Desenvolvimento de um Sensor Optico de
Baixo Custo para Monitoramento On-line e

In-situ de Biomassa Microbiana

Isabella Cristina Silva do Nascimento

DISSERTACAO DE MESTRADO
APRESENTADA AO PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
DE PROCESSOS QUIMICOS E
BIOQUIMICOS DA ESCOLA DE
QUIMICA DA UFRJ.

Orientacédo: Prof2. Rossana Odette Mattos Folly, D.Sc
Prof2. Andrea Valdman, D.Sc

Marco de 2019



DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR OPTICO DE BAIXO CUSTO PARA
MONITORAMENTO ON-LINE E IN-SITU DE BIOMASSA MICROBIANA

Isabella Cristina Silva do Nascimento

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pd6s-Graduacdo em Engenharia de
Processos Quimicos e Bioquimicos, para a

obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias (M.Sc.).

Orientacdo: Profa. Rossana Odette Mattos Folly, D.Sc
Prof2. Andrea Valdman, D.Sc

ESCOLA DE QUIMICA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
MARCO DE 2019



Nascimento, Isabella Cristina Silva

Desenvolvimento de um Sensor Optico de Baixo Custo para Monitoramento On-
line e In-situ de Biomassa Microbiana. / Isabella Cristina Silva do Nascimento. —
Rio de Janeiro, 2019.

xv, 79 f.il.

Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Processos Quimicos e
Bioquimicos) — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica,
Rio de Janeiro, 2019.

Orientadores: Rossana Odette Mattos Folly e Andrea Valdman

1. Controle de Bioprocessos. 2. Automacao de Bioprocessos. 3. Instrumentacao
de Bioprocessos. 4. Biomassa. 5. Monitoramento. - Teses.

I. Folly, Rossana Odette Mattos; Valdman, Andrea (Orient.). Il. Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Programa em Engenharia de Processos Quimicos e
Bioguimicos, Escola de Quimica. Ill. Titulo.




Desenvolvimento de um Sensor Optico de Baixo Custo para

Monitoramento On-line e In-situ de Biomassa Microbiana

ISABELLA CRISTINA SILVA DO NASCIMENTO

DISSERTACAO SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO CURSO
DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE PROCESSOS
QUIMICOS E BIOQUIMICOS DA ESCOLA DE QUIMICA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, COMO PARTE
DOS REQUISITOS NECESSARIOS A OBTENCAO DO GRAU DE
MESTRE EM CIENCIAS (M.SC).

APROVADA POR:

Rossana Odette Mattos Folly, D.Sc.
Orientadora

Andrea Valdman, D.Sc.
Orientadora

Andrea Medeiros Salgado, D.Sc.

Lucia Moreira Campos Paiva, D.Sc.

Alex Dante, D.Sc.

Rio de Janeiro, RJ - Brasil
Marco de 2019



Ao meu avo (in memoriam).

A minha avé.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia pelo apoio ao longo dessa jornada.

As minhas orientadoras Prof. Rossana Odette Mattos Folly e Prof. Andrea
Valdman por todos os ensinamentos, por todo apoio e carinho que vao além das
fronteiras da Universidade.

Agradeco imensamente aos amigos e parceiros do Laboratério de
Instrumentacéo e Foténica (LIF) localizado na COPPE/UFRJ, pois tiveram um papel
fundamental na concretizacdo deste trabalho, em especial a Prof. Regina Allil, ao
Prof. Marcelo Werneck, a Rafaela Lopes e ao Alex Dante.

Aos meus amigos que de perto ou de longe contribuiram para a concretizacao
de mais este sonho.

E a Deus, que com todo amor velado por mim, me d& forca e coragem para

seguir em busca da minha realizag&o profissional.



vi

RESUMO

NASCIMENTO, Isabella Cristina Silva. Desenvolvimento de um Sensor Optico de
Baixo Custo para Monitoramento On-line e In-situ de Biomassa Microbiana.
Orientadoras: Rossana Odette Mattos Folly e Andrea Valdman. Rio de Janeiro:
EQ/UFRJ, 2019. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Processos Quimicos e
Bioquimicos).

A concentracdo celular é uma varidvel chave na caracterizacdo de processos
biotecnoldgicos. Sua determinacdo em tempo real é de suma importancia tanto para
cientistas quanto para engenheiros, pois permite a identificacdo rapida de desvios no
processo. O acesso a dispositivos confiaveis e acessiveis € imprescindivel para a
democratizacdo e evolucdo da ciéncia em universidades e centros de pesquisa de
pequeno porte. Assim, o presente trabalho objetivou o desenvolvimento de um
sensor Optico de baixo custo para acompanhamento on-line e in-situ da
concentragdo celular. O trabalho foi realizado em trés etapas. Em principio foi
analisada a aplicabilidade de um sensor originalmente desenvolvido para detecc¢éo
qualitativa de bactéria em amostra contaminada quanto a capacidade de
guantificacdo de biomassa microbiana. Em seguida, foi construida uma sonda
turbidiométrica de baixo custo baseada em fibra Optica plastica, fotodiodo, polimero
ABS e LEDs para monitoramento on-line e in-situ da variavel. Por fim, foi estudada a
implementacdo da plataforma Arduino como uma alternativa mais acessivel para
construcdo do instrumento de medicdo. Foram realizadas analises a respeito do
melhor comprimento de onda para esta finalidade, bem como a respeito da
influéncia de luz ambiente e comprimento do caminho Optico sob a resposta do
instrumento. O instrumento apresentou boas caracteristicas quanto a linearidade,
repetibilidade, acuracia, precisdo e histerese. O instrumento possui faixa de medi¢céo
linear de 5 — 20 g/L com sensibilidade de 0,2607 V/g/L. O custo aproximado de
producdo do instrumento foi de R$70,00. A plataforma open source, barata e
acessivel desenvolvida permite que o trabalho seja reproduzido e aplicado em

diversos ambientes, contribuindo para melhor descricdo de processos.



Vii

ABSTRACT

NASCIMENTO, Isabella Cristina Silva. Development of a Low-Cost Optical Sensor
for On-line and In-situ Biomass Monitoring. Supervisor: Rossana Odette Mattos Folly
e Andrea Valdman. Rio de Janeiro: EQ/UFRJ, 2019. Dissertation (Graduate Program
on Engineering of Chemical and Biochemical Processes).

Cell concentration is a key variable in the characterization of biotechnological
processes. Its real-time determination is of paramount importance to both scientists
and engineers as it allows rapid identification of deviations in the process. Reliable
and accessible devices are essential for the democratization and evolution of science
in universities and small research centers. In this context, the objective of this work
was to develop a low cost, open source optical sensor for online and in-situ cell
concentration monitoring, based on LEDs, photodiode and plastic optical fiber. The
work was carried out in three steps. In principle, the applicability of an originally
developed sensor for the qualitative detection of bacteria in a contaminated sample
was analyzed for biomass quantification. Next, a low-cost turbidimetric probe based
on plastic optical fiber, photodiode, ABS polymer and LEDs was built for on-line and
in-situ cell monitoring. Finally, An Arduino-based platform was applied as a
construction alternative for the measuring instrument. Analysis were performed to
investigate the best wavelength for this purpose, as well as on the influence of
ambient light and optical path length under the instrument response. The instrument
presented good characteristics regarding linearity, repeatability, accuracy, precision
and hysteresis. The instrument has a linear measuring range of 5 - 20 g/L with a
sensitivity of 0.2607 V/g/L. The sensor has been characterized for Saccharomyces
cerevisiae concentration detection. Provided that calibration is performed for each
new application, the modular structure can be used to detect different
microorganisms, as well as to monitor crystallization processes and suspended

solids.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Neste capitulo sdo apresentados a motivacdo e 0s objetivos gerais e
especificos da dissertacdo enfatizando a relevancia do tema. Em seguida, é

apresentada a estrutura organizacional da dissertacao.
1.1 MOTIVACAO

O éxito no controle e monitoramento do processo depende fortemente de
técnicas de medicdo e monitoramento adequadas e funcionais. Em particular na
industria de bioprocessos, as demandas sobre medicdes e andlises das variaveis
sdo grandes desafios para pesquisadores, fornecedores de instrumentos e
operadores industriais (SONNLEITNER, 2012). A concentracdo celular € uma
variavel chave na caracterizacdo de processos biotecnoldgicos. Sua determinacdo
em tempo real € de suma importancia tanto para cientistas quanto para engenheiros,
pois esta relacionada a determinacdo das taxas especificas de crescimento e/ou
formacdo de produtos e permite a identificacdo rapida de desvios no processo
(SCHMIDELL et al., 2008).

Os dispositivos in situ mais aplicaveis para o0 monitoramento de biomassa em
tempo real utilizam métodos fotométricos, incluindo sondas oéticas, como sensores
turbidimétricos ou nefelométricos (MADRID e FELICE, 2005). Estes sensores séo
baseados em transmissdo, absorcdo, reflexdo ou dispersdo de luz. Diodos
emissores de luz (LEDs) ou lasers sdo comumente usados como fonte de radiacao
luminosa, e a luz atenuada é tipicamente detectada por fotodiodos (HAUSMANN et
al., 2017). Uma fibra dptica pode ser usada para guiar o feixe incidente para fora do
biorreator, retirando assim o detector sensivel a esterilizacdo do biorreator. Este tem
sido 0 mecanismo mais utilizado para monitoramento in situ da densidade Optica
(VOJINOVI'C e CABRAL, 2006).

Dispositivos confiaveis e acessiveis sdo imprescindiveis para a
democratizacdo e evolucdo da ciéncia em universidades e centros de pesquisa de
pequeno porte. Portanto, o principal objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
alternativa acessivel e de baixo custo para o monitoramento on-line e in-situ do

crescimento celular microbiano. Os objetivos especificos foram:



e Analisar a aplicabilidade de um sensor disponivel originalmente para
deteccdo qualitativa de bactérias em amostras contaminadas quanto a
quantificacdo de biomassa,;

e Desenvolver uma sonda turbidimétrica baseada em fibra Optica, LEDs e
fotodiodo para a quantificacdo de biomassa total em tempo real.

e Estudar a influéncia de diferentes comprimentos de onda no sinal de
saida do instrumento.

e Estudar a influéncia do comprimento do caminho 6ptico no sinal de
saida do instrumento.

e Implementar a plataforma Arduino & sonda desenvolvida, como uma
alternativa acessivel, de baixo custo, a construcao do instrumento de

medicao.
1.2 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Os proximos capitulos desta dissertacao estdo dispostos da seguinte maneira:

O Capitulo 2, Reviséo Bibliografica, apresenta uma breve revisdo sobre temas
relevantes para o desenvolvimento do trabalho bem como os fundamentos teéricos
pertinentes, como monitoramento de biomassa, fibras Oépticas, sensores a fibra
Optica e plataforma Arduino.

O Capitulo 3, Materiais e Métodos Comuns, apresenta 0 micro-organismo
utilizado como referéncia para o preparo de suspencdes celulares. Em seguida,
apresenta a metodologia baseado na norma ABNT para o célculo da incerteza de
medicdo e a metodologia de determinacdo dos parametros caracteristicos do
instrumento com base na norma ANSI/ISA-51.1-1979 (R1993).

O Capitulo 4 apresenta uma breve descricdo do sensor desenvolvido em um
trabalho anterior por Wandermur et. al. (2014) e sua avaliacdo para a quantificacao
de biomassa. Nele sdo descritos o0 método de avaliacdo adotado, os resultados e
conclusdes parciais.

O Capitulo 5 descreve o desenvolvimento e a construgdo de uma sonda de
baixo custo baseada em fibra éptica plastica, LEDS e fotodiodo para monitoramento
on-line e in-situ da concentracdo celular. Apresenta ainda a metodologia de
calibracéo do sensor, bem como os resultados e conclusdes.

O Capitulo 6 apresenta a implementacdo da plataforma Arduino como uma

alternativa acessivel e de baixo custo a producdo do instrumento de medi¢do. S&o



apresentados os componentes Arduino utilizados e suas especificacbes. Apos a
consolidagédo do funcionamento e dos principais componentes do dispositivo de
medicdo, foram feitas analises de influéncia de luz ambiente e comprimento do
caminho oOptico. Apresenta ainda a metodologia de calibracdo do sensor e os
resultados da calibracdo e parametros caracteristicos. Em seguida, sé&o
apresentadas conclusdes parciais.
O Capitulo 7, Conclusdes e Sugestbes, apresenta de maneira sucinta 0s

principais resultados obtidos e as conclusdes finais do trabalho. Inclui também um

tépico de sugestbes para trabalhos futuros.



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta uma breve revisdo sobre temas relevantes para o
desenvolvimento do trabalho bem como fundamentos teoricos pertinentes, como
métodos de monitoramento de biomassa, descricdo e classificacdo de fibras Opticas,
sensores a fibra Optica, em especial para 0 monitoramento de biomassa e uma breve

apresentacao da plataforma Arduino.



21 MONITORAMENTO DE BIOMASSA

A concentragdo celular € uma das variaveis de estado mais importantes na
caracterizacdo de bioprocessos. Sua posi¢cdo como variavel chave destaca-se pela
determinacao, entre outras, das taxas especificas de crescimento e/ou formacéo de
produtos (SCHMIDELL et al., 2008).

Os métodos para determinacdo de biomassa apresentam algumas
caracteristicas comuns: sdo baseados em medidas indiretas e necessitam de uma
curva que relacione a variacdo da propriedade medida (p.ex., transmitancia) com a
concentracdo de biomassa, ou seja, necessitam de uma curva de calibracdo ou
modelo de observacao (SCHMIDELL et al., 2008).

Segundo Doelle (1994), a Unica maneira direta relevante de medir a massa
celular € determinar o peso seco de uma amostra retirada do meio de cultivo,
secando-a e, em seguida, pesando as células remanescentes. Embora esta seja
uma técnica simples, é trabalhosa e demanda muito tempo. Por isso, € tipicamente
utilizada apenas como referéncia para outros métodos (LUBBERT, 2017).

Entre os diferentes métodos para quantificacdo de biomassa, a densidade
Otica espectrofotométrica (OD) UV-vis é a técnica mais comumente usada para
estimar a formacdo de cromoforos e a concentracdo de células em cultura liquida
(MYERS, CURTIS & CURTIS, 2013). A maioria das bactérias tem quase a mesma
absorbéancia por unidade de concentracdo de peso seco, independentemente do
tamanho da célula. Essa é a base para o uso de métodos baseados na absorbancia
como ferramentas rapidas, ndo destrutivas e baratas para monitorar o crescimento
microbiano (LUBBERT, 2017).

Os diversos métodos de quantificacdo de biomassa podem ser classificados
em trés categorias: modo de obtencdo dos valores medidos, localizagdo do sensor
em relacdo ao reator e a forma de aquisicdo de dados em relacdo ao tempo
(MADRID & FELICE, 2005).

A obtencéo dos valores medidos pode ser realizada de modo off-line ou on-
line. A saber:

e off-line: quando o resultado € obtido manualmente e ndo pode ser
automatizado. O atraso de tempo dos resultados impede o controle em tempo

real do sistema.



e on-line: quando o resultado é obtido imediatamente apds a medicdo. Esses
tipos de medi¢cbes sao totalmente automaticos e permitem um controle em
tempo real do sistema.

Para fins de controle, € essencial que a determinacdo de biomassa seja
realizada sem atrasos significativos em relacdo a dinamica do processo
(SCHMIDELL et al., 2008). Consequentemente, h4 muitas décadas a comunidade
cientifica busca o desenvolvimento de sensores e métodos que podem ser
automatizados de modo a fornecer informacdo em tempo real desta variavel
(OLSSON & NIELSEN ,1997).

Existem ainda outras classificacdes especificas que caracterizam um sensor,
definidas a partir dos seus principais principios de funcionamento. A determinacao
de uma varidvel medida pode ser classificada de duas formas em relacdo a
localizac&o do sensor:

e in-situ: quando os sensores estdo localizados dentro do sistema a ser
medido.

e ex-situ: quando os sensores estdo localizados em um bypass ou em uma

linha de saida.

O método de deteccdo da grandeza medida pode ainda ser classificado

guanto ao modo de aquisi¢cao de dados em relagéo ao tempo:
e continuo: quando as medi¢des sdo continuas no tempo.
e discreta: quando as medicdes sao realizadas em intervalos regulares.

Sendo assim, o0 método de medicdo de biomassa capacitivo, por exemplo, &
classificado como um método on-line, in-situ e continuo. Sensores em sistema FIA
(Flow Injection Analysis) sdo classificados como ex-situ, on-line e discretos. Ja o
método de referéncia peso seco € classificado como ex-situ, off-line e discreto
(MADRID & FELICE, 2005).

Tipicamente, sensores dedicados ao monitoramento de biomassa s&o
baseados em medicbes de variaveis fisicas, quimicas e fotométricas e
ocasionalmente em variaveis biolégicas. Métodos que medem variaveis fisicas sao
geralmente melhor adaptados para medi¢cdes de biomassa on-line e in-situ (MADRID

& FELICE, 2005).



Até o momento, os dispositivos in-situ mais aplicaveis para o0 monitoramento
on-line da biomassa utilizam métodos fotométricos, incluindo sondas oticas para a
medicdo de turbidez, como sensores turbidimétricos (absorcdo) ou nefelométricos
(espalhamento) (MADRID & FELICE, 2005).

Um nefeldometro mede diretamente a intensidade da luz espalhada pela
amostra, que € proporcional & quantidade de matéria suspensa no caminho da luz,
embora a influéncia do tamanho, forma e indice de refracdo das particulas também
sejam importantes. Em nefelémetros, o sensor é disposto em um angulo (geralmente
90°) em relacdo ao feixe transversal para registrar a luz dispersa em uma parte da
distribuicdo angular (Figura 1). Os nefeldbmetros normalmente fornecem melhor
precisdo e sensibilidade que os turbidimetros e sdo normalmente usados para

amostras de baixa turbidez contendo pequenas particulas (LAWLER, 2005).

]
.—é. Fotocélula
AAA KA
i '{; il _H\-\\.l' e
' = — m i >
R = Lente \________.?,
Lampada Célula de Amostra

(Visao Vertical)

Figura 1 — Projeto basico de um nefeldmetro (dispersao). Adaptado de (LAWLER, 2005).

Um turbidimetro mede a intensidade do feixe depois de ter passado pela
amostra, ou seja, quantifica a quantidade de luz transmitida restante (Figura 2). A
matéria suspensa no caminho da luz causa disperséo e absor¢ao de alguma energia
luminosa, o que reduz a radiagdo que incide sobre a fotocélula. Estes instrumentos
sdo mais apropriados para amostras relativamente turvas em que as particulas sao
grandes em relacdo ao comprimento de onda de luz utilizado. Isso ocorre porque
uma reducdo significativa na intensidade da luz incidente é necessaria para produzir
resultados precisos (LAWLER, 2005).
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Figura 2 — Projeto basico de um turbidimetro (transmisséo ou absorcéo). Adaptado de
(LAWLER, 2005)

Alguns instrumentos mais novos, chamados de turbidimetros de razao,
incorporam sistemas de medicao de luz dispersas lateralmente (geralmente em 90°),
dispersas para frente e transmitidas (Figura 3). O valor de turbidez é obtido como a
razdo entre o sinal a 90° e a soma dos valores dispersos para frente e transmitidos.
O recurso de razdo tem varias vantagens: aumenta a estabilidade ao longo prazo do
sensor (reduzindo os efeitos da derivagao ou drift instrumental), reduz a influéncia de
mudancas de temperatura na eletrénica e limita o efeito da cor da amostra nas
leituras. Isso pode ser mais apropriado para liqguidos com cores fortes e/ou variaveis,
ou para amostras de alta turbidez (LAWLER, 2005).
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Figura 3 — Projeto basico de um turbidimetro de razao (disperséo e transmisséo). Adaptado
de (LAWLER, 2005).

Esses dispositivos permitem a determinacdo on-line precisa da densidade
celular sem a necessidade de procedimentos de calibracao intermitentes. Contudo,
apresentam desvantagens inerentes a determinagbes Opticas, a saber: falta de
linearidade num intervalo amplo de medida, dificuldades de limpeza do instrumento
optico e interferéncias com particulas e bolhas de géas, assim como perda da
intensidade luminosa durante o percurso do feixe luminoso, devido a altas
concentracdes celulares (SCHMIDELL et al., 2008).



2.2 FIBRA OPTICA

A luz é utlizada como portadora de informagdes em sistemas de
comunicacdo desde a década de 1950. No entanto, a tecnologia de comunicacdes
Opticas foi viabilizada somente em 1970, com a obtencédo de fibras com menores
atenuacdes pela Corning Glass Works (KECK, 2000), e com o desenvolvimento do
laser semicondutor de AsGa com operacdo a temperatura ambiente pela Bell Labs
(HETCH, 2010).

A fibra éptica € um guia dielétrico formado tipicamente por duas camadas
coaxiais na forma cilindrica: um nudcleo (core) na parte central, de raio a e indice de
refracdo n;, e uma casca (cladding), de raio b e indice de refracdo n,, que envolve
completamente o nucleo (KOIKE, 2015; SALEH & TEICH, 1991). Normalmente, um
revestimento externo (buffer coating ou jacket) de material polimérico € aplicado ao
redor da casca, conferindo resisténcia mecanica a fibora (FUJIWARA, 2012). A

estrutura basica de uma fibra éptica € apresentada na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura basica de uma fibra éptica (SALEH & TEICH, 1991).

Embora em principio a casca néo seja necessaria para propagacao de luz, ela
desempenha fun¢gBes importantes no uso pratico, tais como proteger a superficie do
nacleo de imperfeicdes e alteracdes do indice de refracdo causadas pelo contato
fisico ou absorgédo de contaminantes e aumento da resisténcia mecanica. O nucleo
tem um indice de refracdo ligeiramente superior ao da casca (n; < n).
Consequentemente, quando o angulo de incidéncia da entrada de luz no ndcleo é
maior que o angulo critico determinado pela lei de Snell, a luz de entrada é
confinada na regido central e transmitida na direcdo paralela ao seu eixo, devido ao

fendmeno de reflexao total interna (KOIKE, 2015).
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As fibras oOpticas sao divididas em dois tipos: fiboras monomodo (single mode
fiber — SMF), na qual apenas um modo de propagacao de luz é permitido e fibras
multimodo (multimode fiber — MMF), a qual pode orientar um grande numero de
modos. Ademais, a distribuicdo do indice de refracdo ao longo do raio determina o
perfil de indice da fibra: degrau (step-index) ou gradual (graded-index). A Figura 5
ilustra conceitualmente os perfis do indice de refracdo e as trajetdrias de raio na
SMF e nas MMFs, com indice degrau e gradual, e mostra as formas de onda de
pulso de entrada e saida medidas (KOIKE, 2015). Vale observar que os perfis do
indice de refracdo do nucleo (n;) e o indice de refracdo da casca (n,) da fibra 6tica
podem ter um formato constante ou semicurvo com um valor maximo central,

dependendo do tipo de fibra utilizada.
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Figura 5 — Geometria, perfil de indice de refracdo e raios tipicos em fibras: (a) multimodo com degrau,
(b) monomodo, e (c) multimodo de indice gradual (SALEH & TEICH, 1991).

As fibras opticas podem ainda ser categorizadas de acordo com seus
materiais basicos: silica de vidro e polimero. O material utilizado confere
caracteristicas particulares e aplicacdes especificas. As fibras SMF de silica de vidro
sao utilizadas em sistemas de comunicacdo de longa distancia, como redes

submarinas, devido a atenuacédo extremamente baixa e alta largura de banda. No
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entanto, exigem um alinhamento perfeito utilizando conectores caros e precisos,
devido aos diametros de nucleo extremamente pequenos de menos de 10 ym, que é
aproximadamente 1/10 do diametro de um fio de cabelo humano. As fiboras MMFs de
silica com diametros de nucleo maiores sao facilmente quebradas, porque o vidro de
silica é inerentemente fragil (KOIKE, 2015).

Por outro lado, as fibras Opticas poliméricas (POFs) apresentam algumas
vantagens importantes sobre suas contrapartes de vidro. Especificamente, seu
grande diametro nuclear (0,25 - 1 mm) permite a utilizacdo de conectores plasticos
de baixa precisao, o que reduz o custo total do sistema. Além disso, as POFs se
destacam por sua maior flexibilidade e resisténcia a impactos e vibragdes, bem
como pelo maior acoplamento de luz a fibra. Devido a esses meéritos, diversas
aplicacdes com POFs foram desenvolvidas e comercializadas, desde seu uso como
um simples guia de transmissdo de luz em displays até sua utilizagdo como

sensores e cabos de telecomunicagfes (ZUBIA & ARRUE, 2001).
2.3 SENSORES A FIBRA OPTICA

O desenvolvimento de técnicas de medicao Optica a partir dos anos 70 e de
fiboras O¢pticas com baixas perdas e alta qualidade para uso na area de
telecomunicacdes permitiu 0 avanco significativo das técnicas de medi¢do, uma vez
que viabilizaram a monitoracdo de grandezas a longas distancias. Sendo assim,
diversas configuracdes de sensores tém sido propostas visando a deteccdo de
variaveis mecanicas, elétricas, quimicas e biologicas (GIALLORENZI et al., 1982).

Por se tratar de um meio fisico, a fibra Optica esta sujeita a diversas
perturbacdes. Portanto, responde a mudancas geométricas (tamanho, forma) e
Opticas (indice de refracdo, conversdo de modo) em maior ou menor extensao,
dependendo da natureza e da magnitude da perturbacdo (GHOLAMZADEH &
NABOVATI, 2008).

Ao contrario de aplicacbes em telecomunicacao, em aplicacdes de medicao a
resposta a influéncia externa € propositalmente aumentada de modo que a alteragédo
resultante na radiagdo Optica possa ser usada como uma medida da perturbacéo
externa. Na telecomunicacédo, o sinal que passa por uma fibra jA € modulado,
enquanto que na deteccédo, a fibra age como um modulador. Ela também serve
como um transdutor e converte dados de medicbes em uma mudanca
correspondente na radiacéo optica (GHOLAMZADEH & NABOVATI, 2008).
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Como a luz é caracterizada por amplitude (intensidade), fase, frequéncia e
polarizagéo, qualquer um ou mais desses parametros pode sofrer uma alteragédo, em
funcdo de variacbes no ambiente em que esta inserida. A utilidade do sensor de
fibra Optica, portanto, depende da magnitude dessa mudanca e da capacidade de
medir e quantificar a mesma de forma confiavel e precisa (GHOLAMZADEH &
NABOVATI, 2008).

Os sensores a fibra oOptica sdo encontrados tanto em escala laboratorial
guanto em escala industrial (GIALLORENZI et al., 1982). Impulsionados pela queda
nos precos e o aumento da qualidade e confiabilidade dos componentes Opticos ao
longo das Ultimas trés décadas, sensores tradicionais para a medicao de variaveis
como rotacédo, aceleracdo, medidas de campos elétricos e magnéticos, temperatura,
pressdo, acustica, vibracdo, posicdes linear e angular, tensdo, umidade,
viscosidade, medidas quimicas, e dezenas de outras aplicacbes, tem sido
substituidos por sensores a fibra 6ptica (UDD & SPILLMAN, 2011).

A Figura 6 ilustra a tendéncia para sensores a fibra Optica ao longo dos
altimos anos, com uma projecao para 2020, indicando que o custo dos principais
elementos Opticos vem caindo rapidamente, enquanto o nimero e a variedade de
escolhas de componentes de baixo custo tém aumentado. Essa tendéncia indica um

aumento no Market share, linhas de producéo, etc.
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Figura 6 — Tendéncias para sensores a fibra éptica. Adaptado de UDD & SPILLMAN (2011).

Partindo do principio que a tendéncia de mercado se mantenha, ou seja, que

0 custo de producéo das fibras dpticas continue a baixar, as pesquisas na area de
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sensores serdo cada vez mais acessiveis e maiores serdo as possibilidades de
desenvolvimento de produtos mais competitivos, o que leva a crer que esta
tecnologia obtera cada vez mais uma posicdo de vanguarda no mercado de
sensores.

Os sensores de fibra Optica possuem ainda diversas vantagens inerentes que
os coloca a frente de sensores eletromecénicos comercialmente disponiveis, tais
como: tamanho compacto, leveza, liberdade de configuracdo geométrica, imunidade
a interferéncia eletromagnética, alta sensibilidade, ampla largura de banda e
possibilidade de multiplexac&o de sinais.

Além de permitir monitoramento pontual, multipontual ou distribuido, a fibra
Optica é inerte a uma gama consideravel de agentes quimicos e biologicos, podendo
ser aplicada no monitoramento de ambientes hostis. Em contrapartida, algumas
aplicagbes ainda demandam um alto custo de implementagdo, bem como
necessidade de treinamento para superar a falta de familiaridade do usuario final (LI
et al., 2012).

2.3.1 Classificacio de Sensores a Fibra Optica

Dada a vasta existéncia de sensores a fibra Optica, estes séo tipicamente
classificados com base no processo de modulacdo e demodulacdo, quanto a
aplicacdo, quanto ao local de deteccéo (extrinsecos e intrinsecos) e quanto a seus
pontos de medicdo (GHOLAMZADEH & NABOVATI, 2008):

Com base no processo de modulacdo ou demodulacdo o sensor pode ser
chamado de sensor de intensidade (amplitude), de fase, de frequéncia ou sensor de
polarizagdo. Uma vez que a deteccdo de fase ou frequéncia em Optica exige
técnicas interferométricas, este ultimo também é denominado como um sensor
interferométrico.

Quanto a aplicagdo os sensores podem ser fisicos (por exemplo, medi¢do de
temperatura, estresse, etc.); sensores quimicos (por exemplo, medi¢do do teor de
pH, analise de gases, estudos espectroscopicos, etc.); sensores biomédicos
(inseridos através de cateteres ou endoscopios que medem o fluxo sanguineo, o
teor de glicose e assim por diante). Tanto os tipos de intensidade quanto os tipos de
sensores interferométricos podem ser considerados em qualquer uma das

aplicacdes acima.
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Em sensores denominados extrinsecos, a deteccdo ocorre numa regido fora
da fibra. A fibra serve essencialmente como um canal para a transmissao de luz de
um lado para o outro até uma regiao sensivel de forma eficiente e desejada. Outras
variantes deste sensor baseiam-se em tecnologia eletrénica na qual o sinal optico é
transportado pela fibra éptica e convertido em energia elétrica. Neste caso, obtém-se
um sensor hibrido, mas que se enquadra perfeitamente na definicdo de sensor

extrinseco. A Figura 7 ilustra o principio de deteccdo de um sensor extrinseco.

Modulador de luz
Entrada da Saida da

Fibra Fibra

AN

Sinal do
Meio

Figura 7 — Sensor extrinseco.

Na deteccado intrinseca, as propriedades da propria fibra convertem uma
alteracdo em uma variavel externa (fisica, quimica ou fisico-quimica) em uma
modulacdo do feixe de luz que passa por ela. A modulacdo pode ser intensidade,
fase ou polarizacdo. A deteccéo de fibra oOptica intrinseca ocorre dentro da prépria
fibra. Praticamente qualquer efeito ambiental pode ser convertido em um sinal éptico
a ser interpretado. A Figura 8 ilustra o principio de deteccdo de um sensor

intrinseco.
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Figura 8 — Sensor intrinseco.
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Por fim, os sensores a fibra otica podem ser classificados em fungcédo da
resposta a seus pontos de medicdo. Neste caso, as classes mais importantes sao:
sensores ponto a ponto, sensores multiplex e sensores distribuidos. No tipo ponto a
ponto, existe um Unico ponto de medicéo no final do cabo de conexao de fibra o6tica,
similarmente a maioria dos sensores elétricos. Os sensores multiplexados permitem
a medigcdo em multiplos pontos ao longo de uma unica linha de fibra e os sensores
distribuidos séo capazes de detectar em qualquer ponto ao longo de uma Unica linha
de fibra, normalmente a cada metro ao longo de muitos quildometros de comprimento.

Cada uma dessas classes de sensores, por sua vez, possui muitas
subclasses com, em alguns casos, sub-subclasses que constituem em um grande

namero de sensores baseados em fibra Optica.

2.4 SENSORES A FIBRA OPTICA PARA MONITORAMENTO DE BIOMASSA
MICROBIANA

Os sistemas bhioldgicos sdo muito complexos do ponto de vista analitico, com
componentes de tamanhos e concentragdes moleculares variados, tudo em uma
matriz bastante complexa e dinamicamente mutavel. Além disso, a maioria dos
bioprocessos em pesquisa ou producéo industrial € operada por tras de uma barreira
estéril e deve fornecer algum produto bioativo com atributos criticos de qualidade
(SONNLEITNER, 2012).

Atendendo as rigidas demandas dos processos bioldgicos, os sensores de
fibora Optica possuem propriedades atraentes por serem ndo invasivos, hao
destrutivos, nédo interferirem no metabolismo ou microambiente da cultura e néo
requererem amostragem, reduzindo o risco de contaminacao (LI et al., 2012).

Nos ultimos anos, varios sensores utilizando técnicas como espectroscopia de
impedancia elétrica, espectroscopia dielétrica, espectroscopia de infravermelho,
densidade optica e espectroscopia de fluorescéncia foram projetados para monitorar
a concentracéo da biomassa (ZHONG et al., 2015).

Um condutor de fibra Optica pode ser utilizado para conduzir um feixe de luz
incidente dentro do reator até o lado de fora do reator, retirando assim do biorreator
o detector sensivel a esterilizagcéo. Isso resultou em avancos em diversas aplicacdes
de métodos Opticos para monitoramento in-situ (VOJINOVI'C & CABRAL, 2006).

Sondas Opticas tradicionais on-line, como sondas de transmissao (também

conhecidas como sondas de absorbancia ou densidade O6ptica) e sondas de
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refletdncia (também conhecidas como sondas de retroespalhamento ou turvacao),
foram amplamente descritas na literatura e diversos modelos estdo disponiveis
comercialmente (DEBRECZENY, 2016).

Como exemplo, a Figura 9 apresenta o desenho esquematico da sonda
comercializada pela Aquasant (ATM100). Este é um sensor para densidade Optica
que mede a quantidade de luz refletida, onde a Gtica de precisdo (conjunto de
lentes) foca a luz incidente na amostra e coleta a luz refletida. Internamente, a luz &
guiada por fibras Opticas até um fotodetector (SONNLEITNER, 1999).

transmissor
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Figura 9 — Desenho esquematico da sonda de refletdncia Aquasant. Esquerda: corte transversal;
Direita: visdo frontal. Adaptado de (SONNLEITNER, 1999).

Uma tecnologia semelhante & Aquasant foi desenvolvida pela BuglLab
especificamente para biorreatores de baixo volume. Neste caso, uma sonda de fibra
optica de pequeno didametro (3 mm) mede a refletdncia a 1310 nm. Neste
comprimento de onda, a absor¢cdo de agua limita a penetragdo Optica ho meio a 3
cm ou menos e o volume de medicédo € pequeno o suficiente para que as medicdes
possam ser feitas em pequenos vasos (por exemplo, 50 mL em um vaso de 250
mL), mantendo ao mesmo tempo uma ampla faixa linear de sensibilidade a
biomassa (0,01 g/L a >100 g/L para Saccharomyces cerevisiae em peso Seco)
(DEBRECZENY, 2016).

Mitigar os efeitos de interferéncias € uma preocupacao recorrente para
desenvolvedores de instrumentos de medic&o. As bolhas sédo umas das fontes mais
conhecidas de interferéncia nas medicbes Opticas on-line de biomassa celular
(DEBRECZENY, 2016). Diferentes estratégias estdo disponiveis para contornar e
minimizar tais efeitos. Como exemplo, o sensor de transmissdo LT 201 (ASR /

Komatsugawa / Biolafitte) (Figura 10) mantém as bolhas de gas fora do caminho
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Optico montando uma tela cilindrica de ago inoxidavel ao redor desta regido. Assim,
€ permitida a passagem das células e exclusdo das bolhas de gas (SONNLEITNER,
1999).

Laser Fibra

Caminho

6ptico

Figura 10 — Desenho esquematico a sonda Komatsugawa. Adaptado de (SONNLEITNER,
1999).

Outra interferéncia que afeta a informacédo obtida é causada pela alteracéo da
fase liquida (substrato e produto) devido ao crescimento e metabolismo celular. Para
contornar este efeito, Zhong et al. (2015) desenvolveram um sensor de absorcéo
diferencial a fibra optica com duas sondas (Figura 11): um sensor e uma sonda de
referéncia, revestida com uma membrana hibrida de poliimida-silica preparada
(PSHM) permitindo a passagem apenas da fase liquida. Desta forma foi possivel
eliminar o efeito das alteragdes na fase liquida e medir com precisdo o crescimento

da biomassa em um fotobiorreator.
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Figura 11 — Estrutura do sensor de absorcao diferencial. (a) sensor; (b) sonda de referéncia.
Adaptado de (ZHONG et al., 2015)

Segundo Marose et al. (1999), muitos instrumentos comerciais operam com
fontes de luz no visivel e no infravermelho proximo (NIR). No entanto, os sensores
Opticos também sdo sensiveis a absorcdo de luz devido a cor do meio. Para
contornar esse efeito, ha uma tendéncia de exploracéo de fontes de luz (atualmente
LEDs ou lasers) com comprimentos de onda no NIR, em vez de na faixa visivel
(SONNLEITNER, 2012).

A grande limitacdo das sondas de medicado de densidade optica consiste na
incapacidade de discriminar entre células vivas e ativas versus células mortas e
inativas ou particulas abidticas (SONNLEITNER, 2012). Ainda assim, estes
instrumentos sédo bastante aplicados em todo o mundo para monitoramento de

biomassa total em tempo real.
2.5 PLATAFORMA ARDUINO

A plataforma Arduino foi criada em 2005 na Italia como uma ferramenta facil
para prototipagem rapida, destinada a estudantes sem formacdo em eletronica e
programacao (ARDUINO, 2018). Baseada em placas simples de microcontroladores,
utiliza uma plataforma de computacédo de cédigo aberto para programar dispositivos
eletrbnicos que interagem com o ambiente utilizando sensores e atuadores (LOUIS,
2016).
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A Figura 12 apresenta alguns dos modelos da plataforma Arduino disponiveis
no mercado.

Figura 12 — Placas Arduino

Construidos com o microcontrolador Atmel AVR de 8 bits que sao fabricados
pela Atmel ou um Atmel ARM de 32 bits, podem ser programados usando a
linguagem C ou C++. O software de programacao open-source Arduino IDE
(Integrated Development Environment), é compativel com os sistemas operacionais
Windows, Mac OS X, e Linux, apresenta uma interface simples, facil de usar para
iniciantes e flexivel o suficiente para usuarios avancados (ARDUINO, 2018). A

Figura 13 apresenta a interface do software Arduino IDE.

9 sketch_declda | Arduino 1.2.5 - m] X

Arquive Editer Sketch Ferramentas Ajuda

sketch_dec14a

void setup() { A
// put your setup code here, to run once:

}

woid loop() {
// put your main code here, to run repeatedly:

¥

Figura 13 — Interface do Software Arduino IDE.

O software Arduino IDE apresenta ainda uma ferramenta bastante util que

facilita a comunicacdo entre a placa e o computador, chamado Monitor Serial. A
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partir deste Monitor, € possivel extrair informac¢des da placa e imprimir na tela do
computador via porta USB. Por exemplo, informa¢gBes do sinal de saida de um
sensor conectado ao Arduino.

Uma comunidade mundial de criadores - estudantes, amadores, artistas,
programadores e profissionais - reuniu-se em torno dessa plataforma de codigo
aberto, e suas contribuicdbes cooperaram para uma incrivel quantidade de
conhecimento acessivel (ARDUINO, 2018).

Gracas a sua simplicidade e acessibilidade o Arduino tem sido utilizado em
diversos projetos e aplicacdes. Professores e alunos o utilizam para construir
instrumentos cientificos de baixo custo, para provar principios de quimica e fisica, ou
para serem inicializados em programacdo e robdtica. Designers e arquitetos
constroem prototipos interativos. Mdasicos e artistas o utilizam para instalacbes e
para experimentar novos instrumentos musicais (ARDUINO ARTS, 2014).

No campo da ciéncia e biotecnologia, trabalhos recentes foram publicados na
area de cultivo de microalgas. Nguyen e Rittmann (2018) utilizaram a plataforma
Arduino e um turbidostato para controlar e monitorar a densidade da biomassa
visando a maximizacdo da produtividade da cultura. Wishkerman e Wishkerman
(2017) construiram um sistema de iluminagdo baseado em LEDs RGB e Arduino
como uma alternativa acessivel a utlizacdo de sistemas de iluminacao

convencionais.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS COMUNS

Este capitulo apresenta 0s materiais e métodos comuns as etapas
desenvolvidas neste trabalho. Serdo apresentados os conceitos e método de célculo
de incerteza de medicdo e parametros caracteristicos do instrumento. A saber:
sensibilidade, linearidade, precisédo, acuracia, histerese e repetibilidade. Ademais, é
apresentado o0 micro-organismo utilizado para preparo de todas as suspensoes

celulares utilizadas como referéncia.
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3.1 MICRO-ORGANISMO DE REFERENCIA

Saccharomyces cerevisiae é a principal levedura utilizada em biotecnologia
em todo o mundo, devido em grande parte a sua fisiologia Unica e a sua intensa
aplicacao na industria alimenticia como panificacdo, producdo de bebidas alcodlicas
(cervejas, cachacas e vinhos) e outros processos industriais como producao de
alcool combustivel, proteina de célula Unica (SCP), enzimas industriais e metabdlitos
de baixo peso molecular (JOHNSON & ECHAVARRI-ERASUN, 2011). Em raz&o da
ndo patogenicidade e por ser considerada GRAS (generally regarded as safe), é
utilizada como micro-organismo modelo, assim como Escherichia coli, no
desenvolvimento de pesquisas variadas, incluindo a caracterizacado de sensores de
biomassa.

Em virtude da sua importancia industrial e cientifica, todos os ensaios
realizados neste trabalho foram conduzidos para a quantificacdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae. A Tabela 1 apresenta as especificacbes do fermento

bioldgico comercial utilizado.

Tabela 1 — Especificacdes do fermento bioldgico comercial.

Parametro Especificagao
Produtor Fleischmann®
Tipo Seco Instantaneo
Levedura Saccharomyces cerevisiae
Emulsificante monoesterato de sorbitana

Fonte: Fleischmann (2018).
3.2 CALCULO DA INCERTEZA PADRAO DE MEDICAO

De acordo com o Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicao
(ABNT/INMETRO, 2003), a incerteza € um parametro associado ao resultado de
uma medicdo, que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser
razoavelmente atribuidos ao mensurando (quantidade particular submetida a
medicao). A incerteza padrdo € a incerteza do resultado expressa como um desvio
padrao.

Na maioria dos casos, a melhor estimativa disponivel do valor esperado de

uma grandeza g que varia aleatoriamente e para a qual n observacbes
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independentes g, foram obtidas sob as mesmas condi¢cdes de medicdo, € a média

aritmética ou média das n observacdes (Equacéo 1).
— 1
q=q=—-Yk=1qk (Ea. 1)

As observacdes individuais g, diferem em valor por causa de variacdes
aleatérias nas grandezas de influéncia dos efeitos aleatorios. A variancia
experimental das observacdes € dada pela Equacéo 2.

1

o Zk=1(ax — @)* (Eq. 2)

2 —

s*(qr) =

A raiz quadrada positiva desta variancia s(q;) € denominada desvio padrao
experimental e caracteriza a variabilidade dos valores g, observados, mais

especificamente, sua dispersdo em torno da média (Equagéo 3).

1 —
(01 = [ Bhea (01— 0 (Eq. 3)

Desta forma, os resultados das medidas realizadas neste trabalho foram
expressos conforme a Equagéao 4:

q =gt s(q) (Eq. 4)

3.3 CARACTERIZACAO DO INSTRUMENTO COM BASE NA NORMA
ANSI/ISA-51.1-1979 (R1993)

As caracteristicas de desempenho estaticas do instrumento foram
determinadas de acordo com a norma ANSI/ISA-51.1. A norma indica um método
generalizado de procedimentos de testes que ilustram e esclarecem termos relativos
a linearidade, a sensibilidade, a acuracia, a histerese e a repetibilidade de um
instrumento de medicéo.

Os parametros caracteristicos do instrumento sao determinados a partir de
ciclos de calibracdo. Um ciclo de calibragdo consiste na medicdo de valores
conhecidos da variavel de entrada e registro dos valores de saida em sentido
ascendente (do menor para o maior valor de entrada) e descendente (do maior para
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o menor valor de entrada). A relacdo entre os valores de entrada e saida € expressa
graficamente por meio de uma curva chamada curva de calibragéo.

A Figura 14 apresenta como 0s parametros caracteristicos sdo observados
graficamente. Em seguida, sdo apresentadas descricbes mais detalhadas sobre

cada parametro.

> <

A - Acuréacia

L - Ndo Linearidade Maxima

H - Histerese

— Curva ldeal

""" Curva Ascendente
= == Curva Descendente

== Curva Média Real

> X
Entrada

Figura 14 — Determinacgéo grafica dos parametros caracteristicos.

A linearidade é uma expressao do quanto a curva real medida de um sensor
se afasta da curva ideal (ajuste linear). A linearidade € medida em termos de né&o
linearidade como um percentual positivo ou negativo do intervalo de saida ideal,

conforme a Equacgéo 5:

Nio linearidade(%) = m x 100 (Eg. 5)

Spanoyt
onde,
Nao linearidade(%) é a porcentagem da néo linearidade
Doyt(max) € 0 desvio maximo de saida entre a curva real e a curva ideal
Span,,; € a amplitude da faixa de saida referente a faixa de medicdo do

instrumento
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A sensibilidade é definida como a variacdo detectavel na saida provocada
pela variacdo unitaria no parametro de entrada. E determinada graficamente pela

inclinacdo da curva caracteristica de saida de acordo com a Equacéo 6.

S== (Eq. 6)
onde,
AY é a variagdo dos valores de saida
AX é a variacdo dos valores de entrada
A histerese resulta da qualidade inelastica de um elemento ou dispositivo. E
determinada pela maior diferenca entre as saidas em sentido ascendente e
descendente e expressa como um percentual do span de saida conforme a Equacédo

7.

Histerese (%) = 2=2kmix . 100 (Eq. 7)

Spangyt
onde,
A, sinal de saida referente a uma entrada k registrado em sentido ascendente
Dy, sinal de saida referente & uma entrada k registrado em sentido descendente
Span,,; € a amplitude da faixa de saida referente a faixa de medicdo do
instrumento

A repetibilidade refere-se ao grau de concordancia entre as saidas de um
nimero de medicbes consecutivas de uma mesma entrada. E determinada pela
maxima diferenca em desvio percentual para todos os valores de saida
considerando curvas ascendentes e descendentes separadamente, sendo fixadas
as condicdes operacionais.

A acurdcia ou exatiddo chamamos o maior desvio tanto no sentido
ascendente quanto no descendente em relagdo ao valor verdadeiro (ou referéncia).
Por via de regra, em medidas ndo se conhece o valor verdadeiro. A inferéncia desse
valor pode ser feita pela média das medidas. Quanto maior o numero de medidas,
mais proximo o valor médio serd do valor verdadeiro. Logo, a acuracia do
instrumento foi determinada pelo maior desvio observado entre a curva média real e
as curvas em sentido ascendente e descendente e expressa como percentual do

span de saida.
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Deve-se atentar a diferenca entre acuracia e precisdo. A precisdo esti
relacionada a disperséo (ou desvio estéatico) dos valores medidos. A Figura 15 ilustra

a diferenca entre esses dois parametros.

Acurado Nao Acurado
Preciso Preciso
3 4 &
(o)
Acurado Nao Acurado
Nao Preciso Nao Preciso

Figura 15 — llustrac@o sobre o conceito de acuracia e preciséo.

No alvo 1 o instrumento € preciso e acurado, pois acerta o alvo (valor de
referéncia) em todas as medidas e apresenta pouca dispersao dos valores medidos.
No alvo 2 h& pouca dispersdo dos valores medidos, mas o instrumento ndo acerta o
alvo, ou seja, € preciso e ndo acurado. No alvo 3 o instrumento nédo é preciso, mas é
acurado pois a média dos valores medidos acerta o alvo. Seguindo a mesma
analogia, o alvo 4 demonstra um instrumento é ndo preciso e nao acurado.

A preciséo (ou incerteza padrdo de medigdo) em percentual do span de saida
do instrumento foi determinada como o maior desvio padrédo observado de todas as

medidas realizadas.
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3.4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Conforme citado anteriormente, o trabalho foi desenvolvido em trés etapas.
Estas etapas estdo descritas nos Capitulos 4, 5 e 6 a seguir. Inicialmente foi
investigada a utilizacdo de um sensor desenvolvido em um trabalho anterior por
Wandermur et. al. (2014) quanto a aplicabilidade em quantificacdo de biomassa.
Para auxiliar na apresentacdo do trabalho desenvolvido por Wandermur et. al.
(2014), considera-se que a fibra tratada € uma fibra 6tica que passou por um pré-
tratamento para adesdo de um anticorpo a superficie da mesma. Ou seja, uma fibra
Otica com o anticorpo aderido a superficie. No capitulo seguinte, é descrito o projeto
e construcdo de uma sonda Optica de baixo custo baseada em fibra éptica plastica,
LEDS e fotodiodo para o monitoramento on-line e in-situ da concentragéo celular,
bem como o estudo do melhor comprimento de onda para quantificacdo da
biomassa em analise. Por fim, a terceira e ultima etapa consistiu em implementar a
plataforma Arduino como uma alternativa acessivel e de baixo custo a producéo do
instrumento de medicdo. Nesta etapa, foram estudadas as influéncias da
luminosidade ambiente e do comprimento do caminho éptico sob a resposta do

instrumento.
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CAPITULO 4 - APLICACAO DO SENSOR DESENVOLVIDO POR
WANDERMUR ET. AL. (2014)

Este capitulo disserta sobre a validacdo do sensor desenvolvido em um
trabalho anterior por Wandermur et. al. (2014) quanto a deteccdo quantitativa de
biomassa microbiana. E descrita a metodologia de avaliacdo e s&o apresentados os

resultados e conclusdes dos ensaios realizados.
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4.1 DESCRICAO DO SENSOR E INSTANCIAS ENVOLVIDAS NA MEDICAO

O sensor foi desenvolvido originalmente para deteccdo qualitativa de
Escherichia coli baseado na medicéo da variagdo da amplitude do sinal luminoso em
uma POF tratada com um anticorpo especifico para a bactéria. A queda no sinal
luminoso é dada pela diminuicdo do nimero de modos de propaga¢cdo dentro do
nucleo da fibra devido ao aumento do indice de refracdo (IR) do meio circundante,
provocado pela aderéncia das bactérias a superficie da fibra. O principio de medicao
estd associado a variacbes no modo de propagacdo da luz dentro da fibra, em
funcdo da presenca da bactéria no meio em analise. Estas variagfes sdo detectadas
a partir da variacao do indice de refracdo do meio externo.

O sensor consiste de um LED de 880nm (NIR) conectado a extremidade de
uma fibra dptica plastica em forma de U e um fotodiodo localizado na extremidade
oposta. O fotodiodo gera uma fotocorrente amplificada por um amplificador de
transimpedéancia de baixo ruido. Os dados de saida em milivolts (mV) sao enviados
via USB para o computador onde um software de aquisicdo de dados € executado.

A Figura 16 apresenta as instancias do sistema de medida investigado.

COMPUTADOR
Software
de
Aquisigao Transdutor
F Y [ A
1 1
: 71 b, :
1
+ : — | — -
1 1
Placa de [ -—---
Aquisicdo !
L 1
Advantech 1 1 Beck
PCII-1711 1 ecker
: - ! <
1
| ST—— sonda POF
v §a oo o i e i
Amostra
Fonte de = Ffla_ca de
Energia »  Condicionamento
de Sinal

Figura 16 — Instancias envolvidas no sistema de medida. Adaptado de Wandermur et. al. (2014)

A placa eletronica (Figura 17) possui a finalidade de alimentar o LED,
converter e amplificar os sinais do fotodiodo e promover a comunicacdo com O
computador. Conforme apresentado na Figura 17, os principais componentes da
placa sao: driver de LED com PWM para até 50 mA de corrente; microcontrolador

(MSP430AFE253, Texas Instruments Inc.) para geracdo de PWM, comunicacdo com
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PC e conversor analdgico-digital com resolu¢éo de 16 bits para aquisicdo dos sinais
do sensor; amplificador operacional para transducdo dos sinais do fotodiodo (de
sinais de fotocorrente para sinais tenséo de até 600 mV); comunicacdo com PC via
cabo USB.

Figura 17 — Placa eletrdnica desenvolvida por Wandermur et. al. (2014)

O sistema de aquisicAo de dados consiste em uma interface gréafica
desenvolvida no software de supervisdo LabView cuja finalidade é acompanhar e
armazenar dados da varidvel disponivel pela instrumentacdo instalada. A
configuragéo do sistema permitiu 0 monitoramento e armazenamento de dados com
tempo de amostragem de um segundo. A Figura 18 apresenta a interface gréfica

desenvolvida.

i
[ SISTEMA DE AQUISICAO - SENSOR POF v1.5 Dot e Al bl 17
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B PARAR [le] . N |
e ————— L 520~
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|[ PROGRAMA PARADO ] i Sl
— i 180-
- ) 160~
\L=if, R Ry
\, 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500
,,,,,,,,,,, il Amostras

Figura 18 — Sistema de aquisi¢do de dados.
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4.1.2 METODOLOGIA DE AVALIACAO

A fim de avaliar a capacidade do sensor, com auséncia do anticorpo, em
discriminar diferentes concentracdes celulares, ensaios foram realizados
mergulhando-se o sensor em suspensdes de diferentes concentracfes de fermento
biolégico comercial - Saccharomyces cerevisiae - preparadas por sucessivas
diluicdes, partindo-se de uma suspensao concentrada de 20 g/L, conforme Tabela 2.
A amplitude do sinal de saida foi registrada durante 3 minutos (aproximadamente
180 observacfes) para cada amostra e os dados foram exportados do sistema de

aquisicao para o software Microsoft Excel.

Tabela 2 — Suspensdes preparadas para avaliacdo do sensor desenvolvido por Wandermur et. al.
(2014).

N°da Volume de Suspensdo Volume de Concentracéo

Amostra Concentrada (mL) Agua (mL) (g/L)
1 1 999 0,02
2 1 499 0,04
3 0,5 99,5 0,1
4 1 99 0,2
5 49 0,4
6 4 96 0,8
7 10 150 1,25
8 10 70 2,5
9 10 30 5

10 10 10 10
11 20 0 20

4.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 3 apresenta os dados de entrada referentes a concentracéo celular
das amostras e o sinal de saida resultante, calculado pela média aritmética de
aproximadamente 180 observacdes durante o periodo de aquisicdo (3min).
ObservacgOes iniciais e finais foram descartadas (cerca de 10% dos valores
observados), garantindo uma estabilizacdo do sistema. Foi calculado ainda o desvio
padrdo do sinal de saida em cada patamar de concentragdo celular, previamente
definido.
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Tabela 3 — Dados de entrada e saida do sensor e desvio padréo das observagdes.

Concentracédo (g/L) Saida do Sensor (mV) Desvio Padrdo (mV)

0,02 1,1527 +0,0032
0,04 1,1604 +0,0020
0,10 1,1540 +0,0036
0,20 1,1541 +0,0019
0,40 1,1461 +0,0021
0,80 1,1455 +0,0017
1,25 1,1449 +0,0094
2,50 1,1494 +0,0017
5,00 1,1476 +0,0019
10,00 1,1394 +0,0025
20,00 1,1074 +0,0212

A resposta do sensor a cada concentracdo celular é apresentada na Figura
19. O sinal de saida do sensor possui uma relacdo inversa em relagdo a entrada,
isto €, quanto maior a concentracdo celular, menor o sinal de saida. Esta afirmacéo
€ valida apenas para o intervalo de 2,5 - 20 g/L. Estes valores correspondem aos
limites inferior e superior de medi¢éo do instrumento, respectivamente. O sensor nao

apresentou um comportamento consistente em concentracdes abaixo de 2,5 g/L.
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Figura 19 — Resposta do sensor frente a variagbes da concentracdo celular.

Como todos os instrumentos industriais permitem a configuracdo de curvas de
calibracao lineares, foram descartadas as medidas obtidas inferiores a 2,5 g/L e foi
feita uma andlise mais detalhada da faixa de resposta linear do instrumento. A
Figura 20 e a Equacdo 8 apresentam a aproximacdo linear para o intervalo de

medicao 2,5 — 20 g/L. O coeficiente de correlacdo da curva € R2 = 0,9626.
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Figura 20 — Curva caracteristica do sensor.
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y = —0,0025x + 1,1592 (Eq. 8)
A sensibilidade neste intervalo corresponde a 0,0025 mV/g/L. O desvio

padrdo ndo é constante e aumenta com o aumento da concentracao celular.
4.3 CONCLUSAO PARCIAL

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas do instrumento, calculadas conforme

os parametros definidos anteriormente neste trabalho.

Tabela 4 — Pardmetros caracteristicos do sensor.

Parametro Valores

Faixa de Medicéo (g/L) 2,5-20

Precisao (%) 50,52
Desvio Absoluto (mV) 0,0212
Desvio Absoluto (g/L) 0,38
Sensibilidade (mV/g/L) 0,0025
Linearidade (%) 8,38
R2 0,9626

O instrumento apresentou uma grande dispersdo dos valores medidos
caracterizando-o como nédo preciso. Além disso, o desvio padrdo maximo possui
ordem de grandeza superior a sensibilidade do instrumento.

O sistema de medicdo como um todo é constituido por um instrumento
(incluindo o elemento sensor e 0 elemento transmissor) acoplado a um sistema de
aquisicdo de dados. Aparentemente, o elemento transmissor desenvolvido por
Wandermur et. al. (2014) apresentou-se estavel e robusto, assim como o sistema de
aquisicdo de dados. No entanto, com base nos resultados foi possivel concluir que o
principio de medicdo (indice de refracdo) adotado ndo foi adequado & medigcédo de
biomassa.

Sendo assim, o elemento transmissor e o sistema de aquisicdo de dados
foram mantidos e um novo sensor, com principio de medi¢cdo de turbidez, foi

desenvolvido.
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CAPITULO 5 - DESENVOLVIMENTO DE UMA SONDA OPTICA PARA
MONITORAMENTO ON-LINE E IN-SITU DE BIOMASSA MICROBIANA

Este capitulo disserta sobre a construcdo de uma sonda 6ptica de baixo custo
para monitoramento on-line e in-situ de biomassa. Esta sonda foi acoplada ao
transmissor desenvolvido por Wandermur et. al. (2014) e novos procedimentos de
teste foram realizados para determinar, além da sua funcionalidade, o comprimento
de onda mais adequado para a quantificacdo de biomassa.

Os procedimentos de teste, o material utilizado na construcéo, resultados e

conclusBes sdo também descritos neste capitulo.
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51 PROJETO E CONSTRUGAO DA SONDA

O software DesignSpark Mechanical foi utilizado para projetar a sonda em
trés modulos: um maodulo responsavel pela emisséao de luz por meio de um LED, um
modulo responsavel pelo transporte de luz através de uma fibra Optica plastica de 2
mm e, por Ultimo, um maddulo responsavel pela conversdo do sinal luminoso em um
sinal mensuravel por meio de um fotodiodo. A Figura 21 apresenta o projeto da

sonda com destaque para os modulos de conversdo e emissao de luz.

Fotodiodo

Figura 21 — Projeto da sonda 6ptica.

Os modulos de emissdo e conversdo de luz foram produzidos em uma
impressora 3D (GT Max 3D — Core A3). Entre os diversos polimeros disponiveis
para impressao 3D, optou-se pela utilizacdo do ABS (acrilonitrila butadieno estireno).
Este polimero apresenta alta tenacidade (mesmo em condicbes frias), rigidez
adequada, boa estabilidade térmica e alta resisténcia a ataques quimicos e fissuras
por estresse ambiental. Outras propriedades significativas do ABS incluem
durabilidade, baixo coeficiente de expansao térmica e baixo custo, adequando-se
perfeitamente a finalidade deste trabalho (OLIVERA et al., 2016).

O caminho 6ptico foi projetado com 10 mm, comprimento tipicamente
adotados em sondas e espectrofotbmetros comerciais. Uma haste metalica oca, de
didmetro 2 mm foi utilizada para conferir resisténcia e isolar a POF do ambiente,
deixando apenas as extremidades expostas ao meio que contém as células e ao

fotodiodo.
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As extremidades da fibra foram tratadas com uma lixa de 6xido de aluminio
de forma a minimizar perdas de sinal, pois, de acordo com Krohm (1988), a
finalizacéo irregular da fibra € uma das principais causas de atenuacao.

Dispositivos comercialmente disponiveis para a determinacdo em tempo real
de biomassa total operam em comprimentos de onda no visivel e no NIR (MOROSE
et al., 1999). Segundo Sonnleitner (2012), interferéncias podem ser contornadas por
meio do uso de comprimento de onda NIR, uma vez que este é insensivel a
mudancas na coloracdo do meio. Desta forma, dois modulos de emissao foram
produzidos contendo LEDs com comprimentos de onda 630nm (vermelho visivel) e
880nm (NIR). Tanto os LEDs quanto o fotodiodo utilizados foram produzidos pela
SIEMENS e possuem aplicacéo especificada para transmissao em fibra Optica.

A Figura 22 apresenta a sonda éptica desenvolvida. A sonda possui 21 cm de
comprimento total. Deste comprimento, 19cm pode ser submerso. Esta sonda foi
acoplada ao circuito elétrico e ao sistema de aquisicdo de dados desenvolvido por
Wandermur et. al. (2014), conforme descrito anteriormente.

Figura 22 — Sonda éptica.

5.2 METODOLOGIA DE CALIBRAGCAO DO INSTRUMENTO

A metodologia de calibragcdo adotada consistiu em inserir 0 instrumento em
um frasco opaco contendo 500 mL de agua. Aliquotas de 10 mL de uma suspensao
concentrada de 20 g/L foram pipetadas e adicionadas ao frasco a cada 3 minutos. A
resposta ao aumento da concentracdo celular foi verificada em tempo real na tela
grafica do sistema de aquisicdo. O meio contendo as células foi mantido sob
agitacdo magneética constante de forma a manter uma mistura homogénea.

A Figura 23 apresenta a metodologia empregada para a realizacao da
calibracédo do instrumento.
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Preparo de Solugdo Mde | .
20g/L

Saccharomyces
cerevisiag
Adigao consecutiva de aliquotas
10miL (0,2g de células)
Aquisigio i —
de Dados -~ .| 55

Vo = 500mL de dgua .

Sensor
Co=0glL

Figura 23 — Metodologia de calibracdo do instrumento.

O procedimento de calibracdo foi realizado igualmente para a sonda com
emisséo no vermelho visivel (630 nm) e infravermelho proximo (880 nm), permitindo
uma analise preliminar da influéncia do comprimento de onda na resposta do
instrumento. A Figura 24 apresenta o sistema integrado para realizacdo da
calibragdo do instrumento de medicéo.

Figura 24 — Sistema integrado para a realizacdo do procedimento de calibracéo.
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hY

Embasado pela norma ANSI/ISA-51.1 que concerne a terminologia de
instrumentacdo aplicada a processos e fazendo uso dos dados dos testes referente
a etapa de calibracéo foi possivel caracterizar o instrumento quanto a linearidade,
precisdo e sensibilidade. Os parametros caracteristicos acuracia, histerese e
repetibilidade sé&o estimados a partir de diversos ciclos de calibragcdo. Contudo, os
ensaios de calibracdo da sonda Optica foram realizados uma vez em sentido

ascendente para cada comprimento de onda.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.2.1 Calibracdo e Caracterizacdo do Sensor com Emissdo no Vermelho
Visivel (630 nm)

A Figura 25 apresenta a tela do sistema de aquisicdo ao final do
procedimento de calibragdo. Cada platé corresponde ao sinal de saida do sensor em
resposta a adicdo sequenciada de suspensdao celular. A adi¢cao foi realizada até que
nao fossem mais verificadas variacfes relevantes no sinal de saida do sensor. A
resposta do sensor apresenta um comportamento inverso, pois quanto maior o sinal
lido em mV, menor a concentracao celular e vice e versa. Este comportamento esta
de acordo com o esperado, uma vez que, quanto menor a concentracao celular,

maior a quantidade de luz recebida pelo fotodiodo e maior a fotocorrente gerada.

(

SISTEMA DE AQUISICAO - SENSOR POF v1.5 Desenvalvido poc Alex Dante
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g — - 71 360 - Canal 0 Pv )
Porta | v comil |[~ 3i0s b 4
LR 28032018 | i
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= \ 240-
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s * 140-
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Figura 25 — Tela do sistema de aquisi¢céo ao final do procedimento de calibracdo do sensor com

emissao no vermelho visivel.
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O valor do sinal de saida foi calculado por meio da média aritmética de 120
observacdes intermediarias, pois foram excluidos os 30 primeiros e 30 ultimos dados
de cada platé. Este procedimento foi adotado para a utilizacdo de dados em estado
estacionario. O comportamento atipico do sinal de saida indicado pela seta na
Figura 25 possivelmente foi causado por interferéncias momentadneas como
formacgéo de bolhas ou aderéncia de células na extremidade da fibra Optica ou do
LED. Portanto, estes dados foram excluidos do calculo da média.

A Figura 26 apresenta a curva de calibracdo do sensor expressa em um
grafico de concentracdo celular (g/L) versus sinal de saida (mV), evidenciando o

comportamento de resposta inversa.
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Figura 26 — Curva de calibragéo do sensor com emissdo no vermelho visivel.

A curva caracteristica é apresentada na Equacéo 10 e corresponde a faixa de
medicao de 0 — 5,51 g/L. O coeficiente de correlacédo da curva € R2=0,9511.

y = —56,021X + 339,51 (Eq. 9)

O desvio padrdo maximo observado nesta faixa foi de 1,30 mV,
correspondente a 0,47% do span de saida e equivalente a 0,007 g/L em valor

absoluto. Este resultado mostra que o instrumento é bastante preciso.
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O célculo da linearidade resultou em um valor equivalente a 12,75% da
amplitude de saida do sensor. A sensibilidade é definida pela inclinagdo da curva
caracteristica e corresponde a 56,021 mV/g/L.

Tipicamente, sensores de biomassa comerciais sdo caracterizados por
correlagdes lineares. No entanto, um melhor ajuste pdde ser obtido a partir de uma
correlacdo exponencial, conforme apresentada na Figura 27.
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Figura 27 — Curva caracteristica exponencial do sensor com emissao no vermelho visivel.

A curva exponencial & apresentada na Equacdo 11 e possui coeficiente de

correlagao exponencial de R?=0,9897.
y = 399,64 x e~0334x (Eg. 10)

5.2.2 Calibragdo e Caracterizagcdo do Sensor com Emiss&o no Infravermelho

Proximo (880nm)

A Figura 28 corresponde a tela do sistema supervisério ao final do
procedimento de calibracdo. Assim como no ensaio anterior, foi identificado um
comportamento anémalo no sinal de saida do sensor (indicado pela seta) e,

portanto, esses dados ndo foram utilizados para construcao da curva de calibragéo.
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Figura 28 — Tela do sistema supervisério ao final do procedimento de calibragcdo do sensor com
emissao no infravermelho préximo.

O sinal de saida do sensor com emissdo no infravermelho proximo
apresentou mais ruido do que com emissdo no vermelho Vvisivel. Este
comportamento pode estar associado tanto ao comprimento de onda bem como a
possiveis problemas de contato na eletrdnica. Portanto, ndo necessariamente
significa que o sensor com emissdo no vermelho visivel € mais preciso. A Figura 29
apresenta a curva de calibracdo do sensor expressa em um grafico de concentracao
celular (g/L) versus sinal de saida (mV). O instrumento apresentou comportamento

de resposta inversa assim como no ensaio anterior.
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Figura 29 — Curva de calibracdo do sensor com emissé&o no infravermelho préximo.



43

A curva caracteristica € apresentada na Equacdo 12 e corresponde a faixa de
medicdo de 0 — 8,06 g/L. O coeficiente de correlacdo da curva é R2=0,9705. A
emissao no infravermelho préoximo ampliou a faixa de utilizagdo do instrumento e

apresentou um maior ajuste linear em relacdo a emissédo no vermelho visivel.

y = —34,959X + 327,76 (Eq. 11)

O desvio padrao maximo observado nesta faixa foi de 4,56 mV,
correspondente a 1,8% do span de saida e equivalente a 0,077 g/L em valor
absoluto.

O calculo da linearidade resultou em um valor equivalente a 10,07% da
amplitude de saida do sensor. A sensibilidade na faixa de medicdo 0 — 8,06 g/L
corresponde a 34,96 mV/g/L.

Uma vez que o instrumento tem a opgao de receber uma curva de calibracéo
nao linear, a Figura 30 apresenta a curva exponencial que melhor se ajusta aos

dados obtidos.
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Figura 30 — Curva exponencial que melhor se ajusta aos dados de saida do sensor com emissao no
infravermelho proximo.

A curva caracteristica exponencial é apresentada na Equacdo 13. O

coeficiente de correlacdo exponencial é Rz = 0,9899.

y = 384,81 0211% (Eq. 12)
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5.3 CONCLUSAO PARCIAL

A tabela 5 apresenta um resumo das caracteristicas do sensor calculadas

neste ensaio em ambas as radiacdes luminosas.

Tabela 5 — Resumo das caracteristicas do sensor em ambos 0s comprimentos de onda.

Parametro Vermelho Visivel (630nm) Infravermelho (880nm)

Faixa de Medicéo (g/L) 0-5,51 0-8,06
Preciséo (%) 0,47 1,8

Desvio Absoluto (mV) 1,30 4,56

Desvio Absoluto (g/L) 0,007 0,077
Sensibilidade (mV/g/L) 56,02 34,96
Linearidade (%) 12,75 10,07

R2 0,9511 0,9705

Os coeficientes de correlacédo linear calculados ndo sdo os melhores, no
entanto, estdo em conformidade com valores encontrados na literatura para
sensores de biomassa (NGUYEN & RITTMANN, 2018). A nao linearidade do sensor
com emissao no vermelho visivel é maior do que o do sensor com emissao no NIR.

O sinal de saida do sensor com emissdo no NIR apresentou um
comportamento mais ruidoso em relacdo a emissdo no vermelho visivel. Este
comportamento pode estar associado tanto a conexdo dos componentes eletrénicos
guanto ao comprimento de onda. Portanto, ndo € possivel afirmar que a emissao no
vermelho visivel proporciona uma resposta mais precisa em relacdo a emissédo no
NIR.

A sensibilidade do sensor em ambas as radiacbes ndo se confunde com o
ruido. A emissdo no NIR possibilitou uma maior faixa de utilizacdo do sensor. Por
isso, foi considerada mais adequada para a quantificacdo de biomassa nas
condi¢gbes empregadas.

Vale lembrar que este sistema de medicao continua dependente do elemento
transmissor desenvolvido por Wandermur et. al. (2014). Apesar dos bons resultados
obtidos, o circuito eletronico deve ser desenvolvido com conhecimento mais
profundo de elétrica e eletrdnica, conhecimentos estes que se distanciam um pouco

do know-how de Engenheiros de Bioprocessos. No intuito de aumentar a
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flexibilidade do instrumento, foi desenvolvido ainda um transmissor alternativo, de
baixo de custo, baseado em uma plataforma aberta e mais acessivel ao engenheiro
de processos. Em funcédo dos melhores resultados, este transmissor foi acoplado a
sonda utilizada para respostas a emissao no infravermelho proximo, desenvolvida no
presente trabalho.
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CAPITULO 6 - IMPLEMENTACAO DA PLATAFORMA ARDUINO

Este capitulo disserta sobre o desenvolvimento de um novo instrumento de
medicdo utilizando a plataforma Arduino. A sonda Optica foi acoplada a um maodulo
sensor baseado em fotodiodo compativel com Arduino. Com base nos resultados
anteriores, apenas a emissao no infravermelho proximo foi utilizada.

Ademais, este capitulo apresentada os componentes Arduino utilizados, o
codigo de programacao e o circuito elétrico desenvolvido para funcionamento do
instrumento. Os resultados e conclusbes dos procedimentos de calibracdo e

caracterizacdo do sensor sdo apresentados em sequéncia.
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6.1 COMPONENTES DO NOVO SISTEMA DE MONITORAMENTO

O instrumento desenvolvido neste trabalho é composto basicamente por uma
placa Arduino UNO e um modulo sensor de luminosidade para Arduino. Este
instrumento foi conectado ao computador e os dados de saida foram registrados
utilizando o Monitor Serial disponivel no software de programacédo Arduino IDE. A

Figura 31 apresenta as instancias do novo sistema de monitoramento.

Mddulo sensar
Arduino IDE fotodiodo
Monitor
Serial
A Fibra Optica
Y
Placa . .
Arduino | Caminho optico
UNO LED

Figura 31 — Instancias envolvidas no sistema de medigdo com Arduino.

O Arduino UNO € uma placa de prototipagem de cédigo aberto baseada no
microcontrolador Microchip ATmega328P. Esta placa possui todo o circuito de
suporte necessario para programacao via porta USB e permite o upload de um novo
codigo sem o uso de um programador de hardware externo. Equipada com um
conjunto de pinos de entrada/saida analdgicos e digitais permite a conexao de varias
placas de extensdo (modulos sensores e atuadores) e outros circuitos. Ademais,
pode ser alimentado pela porta USB, por um adaptador AC/DC ou até mesmo por
uma bateria. Estes atributos diversificam e facilitam a aplicacdo, por isso esta placa
foi escolhida como base para o novo sistema de medida.

A Figura 32 apresenta a placa Arduino UNO e as especificagfes técnicas sao
apresentadas na Tabela 6.
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Figura 32 — Placa Arduino UNO.

Tabela 6 — Especificacédo da Placa Arduino UNO

Variavel

Especificagdo

Microcontrolador

Tenséo de Operacao

Tenséo de Entrada (recomendado)
Tenséo de Entrada (limites)

Pinos Digitais 1/0

Pinos de Entrada Analdgicos
Corrente DC por 1/O

Corrente DC no Pino 3.3V

Memoria Flash

Microchip ATmega328P

5V

7V a 12V

6V a 20V

14 (dos quais 6 oferecem saida PWM)

6

40 mA

50 mA

32 KB (dos quais 0,5KB sao utilizados pelo
carregador de inicializac&o)

SRAM 2 KB (ATmeg328)
EEPROM 1 KB (ATmega328)
Clock 16 MHz

Dimensao 68.6 mm x 53.4 mm
Peso 259

Fonte: ARDUINO (2018)

Um moédulo de medi¢cdo compativel com o Arduino contendo um sensor

fotodiodo (MH-Sensor-Series/Flying-Fish) foi utilizado para compor o novo sistema.

Este modulo converte a corrente elétrica de saida do fotodiodo referente a uma

entrada de radiacdo luminosa em um sinal de saida digital na faixa de 0 a 1024 bits

ou um sinal analégicode 0 a5 V.

A Figura 33 apresenta o moédulo sensor baseado em fotodiodo utilizado e a

Tabela 7 apresenta as especificacdes técnicas deste modulo.
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Figura 33 — Médulo sensor de luminosidade para Arduino.

Tabela 7 — Especificacdo do sensor baseado em fotodiodo (MH-Sensor-Series/Flying-Fish).

Variavel

Especificacdo

Tenséo de Operacao
Saidas
Sensibilidade
Circuito Comparador
Dimensbes
Pinos

VCC

GND

DO

A0

3.3VabVv

Digital e Analdgica

Ajustavel via trimpot (Saida Digital)
LM393

32 x 14mm

Alimentacao (3.3V a 5V)
Neutro

Saida digital

Saida analégica

Fonte: CINESTEC (2018)

A Figura 34 apresenta o diagrama do circuito elétrico elaborado para o

funcionamento do sistema. Além da placa Arduino UNO e do mdédulo sensor foi

utilizada uma placa de conexdes condutoras para montagem de circuitos elétricos

experimentais (protoboard), uma resisténcia de 220 Q, fios condutores e um cabo

USB/Serial. O LED conectado a protoboard representa o LED do modulo de

emissao, acoplado na sonda desenvolvida.

Figura 34 — Diagrama do circuito elétrico utilizado na instalagdo do Arduino Uno.
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A Figura 35 apresenta o cobdigo de programacdo desenvolvido e
descarregado na memdria da placa Arduino. Na inicializagdo do transmissor (placa
Arduino) é estabelecida a comunicacdo do mesmo com uma porta de comunicacao
serial (conexdo USB ao microcomputador). Em seguida, a cada segundo, o codigo
foi programado para aquisitar o valor correspondente a entrada onde esta conectada
a sonda (Entrada 0), converter este sinal digital a um valor entre 0 e 5V e apresentar
o resultado na tela do computador. Este programa utiliza um recurso da interface do
Arduino IDE, denominada monitor serial, para visualizar on-line os dados
aquisitados. Apds cada teste, estes valores foram copiados para a é&rea de
transferéncia do computador e analisados através do software Microsoft Excel.

€9 sketch_feb07a | Arduine 1.8.5 — O *

Arquive Editar Sketch Ferramentas Ajuda

sketch_feb07Va §

$define sensorPin 0

vold setup{void) {

Serial.begin(9e00) ;

1

void loop(woid) |
int pinBeadl = analogRead({sensorPin):
flcat pinVoltd = pinRead0 / 1024.0 * 5.07
Serial.println{pinVolt0);

delay (1000)

Arduino/Genuino Uno em COM3

Figura 35 — Cddigo de programacao.
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6.1.1 Metodologia de Calibrag&o do Novo Instrumento

Para a construgdo das curvas de calibracdo do sensor foram utilizadas
suspensdes de diferentes concentracdes celulares de S. cerevisiae preparadas em
agua (0 a 35 g/L) por diluicdes de uma suspensao concentrada de 50 g/L, conforme
Tabela 8. Todas as suspensofes foram preparadas em baldo volumétrico de 100 mL.
O sensor foi mergulhado em cada suspenséo durante 2 minutos. Foram realizados
trés ciclos de calibracdo. Os sinais de saida foram aquisitados a cada segundo e
exportados para o software Microsoft Excel para analise dos dados. A suspenséo foi

mantida sob agitacdo constante para alcancar uma mistura homogénea.

Tabela 8 — Suspensdes utilizadas para calibragdo do novo instrumento.

N°da  Volume de Suspensdo Volume de .
i Concentragéao (g/L)
Amostra Concentrada (mL) Agua (mL)

1 0 100 0
2 1 99 0,5
3 2 98 1
4 10 90 5
5 20 80 10
6 30 70 15
7 40 60 20
8 50 50 25
9 60 40 30
10 70 30 35

6.1.2 Estudo da Influéncia do Comprimento do Caminho Optico

Os ensaios descritos no Capitulo 5 foram realizados com comprimento Gptico
de 10 mm. Contudo, alguns sensores de biomassa séo oferecidos em dois
comprimentos de caminho Optico, 5 e 10 mm. De acordo com as especificacdes, 0
comprimento de 5 mm deve ser utilizado para a identificacdo da densidade celular
de bactérias e leveduras, enquanto que o de 10 mm deve ser utilizado para culturas
de mamiferos, plantas e insetos (paralab BIO, 2017). Sendo assim, a haste
recheada com a fibra optica foi deslocada 5mm em direcdo ao LED e os ensaios
descritos neste capitulo foram realizados tanto com comprimento optico de 10 mm

guanto de 5 mm.
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6.1.3 Estudo da Influéncia da Interferéncia de Luz Ambiente

A metodologia de investigagdo da influencia da luz ambiente consistiu em
inserir o instrumento em um becker com e sem revestimento contendo agua por 5
minutos. Apoés este periodo, os dados aquisitados a cada segundo foram exportados
para o software Microsoft Excel para analise dos resultados. A Figura 36 apresenta o

sistema montado para a realizagdo do ensaio.

Figura 36 — Sistema montado para avaliagdo da interferéncia de luz ambiente no sinal de saida do
Sensor.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

Apbs a montagem do circuito elétrico de baixo custo, de facil aquisicdo e
montagem, foi feita uma andlise da influéncia de luz ambiente na resposta do
instrumento para os dois comprimentos de caminho optico.

As Figuras 37 e 38 apresentam o comportamento do sinal de saida do
instrumento com comprimento éptico de 5 mm e 10 mm, respectivamente, quando

inseridos por 5 minutos em um becker com e sem revestimento.
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Figura 37 — Influéncia da luz ambiente no sinal de saida do sensor de comprimento éptico de 5 mm.
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Figura 38 — Influéncia da luz ambiente no sinal de saida do sensor de comprimento 6ptico de 10 mm.
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Os resultados evidenciam que o sensor nao sofre interferéncia da luz
ambiente em ambos 0os comprimentos de caminho Optico. Esta caracteristica amplia
as possibilidades de utilizacdo do instrumento, como por exemplo, em biorreatores
de bancada confeccionados com vidro transparente ou em cultivos que requerem
iluminagcdo. Ademais, vale ressaltar que o sensor mostrou-se bastante estavel e

preciso durante o periodo de teste.

6.2.1 Sensor de Comprimento Optico 5 mm

Para a calibracdo e caracterizacdo do instrumento com comprimento Optico
de 5 mm, trés ciclos de calibragdo foram realizados conforme o procedimento
descrito anteriormente. A Tabela 9 apresenta os resultados dos trés ciclos de

calibracao realizados e a média no sentido ascendente (A) e descendente (D).

Tabela 9 — Resultados dos ciclos de calibragdo realizados com o sensor de comprimento 6ptico 5mm.

Entrada 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo Média Média Média
(g/L) A D A D A D A D AD
0,0 0,23 0,13 0,13 0,13 0,23 0,13 0,13 0,13 0,13
0,5 0,24 0,14 0,14 0,13 0,24 0,14 0,14 0,14 0,14
1,0 0,15 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14 0,14
5,0 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
10,0 2,79 2,14 2,13 221 2,18 2,18 2,16 2,18 2,17
15,0 355 353 357 358 354 353 3,55 3,54 3,55
20,0 409 409 408 408 4,08 4,08 4,08 4,08 4,08
25,0 431 432 437 430 431 430 4,33 4,31 4,32
30,0 4,44 4,44 4,44 4,30 4,45 4,43 4,44 4,39 4,42
35,0 4,52 4,52 4,54 4,51 4,52 4,51 4,53 4,51 4,52

Com base nos resultados obtidos a partir dos ciclos de calibracdo, as Figuras
39 e 40 apresentam as curvas em sentido ascendente e descendente,

respectivamente. Apresentam ainda a dispersao de cada medicao.
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Figura 39 — Curvas ascendentes da sonda com comprimento éptico de 5 mm.

Foi identificado um outlier (indicado pela seta) nas curvas ascendentes. Este
comportamento atipico pode ser atribuido a erros experimentais. E possivel observar
em ambas as curvas que ndo ha grande dispersao dos valores medidos ao longo de
toda a faixa estudada. Isto indica que o instrumento é bastante preciso. Ademais, é
possivel verificar que os valores obtidos foram bastante préximos, o que nos permite

concluir que o sensor tem boa repetibilidade.

Sinal de Saida (V)
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0,0 4
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Figura 40 — Curvas descendentes da sonda com comprimento éptico de 5 mm.
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Os resultados mostram ainda que o sinal de saida do sensor apresenta uma
relacdo direta com a entrada. Ou seja, quanto maior a concentracao celular, maior o
sinal de saida e vice e versa. Desta forma, pode-se afirmar que 0 sensor possui
caracteristica de resposta direta.

A Figura 41 apresenta a curva de calibragdo global do sensor (Média AD) e as
curvas médias no sentido ascendente e descendente. Analisando os gréaficos pode-
se inferir que o sensor € insensivel a variagcdes abaixo de 5 g/L e muito pouco
sensivel a variacBes acima de 20 g/L. Esses valores extremos sdo os limites de

deteccao inferior e superior do instrumento, respectivamente.
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Figura 41 — Curva de calibracdo da sonda com comprimento 6ptico de 5mm.

Em conformidade com a caracteristica tipica de medidores de biomassa, o
instrumento foi caracterizado por uma correlagéo linear. Retirando os valores fora da
faixa limite de deteccdo foi entdo determinada a curva caracteristica do sensor
apresentada na Figura 42. A Equagéo 13 apresenta a relagao entre a concentracao
celular e o sinal de saida do instrumento cujo coeficiente de correlacdo linear é
R2=0,9425.
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Figura 42 — Curva caracteristica da sonda com comprimento éptico de 5mm.
y =0,2607x — 0,7584 (Eq. 13)

Com base na norma ANSI/ISA-51.1 descrita no Capitulo 3 o instrumento foi
caracterizado quanto a linearidade, sensibilidade, repetibilidade, precisdo, acuracia e
histerese.

A Tabela 10 apresenta as especificacfes e 0s parametros caracteristicos do
instrumento expressos em desvio percentual da amplitude de saida referente a faixa

de medicao.

Tabela 10 — Especificacfes e pardmetros caracteristicos do sensor com comprimento éptico de 5mm.

Parametro Valor
Faixa de Medicéo (g/L) 5-20
Sensibilidade (V/g/L) 0,2607
Repetibilidade (%) 1,82
Preciséo (%) 1,04
Acurécia (%) 0,26
Linearidade (%) 10,23

Histerese (%) 0,51
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6.2.2 Sensor de Comprimento Optico 10 mm

Para a calibracdo e caracterizacdo do instrumento com comprimento Optico
de 10 mm, trés ciclos de calibragdo foram realizados conforme o procedimento
descrito anteriormente. A Tabela 11 apresenta os resultados dos trés ciclos de

calibracéo realizados e a média no sentido ascendente (A) e descendente (D).

Tabela 11 — Resultados dos ciclos de calibracao realizados com o sensor de comprimento éptico de

10 mm.
Entrada 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo Média Média Média
(g/L) A D A D A D A D AD
0 0,24 0,14 0,24 0,24 0,15 0,14 0,14 0,14 0,14
0,5 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16
1 0,18 0,18 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
5 3,83 3,80 3,85 3,82 3,83 3,84 3,84 3,82 3,83
10 461 462 463 461 463 4,60 4,62 4,61 4,62
15 4,79 4,78 4,79 4,78 4,79 4,77 4,79 4,78 4,78
20 483 483 484 483 484 484 4,83 4,83 4,83
25 486 486 486 486 486 485 4,86 4,86 4,86
30 487 488 488 487 488 488 4,88 4,88 4,88
35 489 489 489 489 490 4,89 4,89 4,89 4,89

As Figuras 43 e 44 apresentam as curvas em sentido ascendente e
descendente, respectivamente. Apresentam ainda a dispersdo de cada medicao.
N&o foi observado grande dispersdo dos valores medidos, indicando uma boa

precisdo do instrumento.
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Figura 43 — Curvas ascendentes da sonda com comprimento éptico de 10 mm.
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Figura 44 — Curvas descendentes da sonda com comprimento éptico de 5 mm.
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A Figura 45 apresenta a curva de calibracéo global do sensor (Média AD) e as

curvas médias no sentido ascendente e descendente. Pode-se verificar que para

este comprimento de caminho 6ptico o sensor € insensivel a variagdes abaixo de 1

g/L e acima de 10 g/L.
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Figura 45 — Curva de calibragdo da sonda com comprimento 6ptico de 10 mm.

Uma maior amplitude do sinal de saida foi verificada entre as entradas 1 g/L e
5 g/L. Por isso, este intervalo foi explorado e novos ciclos de calibracdo foram
realizados. Os resultados dos novos ciclos de calibracdo sdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados dos ciclos de calibragédo no intervalo 1 — 5 g/L.

Entrada 1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo Média Média Média
(@/L) A D A D A D A D AD
0 015 015 015 015 015 015 0,15 0,15 0,15
1 018 018 018 019 0019 019 0,18 0,19 0,19
2 025 026 026 028 028 027 026 0,27 0,27
3 1,96 2,10 198 199 199 1,9 1,98 2,03 1,98
4 303 305 315 313 3,12 311 3,10 3,10 3,11
5 373 375 372 376 372 373 3,73 3,75 3,72

As Figuras 46 e 47 apresentam as curvas em sentido ascendentes e
descendentes, respectivamente. Apresentam ainda, a dispersdao dos valores
medidos. E possivel verificar uma maior dispersdo dos valores medidos no intervalo

estudado, indicando uma menor precisao do instrumento.
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Figura 46 — Curvas ascendentes do intervalo 0 — 5 g/L.
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Analisando as curvas ascendentes de descendentes separadamente, €

possivel verificar que os valores obtidos foram bastante proximos, o que permite

concluir que o sensor tem boa repetibilidade.

A Figura 48 apresenta a curva de calibracdo (Média AD) no intervalo

estudado.
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Figura 48 — Curva de calibracdo no intervalo 0 — 5 g/L
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Os resultados apresentados na Figura 48 mostram que o sensor € insensivel

a variagOes abaixo de 2 g/L. Retirando os valores fora da faixa limite de detecgéo, foi

possivel determina a curva caracteristica do sensor apresentada na Figura 49,

referente ao intervalo de medicdo de 2 -5 g/L.
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Figura 49 — Curva caracteristica da sonda éptica com comprimento 6ptico de 10 mm no

intervalo 2 — 5 g/L.

A Equacéao 14 apresenta a relacdo entre a concentracéo celular e o sinal de

saida do sensor cujo coeficiente de correlacdo linear da curva € R2=0,9547.
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y =1,1504x — 1,7414 (Eq. 14)

A Tabela 13 apresenta as especificacbes e 0s parametros caracteristicos do

sensor calculados conforme a metodologia descrita neste trabalho.

Tabela 13 — Especificacdes e parametros caracteristicos do sensor com comprimento 6ptico de

10 mm.

Parametro Valor
Faixa de Medicao (g/L) 2-5
Sensibilidade (V/g/L) 1,1504
Repetibilidade (%) 3,46
Precisao (%) 3,28
Acurécia (%) 0,78
Linearidade (%) 8,69

Histerese (%) 1,56
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6.3 CONCLUSAO PARCIAL

A Tabela 13 apresenta as especificacbes e parametros caracteristicos do

instrumento com os dois comprimentos épticos estudados.

Tabela 14 — Especificacbes e parametros caracteristicos do sensor com os dois comprimentos de

onda.
Parametro 5mm 10 mm
Faixa de Medicéo (g/L) 5-20 2-5
Sensibilidade (V/g/L) 0,2607 1,1504
Repetibilidade (%) 1,82 3,46
Precisao (%) 1,04 3,28
Acurécia (%) 0,26 0,78
Linearidade (%) 10,23 8,69
Histerese (%) 0,51 1,56

A reducdo do caminho 6ptico de 10 mm para 5 mm provocou além do
deslocamento da faixa de medicdo (de 2 — 5 g/L para 5 — 20 g/L), uma maior
amplitude de medida. Em ambos os comprimentos de caminho éptico o instrumento
nao apresentou uma boa linearidade. Conforme descrito na literatura, a linearidade
estatica é afetada por fatores ambientais, incluindo temperatura, vibragéo, nivel de
ruido acustico e umidade (National Instruments, 2017). Sendo assim, estudos
podem ser realizados para averiguar quais as condicdes mais adequadas de
utilizagc&o do instrumento de forma a reduzir a ndo linearidade.

Ademais, o instrumento com caminho Optico de 5 mm apresentou melhores
resultados concernentes a precisdo, a repetibilidade, a acuracia e a histerese. Estes
resultados corroboram com as especificacbes de instrumentos comerciais, que

declaram o comprimento de 5 mm mais adequado a medicéo de levedura.
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CAPITULO 7 — CONCLUSOES E SUGESTOES

7.1 CONCLUSOES GERAIS

Os ensaios realizados neste trabalho evidenciaram que o principio de
medicdo (indice de refracdo) adotado por Wandermur et. al. (2014) no
desenvolvimento do sensor € impréprio a quantificacdo de biomassa nas condi¢coes
empregadas.

A sonda o6ptica turbidiométrica foi produzida com materiais baratos e robustos
o suficiente para atender as demandas de esterilizacdo e aplicacdo em processos
bioldgicos. A opcao de construcdo da sonda utilizando uma impressora 3D valida a
utilizacao dessa ferramenta para a criagdo de novos instrumentos.

A utlizacdo da plataforma Arduino gerou um custo total aproximado de
R$70,00. Os componentes Arduino séo facilmente encontrados no mercado. Como a
plataforma Arduino foi desenvolvida com base em uma filosofia de compartilhamento
do conhecimento, todo o procedimento necessario para montagem de circuitos e
funcionamento dos componentes estad disponivel na internet para consultas de
usuarios. Por isso, ndo € necessario um conhecimento profundo sobre elétrica e
eletrbnica para a montagem da instrumentacdo, o que torna a reprodutibilidade
deste trabalho ainda mais acessivel ao Engenheiro de Processos.

O sensor foi caracterizado para deteccao de concentracdo de Saccharomyces
cerevisiae. Desde que a calibracdo seja realizada para cada nova aplicacdo, a
estrutura modular pode ser usada para detectar diferentes microrganismos, bem

como para monitorar processos de cristalizacéo e solidos suspensos.
7.2  SUGESTOES FUTURAS

Uma interface homem maquina é fundamental para a coordenacéo e controle
de processos, pois permite o0 acompanhamento das varidveis de processo de forma
amigavel, apropriada, util e segura. Por isso, sugere-se a constru¢cao de um sistema
de aquisicdo de dados com uma interface que apresente graficamente o
comportamento da concentragéo celular no tempo.

A sonda foi projetada em uma configuracdo que o LED fica submerso no meio
em andlise. Esta configuracdo pode acarretar em futuros problemas, como a queima
do LED caso haja algum problema no isolamento dos terminais elétricos,

prejudicando assim a funcionalidade do instrumento. Portanto, sugere-se o
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desenvolvimento de um novo projeto de sonda, retirando do meio 0os componentes
elétricos. Sugere-se ainda, um estudo da utilizacdo de lentes colimadoras sob a
resposta do instrumento.

A plataforma Arduino disponibiliza aos usuarios uma ampla gama de
componentes eletrénicos com variadas funcdes, como outros modulos sensores de
luminosidade que podem futuramente ser estudados e utilizados para aperfeicoar
ainda mais este trabalho e modulos de Ethernet, que realiza a conexao do Arduino a

redes, permitindo o acompanhamento remoto da variavel de processo.
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Abstract

Cell concentration is a key variable in the characterization of biotechnological
processes. Its real-time determination is of paramount importance to both scientists
and engineers as it allows rapid identification of deviations in the process. Thus, the
present work aimed at the construction of a low cost measuring instrument using
plastic optical fiber, photodiode and LEDs for real time quantification of biomass.
Better results were obtained using near infrared radiation. The in-situ sensor had a
range of O - 8.06 gl * with an accuracy of 1.8% in output percentage or 0.077g.I" * in
absolute value. The developed open source technology allows the work to be
reproduced and applied in several environments, contributing to a better description

of the dynamic trends of biological processes.

Keywords: optical sensor; biomass; optical fiber; in-situ, on-line

1 Introduction

Cell concentration is one of the most important state variables in the characterization
of bioprocesses. Its position as a key variable stands out by determining, among
others, the specific rates of growth and / or product formation. [1]. Numerous control
strategies involve the maximization of biomass concentration. To this end, it is
essential that the information should be obtained without any significant delays in
comparison with the process dynamic [2]. Consequently, for many decades the
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scientific community has sought the development of sensors and methods that can
be automated to provide real-time information on this variable [3].

Until now, the most applicable on-site devices for biomass monitoring online are
based on photometric methods, including optical probes such as turbidimetric or
nephelometric sensors [4]. These sensors are based on transmission, absorption,
reflection or light scattering. Light emitting diodes or lasers are commonly used as a
source of light radiation and attenuated light is typically detected by photodiodes [5].
A fiber optic light conductor may be used to conduct the incident beam out of the
bioreactor, thereby eliminating concerns on the detector sterilization issuess. Based
on this criteria, Zhong et al. [7] monitored culturing of bacteria using an optical
density probe and Zanzotto et al. [8] monitored Escherichia coli biomass in a
microbiorector by measuring transmittance at 600 nm with an orange LED light
source, optical fiber and a collimating lens.

These devices have important advantages for biomass monitoring, since they are
non-invasive, non-destructive, do not interfere in the metabolism or microenvironment
of the crop, do not consume the analyte and do not require sampling, reducing the
risk of contamination [6]. However, they exhibit disadvantages inherent to optical
measurements, namely: lack of linearity over a wide measuring range, difficulties in
cleaning the optical instrument and gas particles and bubbles interference, as well as
loss of light intensity during the path of the light beam, due to high cellular
concentrations [2].

Reliable and accessible devices are essential for the democratization and evolution
of science in universities and small research centers. In this context, the objective of
this work was to develop a low cost, open source optical sensor for online and in-situ
cell concentration monitoring, based on LEDs, photodiode and plastic optical fiber.
Some available commercial in situ optical sensors for on-line determination of
microbial growth are based on measuring light continuously in the visible and near-
infrared (NIR) ranges [9]. According to Sonnleitner [10], interferences can be
circumvented through the use of NIR wavelength, since it is non-sensitive to changes
in the color of the medium. Therefore, two wavelengths, 630 nm (visible red) and 880

nm (NIR), were studied for quantification of biomass.
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2. Material and methods

2.1 Optical probe developement

The optical probe was designed in three modules using the software DesignSpark
Mechanical (Fig 1A). The emission module is responsible for emitting light radiation
with optical path length of 10mm (Fig 1B). The stemis responsible for light
transmission through a POF (2 mm) and the detection module ,based on a
photodiode element (Fig 1C), converts radiation in a measurable signal. For this
prototype, LEDs and photodiodes produced by SIEMENS with specifications for fiber
optic transmissions were used. The emission and detection modules were produced
in a 3D printer (GT Max 3D — Core A3) using an ABS polymer. A hollow metal rod
was used to impart resistance to the stem and to isolate the POF from the
environment, leaving only its ends exposed to the photodiode, and to the yeast
suspension containing the cells itself. Both the ends of the fiber were treated with an
aluminum oxide sandpaper in order to minimize losses by attenuation, according to
the Krohm [11] recommendation. Two emission modules were developed using a
NIR led and a visible red led.

Optical Fiber

Photodiode

Fig. 1. A) Optical probe design. B) Emission module C) Detection module.
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2.4 Instrumentation and eletronic setup

Basically, the electronic setup shown in Fig. 2 consists of a LED connected at a
10mm distance of the end of the POF probe. The light from the LED crosses the
optical path and is received by the photodiode located on the opposite fiber end. Both
the LED and the photodetector are embedded into a block of ABS polymer, so as to
avoid light leakage into the photodetector. A visible red led was introduced in the
emission module for the first test. On the second test, the same probe was used, but
the visible red led was replaced wih a NIR led.

The photodetector produces a photocurrent which is amplified by an operational
amplifier (amp-op) for transduction of the signals to voltage signals up to 600 mV.
The output voltage is fed into the microcontroller A/D port input with 16-bit resolution,
while output data is sent via USB to the PC and the acquisition software. A LabView
application was used to develop a specific human-machine interface (IHM) to monitor

and store output data (Fig. 3).

Acquisition Photodiode
Software
* Cptical Fiber
v
Signal |
Conditioning  jg—o—ou- Optical Path
Board LED

Fig. 2. Schematic diagram of the electronic setup.
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Fig. 3. Human-machine interface created on LabView.

2.2 Microorganism and preparation of concentrated cell suspension

Sacharomyces cerevisiae was used as reference microorganism for sensor
calibration. Commercial dry biological ferment produced by Fleischmann, composed
of yeast and sorbitan monoesterate, was used to prepare a concentrated cell
suspension (20g.I'). The concentrated suspension was obtained by adding 4g of

commercial ferment to 200mL of distilled water.

2.3  Sensor calibration

In order to calibrate both sensors and evaluate linearity, sensitivity and precision
(measurement uncertainty), each probe was originally introduced in a flask
containing 500 ml of distilled water. Aliquots (10 mL) of the concentrated cell
suspension were added to the mixture every 3 minutes, in order to achieve
consecutive increasing stationary state steps. The mixture was stirred to guarantee
homogenous blends throughout the test and the aliquots were added until the

measuring limit of the instrument.
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3 Results and discussion

3.1 Optical probe

Fig. 4 shows the produced optical probe. The probe length is 21 cm and can be
submerged up to only 90% of its length. The optical probe is mechanically robust,
using resistant and accessible materials, which allows its reproduction and use in

several experimental environments.

Fig. 4. Optical probe.

3.1 Instrument Calibration and Characterization

The calibration procedure was realized equally in both wavelengths. Fig. 5 shows the
calibration curve obtained, presenting a linear characteristic, with emission in visible
red (Fig. 5A) and near-infrared (Fig. 5B). The correlation factors are 0,9511 and
0,9705, respectively. The calculated linear correlation coefficients are in accordance
to literature values obtained for biomass sensors [12]. It was observed that the output

signal is inversely proportional to biomass concentration.
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Fig. 5. Calibration curves. A) Visible red. B) Near-Infrared.

The sensor with visible red emission showed a measuring range of 0 — 5,51 g.I* and
the sensor with near infrared emission showed a measuring range of 0 — 8,06 g.I™.
Therefore, the near infrared emission sensor presents a higher instrument range.

The sensors were characterized based on the ANSI / ISA-51.1 standards [12], which
concerns instrumentation terminology applied to industrial processes. Uncertainty
and sensitivity parameters were calculated based on the data test set Sensitivity (S)
is obtained based on the first derivative of the calibration curve:

B dVout
~ dCin

where,

dVout is the total variation of output data

dCin is the total variation of input data.

Sensor linearity and precision were presented by means of percent deviation from
the output signal, in accordance to industrial standards. Table 1 shows the calculated

parameters.
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Table 1
Linearity, Uncertainty and Sensitivity of probes with emission in visible red and near-
infrared.

Parameter Visible Red (630nm) Near-Infrared (880nm)
Precision (%) 0,47 1,8
Sensitivity (mV/g/L) 56,02 34,96
Linearity (%) 12,75 10,07

Precision results confirm that the output signal delivered by the sensor with emission
in NIR showed a noisy behavior compared to the visible red emission responses.
Therefore, the sensor with red emission visible is more accurate than the sensor with
emission in the NIR. The emission in the NIR allowed a greater range of use of the
sensor. Thus, it was considered more adequate for the quantification of biomass

under the studied conditions.

4 Conclusions

A low cost optical sensor for on-line and In-situ monitoring of biomass has been
successfully developed. The results demonstrates that the optical sensor was able to
discriminate cellular concentrations and, therefore, has the potential to monitor
microbial growth in real time, as well as detect early deviations from the process. The
light sensor in the NIR emissions has a larger measuring range compared to the
sensor in the visible red emission. The calibration tests were performed in only one
direction. Therefore, other experiments are required to verify other significant
instrumentation phenomena such as hysteresis, as well as to analyze the
repeatability of the measurement. The sensor has been characterized for
Saccharomyces cerevisiae concentration detection. Provided that calibration is
performed for each new application, the modular structure can be used to detect
different microorganisms, as well as to monitor crystallization processes and

suspended solids.
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