das células retidas. A carboxila na
superficie do PVA permite a imobilizacdo do anticorpo, usando o EDC/Sulfato-NHS
para acoplamento. Assim, com o anticorpo ligado ao PVA apenas a E. coli especifica se
liga a0 anticorpo, sendo capturada pelas nanofibras 71 % das células.

2.3.4 Comparacao entre os métodos PEI, HMD e adsorcéo passiva

Um estudo realizado recentemente apresenta a comparagdo entre trés métodos de
imobilizacdo do PMMA: O método Polyethyleneimine (PEI), o Hexamethyl diamine
(HMD) e a adsorc¢éo passiva [40]. A adsorcdo passiva conta apenas com a ligacdo fisica
entre as superficies, sendo muito instavel. Tanto o tratamento PEI quanto o HMD
apresentam ligacéo covalente que resultaram da ligacdo cruzada da proteina a superficie
modificada.

a. Método PEI

A amostra de PMMA foi colocada em solucdo de NaOH 1 M a 55 °C durante
30 minutos. A amostra foi imersa em 0,2 % de PEI a temperatura ambiente durante
1 hora, seguido por um tratamento com glutaraldeido 1 % a temperatura ambiente
durante 30 minutos. A amostra foi lavada com &gua destilada entre os passos, e em
seguida seca numa corrente de nitrogénio seco. Depois disso, adicionou-se a proteina
que foi mantida durante 1 hora. Além disso, um conjunto de experimentos para estudar
o efeito do tempo de incubacdo na resisténcia de interacdo foi realizado, onde o tempo

de incubagdo da proteina antes da lavagem foi variado.

b. Método HMD

Uma amostra de PMMA foi incubada com 10 % de HMD em 100 mM de
tampéo de borato, pH 11,5, durante 2 horas. Imersas em solugdo GA a 1 % durante 30

minutos. A amostra foi lavada com agua destilada entre os passos, e em seguida seca
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numa corrente de nitrogénio seco, seguindo-se a adicdo de BSA etiquetada durante

1 hora. Este método é similar ao utilizado em outros trabalhos [33].

C. Adsorc¢ao passiva

No processo de adsorcao passiva a solucdo de proteina foi injetada diretamente
e mantida durante 1 hora.

A Figura 2.9 mostra a mudanca na intensidade do sinal da fluorescéncia através
das técnicas de fixagdo no PMMA durante um intervalo do fluxo de lavagem. O
tratamento PEI resultou no vinculo mais forte e mais alto de embalagem, enquanto a

adsorcéo passiva foi a mais fraca.
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Figura 2.9: Comparacao dos resultados entre as técnicas de imobilizacdo PEI, HMD e adsorg¢éo passiva.

Figura adaptada de [40].

No caso do PEI a acomodacdo do material elevou em dez vezes a acomodagéo
da proteina na superficie e no caso da utilizacdo do HMD ocorreu um aumento de sete

VEeZes.

2.3.5 Meétodo de funcionalizacé@o para imobilizacdo de DNA

Um método simples de funcionalizacdo do PMMA foi desenvolvido através de
um tratamento quimico [33]. O autor propde um procedimento rapido e simples de
modificacdo da superficie do PMMA produzindo grupos amino primarios, adequados
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para imobilizacdo de biomoléculas de diferentes tipos, como o DNA. O procedimento
descrito é comparado com a modificagdo do PMMA realizada em outra publicacéo [41].

A Figura 2.10 mostra os produtos quimicos usados para modificar os substratos
de PMMA e para imobilizar covalentemente 0 DNA modificado na superficie aminada.
Na Figura 2.10 (a) os esteres de metilo, disponiveis no PMMA, em condicGes de pH
bésico, reagem com um elétron N doador presente no hexametilenodiamina (HMDA),
dando origem as aminas primarias sobre a superficie. Na Figura 2.10 (b) tem-se o
protocolo para comparacdo com outra referéncia [41]. Na Figura 2.10 (c) o PMMA
aminado foi tratado com o glutaraldeido homobifuncional reticulante que possui um
grupo aldeido terminal que reage com o0s grupos aminas primarias do PMMA, através
de uma ligacdo amina. As sondas de DNA-NH: s&o, subsequentemente, colocadas para
reagir com o outro terminal aldeido do agente reticulante, que cria uma ligacao
covalente entre a superficie e a sonda.

(a) 0 2
Yy NH,(CH,)NH, g S

c

Hexametilenodiamina

PMMA  OCH, NH(CH,)sNH,

PMMA
Aminado
CH
H //O —TCHOH gy [] // NalO, l I NH,(CH,),NH, //
PVAL \ Hexametilenodiamina
NH (CH,):NH
PMMA Hldroxﬂa Aldeido PMMA o(CH)NH,
PMMA PMMA Aminado
NH,, > NS A~A~L0 - » [ —N S\ A _~A~N-DNA -Cy3
Glutaraldeido ’\
PMMA Inser¢do da Dok ~ PI:IMAd
Aminado Proteina A imobilizado

Figura 2.10: (a) Tratamento quimico utilizado para amina¢do do PMMA proposto pelo artigo [33].
(b) Tratamento quimico utilizado para comparagédo do processo de aminagdo do PMMA [41]. (c) Tratamento
com glutaraldeido para fixa¢do do DNA. Figura adaptada de [33]

O resultado do experimento realizado para avaliar a densidade das aminas
primarias estd expresso na Tabela 2.1 (a), onde foi comparado com o processo de
incubacéo realizado em meio aquoso [41], Tabela 2.1 (b). Observa-se que o protocolo
representado na Figura 2.10 (a) é mais simples, entretanto apresenta densidade de
0,29 nmol NHz/cm? de aminas primarias, ou seja, quase o dobro da densidade de aminas

primarias apresentado pelo protocolo da Figura 2.10 (b), que foi de 0,16 nmol NHz/cm?.
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Tabela 2.1: Quantificacdo dos grupos aminas no PMMA quimicamente modificado. Adaptada de [33].

Condigoes quimicas de incubagao Densidade
(nmol NH,/cm?)

(a) I h 0.28 + 003
2h 0.29 = 0.02
(b) Meio aquoso 0.16 = 0.01

Por sua simplicidade e eficiéncia este protocolo foi o escolhido para utilizacéo
no presente trabalho, sendo utilizada a proteina A para imobilizacdo, logo apos a
fixacdo do glutaraldeido, conforme indicado na Figura 2.10 (c). O protocolo bioldgico

completo sera descrito detalhadamente na metodologia apresentada no Capitulo 4.
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Capitulo 3

Fundamentacao tedrica do sensor optico

3.1 Caracteristicas da fibra curvada

Para uma melhor compreensdo do funcionamento do sensor desenvolvido,
apresentam-se alguns conceitos do funcionamento de uma fibra Optica. Fibras Opticas
sdo guias de onda, em que a luz é guiada pelo fenbmeno da reflexdo interna total,

limitada pelo angulo critico (6c), determinado pela equagéo

12 (3.1)

onde n; é o indice de refracdo do nucleo da fibra e nz € o indice de refracdo da casca.

Parte dos modos da luz guiada no nucleo séo transferidos para a casca, sendo
denominado de campo evanescente. Esta distancia de penetracdo (dp) dos modos na
casca € conhecida também como comprimento de penetracdo, determinado pela
Equagdo (3.2), onde o valor do campo evanescente cai 1l/e do valor na interface

nucleo/casca.

d, = A (3.2)
P 2mn, (sen?6 — sen26,)1/2

Cada um dos caminhos percorridos pelos raios de luz define um modo de
propagacdo. As fibras dpticas sdo classificadas em monomodo (SM) e multimodo
(MM), podendo ainda as fibras MM serem fabricadas com o indice degrau (SI) ou
indice gradual (Gl). As fibras SI tem um indice de refraccdo constante em todo o
nacleo, sofrendo uma mudanca abrupta na interface nucleo/casca. As fibras GI tem uma
distribuicdo parabdlica do indice de refrac¢do, diminuindo gradualmente em fungéo da

distancia radial a partir do centro do nucleo [42].
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As fibras dpticas plasticas (POF) sdo normalmente MM, com excec¢do das POFs
microestruturadas. A POF utilizada neste trabalho é MM, com 1000 pm de didmetro
total, sendo o didmetro do seu nucleo de 980 um. Usualmente formadas de PMMA, as
POF foram desenvolvidas na década de 1960. Por conta da sua maior atenuacdo,
comparada com as fibras de silica, ela ndo é muito usada em transmissao de dados a
longas distancias. Entretanto, em funcdo da praticidade no manuseio e do baixo custo de
fabricagcdo, o desenvolvimento de sensores usando POFs tem sido amplamente
pesquisado em laboratorios interessados em aplicacGes de sensores opticos [1].

A facilidade para dobrar estas fibras e sua utilizagdo como sensores em fluidos
tem sido amplamente investigada. Em uma fibra dobrada as condic¢des de propagacéo se
alteram e alguns modos que se propagavam no nucleo da fibra reta sdo perdidos para a
casca, ou seja, 0s modos mais elevados que atingem a interface ndcleo/casca com um
angulo menor do que 6c perdem sua energia para a casca. Este mesmo processo ocorre
também com os modos de casca na interface da casca com a solugdo em que o sensor
esta imerso. Havera entdo outro angulo critico em que os modos de casca que atingirem
esta interface com angulos superiores serdo guiados. Alguns modos na curva atingirdo a
interface em angulos menores do que o angulo critico, sendo perdidos para a solucdo.
Desta forma parte da energia emitida na entrada da fibra sera perdida, ndo atingindo a
outra extremidade da fibra. Observa-se entdo que o indice de refracdo da amostra
determina a energia que sera guiada pela fibra para a sua saida.

Uma andlise desenvolvida para uma fibra sem casca curvada [43], é apresentada
na Figura 3.1, demonstrando a relagdo entre as poténcias de entrada e de saida como

uma funcao do angulo da curva da fibra.
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Figura 3.1: Fibra em curva com variagiio do angulo (¢). p — raio do nucleo; n1 — indice de refracéo da fibra;
n2 — indice de refracdo do meio externo; R — raio da curva; r — distancia entre o centro da curva e a luz guiada;
zp — distancia de meio periodo entre sucessivas reflexdes na fibra esticada [11].

A atenuacdo da poténcia ao longo da fibra na direcdo (z) de propagacéo € descrita

por

P(z) = P(0)exp(—yz) (3.3)

onde vy ¢ o coeficiente de atenuagdo determinado pela relagdo entre 0 valor médio do
coeficiente de transmissdao T, e pela distdncia de meio periodo entre sucessivas
reflexdes, denominado zp [43] e [44].

T (3.4)

Por analogia, descreve-se a atenuacdo da poténcia ao longo da fibra curvada, em

fungéo do angulo de curvatura ¢ por

P(¢) = P(0)exp(—y¢) (3.5)

onde, também por analogia, o coeficiente de atenuacdo y agora se relaciona com o
angulo ¢p (Figura 3.2) entre sucessivas cristas da onda, ou reflexdes, em que ha

atenuacéo de poténcia. Assim
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T (3.6)

C

Figura 3.2: Destaque para os angulos de reflexdo dentro da fibra curvada. (i) reflexdes alternando entre as
superficies externa e interna; (ii) reflexdes na superficie externa; ¢r — dngulo entre duas reflexdes consecutivas
na superficie externa; 04 — angulo de reflexo na superficie externa; 0’ — angulo de reflexéo alternando entre
as superficies interna e externa; z — dire¢do de propagacdo da luz. n1 — indice de refracdo interno; nz — indice
de refragdo externo. Figura adaptada de [43]

Para simplificar a analise, consideram-se as reflexdes na superficie externa da

curva. Assim temos

¢p = 204, (3.7)

onde
04 — angulo entre o caminho do feixe luminoso e a tangente da interface externa da

curva.

O angulo 84 se relaciona com o angulo de incidéncia @ através da expressao

(3.8)
(9 )_ cos(0)
cos(fs) = To e
logo
(3.9
0. = cos-1 rocos(6)
$ = COS ( R+p
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onde R é o raio da curva, p é o raio do nucleo e ro € 0 valor de r quando ¢ = 0, de acordo
com a Figura 3.1. Obtendo-se entéo T e ¢, pode-se calcular o coeficiente de atenuagéo y
da Equacéo (3.4).

A poténcia total Ps em funcdo da curva € encontrada integrando-se todos os

raios. Assim,

R+p 0.(r) (3.10)
P.(¢) = P(0) f dr f exp(~y$)do.
R-p )

O angulo critico aparece como funcdo de r (distancia entre o centro da curva e a luz
guiada), pois na analise realizada o guia de onda plano considerado tem perfil gradual
no nucleo, ou seja, ny(r). Para simplificacdo, pode-se considerar ¢(r) = 0.. Este estudo

foi também aplicado para curvas com diferentes raios [44].

3.2  Caracteristica da poténcia de saida com a variacéo do indice de refracdo do

meio externo

A integral que define a poténcia de saida, Equacdo (3.10), depende do coeficiente
de atenuagao y determinado pela razao entre T e ¢ Segundo a Equacéo (3.6).

O coeficiente de transmissdo (T) é definido por [45]:

_— 2 \? (3.11)
=ap (a + ,B) '
onde
_ cos 0; (3.12)
"~ cos@;’
e
_ M _ Hin; (3.13)
HaVy  PoTy’
onde:

6i e 6 — angulos de incidéncia e transmissao respectivamente.

11 e w2 — permeabilidade dos meios 1 e 2 respectivamente.

27



v e V2 — velocidade da onda nos meios 1 e 2 respectivamente.

Reescrevendo-se o em fungéo apenas do angulo de incidéncia, tem-se:

- 2 (3.14)
_J1—sen?6; \/1 - [(n—:) sen Hl-]
=T ose, cos 6; ’
e considerando-se 1 = u2, tem-se:
g==2. (3.15)

ny

Considerando-se que no caso de uma fibra sem casca de 1 mm a razdo ro/(R+p) é

aproximadamente um, tem-se da Equacéo (3.9) que

(3.16)
64 = cos™'(cos(6;)).

Substituindo-se a Equacgéo (3.16) na Equacéo (3.7) encontra-se ¢y.

A Equacdo (3.10) pode ser resolvida, sabendo-se que 8 = 6;, 0¢(r) = 6c; Assim:

Pi(¢) = P(0)[R+p — R+ p][6, + 0.] exp(—y ) (3.17)

Pi(¢p) = 4P(0)pb. exp(—y ). (3.18)

Como no caso em estudo neste trabalho, ¢ = cte = z, pode-se calcular a poténcia

de saida em funcéo do indice externo, P(n2). Assim,

P;(n;) = 4P(0)pBcn, exp[—yn,m]. (3.19)

Observa-se ainda que, para uma saida normalizada, precisa-se calcular a poténcia
inicial, ou seja, quando n2 é igual ao seu valor minimo. Neste caso a poténcia de saida é

maxima, igual a um. Assim
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P(0) =P(ny,, ) (3.20)

1=4P(n,,, )pbcn, . exp[—yn,, 7| (3.21)

1 (3.22)

4p6€n2min eXp[—]/nzminT[] .

p (nzmin) =

Utilizando-se as Equaces (3.7), (3.11), (3.14), (3.15) e (3.16) pode-se calcular
numericamente um valor para y. Sabe-se da Equacdo (3.1) que 6c é funcdo de n1 e na.
Desta forma, considerando-se uma fibra sem casca, com p = 0,5 mm, onde n; é igual a
1,49 e nz (meio externo) varia entre 1,3329 e 1,3928, foi realizada uma simulacdo para
avaliar o comportamento desta fibra com a variacdo do indice de refracdo do meio
externo. Estas condi¢bes foram escolhidas pois simulam o sensor implementado neste
trabalho. Os valores para n. foram os utilizados nos experimentos que seréo
apresentados no Capitulo 5. Na Figura 3.3 decorrente desta simulacdo, observa-se a
influéncia da variacdo do indice de refracdo da amostra na avaliacdo quantitativa da luz

guiada pela fibra curvada [11].
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Figura 3.3: Caracteristica de poténcia de saida normalizada com a variacdo do indice de refragdo do meio
externo coma fibra dobrada com angulo fixo de 180°.

Observou-se uma atenuacdo de 30 % em relacdo a poténcia de entrada
normalizada por conta da fibra estar curvada com um angulo de 180°. As condicdes de
implementacdo desta simulacdo foram simplificadas, apenas para a observacdo do
fendmeno e validagdo das equagdes apresentadas. Entretanto, simulagbes com um
programa especifico para modelagem serdo apresentadas no Capitulo 5.

3.3  Sensores a fibra optica para refratometria

Para 0 escopo deste trabalho, os sensores tém a finalidade de atuar como
imunossensores. Entretanto, em seu processo de funcionamento béasico, eles determinam
a variacdo do indice de refracdo da amostra. Esta determinacdo do indice de refragdo
dos liquidos € uma das areas da pesquisa de aplicacfes das fibras Opticas. Aumentar a
precisdo da medida dos indices de refracdo, utilizando sensores oOpticos € um dos
objetivos principais dessas pesquisas. Relatam-se resultados com incertezas de 2x103 e
5x10° para indices de refracdo entre 1,30 e 1,59, sendo esta uma precisio suficiente
para as industrias que produzem liquidos como 6leos, detergentes e sucos [5].

O conhecimento aprofundado das propriedades fisicas da fibra é indispensavel

para 0 avanco da pesquisa em sensores. O estudo do campo evanescente, a relacdo entre
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os indices do nucleo e da casca da fibra, os efeitos do taper (processo de afinamento da
fibra) e da curva na fibra séo temas constantemente investigados em pesquisas [46]. A
variacdo destas propriedades e seus efeitos como a mudanca da poténcia de saida, ou do
espectro da luz guiada sdo alguns dos itens estudados no desenvolvimento desses
Sensores.

Em outro estudo observou-se também que na regido de indice de refracdo entre
1,300 e 1,450 a curva de resposta € praticamente linear, sendo isto uma facilidade para a
producéo de sensores que trabalhem nesta regido proxima ao indice de refracdo da agua
pura [47].

As fibras plasticas apresentam maior facilidade para serem dobradas e assim
utilizadas como sensores na medida de indice de refracdo. Esta técnica de fabricagdo de
sensores de indice de refracdo com a fibra curvada foi utilizada também na producéo de
uma micro fibra de plastico (m-POF) com diametros entre 20 um e 40 um. Foram
realizadas pelos autores simulagdes que comprovaram a eficiéncia do sensor em forma
de U [48]. Além da medida de indice de refracdo, este sensor foi utilizado para medir
variacdes de temperatura entre 10 °C e 70 °C, apresentando excelentes resultados [49].

Ainda sobre a técnica de curvar a fibra, encontra-se na bibliografia outro sensor
utilizando uma fibra POF de 1 mm moldada em forma de U com raio de curvatura de
5,0 mm [50]. Esta foi polida num angulo de 60° alcancando este polimento uma
profundidade de até 600 um. A sensibilidade normalizda deste sensor atinge uma
atenuacdo de 40 % da poténcia Optica transmitida, em medidas feitas em indices de
refracdo de 1,33 a 1,40, o que é equivalente aos trabalhos anteriores realizados no LIF.

A andlise da sensibilidade em sensores em forma de U com a fabricacdo de
tapers tem sido estudada também em fibras convencionais de silica. Num estudo
realizado, fibras afinadas de 125 pum até 20 um demostraram que a poténcia Optica
comeca a cair a partir de 70 um de diametro, produzindo uma atenuacdo ainda mais
rapida para os afinamentos entre 30 um e 20 um de diametro desta fibra [51].

Estudos demonstram que a variagdo do raio da curva implementada na fibra e a
variacdo do didmetro da fibra através da producéo de tapers ou com fibras de espessuras
diferentes, aumentam a sensibilidade do sensor em forma de U [52], [26]. Estas
modificagdes serdo tambeém investigadas no presente trabalho atraves de modelagem
computacional.

Visando-se aumentar a sensibilidade de um sensor em forma de U feito com

fibra dptica de silica, foram acrescentadas diferentes formas de curvas na fibra,
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formando sensores em forma Espiral e Zigue-zague [53]. Os resultados apresentados
para os sensores U e Espiral foram similares, sendo capazes de avaliar concentragdes de
etanol e metanol em &gua a 10 %, com variagdes a cada 1 %. J& o sensor Zigue-zague
avaliou as mesmas concentracdes com uma sensibilidade 10 vezes maior. Estas
configuracBes de sensores Espiral e Zigue-zague serdo avaliadas para a fibra POF no

presente trabalho através de modelagem computacional.

3.4 A morfologia da Escherichia coli e 0 imunossensor

As bactérias sdo invisiveis ao olho humano, sendo medidas em micrémetros
(um). Elas variam de tamanho, dependendo da espécie, mas a maioria tem didmetro ou

largura entre 0,5 um e 2,0 um aproximadamente. Elas se apresentam em trés formas:

e Cocos: sdo esféricas ou elipticas;
e Bastonetes ou bacilos: sdo cilindricas, com extremidade reta ou
arredondada;

e Egspirilos: sdo em forma de hélice, saca-rolhas, ou espiralar.

As cilindricas podem variar de 2 a 3 um de comprimento. J& as espiraladas
podem chegar a 100 um de comprimento [54].

Escherichia coli, bactéria escolhida como antigeno neste trabalho, tem forma de
bastonete e habita constantemente o intestino humano. A presenca da E. coli em agua
pode indicar contaminagdo fecal. A doenca mais comum causada pela E. coli é a
infeccdo urinaria, podendo também estar envolvida em septicemias, meningites e outros
tipos de infecces, com maior ocorréncia em criancas e mulheres gravidas [55].

Considerando-se que o sensor desenvolvido no presente trabalho utiliza uma
fibra POF de 1,0 mm de diametro (Ds) e o comprimento (Ls) da parte sensivel é de

aproximadamente 10 mm, a area util do sensor (As) sera:

A, =m.Ds. Ly =m.1,0.10 = 7. 10 mm? (3.23)

Considerando-se o tamanho médio da bactéria E. coli em forma bastonete, como

sendo 1,0 um de diametro (Dp) e 0 comprimento (Lb) de 2,0 um podemos estimar a area
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de contato da bactéria (An) com a fibra, como sendo metade de sua area total, ja que
apenas um lado da bactéria se fixara a fibra, considerando-se também todas as bactérias
deitadas. Assim:

_T[.Db.Lb_T[.l,O.Z,O
b= 2

(3.24)

=1 um? = 1. 107% mm?

Desta forma, estima-se entdo que o nimero méaximo (N) de bactérias para cobrir

a area sensora sera da ordem de:

v s _ T.10' (07 bactér (3.25)
=2, " m10s - actérias

O becker utilizado nos experimentos deste trabalho contém 5 ml da amostra.
Assim, se um sensor imerso numa amostra com 10* UFC/ml capturar todas as bactérias
da amostra, ainda ndo formara um filme sobre a fibra. Entretanto, espera-se que ele seja
capaz de ser sensivel para identificar concentracdes ainda mais baixas, capturando um

pequeno nimero de bactérias.
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Capitulo 4

Metodologia e montagem experimental

4.1  Protocolo de remocéao da casca da POF

O procedimento de remoc¢do da casca da fibra foi aplicado de acordo com a
literatura de referéncia [56]. Um lenco de papel para lentes, tamanho de 30 mm?, foi
dobrado em dois. Aplicou-se aproximadamente 0,2 ml de acetona 100 %, sendo o
suficiente para satura-lo. Feito isso, o lenco foi friccionado cuidadosamente por
10 segundos na regido em que se quer remover a casca. A fibra tornou-se bastante
fragil. Para remover o excesso da acetona, aplicou-se a mesma quantidade de agua
destilada sobre 0 mesmo tecido, mantendo-se levemente a friccdo na mesma regiéo.
Neste instante, percebeu-se a casca da fibra sendo removida. A regido entdo foi lavada
com alcool isopropilico para garantir que o nacleo ficasse livre de impurezas.

Observou-se com o auxilio de um microscopio Optico que a regido do nucleo ndo
é afetada (Figura 4.1). Caso ainda houvesse algum vestigio de casca, 0 processo seria
repetido, sempre com o cuidado de ndo arranhar o nucleo. Esse procedimento foi

realizado na fibra antes desta ser dobrada no processo de fabricacéo.

Figura 4.1: (a) POF descascada; (b) Ampliacdo da area descascada. Observa-se parte da casca solta na
interface da regido com casca/sem casca.

4.2  Fabricacao dos sensores POF
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Considerando-se os estudos anteriormente apresentados, o sensor foi fabricado
utilizando-se o equipamento desenvolvido no LIF (Figura 4.2 (a)). Este equipamento ja
havia sido utilizado em trabalhos anteriores do laboratorio [11]. A fibra é colocada no
molde em forma de U. Logo apés, a fibra foi aquecida por um jato de ar quente, durante
25 segundos. Aguardando-se 10 segundos para resfriamento, a fibra permaneceu na
forma definida. Esta4 técnica é conhecida como flame-brush. No caso das fibras
plasticas, apenas um jato de calor € suficiente para o derretimento na forma do molde.
As extremidades da fibra foram entdo cortadas, numa distancia de aproximadamente
2,0 cm e suas pontas clivadas e polidas para o acoplamento adequado da luz no guia. A
Figura 4.2 (b) mostra uma ampliacdo da area onde os sensores foram fabricados e a

Figura 4.2 (c) mostra um sensor fabricado em forma de U.

(b)

. Equipamento

(a) (c)

Figura 4.2: (a) Equipamento desenvolvido para produzir sensores em forma de U. (b) Ampliacdo da area onde
0s sensores sdo curvados. (c) Sensor fabricado em forma de U. Figura adaptada de [2].

O dispositivo eletronico utilizou um LED [57] e um fotodiodo [58]. Para fixacéo
de ambos junto a fibra, foi utilizado um suporte inicialmente desenvolvido, conforme a
Figura 4.3 (a). Ele acopla o LED na entrada do sensor e o fotodiodo na saida do sensor.

Para as medidas realizadas pelo imunossensor, tornou-se necessario eliminar a
influéncia da variacdo de outros parametros que pudessem mascarar os resultados, como

a turbidez da amostra, por exemplo. Desta forma, passou-se a utilizar um sensor de
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referéncia idéntico, fabricado sobre as mesmas condicdes, que trabalhou em paralelo
com imunossensor. O sensor de referéncia ndo passou pelo processo de funcionalizagéo
para capturar as bactérias. Assim, quando ele foi exposto as mesmas condi¢des durante
0 experimento, ou seja, sendo imerso na amostra paralelamente ao sensor
funcionalizado, ele ndo capturou as bactérias. Caso este sensor de referéncia
demonstrasse alteracbes elas apontariam variaches de parametros da amostra
independentes da captura de bactérias. A diferenca dos sinais emitidos pelos dois
sensores pode ser observada simultaneamente.

Um novo suporte foi confeccionado para a utilizacdo do sensor de referéncia em
paralelo, como mostra a Figura 4.3 (b).

A variacdo da poténcia Optica de saida € um parametro importante no processo de
medicdo. Qualquer mudanca na posi¢do do sensor em relacdo ao fotodiodo ou ao LED
podem alterar a leitura do valor da tensdo de saida do sistema, ocasionando num
resultado falso. Assim, neste novo suporte, foram introduzidos parafusos de fixacdo da
fibra, garantindo um melhor ajuste e imobilizacdo do sensor, conforme mostra a
Figura 4.3 (c). A placa do circuito com o LED e o fotodiodo, Figura 4.3 (d), foi

aparafusada no suporte.

Figura 4.3: (a) Suporte simples para o LED, fotodiodo e sensor. (b) Suportes duplo para dois LEDs, dois
fotodiodos e parafusos de fixacao para dois sensores. (c) vista do suporte duplo com sensores. (d) placa com
LEDs e fotodiodos.
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O LED com comprimento de onda de 880 nm e o fotodiodo utilizados foram
escolhidos observando-se um melhor casamento entre 0 comprimento de onda emitido
pelo LED e o capturado pelo fotodiodo. Comparando-se o espectro do LED,
Figura 4.4 (a), com o espectro do fotodiodo, Figura 4.4 (b), observa-se que 0 maximo da

intensidade luminosa tanto no LED quanto no foto encontram-se numa mesma regiao.

Let=f(A) g f 0
rel =

OHROE77
100 100 Fa

f S /)
T // \ Va1 A

OHFO1129

g0 60 /

20 / 20 / \
4
0 \'“"" 0
750 800 880 900 950 nm 1000 400 600 800 1000 nm 1200
(a) (b)

Figura 4.4: (a) grafico da intensidade espectral relativa emitida pelo LED (Irel) por comprimento de onda (1)
[57]. (b) grafico da sensibilidade espectral relativa do fotodiodo (Srel) em fun¢io do comprimento de onda (A)
[58].

Durante o projeto, foram também realizados experimentos com uma fibra POF
de 250 pum de didmetro. Foram moldados raios de curvatura de 4,0 mm e 1,5 mm,
utilizando-se a mesma técnica flame-brush, No caso do raio de 1,5 mm foi utilizado um
parafuso com este raio para moldar a curvatura (Figura 4.5 (a)). A Figura 4.5 (b) mostra
uma ampliagdo da fibra em volta do parafuso. Para fixacao desta POF de 250 um de
didametro no suporte foram adaptados guias de agulhas visando um melhor ajuste dos

sensores. A Figura 4.5 (¢) mostra o sensor fixado no suporte com as agulhas.

37



Agulhas

Figura 4.5: (a) Fabricacéo do sensor com fibra de 250 um. (b) Ampliacdo da imagem do sensor sendo moldado
pelo parafuso. (c) Sensor com fibra de 250 um, fixado ao suporte com o auxilio de agulhas.

4.3  Aconfiguracao eletronica utilizando o Amplificador Lock-in

Considerando-se que o presente trabalho se propbe a prosseguir o
desenvolvimento e implementacao dos sensores para refratometria € imunossensores no
LIF [10], [11], alguns resultados da utilizagdo do sistema com o Amplificador Lock-in
serdo apresentados nesta Tese para comparagdo. Desta forma a Figura 4.6 mostra um
diagrama de blocos do experimento realizado para medicdo do indice de refragdo com

os sensores & fibra Optica, utilizando-se o Amplificador Lock-in.

38



PC

Amplificador
Lock-in
T VT T 7 Transdutor |
1 7% % 1
| — o | |
Placa de | oL
Aquisicio '\ \ I } 'r
Advantech : t
PCI-1711 1 \\// :
1
I : 6|L [ Sensor
Placa de Demotie
Fonte Condicionamento [
do Sinal

Figura 4.6: Diagrama de blocos do experimento realizado para medicéo do indice de refragdo com os sensores
a fibra dptica utilizando o Amplificador Lock-in [11].

No setup implementado, um LED acoplado a fibra recebe um sinal senoidal
gerado pelo Simulink®, simulador do Matlab® que também captura o sinal de um
fotodiodo colocado do lado oposto da fibra. O Simulink® se comunica com o circuito
através de uma placa de aquisicdo de sinais (PCI 1711 da Advantech) [59]. Este sinal é
rastreado e recuperado sem interferéncias por um Amplificador Lock-in implementado
no Simulink®.

No Amplificador Lock-in o sinal de entrada proveniente do sistema fisico é
amplificado e um sinal de referéncia é fornecido ao amplificador como uma tensdo na
mesma frequéncia do sinal a ser analisado, tendo também uma fase fixa em relacdo ao
sinal de estudo. Para isso, normalmente, os sinais de entrada e referéncia séo
provenientes da mesma fonte. No Amplificador Lock-in, diferente dos voltimetros, o
ruido ndo e retificado e aparece na saida como uma flutuagdo AC. Assim, o sinal de
entrada de interesse, uma vez convertido em nivel DC, pode ser separado do ruido por
meio do uso de um filtro passa baixa simples. Desta forma a leitura do sinal de saida no
instrumento nao ¢ afetada pela presenca de ruidos no sinal de entrada.

A configuracdo atual, utilizando-se a plataforma Arduino, apresentou resultados
compativeis com o Amplificador Lock-in, sendo, porém, mais simples e portatil,

atendendo melhor aos objetivos futuros deste projeto.
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4.4  As configuracdes eletronicas desenvolvidas para a plataforma Arduino

Durante o desenvolvimento do sistema eletronico, dois circuitos eletrénicos
foram desenvolvidos, visando medidas mais estaveis e precisas. Na primeira
configuracdo, mostrada na Figura 4.7, um LED é alimentado por uma fonte de corrente
controlada pela plataforma Arduino. A configuracdo eletrénica mantém a corrente em
20 mA, proporcionando uma operagdo estavel do LED. Assim, a luz recebida por um
fotodiodo diminui de acordo com o diferente indice de refracdo do meio externo, ou de
acordo com a quantidade de bactérias capturadas pelo anticorpo fixado no
imunossensor. A saida do circuito receptor, que contém o fotodiodo e um amplificador,
retorna o sinal para o Arduino, sendo o sinal lido simultaneamente por um multimetro
digital (Tektronix DMM 4050). No Arduino a tensdo de saida lida é a média dos 100
ultimos valores medidos. J& no multimetro é feita a média de 50 valores de tensdo
medidos. Desta forma podemos avaliar a incerteza medida de forma diferente e
compara-las. Este novo circuito implementado com o Arduino utiliza tenséo continua de
5V, diferente do sistema com Amplificador Lock-in que precisa da tensdo alternada de
12 V. A Figura 4.8 mostra o circuito eletrénico analdgico, de interface com o driver do

LED e condicionamento de sinal do fotodiodo e seus respectivos componentes.

]
A0 :
> Plataforma Al !
Arduino
Vit B pemee Tasdutor Vo
Controlador : : Placa de
do 5 .7h| | ’ﬁ( . > Condicionamento
LED 1 : do Sinal

Figura 4.7: Diagrama de blocos do setup implementado inicialmente com a plataforma Arduino
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Figura 4.8: Circuito de entrada para o conversor A/D (condicionador de sinal). e a saida do
conversor D/A com PWM (driver).

A Figura 4.9 mostra a segunda configuracdo desenvolvida para medicao,
utilizando um setup com sensor de referéncia. Esta foi desenvolvida para comportar o
sensor ndo funcionalizado como referéncia. Conforme apresentado anteriormente, este
sensor, teoricamente, ndo deve sofrer alteracdes em sua saida durante as medidas
realizadas com a amostra de bactérias. Desta forma, caso ele sofra alguma alteracéo
pode-se considerar que a solucdo sofreu a mudanca de seu indice de refracdo,
independente da captura dos micro-organismos.

Para um correto funcionamento do sistema, ambos os sensores devem ser
imersos em solucéo salina para calibragdo. Apds a estabilizacdo dos valores das tensdes
de saida, os sensores sdo entdo imersos nas solugGes com concentracfes especificas de
bactérias, iniciando-se assim o processo de medigdo. O circuito implementado para

condicionamento do sinal e drivers & mostrado na Figura 4.10.
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Figura 4.9: Diagrama de blocos do setup implementado com sensor de referéncia.
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Figura 4.10: Circuito de condicionamento do sinal e drivers para a plataforma Arduino
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Incialmente o programa mostra na tela as opgdes para “Calibrar o Sistema”,
“Realizar medidas”, “Parar as medidas ou a calibragdo” ou “Alterar o intervalo entre as

medidas”, conforme apresentado na Figura 4.11.

& come [E=H E= =

SISTEMA DE MEDICAC DE INDICE DE REFRACAO.
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< C » Calibrar o Sistema.

< M > Realizar medidas.
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Opcao:

Autoscroll :Nu lineending « (9600baud &

o0) S T b

16:56
10/08/2017 | |

Figura 4.11: Tela apresentada pela interface da plataforma Arduino

No processo de calibracdo as correntes nos LEDs sdo ajustadas até que os
valores inteiros provenientes do conversor analdgico-digital (A/D) estejam de acordo
com o valor 4,0 V, definido como referéncia para a saida de ambos os sensores. A
incerteza da medida foi também previamente definida no programa com o valor em
+/- 5 mV. Quando estes valores sdo alcangados o processo de calibracdo € encerrado.
Apos a calibragdo, inicia-se 0 processo de medigdo do imunossensor com os dados
sendo coletados automaticamente a cada minuto. As medidas podem ser encerradas a
qualguer momento. Nos experimentos realizados foram aguardados 40 minutos. A
Figura 4.12 mostra o sistema em funcionamento. Um fluxograma do processo de
calibracdo e medicéo do sistema é mostrado na Figura 4.13 para facilitar a compreenséo
do processo. O programa completo encontra-se no Anexo A.
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Figura 4.12: Sistema de medigdo com a plataforma Arduino em funcionamento.
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Figura 4.13: Fluxograma do processo de calibragdo e medigdo com o sistema.
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45  Metodologia de analise da incerteza da medicéo e sensibilidade

Os dados coletados durante os experimentos foram modelados matematicamente e
avaliados de acordo com o Guia para a Expressao da Incerteza de Medi¢do (GUM 2008)
[60], utilizada pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO). Este procedimento pode ser resumido através dos seguintes passos:
1) definicdo do mensurando; 2) diagrama causa-efeito; 3) avaliacdo da incerteza -
padrdo; 4) calculo dos coeficientes de sensibilidade; 5) componentes de incerteza e
6) calculo da incerteza-padrdo combinada. Estes passos ja foram utilizados e
exemplificados no projeto inicial deste sensor para medicao de indice de refracdo [11].
A avaliacdo e interpretacdo dos valores gerados passo a passo possibilita a identificacdo
das fontes que causam maior impacto no processo.

Para uma andlise inicial do funcionamento dos sensores, os dispositivos foram
calibrados utilizando-se solu¢des de sacarose preparadas com &gua destilada esteéril.
Estas solucdes permitem avaliar a sensibilidade, preciséo e repetibilidade de medicao
dos sensores. As concentracdes de sacarose fabricadas com 15 %, 25 %, 30 %, 45 % e
52 % produzem indices de refracao de 1,35, 1,36, 1,37, 1,38 e 1,39, respectivamente,
todos medidos por um refratbmetro Abbe comercial [11]. Estes valores de indice de
refracdo foram escolhidos por representarem pontos no intervalo entre agua pura
(n = 1,33) e uma pasta de bactéria (n = 1,39) determinados num experimento realizado
anteriormente no LIF. Durante o procedimento de calibracdo, cada sensor foi
sequencialmente imerso nas solucdes calibradas, e 10 conjuntos de medicdes foram
registradas. Em seguida, os parametros de incerteza foram avaliados de acordo com o
GUM 2008. A sensibilidade (S) ¢ verificada pela primeira derivada da curva em relacéo

ao indice de refracdo (n), dada por:

— aVout (44)

S
on

4.6  Protocolos quimico e biolégico utilizados na funcionalizagdo e imobilizacao

do imunossensor

O primeiro protocolo utilizado para a ligacdo de anticorpos foi adaptado de
acordo com a metodologia proposta pela literatura [33]. Os sensores foram limpos com
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isopropanol (99 %) durante 5 min, e depois completamente lavados com agua destilada
estéril. As fibras foram incubadas numa solucdo de hexametilenodiamina (HMDA) a
10 % preparada com 100 uM de tampao borato pH 11,5 durante 2 horas a 30 °C. Depois
de lavados duas vezes com agua destilada, os sensores foram secos durante 2 horas a
30 °C. Para ativar a aminacdo, as fibras foram colocadas em uma solucdo de
glutaraldeido a 2,5 % preparado em tampédo de fosfato pH 8,0 com 0,1 M durante
2 horas a 30 ° C. Ap0s este tratamento, as fibras foram lavadas vigorosamente trés vezes
com tampao de fosfato de pH 8,0 com 0,1 M, seguido por secagem durante a noite toda
a 30 °C.

Posteriormente, as fibras foram incubadas com proteina A estafilocdcica
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a 0,05 mg/ml, diluida em tampéo de carbonato de
sodio (Na2COs) pH 9,5 durante 1 hora a 30 °C. Para evitar a ligagdo ndo especifica
durante o processamento, os locais de ligacdo foram blogueados por tratamento com
albumina de soro bovino a 0,1 % em solucédo salina a 0,85 %, pH 7,0. O blogueio foi
realizado durante 1 hora a 30 °C sob agitacdo. Subsequentemente, as fibras foram
lavadas trés vezes em solucdo salina a 0,85 %, pH 7,0. Finalmente, as fibras tratadas
foram deixadas em contato com 600 pL de suspensdo de anticorpos anti-E. coli O55
(0,2 mg/ml) obtido comercialmente (AbD Serotec, UK), durante 4 horas a 30 °C e
lavadas trés vezes em solucgéo salina a 0,85 %.

Visando-se uma melhor funcionalizacdo do PMMA, apdés estudos e a realizacédo
de alguns experimentos, uma nova etapa foi incluida neste protocolo experimental
(segundo protocolo) [26]. Antes da aminacdo pela solugcdo de HMDA, solubilizou-se o
PMMA em acido sulfarico (H2SOs) concentrado, na propor¢cdo molar 1:100, a
temperatura ambiente por 15 minutos e em seguida a 60 °C por 2 horas, com a
finalidade de obter uma hidrdlise total do PMMA. A etapa do HMDA também foi
alterada para 24 horas. A Figura 4.14 mostra um fluxograma de todo o processo para

facilitar a compreenséo de cada etapa.
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Figura 4.14: Fluxograma do protocolo bioldgico utilizado na funcionaliza¢éo do sensor.

Cepas de Escherichia coli EPEC 055 foram mantidas em cultura de trabalho a 4

°C em 4gar triptona de soja (TSA- Interlab, SP, Brasil). Para uma suspenséo inicial de

1,5 x 10® UFC/ml de Escherichia coli, um in6culo bacteriano foi transferido para um

tubo contendo solucdo salina de NaCl 0,9% estéril e a turbidez foi comparada com a

escala 0,5 de McFarland. Suspensdes subsequentes foram preparadas em dilui¢des

seriadas de 1:10. obtendo-se assim concentracdes de bactérias de 108 e 10* UFC/ml. A

Figura 4.15 ilustra o processo de diluicdo das concentracdes de bactérias.

Os parametros bioldgicos relacionados ao anticorpo e a bactéria que verificam

suas atividades, assim como a observacdo da fase, temperatura, pH e possiveis

contaminagdes, foram monitorados e avaliados periodicamente.
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1,5 x 108 UFC/ml
TSA Escala McFarland - 0,5
24 horas; 37 °C

10 ml
1ml 1ml 1ml 1ml
ey g
Cad:':l tu9bo | 1 1 1
coniemm 100 1000 10000
De solugao salina
107 106 10° 104 UFC/ml

Figura 4.15: Processo de dilui¢do das concentragdes de E. coli
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Capitulo 5

Modelagem computacional do sensor

Neste capitulo, apresentam-se 0s procedimentos para a construgdo de
modelagens computacionais, visando a comparagdo entre resultados experimental e

simulado obtidos neste trabalho.
51 O BeamPROP™ e a modelagem Optica utilizando o método BPM

O BeamPROP™ ¢ uma ferramenta baseada no Método de Propagacao de Feixe
(BPM) para projetar simulacdes de dispositivos e circuitos de guia de ondas integradas e
de fibras Opticas. Seus recursos avangados permitem a simulacdo com eficiéncia de
dispositivos complexos.

O BeamPROP™ tem aplicacGes em uma ampla gama de dispositivos integrados
e de fibra Optica, incluindo, dispositivos WDM (Multiplexacdo por divisdo de
comprimento de onda; do inglés Wavelength-division Multiplex) tais como roteadores
de rede de guias (AWG - Arrayed waveguide gratings) em matrizes; interruptores,
como acoplador direcional; moduladores, como os do tipo Mach-Zehnder; dispositivos
de interferéncia multimodo; design de fibra padrdo e especial; estruturas dos sensores
dentre outros.

O software tem capacidades de simulacdo 2D e 3D, com malha ndo uniforme
para materiais anisotropicos e ndo lineares. E capaz de implementar formulacio de
BPM bidirecional para considerar a reflexdo ao longo da direcdo de propagacdo. Possui
ferramentas de medicdo abrangentes para calcular campos, distribuicdo de energia,
perda, etc.

O método de propagacdo do feixe é uma maneira numérica de determinar 0s
campos dentro de um guia de ondas. Com este método, o perfil de modo de um guia de
onda incomum, como um acoplamento em y, pode ser determinado com facilidade. O
perfil do modo dindmico pode ser estimado enquanto a onda se propaga através do guia
de onda estudado.

O BPM se decompde em uma superposicdo de ondas planas, cada uma viajando
em uma direcdo diferente. Estas ondas planas individuais s&o propagadas por uma

distancia finita, predeterminada pelo guia de onda até o ponto em que o campo precisa
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ser determinado. Posteriormente, todas as ondas planas individuais sdo adicionadas
numericamente para retornar ao modo espacial.

O principio da superposicédo ¢ a base da teoria do BPM. Ele determina que, para
um sistema linear, uma combinacéo linear de solucdes para o sistema é também uma
solucdo para 0 mesmo sistema linear. Este principio se aplica a sistemas lineares de
equacdes algébricas, equacdes diferenciais lineares ou sistemas de equacdes diferenciais
lineares. Considerando-se como exemplo um guia retangular (Figura 5.1), qualquer
campo guiado dentro desta guia de onda deve necessariamente satisfazer a equacgédo de

onda

Py _ 0 61
ot 0z?

Se 0 meio é isotrépico e homogéneo, as ondas planas séo soluc¢des naturais da equacdo

de onda.

Y =yYycos(wt —k-r+6) (5.2)

Figura 5.1: Guia de onda retangular.

Como a equacdo de onda é linear, qualquer superposicdo linear de solucdes
tambeém constituird uma solucdo valida. Este importante fato constitui a base da teoria
da propagacéo do feixe. Para descrever o modo geral deste guia de ondas, basta utilizar
uma superposic¢do de ondas planas, cada uma com frequéncia angular idéntica, mas com
vetor de propagacéo diferente. A esséncia da teoria € que as ondas planas formam um

conjunto de bases para a descrigdo do modo [61].
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5.2 A construgdo dos Modelos no BeamPROP™

A modelagem computacional e as simulagOes efetuadas com os modelos
implemetados foram realizadas em parceria com o Laboratério de Eletromagnetismo
Computacional (LEC) do Instituto de Estudos Avancados (IEAv). Os parametros
iniciais foram definidos no BeamPROP™ a partir das caracteristicas da estrutura da
fibra Optica utilizada e das dimensdes da curva implementada. Posteriormente variagcdes
tanto das dimensdes da fibra, quanto das caracteristicas da curva foram alteradas para
valores comerciais, visando otimizar o sensor para um modelo 6timo, tanto para as
dimensGes da fibra quanto para as dimensdes da curva.

A Figura 5.2 mostra a interface de modelagem do BeamPROP™, onde 0 modelo
pode ser desenhado em 2D ou 3D. No modelo desenvolvido em 2D, observa-se em
amarelo as dimensfes da POF e em vermelho o meio externo. Em destaque, uma faixa

continua azul representa a presenca de bactérias presas ao imunossensor POF.
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Figura 5.2: Interface de programacéo do BeamPROP™. Em destaque a representagdo das bactérias como
faixa continua (azul).

Utiliza-se um mapeamento espacial para representar a fibra curvada num modelo
geométrico espacial de fibra reta. Para isso, os indices de refracdo passam a ter variagao
radial, de modo que diminuem de valor para a regido pressionada e aumentam de valor

para a regido distendida, dando assim uma modelagem para os diferentes caminhos
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Opticos no guia curvo. Isso pode ser visto na Equacdo (5.3), onde R € o raio de
curvatura da fibra e z é a posi¢do na dire¢do da curva, para curvas lentas (z << R),. O
indice de refracdo de uma fibra curvada () sofre uma distor¢do em relacdo a parte ndo
curvada [62].

z z
n' = Nnaterial- e(R) X Nyaterial- (1 + E) (53)

A Figura 5.3 mostra a tela de operacdo do BeamPROP™ durante a simulacdo de
uma POF de 1000 pm curvada com um raio de 50 mm. A esquerda, tem-se o
andamento da propagacdo das ondas na fibra, onde a regido amarela representa a POF e
a vermelha o meio externo. E possivel visualizar a simulacéo sendo realizada na fibra de
baixo para cima. Neste caso, ela foi interrompida préximo de 13.000 um na direcdo de
propagacdo. Observa-se que a parte mais clara no inicio da simulacédo, representa a luz
sendo inicialmente guiada ainda com a fibra reta. Este padrdo praticamente branco de
distribuicdo da energia é caracteristico da entrada definida como multimodo, o que
representa bem o sensor implementado experimentalmente. A curva na fibra foi
implementada da direita para a esquerda. Assim, observa-se que ao longo da
propagacao, hd uma concentracdo maior da energia do lado direito da fibra simulada,
representando que esta energia se concentra na parte externa da curva da fibra.

No monitor a direita, observa-se a atenuacdo de poténcia correspondente ao
longo da propagacao na fibra.
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Figura 5.3: Interface do BeamPROP™ em funcionamento.
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A camada adicionada a parte exterior da fibra para modelar uma cobertura de
bactérias possui dimensdes variaveis na espessura. A variacdo da espessura desta
camada visa simular o que ocorre gradativamente com a captura de bactérias pelo
imunossensor. Simultanemente, o indice de refracdo desta camada também pode ser
avaliado dentro dos limites ja determinados de 1,33 e 1,39, ou seja, agua pura e bactéria
pura, respectivamente. Desta forma, foi possivel estimar o comportamento da poténcia
de saida da fibra em funcéo do indice de refracdo e espessura da camada de bactérias.

Essa camada foi simulada em regides diferentes da fibra para investigar se um
possivel acumulo de bactérias em areas distintas influenciam no funcionamento do
imunossensor. A Figura 5.4 (a) ilustra 0 modelo implementado no BeamPROP ™ com a
camada cobrindo toda a curva e outras regides menores com: apenas a metade da curva
mais proxima da entrada da luz (Figura 5.4 (b)); com apenas a metade mais proxima da
saida da luz (Figura 5.4 (c)) e com apenas o centro da curva da fibra coberto
(Figura 5.4 (d)).

(a) Entrada Saida (b) m

-

\ / (© ] f

N Biossensor

S @

| Bactérias capturadas |
I -
! n=1,33a1,39 : Amostra com bactérias N
i = | =
jiEspesum - 0o A 20 iy pedad B

o

Figura 5.4: lustracdo do modelo implementado no BeamPROP™ representando a presenca de bactérias (a)
cobrindo toda a curva do sensor. (b) apenas a metade da curva mais préxima a entrada da luz. (c) apenas a
metade mais préxima a saida da luz. (d) apenas o centro da curva da fibra.

Uma segunda estratégia de modelagem do imunossensor foi desenvolvida,
substituindo-se a faixa continua com indice de refracdo variavel por retdngulos com
1,0 um de largura e 2,0 um de comprimento, que modelam a presenca da E. coli. Esses
retdngulos foram adicionados aleatoriamente em contato com a POF, sendo
acrescentados sequencialmente. O indice de refracdo considerado para as bactérias foi

fixado em 1,39. A Figura 5.5 mostra as bactérias simuladas no destaque em azul.
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A fracdo de cobertura do sensor pelas bactérias foi definida como a densidade
linear de bactérias. Esta densidade de bactérias é a razdo entre 0 comprimento de uma
bactéria (Lp) multiplicado pelo nimero de bactérias capturadas pelo sensor (b) e
dividido pelo comprimento do sensor (Ls). Por exemplo, para um imunossensor
fabricado com a POF de 980 um e raio de curvatura de 4,0 mm ter 30 % de sua area
coberta por um determinado nimero de bactérias (b), ou seja, uma densidade linear de

bactérias igual a 0,30, tém-se:

b.L .
Densidade linear de bactérias = I L 0,30 (5.4)
S
L .4.000 um
b=030-2=0302—"" ~ 1884 bactérias. (5:5)
Ly 2,0 pm

Assim, foram necessarios neste caso 1884 retangulos distribuidos aleatoriamente sobre
a superficie da POF. Um sensor completamente coberto, ou seja, com densidade linear

de bactérias igual a 1,0 (100 %), possui 0,5 bactérias/pm.
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Figura 5.5: Interface de programagéo do BeamPROP™., Em destaque a representacdo das bactérias como
medidas de 1,0 x 2,0 pm (azul) e indice de refracdo fixo em 1,39, distribuidas aleatoriamente.

5.3  Resultados e discussao da simula¢@o da medida do indice de refragéo
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No processo de calibragdo, o sensor foi imerso em solucBes de sacarose com
indices de refragdo varidveis entre 1,33 e 1,39. Assim, de acordo com as etapas descritas
anteriomente, foram realizadas simulagfes visando identificar as caracteristicas da
poténcia de saida da fibra dptica curvada com diferentes raios. Os sensores fabricados
com POF de 980 um (apds a remocdo da casca) e raio de curvatura de 4,0 mm ja
apresentaram bons resultados experimentais [11]. Entretanto, visando o aumento da
sensibilidade do sensor e, considerando-se as limitacGes fisicas da fibra Optica, seu
material e possibilidade de curvaturas, foram investigados raios de curvatura entre
2,0 mm e 10,0 mm para esta POF.

A Figura 5.6 mostra o resultado da simulacdo. Observa-se que 0 sensor mais
curvado ndo é necessariamente 0 mais sensivel, ou seja, ndo ha uma relagao direta entre
0 raio de curvatura e a sensibilidade. O raio de 5,0 mm apresenta a menor poténcia de
saida, sendo de aproximadamente 50 % da poténcia de entrada para o indice de refracdo

da agua pura (n = 1,33).
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Figura 5.6: Resultado da simulagédo da fibra éptica de 980 pm de diametro. A poténcia de saida varia em
func¢do do indice de refracéo para fibras em forma de U com raios de curvatura entre 2,0 mm e 10,0 mm.

Para a apresentacdo da sensibilidade de acordo com os experimentos realizados
neste trabalho, os valores apresentados na Figura 5.6 foram normalizados em relacéo ao
indice de refracdo da &gua pura. Os coeficientes angulares das retas de tendéncia
definidas para cada curva determinam a sensibilidade do sensor (dP/dn). Desta forma é
possivel comparar a variagdo da poténcia de saida entre os indices de refracdo de 1,33 a
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1,39 para os respectivos raios de curvatura, determinando o sensor mais sensivel. A
Figura 5.7 apresenta os resultados normalizados em relagdo ao indice de refracdo da
agua pura para os sensores simulados com a POF de 980 um. Observa-se que o sensor
com raio de curvatura de 5,0 mm (sensibilidade de 7,36), apresentou-se mais sensivel
do que o sensor com raio de curvatura de 4,0 mm (sensibilidade igual a 6,12)

implementado experimentalmente.
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Figura 5.7: Resultado da simulagéo da fibra 6ptica de 980 pm de diametro. A poténcia de saida normalizada

varia em fungéo do indice de refracdo para fibras em forma de U com raios de curvatura entre 2,0 mm e 10,0

mm, permitindo a avalia¢do da sensibilidade pelo coeficiente angular da reta de tendéncia definida para cada
curva. Sdo apresentadas as equagdes das sensibilidades para os raios de 4,0 mme 5,0 mm.

Visando-se ainda aumentar a sensibilidade do sensor, foram investigados o
comportamento de sensores fabricados com outras fibras comerciais com didmetros de
750 pm, 500 pm e 250 pum. Os resultados apresentados a seguir foram todos
normalizados em relacdo ao indice de refracdo da agua pura, facilitando a observacao
das sensibilidades. Da Figura 5.8 a Figura 5.10 sdo apresentados os graficos
normalizados com a equacao da reta de maior sensibilidade para cada didmetro de fibra
simulado, sendo de 750 pm, 500 um e 250 pum respectivamente.
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Figura 5.8: Resultado da simulagéo da fibra éptica de 750 pm de diametro. A poténcia de saida normalizada
varia em funcao do indice de refracgéo para fibras em forma de U com raios de curvatura entre 2,0 mm e 10,0
mm, permitindo a avalia¢do da sensibilidade pelo coeficiente angular da reta de tendéncia definida para cada

curva. A equacdo da reta de maior sensibilidade é apresentada.
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Figura 5.9: Resultado da simulacé&o da fibra 6ptica de 500 pm de didmetro. A poténcia de saida normalizada
varia em funcao do indice de refracéo para fibras em forma de U com raios de curvatura entre 2,0 mm e 10,0
mm, permitindo a avaliacdo da sensibilidade pelo coeficiente angular da reta de tendéncia definida para cada

curva. A equacdo da reta de maior sensibilidade é apresentada.
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Figura 5.10: Resultado da simula¢do da fibra dptica de 250 pm de didmetro. A poténcia de saida normalizada

varia em fung¢éo do indice de refracdo para fibras em forma de U com raios de curvatura entre 0,5 mm e 10,0

mm, permitindo a avalia¢do da sensibilidade pelo coeficiente angular da reta de tendéncia definida para cada
curva. A equacao da reta de maior sensibilidade é apresentada.

A Tabela 5.1 apresenta os respectivos coeficientes de sensibilidades encontrados
para cada fibra. Em destaque, observam-se 0s sensores mais sensiveis. O sensor mais
sensivel foi feito com fibra de 980 um e raio de curvatura igual a 5,0 mm (sensibilidade
de 7,36), seguido, respectivamente, dos sensores com fibra de 250 um e raio de
curvatura de 1,5 mm (sensibilidade de 7,30), fibra de 750 um e raio de curvatura de
5,0 mm (sensibilidade de 7,24) e fibra de 500 um e raio de curvatura de 3,0 mm
(sensibilidade de 6,59).
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Tabela 5.1: Sensibilidades (dP/dn)

Raio da Diametro da fibra (um)
curva 250 500 750 980
(mm) Sensibilidade (dP/dn)

0,5 4,00 - - -

1,0 5,67 - - -

1,5 7,30 - - -

2,0 6,61 2,72 1,67 1,70
3,0 4,53 6,59 5,24 3,21
4,0 2,37 5,99 7,04 6,12
5,0 1,44 5,41 7,24 7,36
6,0 0,93 4,44 7,14 7,33
7,0 0,75 3,38 6,80 7,23
8,0 0,64 2,78 5,90 6,66
9,0 0,57 2,45 4,64 6,35
10,0 0,55 2,19 3,57 5,72

5.4  Resultados e discussdo da simulagdo do imunossensor

5.4.1 Simulacdo das bactérias pela variacdo do indice de refracéo e espessura da

camada

Na modelagem do imunossensor foi inserida uma camada (regido azul na
Figura 5.11 (a)) tanto internamente, quanto externamente a POF para simular a presenca
das bactérias. Esta camada de bactérias € representada com espessura de 100 um apenas
para facilitar a visualizacdo, enquanto a regido vermelha representa a solugéo aquosa ao
redor da fibra sensora.

A Figura 5.11 (b) mostra a propagacgéo do sinal optico ao longo da fibra curvada
recoberta com uma camada de bactérias E. coli com 2,0 um de espessura e indice de
refrado n = 1,39. E possivel observar a formagdo de um padrdo de interferéncia
causado por parte da luz que é refletida na interface bactéria-agua. Esta simulacdo foi
realizada com um padrdo de entrada gaussiano para facilitar a visualizacdo deste padréo

de interferéncia.
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Amostra E.coli
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Figura 5.11: Modelo implementado no BeamPROP™: (a) simulagdo interrompida, mostrando regides da POF
de 980 pm com raio de curvatura de 4,0 mm (amarelo), regido com E. coli com 100 pm de espessura para
facilitar a visualizacdo (azul) e regido com amostra de E. coli em agua (vermelho); (b) simulagéo de E. coli com
2,0 um de espessura e indice de refragdo de n = 1,39, onde aparece um padrao de interferéncia.

Para a compreensdo da existéncia de um padréo de interferéncia, pode-se avaliar
inicialmente a trajetoria de apenas um raio luminoso emitido pelo LED na entrada da
POF (Figura 5.12). Considera-se que ao atingir a interface POF/agua, este raio refrata,
afastando-se da normal (No) e formando com esta o angulo de incidéncia (6o). Com a
captura das bactérias pelo anticorpo, uma camada de bactérias (C1) é formada e o raio
luminoso encontra uma nova interface bactéria/dgua (nn/Nagua) formando com esta um
angulo de incidéncia (01), relacionado a nova normal (N1). Se a espessura da camada de
bactéria aumenta (C.) (Figura 5.12), o raio luminoso encontrard a interface
bactéria/agua com um novo angulo de incidéncia (62). Esse angulo é menor do que o
anterior (02 < 01). Se 61 for o &ngulo critico (8) para a relagdo entre ny € Nagua, €NtA0 0
raio refletird para a camada de bactérias (C1), retornando para a POF.

Com o aumento da espessura de bactérias (C2) o angulo de incidéncia (02) sera
menor do que o angulo critico (6c), ndo ocorrendo a reflexao total, mas sim a refracéo
para a 4gua. Logo, quanto mais distante da curva estiver a interface bactéria/agua mais
luz refrata, sendo perdida para 0 meio externo.

Entretanto, com a captura de mais bactérias o indice de refracdo medio das

camadas bacterianas C; e C> aumenta. Desta forma 6. diminui, pois
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Nigua (5.6)

0. = arcsen
np

Assim, mesmo para uma camada fixa, um raio que antes seria refratado, pode
agora vir a ser refletido, caso seu angulo de incidéncia (61 ou 02) passe a ser maior do
que o novo angulo critico (6¢). Ocorre entdo uma “competicdo” entre os dois efeitos na
camada de bactérias (aumento da espessura e aumento do indice de refracdo), podendo
gerar uma oscilagdo na poténcia de saida da fibra, proveniente dos muitos modos de

propagacao que estdo sofrendo constantes interferéncias.

Ny

\“ 60

Nigua POF ‘j‘ m

LED Fotodetector LED Fotodetector

négua

@ (b)

Figura 5.12: Raio luminoso propagado na POF curvada: (a) primeira situagao, quando o raio encontra a
interface POF/bactérias, sendo No, N1 as retas normais as superficies da POF e Cz, respectivamente, np € 0
indice de refragdo médio na camada de bactérias Ci, nagua 0 indice de refragéo da agua, e 8o e 01 0s angulos de
incidéncia na superficie da POF e da camada Ci, respectivamente. (b) segunda situagdo, quando o raio
encontra a interface bactéria/bactéria com espessura maior, onde 02 é o angulo de incidéncia na camada Cz e
N2 é a reta normal a esta superficie.

Foram realizadas inicialmente simula¢es da POF de 980 um de didmetro, com
raio de curvatura de 4,0 cm, para comparagdo com 0s sensores fabricados. A camada
com indice de refracdo variavel foi acrescentada em torno da fibra para simular a
presenca da bactéria em regides diferentes: em toda a curva (Figura 5.13), no inicio da
curva (Figura 5.14), no final da curva (Figura 5.15) e no centro da curva (Figura 5.16).
Desta forma pode-se observar se houve diferenca significativa na variacdo da poténcia
Optica de saida nestes casos. Os graficos sdo apresentados ap0s 0 processo de
normalizagdo, que permite a comparacgao das espessuras implementadas entre 0,5 pum e
2,0 pm.

A normalizacdo é realizada dividindo-se cada valor encontrado de poténcia real
na saida pelo valor da poténcia real na referéncia de agua pura (n = 1,33). Por isso é

possivel que alguns valores de poténcias de saida normalizados encontrados sejam
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maiores do que o valor da poténcia de saida normalizada da referéncia. Lembrando,
porém, que a poténcia real na saida do sensor sempre € menor do que o valor real da

poténcia na entrada do sensor, pois na curva sempre ha perda de poténcia dptica.
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[e]
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© 0,99 :
= =@==1,5 um
S 0,98 2,0 pm
©
ks
c
e
5 0,97
[a W

1,33 1,34 1,35 1,36 1,37 1,38 1,39
indice de Refracdo

Figura 5.13: Simulagéo da presenca de bactérias com a variacdo do indice de refracdo de uma camada variavel
em toda a fibra.

D,=980umeR=4,0mm

1,02

1,01

1
/ —®—0,5um
=@=1,0 um

0,99
=@=15 um

0,98 2,0 um

Poténcia de Saida Normalizada (u. a.)

0,97
1,33 1,34 1,35 1,36 1,37 1,38 1,39
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Figura 5.14: Simulacg&o da presenca de bactérias com a variacéo do indice de refracdo de uma camada variavel
na metade inicial da curva fibra.
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Figura 5.15: Simulag&o da presenca de bactérias com a variacdo do indice de refracdo de uma camada variavel
na metade final da curva da fibra.
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Figura 5.16: Simulagéo da presenca de bactérias com a variacgéo do indice de refracdo de uma camada variavel
na metade central da curva da fibra.

Observa-se uma atenuacdao de aproximadamente 2,0 % da poténcia Optica de
saida normalizada para uma camada de bactérias de 2,0 um de espessura com indice de
refracdo proximo de 1,35. N&o ha uma diferenca significativa na atenuacdo da poténcia
Optica para 0os casos simulados em que apenas uma parte da fibra € coberta com
bactérias.
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Considerando-se que a fibra de 250 um possui uma alta sensibilidade para a
curva com raio de 1,5 mm, foi realizada uma simulacéo da presenca da bactéria nesta
fibra, com a variacdo do indice de refracdo de uma camada ao longo de toda a curva,
com espessura entre 0,5 um e 2,0 um. A Figura 5.17 mostra o resultado desta
simulacdo. Observa-se que atenuacdo da poténcia de saida € maior do que nos casos

anteriores, caindo até aproximadamente 5 % da poténcia de saida normalizada.
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Figura 5.17: Simulacg&o da presenca de bactérias com a variagéo do indice de refra¢do de uma camada variavel
em toda a curva da fibra de 250 pm de espessura com raio da curva de 1,5 mm.

As oscilacdes apresentadas provenientes do padrdo de interferéncia descrito sdo
complexas para a andlise dos dados, pois, no caso de um sensor real implementado, elas
indicariam poténcias de saida iguais para indices de refracdo diferentes. Numa analise
comparativa, apenas a primeira atenuacdo da poténcia Optica normalizada deve ser
considerada. Assim, esta modelagem né&o deve ser utilizada para fins comparativos.
Estes resultados foram apresentados apenas para evidenciar um método aparentemente

intuitivo, mas que ndo apresentou resultados satisfatorios.

5.4.2 Simulacgdo das bactérias pela variacédo da densidade linear

Conforme descrito na constru¢cdo do modelo computacional (Sec¢do 5.2), uma
segunda estratégia de modelagem do imunossensor foi desenvolvida. Retdngulos com

indice de refracdo de 1,39 e dimensfes que modelam uma E. coli (1,0 um de largura e
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2,0 um de comprimento) foram inseridos nas laterais da POF. Essas bactérias foram
adicionadas em posicOes aleatorias de forma a produzir densidades equivalentes a 5 %,
10 %, 15 %, 20 %, 25 % e 30 %. Estes valores foram definidos a partir de imagens das
bactérias sobre o sensor real, produzidas em analise microscopica. A adi¢do controlada
das bactérias, alterando a densidade linear visou simular a captura das bactérias pelo
anticorpo, que vai acontecendo aleatoriamente ao longo do tempo no experimento.

A Figura 5.18 apresenta os resultados para a simulagcdo de um imunossensor
fabricado com POF de 980 um de didmetro ap0s descascada e raio de curvatura de
4,0 mm. Este foi o sensor implementado experimentalmente. Observa-se uma tendéncia
de estabilizacdo da poténcia de saida para densidades acima de 25 %, limitando a

atenuacdo da poténcia na saida normalizada em aproximadamente 10 %.

D,=980 ume R =4,0 mm

0,98
0,96
0,94
0,92

0,9
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0,86

Poténcia de Saida Normalizada (u.a.)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Densidade Linear de Bactérias na POF

Figura 5.18: Poténcia de saida do imunossensor com a variacgdo da densidade linear de bactérias, com
dimensdes de 1,0 x 2,0 um e indice de refracdo fixo em 1,39, distribuidas aleatoriamente sobre o sensor U com
POF de 980 um com raio de curvatura de 4,0 mm.

Esta segunda estratégia de modelagem aproxima-se mais da situacdo real,
considerando-se que o indice de refragdo utilizado nas bactérias simuladas foi 1,39 e
ndo um indice variavel como na simulagdo anterior. Outra questdo importante é que, o
fato de ndo se ter uma faixa continua na lateral da POF evitou o aparecimento de um
padrdo de interferéncia. Assim, as oscilagdes que apareceram no primeiro modelo nao
estdo presentes nesta nova estratégia de modelagem.

Considerando-se ainda a possibilidade de miniaturizagdo do imunossensor,
foram realizadas simula¢fes também para o sensor com POF de 250 um de didmetro e

raio de curvatura de 1,5 mm. A Figura 5.19 apresenta os resultados encontrados, onde a
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atenuacdo da poténcia normalizada chega a 13 %, quando comeca a estabilizar para uma
densidade linear de 30 %.

D,=250pumeR=1,5mm
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Poténcia de Saida Normalizada (u.a.)
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Figura 5.19: Poténcia de saida do imunossensor com a variacdo da densidade linear de bactérias, com
dimensdes de 1,0 x 2,0 um e indice de refracdo fixo em 1,39, distribuidas aleatoriamente sobre o sensor U com
POF de 250 pm com raio de curvatura de 1,5 mm.

A tendéncia de estabilizacdo da poténcia de saida parece definir um limite para o
sensor, mesmo que ele continuasse a capturar bactérias, aumentando a densidade linear.
Isto pode dificultar a deteccdo de baixas concentracGes de bactérias, pois afeta

diretamente a curva de sensibilidade.
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Capitulo 6
Resultados e discussao da medida de indice

de refracao

6.1  Comparacao entre os sistemas com a plataforma Arduino e o Amplificador

Lock-in

Inicialmente foram produzidas solucgdes de sacarose com 0s mesmos valores do
experimento usando o Amplificador Lock-in para aquisicdo de dados. As concentracdes
de sacarose fabricadas com 15 %, 25 %, 30 %, 45 % e 52 % produzem indices de
refracdo de 1,35, 1,36, 1,37, 1,38 e 1,39, respectivamente. Estas solucdes sao utilizadas
e descartadas apds cada experimento. A metodologia para a realizacdo dos experimentos
foi a mesma empregada nos experimentos com o Amplificador Lock-in e descritas
anteriormente.

A Tabela 6.1 apresenta os resultados do sensor em forma de U utilizando o

sistema implementado com a plataforma Arduino para apenas um sensor.

Tabela 6.1: Tensdes de saida medidas pelo sistema com a plataforma Arduino.

Indice de Refracéo de Referéncia

Ensaio # 1,334 13552 13676 1,3733 1,388  1,3937
Tensdo de Saida (V)

Ensaiol | 429194 3,49355 3,11129 2,90806 2,41935 2,15806
Ensaio 2 | 4,35000 3,54194 3,11613 2,92742 2,42419 2,16290
Ensaio 3 | 4,33548 3,51774 3,11129 2,91774 2,41935 2,16774
Ensaio4 | 4,32581 3,51774 3,10645 2,91774 2,42419 2,16774
Ensaio5 | 4,33548 3,52258 3,11129 291774 2,42219 2,16774
Ensaio 6 | 4,31129 3,51774 3,10645 2,92258 2,42419 2,16774
Ensaio 7 | 4,33064 3,52742 3,10645 2,90806 2,41452 2,16290
Ensaio 8 | 4,31129 3,51290 3,09677 2,90806 2,41935 2,17258
Ensaio9 | 4,30645 3,50806 3,09677 2,90323 2,41452 2,16774
Ensaio 10 | 4,30161 3,50806 3,10645 2,92258 2,43710 2,21613
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Todos os ensaios subsequentes para medicdo de indices de refracdo foram
realizados com os mesmos métodos, assim, serdo apresentados apenas os graficos. A
Figura 6.1 apresenta graficamente o resultado do sensor em forma de U. Observa-se que
a funcdo quadratica representa bem a tendéncia de curva determinada pelos pontos

experimentais, apresentando um coeficiente de determinacdo R? = 0,999.
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Figura 6.1: Tensdo em func¢do do indice de refra¢ao no sensor U

Para uma analise comparativa entre os sistemas com Amplificador Lock-in e o
sistema com a plataforma Arduino, foi feita a avaliagdo das sensibilidades dos sensores.
Neste caso, a verificacdo foi feita com os dados normalizados em relacdo ao indice de
refracdo da agua pura e através da primeira derivada da curva linearizada, conforme
descrito na metodologia. A Figura 6.2 apresenta a comparagdo dos resultados
normalizados do Sensor U, utilizando a plataforma Arduino e a média dos sensores U,
utilizando o amplificador Lock-in que foi estudado na literatura [11]. Observa-se que as
sensibilidades dadas pela primeira derivada das curvas de tendéncia sdo 8,766 e 8,171

para os sistemas com amplificador Lock-in na plataforma Arduino, respectivamente.
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Figura 6.2: Comparacéo entre o sistema com o Amplificador Lock-in e com a plataforma com o
microcontrolador Arduino.

A Tabela 6.2 apresenta as incertezas das medidas calculadas com o0 GUM, onde
n é o indice de refracdo de referéncia medido pelo refratbmetro, n. é o indice de
refracdo medido com o Amplificador Lock-in e na € o indice de refracdo medido com a

plataforma Arduino.

Tabela 6.2: Indices de refragio medidos com o Amplificador Lock-in e com a plataforma Arduino.

n no nAa
1.334 £ 0.001 1.334 £ 0.001 1.334 +£ 0.001
1.3552 +0.0004 1.3552 £0.0005 1.3552 +0.0004
1.3676 £ 0.0003 1.3676 £ 0.0004 1.3676 + 0.0003
1.3733+£0.0003 1.3733+0.0004 1.3733 +0.0004
1,3880 + 0.0003  1,3880 +£0.0004  1.3880 + 0.0004
1.3937 +0.0004 1.3937 £0.0006  1.3937 + 0.0005

70



Observa-se que os resultados apresentados pelo sistema com a plataforma
Arduino séo totalmente compativeis com o amplificador Lock-in. Pela portabilidade do
novo sistema e sua eficiéncia, os experimentos desta tese foram todos realizados com o
sistema utilizando a plataforma Arduino. O sistema de medida do indice de refracdo ndo
necessita de um sensor de referéncia, como no caso do imunossensor. Como no sistema
com referencial os dois sensores trabalham em paralelo, as medidas encontradas para a

andlise de indices de refracdo foram as mesmas.

6.2  Avaliacdo da influéncia da hidratacdo do sensor

Durante a realizagdo do protocolo de funcionalizagdo o imunossensor fica
imerso em &gua por aproximadamente uma semana. Assim, tornou-se importante
identificar se este periodo de hidratacdo alteraria a sensibilidade do sensor. Desta forma,
foi repetido o experimento com o mesmo sensor em forma de U apés este ser imerso em
agua.

As Figura 6.3 e Figura 6.4 apresentam respectivamente os resultados da tenséo
em funcdo do indice de refracdo no sensor U antes e depois de imerso por uma semana
em agua. Observa-se que 0s ajustes feitos com polinémio do segundo grau apresentam o
mesmo coeficiente de determinacdo (R?). Os valores medidos sdo reajustados sempre
que o sensor é reposicionado no sistema. Assim, devem-se considerar os valores
relativos da variacdo de tensdo entre os indices de refracdo estudados. Neste caso,

conforme estudo anterior, a curva de ajuste utilizada foi uma paréabola.
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Figura 6.3: Tensao em fun¢ao do indice de refragdo no sensor U antes da hidratagao.
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Figura 6.4: Tenstes em funcdo do indice de refragdo no sensor U ap6s uma semana imerso em agua.

A Tabela 6.3 apresenta os resultados ja convertidos em indice de refracdo
medidos pelo sensor U antes e depois de uma semana imerso em agua. Observa-se que
ndo ha diferenca significativa entre as incertezas das medidas. As sensibilidades sédo
apresentadas nas equacdes da Figura 6.5, ap6s a normalizacdo dos resultados dos

experimentos.

Tabela 6.3: Incerteza das medidas em Indice de Refragéo do Sensor U

n Ns ns (pds agua)

1.334 +£ 0.001 1.334 +£ 0.001 1.334 +£ 0.001

1.3552 +0.0004  1.355+0.0004  1.3552 + 0.0004

1.3676 £ 0.0003  1.368 +£0.0003  1.3676 * 0.0003

1.3733 +0.0003  1.373+0.0004 1.3733 +0.0003

1,3880 + 0.0003  1.388 +0.0004  1.3880 + 0.0003

1.3937 £0.0004  1.394 +£0.0005  1.3937 + 0.0004
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Figura 6.5: Comparacao da sensibilidade normalizada do Sensor U antes e depois de hidratado.

Os resultados apresentados pelo sensor em U apds uma semana imerso em agua
sdo similares aos resultados anteriores, com sensibilidade variando apenas de 8,171 para
8,640. Observou-se assim que o fato do sensor ficar mais tempo imerso em agua néao

altera as caracteristicas do seu funcionamento.

6.3  Comportamento do sensor em indices de refracdo préoximo ao da dgua pura

Considerando que a variacdo do indice de refragdo nos experimentos com
bactérias é muito pequena, ou seja, a suspensdo bacteriana investigada possui indices
muito proximos ao da agua pura, foi realizado um experimento para investigar o
comportamento do sensor em forma de U para indices de refracdo entre 1,33 e 1,35.
Desta forma pode-se verificar a sensibilidade e incerteza das medidas do sensor para
esta regido de indice de refragdo.

Foram produzidas novas amostras de sacarose, nos mesmos moldes dos
experimentos anteriores, sendo que desta vez com concentracfes de sacarose a 3 %,
6 %, 9 %, 12 % e 15 %. Foram feitas também 5 amostras de cada concentracdo para a
avaliacdo dos indices de refracdo correspondentes e analise da incerteza das medidas.
As amostras sdo descartadas apos a realizagdo dos experimentos. A Tabela 6.4 mostra

os valores dos indices de refracdo medidos pelo refratbmetro Abbe.
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Tabela 6.4: Indices de Refracdo medidos pelo refratdmetro Abbe.

Concentracédo de Sacarose (%0)

Ensaio # 3 6 9 12 15
indice de Refracéo

Ensaiol | 1,3374 11,3413 1,3455 11,3493 1,3526

Ensaio 2 | 1,3373 11,3414 11,3453 11,3490 1,3528

Ensaio 3 | 1,3375 11,3417 11,3459 11,3486 1,3529

Ensaio4 | 1,3374 11,3408 1,3452 11,3492 1,3525

Ensaio5 | 1,3374 11,3417 1,3452 11,3493 1,3530

A Figura 6.6 representa graficamente os resultados obtidos. Os indices de

refracdo médios encontrados para as concentragdes produzidas de 3 %, 6 %, 9 % 12 % e

15 % foram de 1,3374,

1,3414, 1,3454, 1,3491,

1,3528,

respectivamente.

Considerando-se a curva caracteristica do segundo grau, utilizada na calibracdo dos

experimentos anteriores, pode-se observar que o indice de refracdo igual a 1,3332 ¢

obtido para a 4gua pura, ou seja, concentracao a 0 %.
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Figura 6.6: Resultado do experimento para calibracéo das concentragdes de sacarose de 3 % a 15 %.
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Ap0s o processo de calibracdo das concentracdes de sacarose, um experimento

foi realizado para medir os indices de refracdo das amostras, utilizando o sensor U. A

Tabela 6.5 mostra os resultados obtidos com o sensor.

Tabela 6.5: Tensoes de saida medidas com o sensor U.

Indice de Refracéo de Referéncia

Ensaio # 13332 1,3374 11,3414 13454 11,3491 1,3528
Tensédo de Saida (V)
Ensaio 1 4,0104 3,8334 3,6331 3,4422 32791 3,1021
Ensaio 2 4,0151 3,8101 3,6331 3,4282 3,2652 3,0928
Ensaio 3 4,0058 3,8055 3,6192 3,4282 3,2652 3,0928
Ensaio 4 4,0104 3,8148 3,6285 3,4328 3,2559 3,0789
Ensaio 5 3,9918 3,7962 3,6005 3,4096 3,2419 3,0742
Ensaio 6 3,9918 3,7962 3,6005 3,4096 3,2465 3,0742
Ensaio 7 3,9871 13,7868 3,5959 13,4002 3,2372 3,0649
Ensaio 8 4,0011 3,8055 3,6098 3,4096 3,2512 3,0742
Ensaio 9 3,9965 3,7962 3,6098 3,4142 3,2465 3,0789
Ensaio 10 3,9965 3,8008 3,6052 3,4096 3,2419 3,0649

A Figura 6.7 apresenta graficamente o resultado encontrado. Da mesma forma

dos experimentos anteriores com indices de refracdo entre 1,33 e 1,39, a incerteza das

medidas em volts é da ordem de 10 V e na transformagcéo para indice de refragéo esta

incerteza é de 10* UIR. A Tabela 6.6 apresenta as incertezas calculadas para 0s

respectivos valores medidos. Observa-se que 0 sensor mediu com precisao indices de

refracdo bem proximos ao da agua pura, indicando a possibilidade de identificar

concentragdes de bactérias com indices proximos ao da agua.
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Figura 6.7: Comportamento do sensor avaliando indices de refracio proximos ao da dgua pura.

Tabela 6.6: Incerteza da medida para tenséo e indice de refragdo medidos com o sensor U.

Tensdo de Saida (V) IR do sensor
3,08 + 0,02 1,3528 =+ 0,0004
325 + 0,01 1,3491 + 0,0003
342 + 001 1,3454 + 0,0003

3,612 + 0,009 1,3414 + 0,0002
380 + 001 1,3374 = 0,0003
400 + 0,03 1,3332 + 0,0005

6.4  Comparagéo entre os resultados experimentais e as simulag6es

A simulacéo realizada para fibras com didmetros de 250 um, 500 pm, 750 um e
980 um submetidas a curvas com diversos raios apresentou sensibilidades variadas de
acordo com a Tabela 5.1. Para investigar experimentalmente algumas destas variagdes,
foi realizado um experimento com fibra de 980 um com raio de 5,0 mm. Este modelo

apresentou o melhor resultado na simulagdo. A Figura 6.8 apresenta o resultado deste
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experimento. A tensdo de saida foi também normalizada na Figura 6.9 para possibilitar

a comparacao com o resultado da sensibilidade do sensor modelado.
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Figura 6.8: Tensdo de saida em funcéo do indice de refracdo para o sensor em forma de U com raio de
curvatura de 5,0 mm na fibra de 980 pm descascada.
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Figura 6.9: Tensdo de saida normalizada em fung¢&o do indice de refracdo para o sensor em forma de U com
raio de curvatura de 5,0 mm na fibra de 980 pm.

Com o objetivo de miniaturizar o sensor, foram investigados dois resultados da
simulacdo utilizando a fibra de 250 um. Para confirmar a baixa sensibilidade, foi
confeccionado o sensor com a POF de 250 um e raio de curvatura de 4,0 mm,

utilizando-se 0 mesmo molde padréo dos sensores anteriormente fabricados. Como o
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diametro desta fibra € quatro vezes menor, foram necessarios ajustes no ganho do
amplificador. Os mesmos processos de calibracdo e medidas foram realizados apds o0s
ajustes de ganho na eletronica do sistema. A Figura 6.10 apresenta os resultados
encontrados. Observa-se graficamente que as medidas apresentam variacdo de
aproximadamente 0,05 V, elevando a incerteza da medida para ordem de grandeza de
102 V. A normalizagio da tensdo de saida na Figura 6.11 permitiu a determinacio da
baixa sensibilidade de 1,71 através da primeira derivada da equagdo da curva de

tendéncia.
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Figura 6.10: Tensao de saida em fun¢do do indice de refracéo para o sensor em forma de U com raio de
curvatura de 4,0 mm na fibra de 250 pm descascada.
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Figura 6.11: Tensdo de saida normalizada em fungéo do indice de refragdo para o sensor em forma de U com
raio de curvatura de 4,0 mm na fibra de 250 pm.
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A Tabela 5.1 com as sensibilidades para a simulagdo do sensor com a fibra de
250 um evidenciou que ao diminuir o raio de curvatura nesta fibra a sensibilidade
aumenta. Desta forma, foi realizado um experimento com fibra de 250 um com 0 raio
de curvatura de 1,5 mm (Figura 6.12). A Figura 6.13 mostra os resultados normalizados
em relacdo ao indice de refracdo da &gua pura, onde a sensibilidade calculada pela

equacéo da curva de tendéncia foi de 8,03.
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Figura 6.12: Tensao de saida em fun¢do do indice de refracao para o sensor em forma de U com raio de
curvatura de 1,5 mm na fibra de 250 pm.
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Figura 6.13: Tensao de saida normalizada em fungéo do indice de refragdo para o sensor em forma de U com
raio de curvatura de 1,5 mm na fibra de 250 pm.
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A comparacdo entre os resultados experimentais apresentados e as simulacdes
computacionais para os sensores feitos com a fibra de 980 um pode ser analisada
graficamente na Figura 6.14. Observa-se que 0s pontos experimentais do sensor com
raio de curvatura de 50 mm estdo mais proximos da curva simulada, tendo as
sensibilidades experimentais e simuladas respectivamente iguais a 8,98 e 7,36. Os
pontos experimentais do sensor com raio de 4,0 mm e os valores simulados estdo mais
distantes, sendo as sensibilidades experimental e simulada respectivamente iguais a 8,17
e 6,12. Estas sensibilidade podem ser melhor visualizadas para comparacdo na
Tabela 6.7.

Comparagao entre Experimental e Simulado D, = 980 pm
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Figura 6.14: Comparacao entre o experimento e a simulacéo dos sensores em forma de U com fibra de 980
pm descascada, com raios de 4,0 mm e 5,0 mm.

A Figura 6.15 apresenta a comparagdo entre as sensibilidades encontradas na
simulacdo e a sensibilidade do sensor no experimento realizado com a fibra de 250 um.
Observa-se uma maior compatibilidade das curvas em compara¢do aos sensores com
fibra de 980 um, mostrando a possibilidade da miniaturizagéo do sensor sem perda da
sensibilidade. As sensibilidades calculadas a partir dos valores experimentais e
simulados para o sensor de raio 1,5 mm foram, respectivamente, 8,03 e 7,30. Para o
sensor de raio 4,0 mm as sensibilidades foram de 1,71 e 2,37, respectivamente para 0s

valores experimentais e simulados.
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Figura 6.15: Comparacao entre o experimento real e a simulagdo dos sensores em forma de U com fibra de 250
pm, com raios de 1,5 mm e 4,0 mm.

O modulo da diferenca entre os valores das sensibilidades medidas
experimentalmente e simuladas pode ser visto na Tabela 6.7 representado pela letra A.
Observa-se que essa diferenca é maior para o sensor com fibra de 980 um. A diferenca
entre valores experimentais e simulados pode ser causada por truncamentos realizados
nos programas de simulacdo. Considera-se também que as simula¢des realizadas foram
todas em duas dimensdes, 0 que ndo revela as condicdes reais e tridimensionais dos
sensores, mas pode ser considerado um passo importante para a elaboragdo de novos
modelos no futuro. N&o foram realizados experimentos com a fibra de 250 um e raio de
5,0 mm, nem com a fibra de 980 pum e raio de 1,5 mm, por isso estes valores ndo

constam na tabela.

Tabela 6.7: Comparacdo das sensibilidades das simula¢fes com os resultados experimentais

Raio da Fibra de 250 pm Fibra de 980 um
curva | Simulagdo  Experimental A | Simulagdo  Experimental A
(mm) Sensibilidades
1,5 7,30 8,03 0,73 - - -
4,0 2,37 1,71 0,66 6,12 8,17 2,05
5,0 - - - 7,36 8,98 1,62
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Capitulo 7

Resultados e discussao do imunossensor

7.1 Andlises preliminares do imunossensor

7.1.1 Andlise microscopica da presenca do anticorpo

Uma analise utilizando microscopia confocal foi realizada em parceria com o
Grupo de Pesquisa em Nanoneurobiofisica da UFSCar em Sorocaba, visando a analise
da superficie com casca e descascada dos sensores. Na preparacdo das amostras, 0S
sensores foram funcionalizados com o mesmo protocolo realizado para as medicGes do
imunossensor. A seguir foram imersos por 1 hora em BSA e sequencialmente deixados
por 2 horas imersos no anticorpo marcado (Alexa 488 e 430). Os sensores foram entdo
lavados trés vezes em tampédo PBS e observados ao microscépio confocal.

A Figura 7.1 mostra a imagem sobreposta de uma reconstru¢do 3D de 200 um da
POF com anticorpo marcado para E. coli com Alexa 488 (pseudo-cor verde). Esse
anticorpo conjugado permite através da fluorescéncia a identificacdo da presenca do
anticorpo na fibra. Na esquerda observa-se a fibra descascada e na direita a fibra com
casca. Ambas apresentaram sinal de fluorescéncia forte. Os quadrados inseridos na
Figura 7.1 descrevem as éreas de 2,0 x 10° pm? cada, submetidas & avaliacdo de

intensidade fluorescente.
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com casca

Figura 7.1: Microscopia confocal das fibras descasca e com casca.

Na Figura 7.2 tem-se o histograma com os resultados calculados pelo programa
do microscopio. A analise revelou que ambas as amostras (com casca ou descascada)
apresentaram intensa emissdo de sinal. Entretanto, a comparagdo entre os sinais de
intensidade de fluorescéncia, calculada de acordo com a relacdo de diferenca entre o
sinal global de emissdo de intensidade em ambas as amostras, revelou que a POF
descascada apresenta um sinal 40 % mais intenso em comparacdo com a POF com

casca.
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Figura 7.2: Histograma da microscopia utilizando o confocal. (a) Fibra com casca; (b) Fibra descascada.

Tais diferencas podem ser atribuidas as diferengcas na composicao quimica de
cada amostra. O HMDA tem forte afinidade para as superficies de PMMA [33]. Ja o
material da casca a base de flior pode ter criado uma barreira ao processo, afetando a
funcionalizacdo e, consequentemente, a marcacao fluorescente secundaria. A fibra com
casca ainda preserva propriedades que viabilizaram a funcionalizacdo com anti-E. coli,
porém com sinal menos intenso. Estes resultados apresentados reafirmam a importancia

da remocéo da casca antes da funcionalizacdo do imunossensor.

84



7.1.2 Andlise microscopica da presenca da E. coli

A microscopia confocal ndo permite a visualizagdo da bactéria na POF. Para a
visualizacdo das bactérias fixadas nas POF com casca e sem casca foi realizada uma
microscopia utilizando um Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) do CENABIO-
UFRJ. Um preparo minucioso da amostra para a utilizacdo do MEV precisou ser
realizado para permitir a visualizacdo da bactéria em seu formato natural. Foi realizado
0 protocolo descrito a seguir que envolve os processos de desidratacdo, ponto critico e
metalizacéo.

Inicialmente, realizou-se a fixacdo da amostra utilizando glutaraldeido 2,5% em
tampéo fosfato de sédio 0,1M, misturado na propor¢do 1:10 por 2 horas a temperatura
ambiente. Logo apos, foi feita a lavagem do material em tampdo fosfato de sodio,
0,2 M, pH 7,2, mais sacarose para corrigir molaridade (foram lavadas trés vezes por
30 minutos cada).

No procedimento para desidratacdo foram realizados banhos de Etanol em série
crescente, de: 30 % durante 20 minutos; 50 % durante 20 minutos; 70 % durante
20 minutos; 80 % durante 20 minutos; 95 % durante 20 minutos; 100 % 2 vezes durante
30 minutos. Durante a troca a amostra foi mantida sempre coberta pela solucéo
alcoolica. A solucdo alcodlica foi retirada e colocada simultaneamente em todas as
trocas.

O processo de ponto critico a seguir, permite a retirada de toda dgua do tecido.
Ele dura cerca de 40 minutos na cdmara de ponto critico (em inglés CPD-Critical Point
Dryer). Levou-se a amostra ja fixada e completamente desidratada a Camara de Ponto
Critico, em um pequeno volume de etanol absoluto. Com a Camara isolada, injetou-se o
CO: liquido, fazendo-se varias substituices até a remocdo total do etanol. Elevou-se
entdo a temperatura da camara até 40-45 °C, bem acima da temperatura critica. Com o
aumento gradual da temperatura, as moléculas adquirem energia cinética e se convertem
em gas, o que faz aumentar simultaneamente a pressdo interna da cAmara. A medida que
isso ocorre, a densidade da fase liquida é reduzida, e a fase gasosa é aumentada. Nesta
situacdo, a tensdo linear € igual a zero e todo liquido se converte em gas. Assim evita-se
o efeito da tensdo linear sobre as amostras. Apos isto ela foi removida da Camara seca e
pronta para ser coberta com ouro. O didxido de carbono é inerte e barato por isso foi
adotado no método. O grau de pureza maxima do fluido é essencial para evitar

contaminacoes.
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A amostra preparada foi colocada no suporte e presa com fita dupla face para
aderir & amostra.

No processo de metalizacdo foi depositada uma fina camada de ouro sobre a
amostra com cerca de 20 nm a 30 nm de espessura, atraveés de um sistema de
evaporagdo conhecido como ‘“sputtering”. Apds o procedimento os suportes foram
mantidos com as amostras em dissecador até a observagdo no Microscépio Eletrénico
de Varredura (MEV).

O procedimento descrito foi realizado para fibras descascadas com diametro de
980 um e fibras fabricadas sem casca com didmetro de 1000 um, ambas com raio da
curva de 4,0 mm. A Figura 7.3 mostra a microscopia da fibra descascada, com quatro
ampliacBes no MEV, com réguas de calibracdo da medida de 2,0 mm, 300 p, 50 pm ¢
20 um. Observa-se que as bactérias cobrem apenas uma pequena parte da fibra, formado

uma faixa de captura.
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Figura 7.3: Microscopia eletronica de varredura do imunossensor descascado apos capturar bactérias por 40
minutos. Imagens calibradas em: (a) 2,0 mm; (b) 300 pm; (c) 50 pm e (d) 20 pm.

A fibra POF fabricada sem casca apresentou deformacBes em sua superficie
observada com o MEV. A Figura 7.4 mostra o resultado desta microscopia da fibra sem
casca. As deformacOes apresentadas foram causadas pelo processo de desidratacdo, em
que a fibra foi exposta a uma solucéo de etano até 100 %. Independente da deformacéo
é possivel observar na sequéncia com reguas de calibracdo da medida de 2,0 mm,
100 um, 20 um e 5 um, que este sensor possui uma concentragdo maior de bactérias em

sua superficie, comparado a microscopia do sensor descascado.
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Figura 7.4: Microscopia eletronica de varredura do imunossensor sem casca apds capturar bactérias por 40
minutos. Imagens calibradas em: (a) 2,0 mm. (b) 100 pm. (¢) 20 pm. (d) 5 pm.

7.1.3 Analise das propriedades da POF por espectroscopia de infravermelho

A absorbéncia, capacidade intrinseca dos materiais em absorver radiacbes em
frequéncias especificas, é frequentemente usada na analise da composicdo dos materiais.
Quando o material absorve a radiacdo, pode-se considerar que seu indice de refracdo
tenha uma parte imaginaria que represente na equacdo de onda um termo de
amortecimento da energia.

Desta forma, um experimento foi realizado para investigar as propriedades das
fibras Opticas utilizadas nos sensores e suas alteracfes durante o processo de

funcionalizagcdo. Utilizando-se a espectroscopia de infravermelho, realizada no
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Laboratorio de Caracterizacdo de Superficie da UFRJ, pode-se observar nas etapas de
PMMA puro e PMMA funcionalizado com HMDA e depois com Glutaraldeido, um
pico de absorbancia em 1716 cm™, no espectro da Figura 7.5. Este pico é caracteristico
do proprio PMMA (Cs02Hg). A espectroscopia ndo detectou mudancas significativas

na estrutura da fibra apos as etapas de funcionalizagdo com o0 HMDA e o Glutaraldeido.

POF 980 um

e P VI V1 A

PMMA

e HIV] DA

. o
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eVt acAn e laTaTs -
=Uuu u VLV SJUVY “
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Figura 7.5: Espectroscopia de infravermelho da POF de 980 um, realizada nas etapas de PMMA puro, e
funcionalizada com HMDA e Glutaraldeido.

As etapas que consistem de anticorpo e bactéria (Figura 7.6) apresentaram uma
banda larga de absorbancia entre 3700 cm™ e 2800 cm™ . Essa banda é caracteristica da
presenca de agua, ndo demonstrando mudangas estruturais na fibra. O aumento da
absorbancia na regido entre 1000 cm™ e 500 cm™ também é caracteristica da assinatura

da presenca de meio aquoso.
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Figura 7.6: Espectroscopia de infravermelho da POF de 980 um, realizada nas etapas de PMMA puro, e

funcionalizada com HMDA , Glutaraldeido e imobilizada com o anticorpo. Logo apo6s a fibra foi imersa por
40 minutos em suspensao de E. coli com concentragdo de 108 UFC/m.

Foi realizada a espectroscopia da POF com 250 um de didmetro para
investigacdo da estrutura da sua superficie. O espectro encontrado pode ser observado
na Figura 7.7, onde o espectro da POF de 980 um foi juntamente colocado. O pico de
absorbancia em 1716 cm™, referente a0 PMMA, alcanca 0,05, sendo menor do que 0s
picos de absorbancia em 1174 cm? e 878 cm, caracteristicos do fluoreto de
polivinilideno (PVDF — C:H2F2). Este material é provavelmente utilizado como
revestimento da fibra e, ndo sendo PMMA puro, dificulta o processo de funcionalizacao
desenvolvido para 0 PMMA. A presenca deste material justifica 0 mau funcionamento

do experimento do imunossensor utilizando esta fibra com 250 um de diametro.
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Figura 7.7: Espectroscopia de infravermelho da fibra de 980 pm e de 250 pm para identificagio das
caracteristicas da sua superficie.

7.2 Ensaios com imunossensores

7.2.1 Resultados do imunossensor com o sistema com Amplificador Lock-in

Nos estudos realizados anteriormente no LIF com sensores em forma de U para
refratometria [11], o sensor com casca foi inicialmente escolhido para experimentos
com bactérias, pois, para as medidas de indice de refracdo, apresentou uma
sensibilidade bem préxima do sensor sem casca e sua fabricacdo era mais acessivel por
ser feito com fibra comercial. A Figura 7.8 apresenta os resultados alcangados para
suspensdes bacterianas com concentragdes de 104, 10° e 108 UFC/ml, além do controle
em salina. Esses resultados foram encontrados com o sistema que utilizava um
amplificador Lock-in. As medidas realizadas para concentracdes de 108 UFC/ml
apresentam uma atenuacao de aproximadamente 7 % da saida normalizada. As medidas
para concentracdes de 10* e 10° UFC/ml ndo podem ser distinguidas até os primeiros
20 minutos, alcangando a partir deste ponto 2 % e 3 % de atenuacdo respectivamente. A
incerteza das medidas mostra uma grande variagao entre os resultados encontrados.

Estes resultados sdo parametros importantes para o presente trabalho, visando-se
alcancar melhorias no processo de funcionamento do imunossensor, tanto na avaliacéo e
desenvolvimento do sistema eletrdnico, quanto dos processos quimicos e bioldgicos que

envolvem a deteccdo das bactérias.
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Figura 7.8: Resultados dos experimentos com Escherichia coli O55 para concentragdes de 104, 108 e

108 UFC/ml e solugéo salina como controle negativo, utilizando o amplificador Lock-in. POF de 1000 pm com
raio de curvatura de 4,0 mm. Figura adaptada de [2].

7.2.2 Resultados do imunossensor com a plataforma Arduino e o protocolo 1

O setup implementado com a plataforma Arduino e um sensor de referéncia
apresentou resultados compativeis com o sistema utilizando o Amplificador Lock-in em
todo o processo de calibracdo. Este sistema eletrénico € portatil, e a utilizacdo de um
sensor ndo funcionalizado inserido na agua contaminada e medido simultaneamente
como referéncia permitiu uma analise mais segura dos resultados bioldgicos.
Inicialmente, sensores em forma de U com casca, descascados e fabricados sem casca
foram testados para comparacao dos resultados.

A Figura 7.9 apresenta o resultado do sensor com casca. Estes sensores nao
apresentam regularidade no processo de funcionalizacdo, desta forma, apenas um sensor
apresentou variagao no processo de medida.

O resultado encontrado apresentou uma atenuagdo da saida normalizada de mais
de 5 % para solugdes bacterianas concentradas a 10* UFC/ml, sendo melhor do que os
resultados de 3 % apresentados no experimento com Amplificador Lock-in mostrados
na Figura 7.8.
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Figura 7.9: Detecgdo de bactéria em agua com 10* UFC/mlI utilizando sensor U com casca e o sistema com
sensor de referéncia.

Novos experimentos foram realizados agora com o sensor dentro da estufa, onde
a temperatura e a umidade ambiente puderam ser monitoradas. Em cada experimento
foram utilizados cinco sensores, investigando-se concentragdes 10* UFC/ml e
10% UFC/ml. Utilizando-se este primeiro protocolo, alguns sensores nio apresentaram
resultados na captura de bactérias. A Figura 7.10 mostra os resultados para 0s sensores
3 e 4 com casca. O sensor 3 apresentou uma atenuacao para a saida normalizada de 8 %
para a concentracdo de 10° UFC/ml. Os sensores imersos nas concentracdes de
10* UFC/ml ndo apresentaram resultados. Durante a realizacdo dos experimentos a
temperatura ambiente era de 26 °C e a umidade relativa do ar de 40 %.
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Figura 7.10: Detecgdo de bactéria em agua com 108 UFC/mlI utilizando sensor U com casca e 0 sistema com
sensor de referéncia. Experimentos realizados na estufa com temperatura de 26 °C e umidade de 40 %.

Sensores descascados foram experimentados apos a realizacdo do processo de
funcionalizagdo. A Figura 7.11 apresenta os resultados destes imunossensores
descascados com suas respectivas referéncias. Diferente dos sensores com casca, 0S 3
sensores utilizados apresentaram variacdo no nivel do sinal de saida. Comparando-se
com os resultados do sistema utilizando o Amplificador Lock-in (Figura 7.8), nota-se
que os valores de atenuacdo da saida normalizada para concentracdes de 10* UFC/ml
sdo de 3 %, enquanto neste novo experimento, os valores obtidos foram de 20 %.
Entretanto, as atenuacdes que ocorrem perto de 20 minutos no sensor 2 e perto de
35 minutos no sensor 3 ndo foram observadas em outros experimentos. Os sensores de
referéncia, porém, ndo apresentaram variacbes nestes instantes, o que demonstra a
estabilidade da eletronica.

O processo de remogdo da casca ndo deixa a superficie da fibra uniforme.
Alguns residuos de casca sdo encontrados principalmente na interface entre a regido
com casca e descascada. Estes residuos podem estar proporcionando acumulo de
anticorpo, impedindo a captura das bactérias de maneira uniformemente distribuida

sobre a superficie da fibra.
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Figura 7.11: Detecgdo de bactéria em agua com 10* UFC/m utilizando sensor U descascado e o sistema com
sensor de referéncia.

Em funcdo do acUmulo de residuos nos sensores descascados por processo
quimico, outros sensores foram fabricados com POF sem casca. A auséncia da casca faz
com que toda a fibra, e ndo somente a curva, seja sensivel a variacdo do indice de
refracdo do meio externo. Desta forma, faz-se necessario um controle maior do volume
da regido imersa na amostra.

A Figura 7.12 apresenta os resultados do experimento utilizando o sensor sem
casca para medidas de concentragdes de 10* UFC/mI. A distribuicdo das bactérias neste
sensor € mais uniforme, pois este é feito de PMMA e ndo possui a casca com material
fluoretado. Apenas 2 sensores apresentaram resultados, sendo o melhor com atenuacgéo
de 6 % para a concentracéo de 10* UFC/ml. Este resultado supera os sensores com casca
e descascados anteriormente experimentados. Durante a realizacdo dos experimentos a

temperatura ambiente ficou entre 25 °C e 26 °C e a umidade entre 42 % e 44 %.
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Figura 7.12: Reconhecimento de bactéria em dgua com 10* UFC/ml utilizando sensor U sem casca e o sistema
com sensor de referéncia. Experimentos realizados na estufa com temperatura entre 25°C e 26 °C e umidade
entre 42% e 44%.

Foram realizados experimentos com a amostra em agitagdo constante, visando
aumentar a probabilidade das bactérias passarem pela regido sensora. Entretanto, as
oscilacbes aumentaram e 0s experimentos nao apresentaram resultados compativeis que

pudessem ser analisados.

7.2.3 Resultados do imunossensor com a plataforma Arduino e o protocolo 2

Considerando-se as dificuldades na captura das bactérias, foram realizadas
alteracbes no protocolo biologico. Os resultados apresentados nesta secdo foram
encontrados com 0s imunossensores que passaram pelo tratamento com H2SOs por
2 horas e a etapa do HMDA alterada para 24 horas.

A Figura 7.13 apresenta os resultados para o protocolo 2 em suspensdes
bacterianas concentradas a 108 UFC/ml. Apesar das atenuacdes na saida normalizada
alcangarem apenas 7 %, os resultados sdo mais estaveis, com todos os 5 sensores
utilizados apresentando atenuacGes nas saidas. A partir dos 35 minutos é possivel notar
que alguns sensores apresentam uma estabilizacdo, o que indica que as bactérias ndo

estdo mais sendo capturadas. Considerando-se a alta concentracdo da suspenséo
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bacteriana, esta estabilizacdo estd sendo provocada pela interrupcdo da atividade do
anticorpo. Observa-se com isso que o processo de funcionalizagcdo do imunossensor

continua sendo um desafio.

D, = 980 pm descascada e R = 4,0 mm (segundo protocolo)
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Figura 7.13: Imunossensores funcionalizados com o protocolo biolégico 2 para a detecgéo de E. coli em
concentragdo 108 UFC/ml.

Ainda com o objetivo de miniaturizar o imunossensor, um experimento foi
realizado com sensores fabricados com a POF de 250 um de diametro e raio de
curvatura de 1,5 mm. A sensibilidade deste sensor, de acordo com a simulagdo, € maior
do que a do sensor com fibra de 980 wm descascada e raio de curvatura de 4,0 mm,
sendo suas sensibilidades respectivamente, 7,30 e 6,12. A Figura 7.14 apresenta oS

resultados do experimento.
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D, =250 pm e R =1,5 mm (segundo protocolo)
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Figura 7.14: Imunossensores confeccionados com fibra de 250 pm descascada e raio de curvatura de 1,5 mm,
funcionalizados com o protocolo bioldgico 2 para a deteccéo de E. coli em concentragdo 108 UFC/m.

O comportamento apresentado na Figura 7.14 mostra um aumento nas saidas
normalizadas dos imunossensor de quase 4 % com a captura de bactérias. Como as
caracteristicas da fibra de 250 um adquirida ndo s@o conhecidas, sabendo-Se apenas que
possui PMMA, ¢ possivel que diferentes tipos de compostos quimicos na superficie da
fibra tenham favorecido o comportamento apresentado. A anélise espectroscopica desta

POF, apresentada na Secdo 7.1.3, revelou a presenca de PVDF.

7.3 Comparacdo entre os resultados experimentais e as simulacdes do

imunossensor

Os experimentos realizados com o imunossensor ndao demonstraram
repetibilidade para o estabelecimento de parametros médios. Desta forma, para
comparagdo entre os resultados encontrados no experimento com imunossensor para a
fibra POF de 980 um e a sua respectiva simulagdo, considerou-se 0 sensor 3 da
Figura 7.13 como um resultado experimental intermediario ap0s a implementacdo do
protocolo 2, sendo entdo seu comportamento comparado com os resultados da
simulacdo. Este sensor, agora em destaque na Figura 7.15 apresentou um valor minimo

na saida normalizada de 0,963 em 40 minutos.
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Figura 7.15: Resultado experimental do imunossensor 3 feito com POF de 980 pm de didimetro e
funcionalizado com o protocolo bioldgico 2.

Durante a primeira modelagem do imunossensor foram estipulados espessuras e
indices de refracdo para a camada de bactérias que envolve o imunossensor apds o
tempo de captura. Entretanto esta camada ndo pode ser medida experimentalmente para
se determinar o valor exato de sua espessura e indice de refracdo. Isso dificultou a
comparagcdo com o sensor experimental. As oscilagdes apresentadas nesta simulacédo
limitam ainda mais a possibilidade de comparacdo. Entretanto estas simulacGes iniciais
foram importantes para observacao do fenémeno de interferéncia que pode ocorrer ap6s
0 acumulo de bactérias na fibra.

Ja a segunda proposta de modelagem associa a poténcia de saida com a
densidade linear de bactérias sobre a POF. Desta forma é possivel associar a poténcia de
saida proporcional a densidade linear de bactérias com a saida real encontrada para o
imunossensor experimental. Observando-se a Figura 7.15 com o resultado experimental
do sensor 3, pode-se perceber que o limite da saida normalizada ficou préximo ao valor
encontrado para a densidade linear simulada de 5 %, cuja poténcia de saida normalizada
foi 0,9687. Desta forma foram realizadas simula¢Ges com variacdo da densidade linear
entre 0 e 5 %, com intervalos de 1 %, ampliando 0 numero de pontos para comparagao.

A Figura 7.16 apresenta os resultados para a simulagdo também com estes pontos.
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Figura 7.16: Poténcia de Saida do imunossensor com a variacdo da densidade linear de bactérias de 0,01 entre
os valores de 0 a 0,05, e com variacao de 0,05 entre os valores de 0,05 a 0,30, distribuidos aleatoriamente sobre
o sensor U com POF de 980 um.

A comparacdo entre os resultados experimental e simulado podem ser vistos na
Figura 7.17. Comparando-se os eixos horizontais de tempo e densidade linear de
bactérias, estima-se que em 40 minutos a densidade de bactérias sobre o imunossensor 3
era de aproximadamente 5 %, pois a saida normalizada apresentada para os resultados

experimental e simulado sdo compativeis.

Comparagao Experimental e Simulado D, = 980 pm e R = 4,0 mm
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Figura 7.17: Comparagao entre os resultados experimentais do sensor 3 feito com POF de 980 pm e da
simulagao do sensor U com o mesmo diametro e raio de curvatura da POF.
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Obviamente que as diferencas entre as sensibilidades experimental e simulada
encontradas para 0s sensores no processo de calibragcdo precisam ser consideradas.
Conforme a Tabela 6.7 as sensibilidades encontradas foram de 8,17 e 6,12,
respectivamente para os sensores experimentados e simulados. Desta forma, como a
sensibilidade do sensor simulado é menor, é provavel que a quantidade de bactérias
sobre o imunossensor experimental seja ainda menor do que 5 %. Isto é compativel com

as imagens mostradas pelo MEV na Figura 7.3.

101



Capitulo 8

Modelagem de diferentes formas do sensor

Estudos apresentados na fundamentacao tedrica do sensor éptico, demonstram
que varias curvas foram feitas na fibra de silica para 0 aumento da sensibilidade [53].
Com esse mesmo objetivo, foram realizadas simulacbes para verificacdo dos modelos
Espiral e Zigue-zague nas fibras com as caracteristicas e dimensdes da POF.

O modelo Espiral é um prolongamento do sensor U, possuindo curvas sempre
para 0 mesmo lado, sendo assim formado através da modelagem de uma volta completa
e mais meia volta, para que a entrada e a saida da POF fiqguem na mesma direcéo e
sentido. J& no modelo Zigue-zague as curvas sdo alternadas. A Figura 8.1 mostra as

formas geométricas adotadas.

(@) (b) (©)

Figura 8.1: Modelos dos sensores: (a) U (b) Espiral (c) Zigue-zague implementados para simulacao

No processo computacional, o sensor Espiral é implementado aumentando-se o
raio da curva de 180° no sensor U para 540°. No modelo Zigue-zague, as curvas de 180°
sdo alternadas com raios positivo e negativo em sequéncia. A Figura 8.2 apresenta a
interface de programacdo do BeamPROP™ com o modelo Zigue-zague, onde o
retdngulo amarelo intermediario possui raio negativo para modelar a curva invertida. O

mesmo procedimento foi adotado para a representacdo das bactérias nesta regido.
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Figura 8.2: Interface de programacdo do BeamPROP™ preparada para simulagdo do Sensor Zigue-zague.
Em amarelo a POF e em vermelho o meio externo. A faixa amarela central foi configurada com raio de
curvatura negativo.

Inicialmente, foram realizadas simulacdes com as caracteristicas da POF de
980 um de espessura, com raio de curvatura de 4,0 mm. A Figura 8.3 apresenta 0s
resultados encontrados para o processo de medida de indice de refracdo com o0s
Sensores U, Espiral e Zigue-zague. O Sensor Espiral apresenta a mesma sensibilidade
do sensor U, com uma atenuacdo de aproximadamente 40 %. O sensor Zigue-zague
apresenta uma sensibilidade bem maior, alcancando uma atenuacdo de quase 70 % para
o valor de indice de refracdo correspondente de 1,39.

O imunossensor foi simulado também para os modelos Espiral e Zigue-zague
para comparacdo com os resultados anteriores do imunossensor em forma de U. A
Figura 8.4 apresenta os resutados da simulagdo do imunossensor Espiral e a Figura 8.5
mostra o0s resultados do imunossensor Zigue-zague, considerando-se em ambos uma

cobertura de bactérias com espessura variavel entre 0,5 um e 2,0 um.
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Figura 8.3:
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Figura 8.4: Simulac&o da presenca de bactérias com a variagéo do indice de refragdo de uma camada variavel

na superficie do Sensor Espiral com POF de 980 pm.

104



Zigue-zague com D, =980 um e R=4,0 mm

12

©

3

o 1,15

©

g

= P

g 11 4 ——0,5 um

g / 1,0 um
0

© 105 e

= 1,5 pm

3 s

([ 1 2,0 pm

o e _/ ’

© ~—

‘S

§ 0,95

o? 1,33 1,34 1,35 1,36 1,37 1,38 1,39

indice de Refracdo

Figura 8.5: Simulac&o da presenca de bactérias com a variagdo do indice de refracdo de uma camada variavel
na superficie do Sensor Zigue-zague com POF de 980 pm.

Observa-se que as oscilagcdes aparecem tanto no imunossensor Espiral quanto no
Zigue-zague, o que dificulta a utilizagdo do modelo, conforme discutido no
imunossensor em forma de U. Confirma-se assim que esta modelagem ndo deve ser
utilizada, pois ndo permite comparacdo com resultados experimentais.

Tendo em vista as mesmas dificuldades encontradas na simulacdo das bactérias
no imunossensor U com a faixa continua de indice de refracdo varidvel, foi também
realizada a simulacdo do imunossensor atraves da variacdo da densidade linear de
bactérias sobre a POF. A Figura 8.6 apresenta os resultados encontrados, onde o
imunossensor Zigue-zague apresenta inicialmente uma estabilidade dos resultados para
uma atenuacao de 20 % e proximo de 13 % de densidade linear sua sensibilidade foi
superada pelo sensor Espiral, que chega a 30 % de atenuacdo. Nesta atenuacdo 30 % do

sensor esta coberto por bactérias.
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Figura 8.6: Simulag&o do imunossensor com a variagdo da densidade linear de bactérias, com dimensoes de 1,0
x 2,0 um e indice de refracdo fixo em 1,39, distribuidas aleatoriamente sobre o sensor U, Espiral e Zigue-zague
com POF de 980 pm.

Como a POF de 250 pm com raio de curvatura de 1,5 mm apresentou na
simulacdo uma sensibilidade melhor do que o sensor POF de 980 um com raio de
4,0 mm, foram realizadas simulacdes dos sensores Espiral e Zigue-zague também para
este modelo de fibra. A Figura 8.7 apresenta os resultados da simulagdo do processo de
medida de indice de refracdo. Observa-se que no Sensor Espiral a curva é similar ao
Sensor U, com atenuacdo da poténcia de saida normalizada de aproximadamente 40 %.
Entretanto o Sensor Zigue-zague apresenta-se muito mais sensivel, com uma atenuagédo
da poténcia de 90 % para a variacdo do indice de refragdo entre 1,33 e 1,39.

Foram também modelados os imunossensores Espiral e Zigue-zague com
espessura de bactéria entre 0,5 pm e 2,0 um. Os resultados s&o apresentados na
Figura 8.8 e na Figura 8.9 respectivamente para 0s imunossensores Espiral e
Zigue-zague. Para os imunossensores Espiral as atenuaces foram proximas de 5 %. Ja
0 imunossensor Zigue-zague tem um melhor resultado, alcancando uma atenuacdo na
poténcia de saida normalizada de quase 25 % para a espessura de 2,0 um. Neste caso 0
indices de refracdo de aproximadamente 1,365, comecando entdo a oscilar.

Importante relembrar que a partir do instante em que 0s sensores apresentam
oscilagbes na poténcia de saida os indices de refracdo subsequentes ndo podem ser
avaliados, pois apresentam duplicidade de valores de indices de refracdo com a mesma
poténcia. Assim, estes resultados confirmam a ineficiéncia do método utilizado na

simulagdo. Todos os sensores Zigue-zague implementados, tanto na POF de 980 um
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quando na POF de 250 pm apresentam atenuacfes superiores ao sensor U sem

oscilagdes até o indice de refragdo de 1,34.

D,=250pumeR=15mm

==
12
© =@ Espiral
2 1 ==@-7igue-zague
S
S 08
‘©
£
5 06
P
©
T 04
©
(%]
S 0,2
.©
2
@ 0
et
S 1,33 1,34 1,35 1,36 1,37 1,38 1,39

inidice de Refracdo

Figura 8.7: Resultados da simulagéo do processo de calibragéo do sensor U, Espiral e Zigue-zague com POF de
250 pm.
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Figura 8.8: Simulacdo da presenca de bactérias com a variagéo do indice de refragdo de uma camada variavel
na superficie do Sensor Espiral com POF de 250 um.
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Figura 8.9: Simulacdo da presenca de bactérias com a variacéo do indice de refracdo de uma camada variavel
na superficie do Sensor Zigue-zague com POF de 250 pm.

A variacdo da densidade linear das bactérias sobre o sensor foi também simulada
para a POF de 250 um de diametro. Esta simulacdo permite uma futura comparagao
com resultados experimentais. Os resultados apresentados na Figura 8.10 mostram que
0 imunossensor Espiral apresenta uma atenuacdo de 35 %, enquanto 0 imunossensor
Zigue-zague alcanca uma atenuacao de 50 %. Este é o melhor resultado encontrado para

0S imunossensores.
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Figura 8.10: Poténcia de Saida do imunossensor com a variagao da densidade linear de bactérias, com
dimensdes de 1,0 x 2,0 um e indice de refracdo fixo em 1,39, distribuidas aleatoriamente sobre o sensor U,
Espiral e Zigue-zague com POF de 250 um.
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Para uma melhor visualizagdo dos resultados apresentados neste capitulo, a
Tabela 8.1 apresenta os resultados das atenuacdes percentuais para os sensores U,
Espiral e Zigue-zague fabricados tanto com a POF de 980 pum quando com a POF de
250 pm. Foram assim resumidos os resultados do processo de medida de indice de
refracdo dos sensores, os imunossensores com o modelo de variagdo do indice de
refracdo para a espessura de 1,0 um e os resultados para a variagdo da densidade linear
da camada de bactérias sobre a POF. Observa-se que 0 sensor em Zigue-zague com a
POF de 250 pum apresenta o melhor resultado, sendo assim importante considerar a

possiblidade de sua implementacéo em trabalhos futuros.

Tabela 8.1: Atenuagdes percentuais na saida normalizada dos sensores com POF de 980 um e 250 pm

Atenuacéo (%)

POF 980 pum POF 250 um
U Espiral Zigue-Zague U Espiral  Zigue-Zague
Calibracgéo 37 41 65 41 35 90
indice variavel 2 1 3 4 3 11
Densidade linear 9 29 24 13 35 52

A realizacdo dos experimentos com sensores Zigue-zague estd condicionada a
melhoria do sistema eletrdnico para deteccdo das baixas poténcias na saida do sensor. A
poténcia luminosa real na saida deste sensor simulado € de aproximadamente 10 % da

poténcia na entrada para o indice de refragdo de referéncia da agua pura (n = 1,33).
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Capitulo 9

Conclusoes e trabalhos futuros

O trabalho apresentado analisou e implementou um imunossensor a fibra Optica
plastica. Um sistema eletronico foi desenvolvido e a modelagem computacional foi
utilizada para a avaliacdo de novas configuragdes mais sensiveis, utilizando fibras

comercialmente fabricadas. Apresentam-se entéo as seguintes conclusoes:

e O sistema com a plataforma Arduino é eficiente, preciso, pratico, inovador e de
baixo custo.

e A POF descascada detectou 40 % a mais da presenca do anticorpo.

e As melhores sensibilidades encontradas nas simulagdes de IR foram 7,36 para a
POF de 980 um e 7,30 para a POF de 250 um.

e Os resultados experimental e simulado de IR foram compativeis tanto para as
fibras de 980 um quanto para as fibra de 250 um.

e A comparacdo do experimento com a modelagem demostrou que menos de 5 %
do imunossensor estava coberto por bactérias.

e O imunossensor Zigue-zague com POF de 250 pum apresentou o melhor
resultado, com atenuacdo de 52 % da poténcia Optica, sendo esta a maior

sensibilidades.

A proposta de um imunossensor em Zigue-zague € inovadora, podendo sua
implementacdo experimental avancar em trabalhos futuros no LIF. A continuidade da
pesquisa exige uma eletrénica ainda mais sensivel, pois as variacdes encontradas nos
resultados experimentais e simulados apontam para indice de refracdo do meio externo
entre 1,33 e 1,35. As melhorias no controle e eficiéncia dos processos de
funcionalizacdo e imobilizacdo do anticorpo sdo também indispensdveis para a
continuidade do projeto.

O desenvolvimento deste trabalho apresentou diversos questionamentos
inerentes a um projeto interdisciplinar. As solucdes e implementacdes apresentadas
exigiram conhecimentos integrados da fisica, da quimica, da biologia, da eletrdnica e da

modelagem computacional de formas complementares, tornando a pesquisa inovadora e
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desafiadora. Um projeto deste nivel sé se torna possivel com a participacdo de uma
equipe profissional e competente, equipe esta que o Laboratério de Instrumentacdo e
Fotonica vem construindo e aprimorando a cada ano. Os desafios continuam,
aguardando novos alunos, professores e demais profissionais interessados e dispostos a

investir no desenvolvimento cientifico e tecnoldgico.
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Anexo A
Programa da plataforma Arduino

/*
Leitor de Indice de Refrago

Esse programa mede variag¢Ges do indice de refracdo na agua.
Nesse sistema sdo analisados dois sensores, 1° como sistema sensor
e 2° como referéncia.

Autor: Fernando L. Maciel
Data: 19/08/2015

Versdo: 7.0

*/

boolean Debug = false; // valor inicial do modo Debug
int pinol_ PWM =3; //saida de tensdo do LED1
int pino2_ PWM =5; // saida de tensdo do LED2

int Vad; /I varidvel ndo usada

intv_ PWM_1=280; //valor inicial de configuragdo do PWM do LED 1, controlando
sua tenséo

intv_ PWM_2=280; //valor inicial de configuragdo do PWM do LED 2, controlando
sua tenséo.

int tempoMedidas = 3; // intervalo de tempo entre as medidas efetuadas pelo programa
float ResistorEmissor = 47.0; // valor do resistor

float v_Arduino = 4.765; // valor da tensdo méaxima na saida de pino do Arduino

float f_Conv_V =v_Arduino/1023.0; // fator de conversdo em tensdo da entrada
analogica do Arduino

float f_Conv_ImA = (f_Conv_V*1000.0)/ResistorEmissor; // fator de conversdao em

corrente da entrada anal6gica do Arduino

int Sensor_1; // Entrada analdgica do Sensor 1

int Sensor_2;  // Entrada analdgica do Sensor 2int V_Ref Led 1 = AQ; // Entrada

analogica retorno do driver de corrente LED 1

int Corrente_1, // valor da corrente medida no LED 1

int Corrente_2; // valor da corrente medida no LED 2

int pino_Led 1= AO0; // Entrada analogica retorno do driver de corrente LED 2
int pino_Led 2 = Al; // Entrada anal6gica retorno do driver de corrente LED 2
int pino_Sensor_1 = A2;

int pino_Sensor_2 = A3;

char op; // guarda a ultima tecla pressionada pelo usuario
//[Fungéo para calibrar o sistema

void CalibrarSistema(){
float tensao_Ref = 4.0; // Tensdo de referencia de saida em Volts.
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int v_Saida_Ref = tensao_Ref*1023/v_Arduino; // Valor de referéncia para
calibracéo.

unsigned int linhas=40; // numero maximo de linhas até exibi¢do de um novo
cabecalho que identifica as varidveis calibradas

unsigned int i; // armazena a quantidade de linhas ja escritas (quantidade de
calibrages)

int contEst=0; // acumula a quantidade de ciclos estaveis ap0s efetuada uma calibracéo

unsigned intn = 0;

int erroCal=5; // variavel que guarda o valor do erro maximo entre a tensdo de entrada
dos Sensores e a tenséo de Referéncia

boolean sair=false;

int difSensorl = 0;

int difSensor2 = 0;

/* 0 numero de linhas atual eh definido como 0 numero maximo para uma primeira
exibicdo do cabegalho */
i=linhas;

Iwhile ((op!="P") && (op!='p")){

/* Loop que verifica duas variaveis: sair, contEst.

* Esse loop analisa a estabilidade da calibragdo dos sensores, se houver grande
variacdo nas entradas dos sensores, uma nova calibracdo ““e feita.

* Variavel "sair" é usada para uma interrupcédo da calibragdo pelo usuario,
pressionando a tecla p/P.

* Variavel "contEst" acumula a quantidade de vezes (ciclos) que as entradas dos
sensores (tensdes) permaneceram dentro da faixa de erro determinada;

*  Sealguma dessas entradas variar mais que o erro permitido, uma rotina de
calibracdo ¢é executada e a variavel zerada.

*/

while (!sair && (contEst<10)){

/* leitura das entradas dos sensores */
Sensor_1 = analogRead(pino_Sensor_1);
Sensor_2 = analogRead(pino_Sensor_2);
Corrente_1 = analogRead(pino_Led 1);
Corrente_2 = analogRead(pino_Led 2);

/* Loop que verifica trés variaveis: sair, Sensor_1, Sensor_2

* Variadvel "sair" € usada para uma interrupcdo da calibracéo pelo usuério,
pressionando a tecla p/P

* se avariavel for "falsa”, a rotina de calibragéo é iniciada

* Variaveis Sensor_1, Sensor_2 sdo as tensdes nos sensores 1 e 2. O erro em
relacdo ao valor de tenséo de referencia é calculado separadamente;

*  g¢ feito o modulo de (Sensor _i - tensdo de referencia), apos € verificado se
essa diferenca € maior que o erro estabelecido pelo usuério;

*  se algum dos sensores estiver com um erro maior que o estabelecido, é
iniciada entdo a rotina de calibragdo dos sensores.

* O loop é repetido ate que as entradas dos 2 sensores estejam dentro da faixa
de erro estabelecida ou ate interrupc¢ao do usuario
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*/

difSensorl = Sensor_1 - v_Saida_Ref;

difSensor2 = Sensor_2 - v_Saida_Ref;

while (!sair && ((abs(difSensorl)>erroCal) || (abs(difSensor2)>erroCal)))
Ilwhile ('sair && ((abs(Sensor_1 - v_Saida_Ref)>erroCal)))

{
/lwhile ((Sensor_1 '=v_Saida_Ref) || (Sensor_2 !=v_Saida_Ref)){

/* variavel "contEst" é reinicializada, pois sera feita uma nova calibragdo para
posterior verificacdo de estabilidade*/
contEst=0;

/[* variavel "i" é verificada com o numero maximo de linhas para exibicéo dos
dados de calibracao
* se "i" for igual a esse humero, entdo um novo cabecalho é criado para
auxiliar a leitura dos dados
*/
if(i==linhas){
i=0;
if ('Debug)
{

Serial.printin("Pwm_1\tI1_mAUS_1\tPwm_2\tlI2_ mAUS_2\tDiffSel\tDiffSe2");
//Serial.printin("Pwm_2\tI2_mA\tS_2");

¥
¥

/* Incremento da variavel "i", acumulando a nova linha de dados que sera
escrita*/
i++;
/* Se 0 modo Debug estiver ativado, essa pequena rotina sera executada
* Serdo escritos na tela as saidas das tensfes nos LEDs, as correntes nos
LEDs e as tensdes de entrada dos Sensores.
*/
if ('Debug){
Serial.print(v_PWM_1*0.392,0);
Serial.print("%\t");
Serial.print(Corrente_1*f_Conv_ImA);
Serial.print("\t");
Ill/Serial.print(Sensor_1*f _Conv_V);
Serial.print(Sensor_1);
Serial.print("\t");
Serial.print(v_PWM_2*0.392,0);
Serial.print("%\t");
Serial.print(Corrente_2*f _Conv_ImA);
Serial.print("\t");
/ll[Serial.printin(Sensor_2*f_Conv_V);
Serial.print(Sensor_2);
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Serial.print("\t");

Serial.print(difSensorl);

Serial.print("\t");

Serial.printin(difSensor2);
¥

/* Sequéncia de 4 comparacOes para ajuste das tensdes nos sensores 1 e 2
* A tensdo de entrada de cada sensor é comparada individualmente com o
valor de tensdo de referencia;
* Se a entrada for maior, a tensdo no respectivo LED é diminuida;
* Se a entrada for menor, a tensao no respectivo LED é aumentada;
* Se atensdo em algum LED chegar em algum valor limite, maximo ou
minimo, seu valor assim permanecera.
*/
if (Sensor_1>v_Saida_Ref){
v PWM_1--;
if (v_PWM_1<0) v._.PWM 1=0;
¥
if (Sensor_1 <v_Saida_Ref){
v_PWM_1++,
if (v_PWM_1>255) v_PWM_1=255;
¥
if (Sensor_2 >v_Saida_Ref){
v_PWM 2--;
if (v_PWM_2<0)v_PWM 2=0;
¥
if (Sensor_2 <v_Saida_Ref){
V_PWM 2++;
if (v_PWM_2>255) v_PWM_2=255;
}

/* Alteracdo das tensdes nos LEDs */
analogWrite(pinol PWM, v._.PWM _1);
analogWrite(pino2_PWM, v_PWM_2);
delay(2000);

/* Medicéo das correntes nos LEDs e das tensdes nos Sensores*/
Sensor_1 = analogRead(pino_Sensor_1);

Sensor_2 = analogRead(pino_Sensor_2);

Corrente_1 = analogRead(pino_Led_1);

Corrente_2 = analogRead(pino_Led_2);

if ('Debug) Serial.printin(*0% calibrado.");

/[* Leitura da porta serial que conecta o PC com o Arduino para verificar se 0
usuario desejar interromper a calibracéo
* Se houver bytes a serem lidos, a leitura é feita;

* Se atecla pressionada for "p" ou "P" (minusculo ou maiusculo), a variavel
"sair" é alterada para "verdadeira";
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* Com isso, as condigdes de saida dos loops internos seréo satisfeitas e a
calibrag&o serd interrompida.
*/
if (Serial.available() > 0) {
op = Serial.read();
if ((op="P") || (op="p")) sair=true;

}

/* Ao termino da rotina de calibragdo dos sensores, a variavel "contEst™ é
incrementada;

* Assim, é registrada a primeira vez que 0s sensores estao calibrados.

* Caso 0s sensores continuem calibrados no ciclo seguinte, a rotina de
calibracdo ndo é executada e "contEst" incrementada;

* Assim, acumula-se a quantidade de ciclos seguidos que 0s sensores estao
calibrados;

* Ao completar 10 ciclos seguidos de estabilidade na calibracéo, o loop de
verificagdo de estabilidade é interrompido.

*/

ContEst++;

/* Verifica o da variavel "sair" para decidir qual mensagem informativa enviar
ao usuario;
* Se "sair" for "falsa", € exibido o ciclo atual de estabilidade da calibrac&o;
* Se "sair" for "verdadeira"”, é exibido um alerta indicando a interrup¢édo da
calibracéo.
*/
if (Isair){
/* Mensagem que indica em porcentagem a quantidade de ciclos estaveis da
calibracao*/
Serial.print(contEst*10);
Serial.printIn("% calibrado.");

}

/* Mensagem que indica a interrupcdo pelo usuario da calibracéo */
else Serial.printIn("Calibracao interrompida.");
delay(500);
¥
I}

/[* Caso a calibracdo seja efetuada, sem interrupgdo pelo usuario, é exibida uma
mensagem informando a conclusdo da calibragdo */

Serial.printin();

if (Isair) Serial.printin("Sistema Calibrado, pronto para realizar medidas.");

} I*Fim da funcgéo Calibrar*/
/* Funcéo que efetua as medidas de tenses nos Sensores, de tensdes e correntes nos

LEDs e exibe seus valores
* Fungdo usada durante os testes com as fibras oticas
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*/
void Medir(){

/* variavel para contagem no loop: i

* variavel para exibicdo da medida realizada: m
*/

inti,m=0;

/* Escrita na tela do PC de um cabecalho identificando a origem de cada medida
realizada */

Serial.printin("n\tI1\tI2\tSen_1\tSen_2\tDiferenca(Sen_1 - Sen_2)");

//Serial.printIn("n\tI1\tSen_1\t");

/* Loop que efetua as medidas
* Sua interrupcdo é feita somente pelo usuério ao pressionar a tecla p/P
*/
while ((op!='P") && (op!'="p)){
inti; // intervalo de tempo atualmente decorrido, para comparagéo com o intervalo
de tempo desejado entre medicgdes
//delay(tempoMedidas);
//Serial.printIn("K");

/* Loop que realiza:

* 1) a contagem do intervalo de tempo entre as medigoes

*  Avariavel global "tempoMedidas" guarda o valor do intervalo de tempo entre
as medicoes;

*  Avariavel "i" guarda o intervalo de tempo ja decorrido, sendo incrementada
apos cada ciclo;

*  Quando "i" for igual a "tempoMedidas", significa que o intervalo de tempo
desejado foi atingido;

*  Asaida do loop é efetuada e uma nova medicao sera entdo realizada.

* 2)a leitura da tecla pressionada pelo usuério

*  Se houver bytes a serem lidos no buffer da porta serial entre o Arduino e o PC,
a variavel "op" eh atualizada

*  com o valor atual da tecla pressionada pelo usuério;

* Seatecla"p" ou "P" for pressionada, "i" eh imediatamente atualizada para o
valor do intervalo de tempo de medida desejada;

*  Assim, uma ultima leitura seré realizada com posterior saida do loop principal.

*  Se nédo houver nenhum byte a ser lido (sem envio de dados para o PC), a
contagem do intervalo de tempo eh feita normalmente.

*/

/[* Leitura das tensGes de entrada dos Sensores e das correntes nos LEDs */
Sensor_1 = analogRead(pino_Sensor_1);

Sensor_2 = analogRead(pino_Sensor_2);

Corrente_1 = analogRead(pino_Led_1);

Corrente_2 = analogRead(pino_Led 2);

/* Escrita na tela do PC dos valores medidos, realizando as devidas conversdes de
valores */
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Serial.print(m++);

Serial.print("\t");
Serial.print(Corrente_1*f Conv_ImA);
Serial.print("\t");
Serial.print(Corrente_2*f Conv_ImA);
Serial.print("\t");
Serial.print(Sensor_1*f Conv_V,4);
Serial.print("\t");
Serial.print(Sensor_2*f Conv_V,4);
Serial.print("\t");
Serial.printin((Sensor_1-Sensor_2)*f Conv_V,4);

/* Se 0 modo Debug estiver ativado, eh exibida também as tensdes dos sensores sem
converséo */
if (Debug){
Serial.print(Sensor_1);
Serial.print("\t");
Serial.printin(Sensor_2);

}

for (i=0;i<tempoMedidas;i++){

delay(1000);

if (Serial.available() > 0) {
op = Serial.read(); /* Leitura serial da tecla pressionada pelo usuario */
//Serial.printin(op);
if ((op=="p) || (op="P")) i=tempoMedidas;

}

//Serial.print((i+1)*2);

//Serial.print(" segundos.\r");

}
//Serial.print(" \r');

} /* Fim do loop principal*/

/* Exibicdo de uma mensagem ao usudrio indicando o termino das medicdes */
Serial.printin("Fim das medicoes.");

} I* Fim da funcdo Medir*/

/* Funcéo que exibe na tela as diferentes opcdes de intervalos de tempo para realizar as
medigOes dos Sensores

* A opgdo selecionada sera lida por uma outra Fungéo

*/

void Menulntervalos()
Serial.printin();
Serial.printIn("Digite o tempo em segundos™);

Serial.print("Opcao: ");
}
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/*void Menulntervalos(){
Serial.printin();
Serial.printin("Escolha uma opcao.");
Serial.printin("< 1 > 2 segundos.");
Serial.printIn("< 2 > 6 segundos.");
Serial.printIn("< 3 > 1 minuto.");
Serial.printIn("< 4 > 15 minutos.");
Serial.printIn("< 5 > 30 minutos.");
Serial.printin("< 6 > 1 hora.");
Serial.print("Opcao: ");

el

I* Funcdo que realiza a leitura da opcédo do intervalo de tempo selecionado pelo usuério;
* Se houver bytes a serem lidos no buffer da porta serial que conecta o Arduino com o
PC, a leitura da tecla pressionada ¢ efetuada;

* Uma operacdo de comparacdo é feita e a variavel "tempoMedidas”, que guarda o
intervalo de tempo desejado, é atualizada;

*  Se for escolhida uma opcéo inexistente, uma mensagem de erro € exibida e a
funcdo Intervalos é executada novamente.

* Se ndo houver bytes (sem envio de dados para o PC), a prépria funcdo é chamada
novamente, reiniciando o procedimento;

* A saida da funcéo é realizada somente quando uma opcéo valida for selecionada.

*/

void Intervalos()

{
int buffer = 0;

while( Serial.available() <=0)

{
delay(500);

¥

if (Serial.available() > 0)
{
buffer = Serial.parselnt();
if("buffer)
{
Menulntervalos();
M/ Fim if buffer=0
else
{
tempoMedidas = buffer;
Serial.printin(tempoMedidas);
Serial.printIn("*Tempo atualizado...");
H/ Fim else
M/ Fim if Serial.available
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/*void Intervalos(){

if (Serial.available() > 0) {
op = Serial.read();
Serial.printin(op);
switch (op) {
case 1"
Serial.printIn("Intervalo de 2 segundos selecionado.");
tempoMedidas=1;
break;
case 2"
Serial.printIn("Intervalo de 6 segundos selecionado.");
tempoMedidas=3;
break;
case ‘3"
Serial.printin("Intervalo de 1 minuto seg selecionado.");
tempoMedidas=30;
break;
case '4"
Serial.printIn("Intervalo de 15 minutos selecionado.");
tempoMedidas=450;
break;
case '5"
Serial.printIn("Intervalo de 30 minutos selecionado.");
tempoMedidas=900;
break;
case '6"
Serial.printIn("Intervalo de 1 hora selecionado.");
tempoMedidas=1800;
break;
default:
Serial.printin("Opcao invalida.");
Menulntervalos();
break;

} /* Fim do switch

} /* Fim do if principal
else{
Intervalos();
} /* Fim do else
} /* Fim da funcdo Intervalos */
/* Funcgéo que escreve na tela do PC o menu principal do programa com suas diferentes

funcionalidades */
void OpcoesMenu(){
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Serial.printin();
Serial.printin("Escolha uma opcao.");
Serial.printin("< C > Calibrar o Sistema.");
Serial.printIn("< M > Realizar medidas.");
Serial.printin("< P > Parar as medidas ou a calibracao.");
Serial.printin("< T > Alterar intervalo entre as medidas.");
//Serial.printIn("< D > Abilitar e desabilitar o debug.");
Serial.print("Opcao: ");

¥

/* Funcdo executada sempre que o botdo "“reset” do arduino é pressionado ou um novo
upload do cédigo efetuado

* Esta funcdo configura o Arduino: Pinagem e configuragdes/condicdes iniciais

*/

void setup() {

/* Os pinos do PWM sdo configurados como saida */
pinMode(pinol_PWM, OUTPUT);
pinMode(pino2_PWM, OUTPUT);

/*Os pinos do PWM sao inicializados*/
analogWrite(pinol_PWM, v_PWM_1);
analogWrite(pino2_PWM, v._.PWM_2);
delay(500);

/* A comunica o serial entre o Arduino e o PC ¢ inicializada a uma taxo de 9600 bits
por segundo */
Serial.begin(9600);

/* Escrita na tela do PC do nome do programa*/
Serial.printin("\f");
Serial.printin("SISTEMA DE MEDICAO DE INDICE DE REFRACAOQ.");

[* Exibi¢do do Menu Principal, dando inicio ao funcionamento do programa */
OpcoesMenu();

}

/* Loop principal de execu¢do do Arduino

* Se houver bytes a serem lidos no buffer da porta serial que conecta o Arduino com o
PC,

* @ realizada a leitura da opcdo do Menu Principal desejada pelo usuario;

* A funcéo correspondente € entdo executada com exibicdo de uma mensagem
indicando o inicio de determinada funcao;

*  Caso seja escolhida uma opcéo inexistente, € exibida uma mensagem de erro ao
usuario.

* Ao final da execucgéo de cada funcdo, o Menu Principal é exibido novamente dando
um novo inicio ao loop.

* Se ndo houver nenhum byte a ser lido (sem envio de dados para o PC), uma
instrucdo vazia € executada e o loop repetido.

*/
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void loop() {

/* Se a comunicacdo serial estiver disponivel, inicio da leitura da tecla pressionada

pelo usuario */
if (Serial.available() > 0) {

/* Leitura da tecla e posterior exibicdo da mesma */
op = Serial.read();
Serial.printin(op);

I* Verificacdo de qual tecla foi pressionada pelo usuario, se for uma tecla
correspondente a uma opgéo valida,

* sua respectiva funcdo sera executada.

*/

switch (op) {

/* Opcao de calibracdo do sistema */

case 'C"

case 'c":
Serial.printin("Calibrando o sistema...");
CalibrarSistema();
break;

/* Opcéo de realizacdo de medidas */
case '‘M"
case 'm"
Serial.printIn("Realizando medidas...");
Medir();
break;

/* Opcao para ativar ou desativar o modo Debug */
case 'D"
case 'd":
if (Debug){
Debug = false;
Serial.printin("Debug desabilitado.");
}
else{
Debug = true;
Serial.printin("Debug abilitado.");

}
break;

/* Opcéo para selecionar um novo intervalo de tempo entre as medicdes */
case T"
case 't"
Menulntervalos();
Intervalos();
break;
case 'P":
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case 'p":
break;
/* Exibicdo da mensagem de erro caso uma opgao inexistente seja selecionada */
default:
Serial.printin("Opcao invalida.");
break;
} /* Fim switch - escolha das diferentes funcionalidades do programa */

/* Nova exibicdo do Menu principal */
OpcoesMenu();

} /* Fim da verificacdo de disponibilidade da comunicagéo serial*/
delay(1000);
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