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1 Introducao

O Trabalho Final de Curso tera como tema os trabalhos desenvolvidos pelo autor
ao longo de seu estdgio no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais, com
previsao de término em Abril de 2023. Mais especificamente, sera abordada a conceitu-
alizacao, adaptacao e reconstrucao de um eVOLVER, uma plataforma open source de
cultura celular desenvolvida pela Universidade de Boston.

O Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Material (CNPEM) é uma organizagao
privada sem fins lucrativos, que atua em parceria com o Governo Federal como um cen-
tro multidisciplinar de desenvolvimento e producao cientifica, atuando inclusive em par-
cerias internacionais. Lar de um dos primeiros aceleradores Sincrotrons de 4* geragaol1],
e também um dos mais potentes [2], o SIRIUS, o CNPEM representa o maior investi-
mento em ciéncia da histéria nacional.

Um dos quatro laboratérios atuantes no CNPEM, o Laboratério Nacional de Bi-
orrenovaveis (LNBR) atua na otimizagdo da produgao de biocombustiveis, biomateri-
ais e bioquimicos, beneficiando areas do transporte, agricultura e producao industrial
brasileira[3]. Dentre diversas ferramentas empregadas, a cultura celular se destaca pela
possibilidade de manter células vivas e em crescimento fora de seu tecido original sob
condigbes controladas, o que permite resultados consistentes e reprodutiveis [4]. O
principal obstaculo nesta area, atualmente, é a auséncia de métodos que permitam o
controle simultaneo das condicoes de cultura em diversas amostras - biorreatores mo-
dernos obrigam os usuarios a comprometerem-se ou a controlar os parametros em uma
Unica amostra de grande volume ou a realizarem diversas culturas com pouco controle
sobre as condigoes [5].

Com estas limitacoes em mente, um time de pesquisadores da Universidade de
Boston desenvolveu 0 eVOLVER - uma plataforma de cultura celular modular altamente
modificavel, capaz de controlar parametros como turbidez do meio, temperatura e taxa
de agitacao de até dezesseis amostras simultaneamente [6]. O eVOLVER é ainda um
projeto open source e possui seus codigos, desenhos técnicos e diagramas eletronicos
disponibilizados de forma colaborativa online [7], e portanto qualquer um com recursos,
conhecimento e interesse é capaz de reproduzi-lo, desde que sua comercializagao nao
seja realizada.

As caracteristicas do eVOLVER atrairam o interesse do LNBR, visto que o mesmo
poderia ser de ajuda valiosa para diversas areas de pesquisa. Um exemplo seria a sele¢ao
de cepas de S.cerevisiae capazes de metabolizar etanol a partir da xilose em lugar da
glicose, habilitando a produgao de combustivel a partir do bagaco da cana de acticar e
possibilitando o reaproveitamento deste recurso [8]. Com isto, o grupo de Engenharia
Biomédica (EBI, no qual o autor realizou seu estégio) do CNPEM foi encarregado de
compreender o seu funcionamento e reconstrui-lo. A natureza customizavel do equipa-
mento e as necessidades especificas da pesquisa do LNBR ainda demandam a adaptagao
do mesmo para a medicao dos niveis de pH das amostras. Esta, no entanto, se mos-
trou uma tarefa nao trivial, visto que a impossibilidade do uso de sondas convencionais
por restrigoes fisicas dos frascos de amostras tornou necessaria a busca por métodos
alternativos, que serao discutidos a fundo no decorrer deste documento.



1.1 Delimitacao do Trabalho

O trabalho se limita a se aprofundar nas etapas de construcao de um eVOLVER,
dentro do ambito de sua natureza open source. Areas como software, hardware e outros
componentes serao explorados e explicados o mais detalhadamente o possivel, levando
em consideragao as areas de atuacao do autor. Ainda passara por uma revisao bibli-
ografica de artigos académicos em busca de métodos alternativos para a medi¢ao do pH,
discutindo e detalhando estudos promissores para, ao final, escolher aquele que mais se
adeque ao eVOLVER, a fim de encaminhar futuros esfor¢os dos proximos envolvidos
com o projeto.

O autor ainda ressalta que o processo foi fruto de um trabalho em equipe, reconhe-
cendo e agradecendo a colaboracao de outros membros da EBI - Eduarda Nicoletto,
Marisa Brito e Matheus Chitan, e também do assessor José Guilherme Ribas Franco,
na reconstrucao do sistema. O autor também agradece Regis Terenzi Neuenschwander,
Patricia Henriques Nallin e Dra. Nadia Maria Vieira Sampaio por suas contribuicoes e
orientacao do projeto.

1.2 Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivos:

e Descrever e detalhar o processo de reconstrucao de uma unidade eVOLVER para
o LNBR, focando nas se¢oes em que o autor teve atuacao direta;

e Explicar, com o maximo de detalhes o possivel, o funcionamento e arquitetura de
um eVOLVER;

e Com as necessidades do LNBR em mente, realizar uma revisao de literatura a
fim de analisar, comparar e selecionar métodos alternativos de medicao de pH
compativeis com o sistema;

1.3 Justificativa da Escolha do Tema

O tema foi escolhido pelo fato de oferecer ao autor a oportunidade de colocar em
pratica conhecimentos interdisciplinares obtidos ao longo da sua graduacgao, incluindo
mas nao se limitando a: programacao, eletronica, automagcao, desenho técnico e ele-
troquimica.

Tal oportunidade é a base da formagao do Engenheiro Fisico, devido a sua grade
curricular eclética e multidisciplinar. Isto, junto ao fato de que o projeto auxiliara
em superar obstaculos atualmente encontrados em outras areas cientificas, torna o
eVOLVER e seu desenvolvimento um excelente candidato para o assunto do Trabalho
Final de Curso.

A adaptacao do projeto e reconstrucao do eVOLVER ainda atendera as demandas de
experimentos realizados pelo LNBR, e quica também dos outros laboratorios existentes
no CNPEM. Para o autor, também o capacita a compreender e atuar em outros projetos
de controle e sensoriamento de Engenharia Biomédica, area em que planeja realizar um
mestrado, fornecendo-lhe conhecimentos e experiéncia em eletronica, instrumentacao e
outras areas.



1.4

2

Metodologia

Acompanhamento da documentagao original do eVOLVER, providenciado pela
empresa responsavel pela sua producao, a FynchBio;

Explicagao e detalhamento da arquitetura, tanto fisica quanto digital, do eVOL-

VER;

Comparacao do projeto original com o reconstruido no CNPEM, apontando e
discutindo potenciais alteragoes e os motivos por tras das decisoes de realiza-las;

Realizagao de uma revisao bibliografica de estudos a fim de encontrar métodos
alternativos para a medicao de pH;

Encontrados os métodos, discuti-los a fundo, apontando vantagens e desvantagens
de cada um e, levando as caracteristicas do nosso sistema, selecionar aquele mais
adequado para ser implementado em nosso sistema;

O eVOLVER

A Selecao Natural de Darwin parte da existéncia de Variacao Genética - a diferenca
do DNA entre populagoes e individuos. O ambiente no qual tal populagao se encontra é
responsavel por determinar quais variacoes sao vantajosas, isto €, aumentam as chances
de sobrevivéncia e procriacao da espécie, que sao preservadas e multiplicadas de geracao
em geragao enquanto as desvantajosas sao eliminadas [9]. Este fenémeno é adaptado
e explorado em processos laboratoriais de cultura celular em um processo chamado
Evolucao Direcionada. Nele, condigoes do cultivo celular sao controlados de modo a
selecionar células com mutacoes desejadas pelo usudrio, com o descarte do restante.

[10]



Figura 1: Diagrama do processo de Evolucao Direcionada. Primeiro, um gene é sub-
metido a diversas rodadas de mutagénese (mutacao genética, o que pode ser artificial-
mente induzido ou ocorrer naturalmente em processos de reproducao celular), selegao
(isolamento de células ou organismos com as caracteristicas desejadas pelo controle das
condigbes ambientais) e amplificacdo (gerando um modelo para a préxima rodada).
Pode ser realizada in vivo (em organismos vivos) ou in vitro (em células ou livre em
solugao) [10].
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Atualmente, um dos maiores desafios enfrentados durante técnicas de cultivo celular
¢ a necessidade de se comprometer ou a uma alta capacidade de controle de condicoes
de cultura ou um alto throughput (a capacidade de realizar diversas culturas simulta-
neamente). Biorreatores possuem alto controle de parametros experimentais, mas s
sao capazes de realizar uma cultura por vez, enquanto batch cultures possuem baixo
controle, mas podem abrigar diversas culturas de uma sé vez [5].

Com isto em mente, Wong et.al, da Universidade de Boston, EUA, desenvolveram
uma plataforma de cultura celular DIY (Do It Yourself, faca vocé mesmo) altamente
customizavel , que permite ao usuario controlar parametros de experimentos de até de-
zesseis culturas individuais, denominado eVOLVER. O eVOLVER ¢ construido a partir
de hardware, software e wetware open source e altamente modulares, o que permite a
sua reconfiguracao para aplicacao em uma multitude de aplicagoes de acordo com o
desejo do usudrio [6].



Figura 2: Imagem do eVOLVER original, desenvolvido pela FynchBio, empresa fundada
pelos pesquisadores originais.

Reprodugao: https://www.fynchbio.com/evolver-full, acesso em Janeiro de 2023.

A seguir, introduzimos uma visao geral da arquitetura do hardware de um eVOL-
VER, explicando de maneira breve cada um dos componentes antes de aprofundar mais
adiante.



Figura 3: Diagrama da arquitetura do eVOLVER.
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Fonte: eVOLVER - Supplementary Information [11], adaptado por Eduarda Nicoletto.
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De um modo geral, o eVOLVER possui como recipientes de amostras as Smart Sle-
eves, frascos que possuem parametros de experimento controlados por PWM’s (placas
Pulse Width Modulation) e medidos por ADC’s (Analog to Digital Converter). Cada
par destas placas é responsavel pelo controle/medi¢ao de um parametro, e é controlado
por um mini controlador Arduino SAMD?21. Estes arduinos se comunicam com uma
placa Raspberry Pi Model 4 por protocolo UART via RS-485, conectada a um compu-
tador externo por Wi-fi ou cabo ethernet, que age como a interface sistema-usuério. A
seguir, cada um destes sistemas sera explorado em mais detalhes.

2.1 Smart Sleeves

A unidade bésica do eVOLVER é a Smart Sleeve, um recipiente cilindrico com capa-
cidade de 40 ml no qual diversos atuadores e sensores controlam e medem os parametros
do experimento. Até agora, o eVOLVER é capaz de controlar a temperatura, a taxa
de agitacao e a taxa de influxo e efluxo de fluidos, e de medir todos estes parametros
junto a turbidez do meio.



Figura 4: Imagem e diagrama de uma Smart Sleeve.
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e A agitacao da amostra tem como propdsito promover a dissolugao de Oxigénio no
meio, além de evitar a formagao de biofilmes (matrizes extracelulares poliméricas
fabricadas pelos préprios microrganismos sendo cultivados [12]);

e A temperatura da amostra tanto promove um ambiente proprio para a reprodugao
das células quanto seleciona cepas mais ou menos resistentes a temperaturas mai-

ores ou menores;

e A densidade 6tica informa o tamanho da populacao de células das amostras (meios
mais populosos sdo mais turvos, e espalham mais a luz incidente) [13].

Tal recipiente é apoiado sobre um suporte de acrilico impresso em 3D e uma ven-
toinha de resfriamento de computador (modelo FAD1-04020CBHW11, motor DC de
12V). A tal ventoinha, dois imas de neodimio sao fixados:
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(a) Diagrama de imas de neodimio fixados (b) Diagrama do setup de uma Smart Sle-
na ventoinha de resfriamento. eve.
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TeWGhtP%252BA%3D%3D, adaptado.

Tais imas, em conjunto com um agitador magnético localizado no interior do reci-
piente, permitem o controle da taxa de agitacao da amostra ao ajustar-se a velocidade
de rotacao da ventoinha, o que é feito alterando a tensao externa aplicada & mesma.

O frasco também esta envolto em um tubo de aluminio, que exerce duas fungoes:
garantir o aquecimento uniforme da amostra e o bloqueio de luz externa, o que poderia
interferir com medidas de densidade otica.

Para o controle da temperatura da amostra, um resistor de aquecimento (MP915-
20.0-1% Caddock, Mouser Brazil) é acoplado a parte externa do tubo de aluminio,
fornecendo calor de acordo com a tensao a ele aplicada. A temperatura é monitorada
com o auxilio de um termistor (NTC 10kS2, Mouser Brazil).

A turbidez da amostra é medida a partir da emissao e deteccao de uma fonte de
luz. Um LED IR 950 nm (modelo SFH4512, DigiKey) emite ondas infravermelhas, que
sofrem espalhamento de acordo com a turbidez da amostra e sao detectadas por um
Fotodiodo IR 900 nm (modelo LTR323, DigiKey), localizado a um angulo de 135° em
relacao a fonte.

Todos estes componentes sao soldados em uma placa de circuito impresso (PCB)

customizada pelos criadores originais do projeto, denominada Component Mount Board
(CMB).
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Figura 6: Arquivo CAD da CMB. Sua arquitetura é composta pelas seguintes inte-
gragoes: sobressalentes ”Spare A”e ”Spare B” (1), responsaveis pela implementacao de
quaisquer médulos desejados pelo usudrio além dos oferecidos, LED infravermelho (2),
resistores de aquecimento (3), termistor (4), fotodiodo (5), e terminais para a conexao

a placa mae (6).
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Fonte: [7], adaptado.

2.2 Placa Mae - Controle em Baixo Nivel

”Baixo nivel”’se refere a tudo voltado a maquina em si, cédigos ou hardware, uti-
lizados para que o sistema execute as fungoes desejadas pelo usuario. No eVOLVER,
todos estes elementos podem ser encontrados na motherboard, ou Placa-Mae.

Placas-mae atuam como o alicerce central do hardware de um sistema, conectando
os periféricos entre si e garantindo o fluxo de informacoes e sinais elétricos sem a neces-
sidade de utilizar fios e afins. No caso do eVOLVER, a placa abriga os Arduinos, placas
PWM (Power Width Modulator) e conversores ADC (Analog to Digital Converter) do
sistema, além de e conectar diretamente com o Raspberry Pi e as Smart Sleeves, como
visto na figura 3. Vamos agora detalhar mais as fungoes de cada um deles no quadro

geral do eVOLVER.
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Figura 7: Foto do circuito da Placa Mae do eVOLVER. Além dos caminhos elétricos,
a mesma possui terminais de alimentacao de 12 e 5V, dois terminais de comunicacao
(um para a comunica¢ao RS485 com o Raspberry Pi e outro para a comunicacao com a
placa auxiliar, que veremos a seguir), quatro suportes para microcontroladores Arduino
SAMD21, quatro para placas PWM e outros quatro para placas ADC. Também ha um
slot para a insercao de uma placa RS485, que codifica os sinais indo e vindo entre as
Raspberry e os Arduinos, permitindo a comunicacao entre os mesmos e 16 terminais de
comunicacao, um para cada Smart Sleeve.
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TERMINAIS DE

ALIMENTAGAO 5V ENCAIXE PARA ENCAIXES PARA ARDUINOS

PLACA RS485 SPARKFUN SAMD21 MINI

Reproducao: Eduarda Nicoletto, foto adaptada.

2.2.1 Fontes de Alimentacao

O eVOLVER possui diversos componentes que requerem a alimentacao de tensoes de
12V (ventoinhas, placas PWM, bombas e LEDs) e 5V (demais componentes eletronicos).
Tais voltagens sao fornecidas por duas fontes de tensao, conectadas aos terminais de
alimentacao:
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Figura 8: Fonte 12V, modelo HRP-

300-12 da MEAN WELL. Figura 9: Fonte 5V, modelo VGS-
25W-5 da CUI Inc.

s
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ac-dc-single-output-enclosed CUI-Inc/VGS-25W-57qs=
-power-supply-output-hrp--300--12. DRkmTr78QAQTgfZ3%252Bhks0w
Acesso em Janeiro de 2023. 3D%3D. Acesso em Janeiro de 2023.
2.2.2 PWM

Placas Power Width Modulator sao as principais responsaveis pelo controle dos
atuadores do eVOLVER. O nome se refere a técnica utilizada por estes modulos, que
permite o controle de circuitos analégicos por meio de sinais digitais [14].

Um microcontrolador (no caso do eVOLVER, um Arduino SAMD21) é capaz de
alterar da largura positiva de um trem de pulsos. A modulagao do sinal é feita pelo
duty cicle (D), determinado como porcentagem durante a qual a onda estd em um
estado alto (M) em relagao ao seu periodo total (T):

M
D:T (1)

Figura 10: Duty Cycle é definido como a razao entre o tempo de sinal alto de uma onda
quadrada e seu perfodo total. Um Duty Cycle de 50% possui um sinal alto durante
metade de seu periodo total, e assim por diante [14].

50% duty cycle
I

75% duty cycle
U UL

25% duty cycle

T Tl

Fonte: https://www.fluke.com/en-us/learn/blog/electrical /what-is-duty-cycle. Acesso
em Janeiro de 2023.
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A corrente é fornecida por um sink driver TLC5940 de corrente continua de 16
modulos, que controla sua intensidade por meio do método Grayscale. O TLC5940
foi originalmente projetado para o controle de LED’s, mas o fato de sua saida ser no
formato PWM permite sua utilizacao para o controle dos médulos do eVOLVER. O
Grayscale opera em 4096 passos (valores de 0 a 4095), e o Duty Cycle de sua n-ésima
saida é definida por um valor GS,, (fornecido pelo input do usuario) por meio da relacao
[14]:

a8,
4095

D% 100 (2)

Figura 11: Foto de uma placa PWM projetada pela FynchBio. Em destaque, os prin-
cipais circuitos que a compoem, identificados por cores.
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Fonte: [11], adaptado por Eduarda Nicoletto.
2.2.3 ADC

ADC se refere a sigla Analog to Digital Converter, ou conversores analogico-digital.
Como o nome indica, tais placas participam do processo de obtencao de um sinal
digital (o formato legivel pelos microcontroladores Arduino) a partir de um analégico (o
formato fornecido pelos sensores) [14]. Em contrapartida aos PWM’s, que controlam os
atuadores do sistema (controlando a tensao dos resistores de aquecimento, a intensidade
dos LED’s e a velocidade de giro das ventoinhas), as ADC’s estao atrelados aos sensores
do sistema, realizando a leitura de diferentes parametros e provendo feedback ao usuario.
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Figura 12: Foto de uma placa ADC projetada pela FynchBio. Em destaque, os princi-
pais circuitos que a compoéem, identificados por cores.

=4

Fonte: [11], adaptado por Eduarda Nicoletto.

Embora a placa tome parte neste processo e tenha esta nomenclatura, é importante
ressaltar que a conversao do sinal em si é feita no Arduino, e ndao na ADC. A placa em
si apenas realiza o processo de Multiplexacao - um processo de combinacao de diversos
canais de comunica¢ao de modo que todos possam ser lidos a partir de apenas um pino
de saida. O multiplexador (MUX) em questao é capaz de multiplexar dezesseis (16)
canais, um para cada Smart Sleeve [11].

O sinal proveniente dos sensores, seja ele um termistor responsavel pela temperatura
ou um fotodiodo pela intensidade luminosa, primeiro precisa ser amplificado. Isto é feito
com o auxilio de um circuito integrado (CI) MCP6004, configurado da seguinte maneira:
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Figura 13: Esquema Elétrico da utilizacao de um CI amplificador MCP6004 no circuito
da ADC.
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Fonte: [11]

Depois de amplificado, os dezesseis sinais sao enviados para diferentes pinos de en-
trada de um multiplexador CD74HC4067. Este MUX possui pinos de controle (S0,
S1, S2 e S3) (fig. 14a) ligados as portas Digitais D7, D8, D9 e D10 do Arduino asso-
ciado. O MUX s6 é capaz de ler um sinal por vez, que é determinado pelo Arduino
ao alterar a combinacao de pinos de controle ativos ou desligados (com valor 1 ou 0,
respectivamente) [15]:
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Figura 14: (a): imagem do multiplexador CD74HC4067 (acima) e a esquema da relagao
de seus pinos (abaixo). (b) Tabela Verdade do Multiplexador CD74HC4067.

(a) (b)

SELECTED
CHANNEL

None

L
-
w
~
w
w

o] @ Nlojlo|l alweIN] =) O

TOP VIEW
|lo| =«|e| =]l =|e|=«]e|=]|e|=]|e|=|e|x]2

“| 2«1 0| O] = =1 O] O] =] «210|]| Of = “lolo]| x
a|l a]l «]| «|lo|lo]lo]lo]| «]| «| =] «|o] o] o] o] x
]l wal w] - “w] wlwlasljlOolOo|jlOo)jlO|lO]| O] OO X

o|jlo|]o|jlo|lo|lo|lo|lo|lojlo|lo]lojlolo)lol o - m

CD74HCT4067 (SOIC)
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Fonte: [15].

Desta forma, por exemplo, o sinal chegando ao pino I8 serd transmitido pelo pino
de saida (COMMON INPUT/OUTPUT) quando a combinagao dos pinos SO0, S1,
S2 e S3 for 0,0,0,1, respectivamente. Analogamente, o sinal do pino 112 sera lido
pela combinagao 0,0,1,1, e assim por diante. Uma observacao é a presenca do pino
"Enable” (E), que é considerado na Tabela Verdade [15]. Este pino serve apenas para
parar (estado alto) ou permitir a leitura dos canais (estado baixo), e nao é pertinente

a nossa aplicacao.

2.2.4 Arduinos SAMD21

Arduinos SAMD21 sao placas microcontroladoras, sendo cada uma responsavel pela
leitura e controle de um dos parametros de experimento. A Placa Mae tem suporte
para até 4 unidades destes microcontroladores, sendo trés utilizados no projeto original
(temperatura, turbidez e taxa de agitagao) e um em aberto para que o usuario o utilize
para medir e controlar quaisquer outros parametros desejaveis.
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Figura 15: Imagem de um microcontrolador Arduino SAMD21.

Fonte:  https://www.digikey.com.br/pt/products/detail /sparkfun-electronics/DEV-
13664/5766914. Acesso em Janeiro de 2023.

Sao estes Arduinos os responsaveis por gerar o sinal de controle das PWMs e leitura
das ADCs, tornando-o portanto o principal médulo de controle em baixo nivel. Como
discutido anteriormente:

e Os pinos Digitais D2, D3, D4, D5 e D6 sao responsaveis pelo controle da placa
PWM;

e Os pinos Digitais D7, D8, D9 e D10 sao os responsaveis pela selegao do canal de
leitura do ADC.

O Arduino também conta com pinos atuantes na comunicagao em alto nivel (o Rasp-
berry Pi), sendo o Pino RX responsével por receber e o TX por transmitir informagoes
a este modulo por meio de um Port Serial. Desta forma, mesmo com cédigos distintos,
os Arduinos seguem protocolos similares:

1. O Arduino monitora a existéncia ou nao de informacoes chegando do Raspberry
Pi por meio do Port Serial Seriall.

2. Caso tais informagoes sejam detectadas, o Arduino as interpreta e executa os
comandos desejados ao PWM.

3. Simultaneamente, o Arduino estd sempre lendo valores do MUX dos sensores
de cada parametro, dados os quais sao enviados pelo Seriall de volta para o
Raspberry Pi e exibidos ao usudrio.

Um exemplo seria o codigo de controle de taxa de agitacao, descrito e comentado a
seguir:

#include <evolver_si.h>
#include <T1c5940.h>

Primeiramente, é necessario importar algumas bibliotecas. ”evolver_si.h”, da qual "si”se
refere a serial input, habilita o sistema a ler e manipular mensagens que chegam ao
Arduino. Ja "TLC5940.h” habilita o controle da PWM pelo Arduino.
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/* VARIABLES */
// Serial event variables
String input_string = "";
boolean string complete = false;

// Broadcast response variables
String comma = ",";

String end_mark = "end";

String address = "stir";

// Input variables
int num_vials = 16;
evolver_si si("stir", "_!", num_vials + 1); // 17 CSV-inputs from RPI, responsavel pel

boolean new_input = false;
int saved_inputs[] = {8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8};

int Input(] = {8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8,8}; //input

Aqui, diversas variaveis que serao utilizadas ao longo do cddigo sao declaradas e
definidas. Entre elas, "stir’serve como um sinalizador que, ao ser lido, informa ao
sistema que a mudanca é referente a taxa de agitacao do experimento, e nao de outro
parametro. Sinalizadores de outros parametros incluem "temp”, para temperatura, e
”"0OD_135", para a densidade ética.

void setup(){
SerialUSB.begin(9600) ;
Seriall.begin(9600) ;
while (!Seriall);

// Communication

pinMode (12, OUTPUT);

digitalWrite(12, LOW);

input_string.reserve(2000); // reserve 2000 bytes for the input_string

// PWM control object
Tlc.init (LEFT_PWM, 4095);

O cddigo inicia protocolos de comunicacao serial (”Seriall” para comunica¢ao ex-
terna com o Raspberry Pi e ”SerialUSB”para comunicacao com o monitor serial do
Arduino) e declara suas taxas de comunicagao (baudrates). Ainda declara o pino 12
do Arduino como um QOutput de informacoes e inicializa a placa PWM, deixando-a
preparada para agir.

Antes de prosseguir para o loop do programa (isto é, as fungoes que serao executadas
continuamente enquanto o programa esteja ativo), é necessario definir algumas sub-
rotinas que serao chamadas ao longo da sua execucao:

e "serialEvent()”serve para ler as informagoes provenientes do Raspberry Pi (Se-
riall) e guarda-las em uma string ”input_string”.
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void serialEvent(int time_wait){
for (int i = 0; i < time_wait; i++){

while (Seriall.available()){
char input_char = (char)Seriall.read();
input_string += input_char;

if (input_char == ’!°){
string_complete = true;
+
}
delay(1);

b
+

e "exec_stir’é a funcao que, providos os comandos, faz com que o SAMD21 envie
os sinais & PWM para que esta ative os atuadores (neste caso, as ventoinhas, que
correspondem ao processo de agitagao).

void exec_stir(){
for (int i = 0; i < num_vials; i++){
if (Input[i] != 0){
Tlc.set (LEFT_PWM,i, 0);
+
}

while (Tlc.update());
serialEvent (12);

// 10 settings for the stir rate
for (int i = 0; 1 < 98; i++){
for (int j = 0; j < num_vials; j++){
if (Input[j] == i){
Tlc.set (LEFT_PWM, j, 4095);
}
}

while (Tlc.update());
serialEvent (1) ;

}
serialEvent (70);
}

e "echoCommand()”ecoa o comando recebido de volta ao usuério, exibindo-o na
interface para que o mesmo possa garantir que o que esta sendo executado é,
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de fato, o que é desejado. Esta é uma funcionalidade que s6 existe durante o
desenvolvimento por motivos de debugging, sendo retirada da versao final.

void echoCommand () {
digitalWrite(12, HIGH);
String output_string = address + "e,";

for (int i = 0; i < num_vials; i++){
output_string += saved_inputs[i] + comma;
}

output_string += end_mark;

SerialUSB.println(output_string);
Seriall.print(output_string);

delay (300);
digitalWrite(12, LOW);
b

e "update_values()”salva os dados do input em uma nova string.

void updateValues(){
for (int i = 0; i < num_vials; i++) {
Input[i] = saved_inputs[i];
}
}

O void Loop(), por sua, vez, é composto pelas seguintes segoes:

Inicialmente, o programa chama a sub-rotina ”serialEvent()”, que analisa o comando
vindo do usudrio. Caso este comando esteja completo (isto é, a string enviada possui
16 comandos, um para cada Smart Sleeve) e o primeiro item do comando possua um

9 3207 9329

caractere "r”ou i’ (de comando recorrente ou imediato, respectivamente), seus valores
serao convertidos em variaveis inteiras e salvos na array ”saved_inputs”:

void loop(){
serialEvent (1) ;
if (string_complete){

si.analyze_and_check(input_string) ;
if (si.address_found){

// Instant or recurring command
if (si.input_array[0] == "i" || si.input_array[0] == "r"){

SerialUSB.println("Saving Setpoints...");
for (int i = 1; i < num_vials + 1; i++){
saved_inputs[i - 1] = si.input_array[i].toInt();

3
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Em seguida, o cédigo evoca a sub-rotina ”echoCommand()”, avisando ao usudrio
sobre o comando prestes a ser executado. Neste instante, o cddigo entra em standby,
aguardando o input de um codigo que o ordene a aplicar os parametros fornecidos:

SerialUSB.println("Echoing commands:");
echoCommand () ;
SerialUSB.println("Waiting for OK to execute...\n");
new_input = true;

3

2 &7

Caso este cddigo seja detectado (aqui, ”stira”, um comando onde o caractere ”a’no
primeiro item se refere a ”acknowledgement to run”, ou ”reconhecimento para execu-
tar”), entao o cédigo invoca a sub-rotina "updateValues()”:

// Acknoledgment to run command
if (si.input_array[0] == "a" && new_input){
updateValues();
SerialUSB.println("Command Executed!");
new_input = false;

}

limpa a string de inputs para que a mesma possa receber novos valores em breve:

input_string = "";

b

//Clears strings if too long

if (input_string.length() > 900){
SerialUSB.println("Cleared Input String");
input_string = "";

b

si.address_found = false;
string_complete = false;

e evoca a sub-rotina ”exec_stir()”, ativando a PWM e, por fim, as ventoinhas:

// Executes the stirring command
exec_stir();

}

O restante dos codigos seguem padroes similares e podem ser encontrados no repo-
sitério [7] oficial, e portanto nao serao explorados aqui.
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2.2.5 Transceptor RS485 e Protocolo de Comunicacao

Como dito anteriormente, o eVOLVER depende da comunicacao constante entre
sua arquitetura de controle superior e inferior (Raspoberry Pi e os Arduinos, respecti-
vamente). Esta comunicagao é feita pelo protocolo RS485 de sinal diferencial.

O RS485 é um padrao elétrico de comunicacao entre sistemas utilizado em ambientes
eletricamente ruidosos ou que transmitam informagoes por longas distancias, impedindo
interferéncia nos dados e garantindo leituras integras. Meios comuns identificam estados
altos ou baixos (1 ou 0, respectivamente) ao compararem o valor da tensao com o ground
(valor 0), mas a incidéncia de ruidos ou a queda de tensao em cabos muito longos pode
acarretar em leituras incorretas e no mau funcionamento do sistema [16].

Figura 16: Diagrama de funcionamento de um protocolo de comunicacao RS485. O
sinal digital é espelhado e retransmitido por um driver diferencial. A condicao de sinal
alto ou baixo é determinada pela diferenca entre as voltagens destes dois sinais, e um
sinal final e idéntico ao inicial é emitido pelo receptor diferencial.

A
\ A
S
Encoder Differential Differential Reconstructed
Owtput Driver Receiver Signal

Fonte: https://www.cuidevices.com/blog/rs-485-serial-interface-explained. Acesso em
Fevereiro de 2023.

O RS485, por sua vez, espelha o sinal gerado e compara os dois. Com isto, quaisquer
ruidos ou quedas de tensao também sao espelhados, de forma que a diferenca de tensao
entre os dois sinais seja sempre a mesma e garantindo leituras corretas [16].

Figura 17: Diagrama de um sinal tendo seu ruido ignorado pelo RS485. Caso exista
um ruido no sinal original, o mesmo serd manifestado no espelhamento, fazendo com
que a diferenca da tensao entre os dois AV1 permaneca a mesma e o sinal final seja
idéntico ao inicial.

Fonte: https://www.cuidevices.com/blog/rs-485-serial-interface-explained. Acesso em
Fevereiro de 2023.
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Para a comunicacao entre os médulos, a mesma ¢ feita pela utilizacao de um Trans-
ceptor MAX485, adaptado em uma PCB projetada pela FynchBio:

Figura 18: Imagem e Esquematica de um Transceptor MAXA485.
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Fonte: [17]

Os pinos RE (Receptor Enable) e DE (Driver Output Enable) definem se o trans-
ceptor atuard como um receptor ou transmissor, respectivamente, de acordo com o sinal
a eles fornecido. No caso de atuagao como transmissor (estado DE = alto/1), este pino
ird informar um valor 16gico a saida A e seu oposto a saida B (por exemplo, se o estado
légico de A é 1, entdao o de B serd 0 e vice versa), dando origem ao sinal e ao seu
espelhamento [17].

No eVOLVER, a implementacao dos transmissores é feita de maneira simultanea
para todos os quatro Arduinos com a utilizacao de uma PCB desenvolvida pela prépria
Fynch Bio. A placa em si é deveras simples, contendo apenas quatro CI’s MAX485, os
componentes de seus circuitos e um conversor de tensao 5V — 3.3V para a alimentagao:

Figura 19: Imagem da PCB de comunicacao RS485 desenvolvida pela Fynch Bio, com
os CI’'s MAX485 (em vermelho), o conversor de corrente (em laranja) e um filtro (azul).
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Fonte: Adaptado de [11]

Como indicado na figura 7, o PCB do RS485 ¢é posicionado na placa-mae, entre os
SAMD21. A entrada e saida de dados é feita por cabos 6P6C que conectam a placa
mae a placa auxiliar e ao Raspberry Pi por meio de terminais de comunicacao RJ14
6P6C.
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O Raspberry Pi também possui um médulo RS485 customizado, o qual detalharemos
mais a frente.

2.3 Placa Auxiliar

A Placa Auxiliar é uma PCB responsavel pela atuacao das bombas peristalticas,
servindo como o alicerce da fluidica do eVOLVER.

Figura 20: Foto da placa Auxiliar, desenvolvida pela FynchBio, com indicativos dos
componentes.

ENCAIXE PARA TERMINAIS DE CONEXAD COM A PONTE DE TERMINAIS DE
PLACAS PWM ALIMENTACAD DAS BOMBAS PERISTALTICAS COMUNICACAD

TERMINAIS DE
ALIMENTACAO

ENCAIXE PARA ARDUINO ENCAIXE PARA TRANSISTOR LVT7BOS
SPARKFUN SAMD21 MINI PLACA RS485 COM HEATSINK

Reproducao: Eduarda Nicoletto. Foto adaptada.

Esta versao do eVOLVER foi adaptada para bombear dois tipos diferentes de subs-
tratos para os frascos de cultura e também esvazid-los dos residuos gerados (denomi-
nado ”esgoto”). Desta forma, cada Smart Sleeve atua em parceria com trés bombas
peristélticas (uma para cada substrato e mais outra para o esgoto, totalizando 16 x 3
= 48).

Similarmente, as bombas sao controladas por placas PWM idénticas as discutidas
anteriormente. Entretanto, como cada PWM possui apenas 16 canais, torna-se ne-
cessario o emprego de trés placas no total para atender a todas as bombas. Assim, uma
placa controla o fluxo do substrato A, outra do substrato B e a final controla o efluxo
do esgoto. Todas estas placas sao controladas por um tnico Arduino SAMD?21.

Ademais, a placa possui entradas de 12V (para a alimentacao das bombas pe-
ristdlticas) e 5V (para a alimentacao dos CI’'s e componentes), um encaixe para a
placa RS485 e terminais de comunicacao, da mesma maneira do que a placa mae.
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2.4 Raspberry Pi e Controle de Alto Nivel

Controle de Alto Nivel é o responséavel pela interface usuario - maquina. No eVOL-
VER, esta conexao é realizada pelo Raspberry Pi. O Raspberry Pi (aqui, o Raspberry
Pi 4 Model B) é um computador embarcado - um sistema funcional com todos os
componentes de um computador de mesa condensador em uma tnica PCB.

O Raspberry em si possui uma entrada de cartao MicroUSB (na qual o sistema
operacional é gravado), entrada para fonte de alimentacao 5V, entradas USB para
periféricos (mouse, teclado e outros), entrada HDMI para monitor, saida P2 para mi-
crofone ou fones de ouvido e conector de cabo ethernet [18]:

Figura 21: Raspberry Pi 4 Model B com seus respectivos componentes.
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Fonte: [11], adaptado.

Similarmente aos Arduinos, enretanto, o Raspberry Pi necessita de um mddulo
conversor RS485 para a transmissao de sinais e informagoes. A FynchBio resolveu
este problema ao desenvolver uma placa Shield denominada PiHAT, que se encaixa ao
Raspberry Pi e possui um CI MAX485 e um terminal de comunicacao RJ14 6P6C.
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Figura 22: Placa Shield PIHAT, responsavel pela comunicacao RS485 entre a Raspberry
Pi e os Arduinos das placas Mae e Auxliar.

TERMINAL DE
COMUNICACAD
[RJ14 6P6C)

RASPBERRY P14 PiHAT
MODELO B (R5485 SHIELD PARA O RPi)

Reproducao: Eduarda Nicoletto.

Figura 23: Diagrama dos circuitos e componentes do PiHAT.

< eVOLVER Raspberry Pl HAT
Boston University EDF
http://edf.bu.edu
2018-09 (Rey A)

Fonte:[11], adaptado.

Os sinais originarios da RPi sao transmitidos pelos pinos GPIO 14 e GPIO 15 a
PiHAT pelos trilhos, como indicado pelo retangulo vermelho na figura 23. Em se-
guida, estes sinais passam pelo MAX485 (retangulo rosa) para a conversao pelo pro-
tocolo RS485, antes de serem enviados pelo terminal de comunicagao (indicado pelos
retangulos laranjas) [11] para os Arduinos, onde os comandos sao interpretados e con-
trolam os atuadores..
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2.5 Alteracoes em Relagao ao Projeto Inicial

Como visto na figura 2, a maquina original era dividida em dois médulos: um para o
abrigo das bombas peristalticas e placa auxiliar e outro para Placa-Mae e Smart Sleeves,
dispostas em um padrao 4x4. Visando aprimorar este design, torna-lo mais compacto e
facilitar o manuseio das amostras, a estrutura do eVOLVER sofreu diversas mudancas:

Figura 24: Modelo CAD da versao Figura 25: Foto do eVOLVER em
do eVOLVER feita pelo CNPEM. construcao, com oito das dezesseis
Smart Sleeves instaladas.

Reprodugao: Autor

Reproducao: Matheus Chitan.

O design quadricular e distribuicao 4x4 foram deixados de lado. Em vez disso, as
Smart Sleeves foram organizadas em duas fileiras, cada uma acomodando oito fras-
cos. Todos os componentes sao localizados em uma tnica estrutura, com as bombas
peristalticas na parte superior e a Placa-Mae, Auxiliar e Fontes afixadas ao painel
traseiro.

Edicoes futuras do equipamento também contarao com um monitor LCD responsavel
por exibir as condigoes atuais dos experimentos. A interface grafica estda atualmente
sendo desenvolvida pelo autor, mas nao sera abordada aqui.

Além disso, a natureza das pesquisas desenvolvidas pelo LNBR tornou interessante
a adicao de um maédulo capaz de medir os valores de pH das amostras. Os desafios,
solugoes e métodos abordados para a sua implementacao serao discutidos a seguir.

3 Métodos Alternativos de Medicao de pH

O pH, embora uma grandeza basica, é de extrema importancia para a otimizagao
de processos bioquimicos, inclusive para a cultura celular. Certas células s6 apresentam
desenvolvimento otimizado sob um especifico (e muitas vezes restrito) intervalo de pH
[19], e este também é utilizado como um marcador para a deteccao de células can-
cerigenas [20], além de diversas pesquisas do LNBR serem voltadas para a produgao de
acidos organicos. Desta forma, o monitoramento deste parametro é de grande interesse
para futuras pesquisas.
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Como dito anteriormente, o eVOLVER é uma plataforma altamente customizavel,
oferecendo uma arquitetura eletronica que permite aos seus usuarios adicionarem modu-
los que o torne mais adequado as suas necessidades. Com isto em mente, a imple-
mentacao de um sistema medidor de pH tornou-se um dos objetivos para futuras edigoes
do eVOLVER.

Em geral, valores de pH sao monitorados como auxilio de sondas de pH: aparelhos
passivos que geram uma corrente elétrica com base na concentracao de fons H*:

Figura 26: Sonda convencional de pH.

\

Figura 27: Fonte: https://bluelab.com/usa/bluelab-ph-probe. Acesso em Dezembro de
2022.

Sondas convencionais, no entanto, sao muito robustas para serem inseridas nas
Smart Sleeves do sistema eVOLVER, e seus componentes muito complexos para uma
replicacao miniaturizada interna no CNPEM.

O uso de sondas oticas foi inicialmente considerado, mas o intervalo operacional de
pH de nenhum modelo se encaixava no desejavel (3.0-7.0), e a implementagao de sensores
em cada uma das amostras elevaria o custo do equipamento consideravelmente. Tais
fatores levaram a busca por métodos alternativos que nos permitissem medir o pH a
baixos custos. Os mais promissores serao listados e detalhados a seguir.

Uma observacao importante é que a grande maioria sondas pH nao é ” set and for-
get” - isto é, capazes de serem inseridas em amostras e obterem leituras precisas por
longos periodos de tempo sem a necessidade de recalibrar. A maioria dos fabrican-
tes recomenda uma recalibragem a cada semana, mas nenhum aborda o caso de uso
continuo de uma sonda. A necessidade de obter novas curvas de calibragao com solugoes
tampao pode ser um problema devido a necessidade de manter as amostras isoladas de
impurezas do exterior.

3.1 Sensor Fluorescente de Excitacao Dupla Ratiométrica

A Piranina (8-hidroxipireno-1,3,6-trissulfonato de trissédio), comumente abreviada
para HPTS, é um corante fluorescente que possui a interessante propriedade de exibir
um espectro de emissao duplo, cujos picos possuem intensidade relacionada ao pH do
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meio em que se encontra. Desta maneira, Kermis et. al propuseram a fabricacao de
sensor pH utilizando uma suspensao de Piranina em hidrogel [21].

3.1.1 Espectro de emissao da HPTS e seu uso para Determinagao do pH.

Como dito anteriormente, o espectro de emissao da Piranina (a partir daqui, iremos
nos referir a ela pela sua abreviagao HPTS) possui dois picos nitidos de emissao, um dos
quais a intensidade varia de acordo com o valor do pH do meio [22]. Inicialmente, parece
6bvia a possibilidade de correlacionar valores de pH unicamente a intensidade deste pico,
mas isto se mostra ineficaz devido ao processo conhecido como Fotobranqueamento.

O Fotobranqueamento (ou photobleaching) pode ser definido como a fotodestruigao
de um fluoréforo, que com o tempo pode causar mudancas nos valores de intensidade
de picos de emissao de moléculas fluorescentes [23].

Figura 28: Processo de Fotobran- Figura 29: Queda da intensidade
queamento. A excitacao constante da Fluorescéncia apds o fotobran-
de um Fluoréforo acaba por des- quamento.

trui-lo,gradativamente diminuindo

a intensidade da emissao Photobleaching Kinetic Analysis
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Fonte: https://zeiss-
; campus.magnet.fsu.edu/print /livece
1 Abtorpiion Emission llimaging/techniques-print.html.
Acesso em Janeiro de 2023.

Ground state
Fonte:
https://www.thermofisher.com
/br/en/home/life-science/cell-
analysis/cell-analysis-learning-
center /molecular-probes-school-
of-fluorescence /fluorescence-
basics/fluorescence-
fundamentals/photobleaching-
principles.html, Acesso em Janeiro
de 2023.

Desta forma, apds repetidos processos de excitacdo e emissao, a intensidade de
emissao do HPTS pode apresentar valores gradativamente menores, mesmo sob as mes-
mas condicoes de experimento, acarretando em medidas equivocadas de pH e compro-
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metendo a eficacia do sensor como um todo. Para contornar este problema, relaciona-se
os valores de pH nao a intensidade deste tinico pico, mas sim a sua razao com o valor
do outro pico, este estatico em relacao ao pH do meio. Mesmo que haja um processo de
Fotobranqueamento, este ira afetar igualmente tanto o pico variavel quanto o estatico,
de modo que a razao entre seus valores permanecera constante para uma mesma acidez
do meio.

3.1.2 Fabricacao do Sensor de pH

Com esta propriedade, o estudo propos a fabricacao de um sensor adesivo, composto
de uma solucao de HP'T'S suspensa em uma resina de troca ionica Dowex, que por sua vez
sao capturadas em um hidrogel de Polietilenoglicol (PEG). P adesivo como um todo, é
chamado de hidrogel PEG-Dowex. Para a medicao do pH, o hidrogel é fixado na parede
interior da Smart Sleeve, garantindo que o mesmo esteja em contato com a amostra.
Em seguida, LEDs operando nos comprimentos de onda de interesse (A ~405nm para
o0 pico estavel e A ~457nm para o variavel) excitam o sensor e a intensidade emitida é
medida por um fotodiodo [24].

Figura 30: Diagrama do sensor adesivo. Tanto o Polietilenoglicol quanto a resina Dowex
permitem a troca ionica entre o HPTS e o exterior, garantindo que mudancas no pH
alterem o valor da intensidade de emissao. O sensor ¢ entao fixado no interior do frasco
de amostra com o auxilio de uma fita de polietileno preta (para reduzir a interferéncia
de fontes luminosas externas) junto a uma membrana de microfiltragdo branca, presente
para servir como uma barreira ética entre o adesivo e a amostra.

Microfiltration membrane

backing PEG
Hydrogel Polyethylene
HPTS-Dowex / — tape
resin ...‘f,_.., ;
IR Transparency film
o °® o o0 o % support
.{- .u.....b
o Emission
i
Excitation
Fonte: [21]

O adesivo de hidrogel ¢ fabricado pelo seguinte método: 1g de resina Dowex é sus-
pensa em 10 mL de uma solucao de 50 pM de HPTS em dgua deionizada. A suspensao
de resina é deixada para equilibrar em temperatura ambiente por 24 h. Uma chamada
’solugao precursora’ de polimero é preparada por combinando 50 mg de PEG-diacrilato,
0,2 mL da suspensao HPTS-Dowex e 2 nL. de Darocur e agitada em vortex por 10 min.
Uma membrana de microfiltracao é, entao, recortada em tiras de 2x4cm e estas sao
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colocadas sobre uma placa de microscopio. A solugao precursora é pipetada sobre estas
tiras, e uma segunda lente de microscopio ¢é colocada por cima para evitar contato com
o oxigénio do ar. A polimerizacao dos radicais livres é realizada por exposicao a luz
UV de 100W por 30s e, ap6s isto, os adesivos sao destacados das lentes e deixados para
hidratar em agua deionizada por 24h, periodo apds o qual o sensor esta pronto.

3.1.3 Resultados

Primeiramente, a interferéncia da presenga do hidrogel PEG-Dowex na emissao
do HPTS foi medida ao comparar-se o espectro de uma solucao de HPTS com o do
adesivo finalizado na presenca de uma mesma solucao tampao de pH 7.2. Observou-
se que, mesmo na presenca do hidrogel, os picos de emissao caracteristicos do HPTS
foram mantidos, embora tenha sido obsevado um leve redshift em relagao ao espectro
da solucao de HPTS.

Figura 31: Intensidades normalizadas de emissao para uma solu¢ao do HPTS (1uM) e do
sensor de HPTS em suspensao na resina PEG-Dowex contra um controle de resina PEG-
Dowex. Observa-se que as caracteristicas de sensibilidade dos valores de intensidade
dos picos em relagao ao pH do meio se mantém, embora um redshift dos valores de onda
correspondente tenha sido observado para A=408nm e A=468nm.
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Fonte: [21]

O préximo passo foi a determinagao do comportamento do espectro de emissao
do HPTS suspenso no hidrogel de acordo com a variacao do pH do meio. Para isso,
empregou-se o uso de solugoes tampao de valores de pH variando de 6.2 a 8.8, todas a
uma concentragao de 0.15M. Os resultados sao apresentados na figura 32:
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Figura 32: Espectro de Excitagao do HPTS para pH: (1)6.2, (ii)6.69, (iii)7.16, (iv)7.66,
(v)8.0, (vi)8.42, (vii)8.81 a solugoes tampao de 0.15M.
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Fonte: [21]

Percebe-se que o comportamento dos picos é coerente com o discutido e esperado:
um pico estavel em A=408nm, que apresenta uma intensidade constante frente a va-
riacoes de pH do meio e um varidvel em A=468nm, cuja intensidade depende de tal
grandeza. Para cada pH, diversas medidas de emissdo (n=3) foram tomadas para a
obtencao de valores médios das respectivas intensidades e erros associados ao método:

Figura 33: Relacao dos valores de pH de acordo com a razao da intensidade detectada

pelo sensor.

intensity ratio

pH (mean + SD; n= 3)
6.20 0.22 + 0.025
6.69 0.41 + 0.013
7.16 0.78 + 0.012
7.66 1.39 + 0.02
8.00 1.84 + 0.05
8.42 2.32 + 0.07
8.81 2.67 £ 0.03

Figura 34: Fonte: [21]

O estudo observou uma relacao linear entre os valores de pH e as razoes de inten-
sidade em um intervalo de ~6.5 a ~9.0, tornando possivel a adocao de uma curva de
calibracao linear nesta faixa.
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Figura 35: Ajuste Sigmoidal das razoes de intensidade em funcao do pH revela um
comportamento linear para valores de pH entre 6.5 e 9.0.
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Fonte: [22], adaptado.

Entretanto, para valores além deste intervalo, tal comportamento é perdido, colo-
cando em duvida a eficdcia do método nestas regides.

3.1.4 Conclusoes

De uma maneira geral, o método se apresenta como confidvel, de baixo erro e ro-
busto para a medi¢ao de pH. Entretanto, o estudo apenas abordou um alcance de leitura
de pH deveras limitado, entre 6.5 e 9.0. Para procedimentos que requiram um acom-
panhamento de valores além deste intervalo, nao é possivel garantir a eficacia deste
método.

Por agora, recomenda-se o acompanhamento da evolugao dos estudos deste método.
Desenvolvimentos do mesmo, em particular com o estudo do comportamento do HPTS
em solugoes com pH maiores ou menores do que o intervalo abordado, podem ditar se
o mesmo é adequado para utilizagoes futuras. Por agora, o projeto optara por outros
métodos.

3.2 Desvio de um Laser por Efeito Miragem

O Efeito Miragem é um fenémeno ético caracterizado pelo desvio da luz devido a
mudanca do indice de refracao do meio pelo qual ela se propaga. Tal mudanca pode
ocorrer por diversas razoes, como temperatura (visualizado em dias quentes, quando o
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ar perto do asfalto parece vibrar) ou, com maior importancia para o nosso caso, pelo
gradiente de concentracao das espécies dissolvidas no meio [25].

Figura 36: Efeito Miragem visto em uma estrada. Devido ao aquecimento do asfalto,
as moléculas de ar mais préximas do chao possuem mais energia, vibram com maior
amplitude e tornam o meio de propagagao neste local menos denso, quando comparado
com o ar mais frio acima. Este gradiente de concentracao causa a difracao da luz
incidente, refletindo o céu no chao e criando a ilusao da existéncia de pocas d’agua no
chao.

Fonte:  https://www.scienceabc.com/eyeopeners/why-do-we-see-fake-water-mirages-
on-roads-on-hot-sunny-days.html, acesso em Janeiro de 2023.

A luz, ao incidir sobre um meio contendo um gradiente de indice de refragao, é
desviada de um angulo # em relacao a sua trajetéria inicial. Esse desvio ocorre no
sentido dos maiores indices de refracao.

Este gradiente de indice de refracao pode ser causado por diversos fatores, mais
comumente pela variagao de temperatura 7' e de concentracao C' de espécies dissolvidas
na solucdo - inclusive fons [26].

Com base neste fenomeno, Matencio et al [27] buscaram verificar a factibilidade
da sua utilizacao para a medi¢ao na mudanca da concentragao ionica em uma solugao
durante um processo de eletrédlise. Iremos analisd-lo para estudar a possibilidade de
implementar tal método em nosso sistema para a medicao da concentracao de fons H*
e OH™ para a determinagao do pH dos meios de cultura celular do eVOLVER.



Figura 37: Diagrama do desvio de um laser préximo a um eletrodo.

Fonte: [27]

A relagao entre o desvio 6 e o gradiente de indice de refracao n do meio é dada por:

gL 3)

ndz
L é a dimensao na qual o feixe interage com a amostra. No caso do estudo, os pro-
cessos de oxirreducao da eletrdlise ocorreram na superficie de um eletrodo de trabalho
de ago inox submerso em uma solugdo de NaCl de 3%m/m, sendo a dimensao de L

aproximada aquela do eletrodo de trabalho em si.

Para o caso em que consideramos interferéncia da temperatura e gradiente de con-
centracao, Z—Z ¢ dada pela relagao [26]:

dn_5n5T+5n50 (4)
dr 6T 6z  O0C éx
sendo que os termos g—;ﬁ e g—g expressam a dependéncia entre o indice de refracao do

meio e a temperatura e gradiente de concentracao dos solutos, respectivamente.
Como o sistema é mantido em temperatura constante, no entanto, a primeira parte
da equagao 4 pode ser ignorada, simplificando a equagao 3 para:

L dn dC
= il dr (5)

No estudo, o gradiente de concentracao dos ions é obtido pela inducao de processos
eletroquimicos, que deslocam espécies ionicas em dire¢cao ou para longe do eletrodo.
Para obtermos tal deslocamento, duas opgoes foram consideradas:

1. O uso de eletrodos, como feito no estudo.

2. A inducao de um campo magnético pelo uso de um eletroima.

Apos passar pela amostra, o raio incide sobre foto-células de Silicio sensiveis a
luz, cujo sinal elétrico é proporcional ao seu deslocamento angular, podendo este ser
determinado a partir da medigao daquele.
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Figura 38: Diagrama representando os desvios dos feixes em casos de aproximagao (a)
e afastamento (b) das espécies dissolvidas no meio.
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Fonte: [27]

3.2.1 Processo Experimental

No estudo, os dados foram obtidos por meio do processo de Voltametria Ciclica,
uma técnica eletroquimica poderosa e popular comumente empregada para investigar
os processos de reducao e oxidagao de espécies moleculares [28]. Nele, um potenciostato
(modelo PG-39 da Omnimetra) aplica tensoes varidveis de -0,4 a +1,0V ao mesmo
tempo em que mede a corrente gerada pelo processo eletroquimico e proporcional a
concentracao do composto reduzido ou oxidado. Quando o potencial ja tiver atingido
um valor no qual nenhuma reacao de redugao ocorre, o potencial é varrido no sentido
inverso até o valor inicial. Variacoes no sentido negativo da tensao sao chamadas de
varreduras catodicas, enquanto variagoes positivas sao chamadas varreduras anddicas.
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Figura 39: Voltametria ciclica (a) e sinal dos sensores 6ticos associado (b). O sinal
miragem associado & varredura de redugao/catédica (linha escura) mostra dois picos: o
primeiro (negativo, a direita) mostra uma repulsao dos fons pelo eletrodo, que pode ser
associado a oxidacao do ferro do catodo (apés a corrosao da camada de éxido do ago
inox na varredura anddica, representada pela curva clara). O segundo (& esquerda, ~
-0.10V), por ter uma corrente nula associada, representa o deslocamento de fons Fe*"
em direcao ao eletrodo apds a inversao da polaridade. Abaixo disso, o deslocamento

volta a ser negativo, indicando uma migracao predominantemente em dire¢ao a solucao.
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Fonte: [27]

No caso do estudo, entretanto, a tensao aplicada E foi correlacionada ao desloca-
mento 6 do feixe.

3.2.2 Montagem do Sistema

A seguir, vamos detalhar como o sistema é montado de acordo com a literatura, e
estudaremos quais alteracoes poderiam ser feitas de modo a atender as nossas necessi-

dades.
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Figura 40: Aparato experimental utilizado para medidas com a técnica EM. 1) banco
tico, 2) laser, 3) cuba eletroquimica, 4) eletrodo de trabalho, 5) plataforma de rotacao,
6) plataforma de translagao vertical, 7) plataforma de translagao horizontal, 8) detector
de posicao, 9) lente convergente, 10) amortecedor pneumatico.
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Figura 41: Fonte: [27]

Veremos a seguir que cada um destes elementos desempenha um papel importante
na otimizacao do sinal obtido.

Devido as dimensoes das espécies ionicas presentes na amostra, o desvio do feixe
nao ¢ alcancado para raios com diametros superiores a 100um [29]. A lente convergente
(9) é responsavel exatamente por convergir o raio laser incidente de modo a focaliza-lo
nas proximidades do eletrodo.

Figura 42: Convergéncia do raio laser proximo ao eletrodo de trabalho. Feixes de
diametros superiores a 100 um sao muito grandes para sofrerem refragao das espécies
dissolvidas. A lente, portanto, focaliza o raio préximo ao eletrodo de trabalho, redu-
zindo seu diametro (no caso do estudo, de 2mm para 32 um) e habilitando a refracao
e o desvio angular 6.
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Fonte: [27]

Este fator tem uma implicacao importante: caso seja necessario reduzir o diametro
do feixe, sera preciso levar em consideracao a inclusdo de uma lente (ou talvez lentes)
convergentes em nosso sistema, o que pode levar a algumas adaptacoes espagosas. Além
disso, a sua posicao teria que ser tal que o local de atragao/afastamento dos fons fosse
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consideravelmente préoximo ao seu ponto focal. Isto pode ser contornado, entretanto,
pela construcao de um sistema de lentes responsavel por reduzir o diametro geral do
feixe:

Figura 43: Os expansores de feixe normalmente usam uma lente objetiva pequena e uma
lente de imagem maior para aumentar o diametro do feixe, mas podem ser usados ao
contrario com uma lente objetiva grande e uma lente de imagem pequena para diminuir
o diametro do feixe.
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Fonte: https://www.edmundoptics.eu/knowledge-center/application-notes/optics/can-
a-beam-expander-be-used-in-reverse/, acesso em Fevereiro de 2023.

O procedimento também é um de alta precisao: O desvio do laser, em condicoes
normais, ¢ na ordem de poucos centésimos de pm, e portanto nao é perceptivel a olho nu.
Esta sensibilidade torna o sistema muito suscetivel a vibragoes externas, razao pela qual
a mesa com amortecimento pneumatico é empregada. Devemos ainda considerar que
o eVOLVER ¢ um sistema automatizado, com diversas fontes de ruido que poderiam,
potencialmente, interferir com as medigoes, como agitadores magnéticos ou bombas
hidraulicas.
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Figura 44: Curva de Calibragao do estudo, obtida pela comparagao entre o sinal elétrico
dos sensores com o deslocamento do préprio sensor, com o auxilio de uma mesa de
translacao de ajuste micrométrico. Note que o desvio angular do feixe, representado
pelo eixo horizontal, nao ultrapassa 400um, exaltando a sensibilidade do método e,
consequentemente, sua susceptibilidade a interferéncias externas.

AEN

-2

S S

(=]
]'l'lll?llIltllllilllll!llll
1

TTTT

000

| i i | | 1
-8 PEITEI IS SRR S S ST S N SRR T RSN T NS SAVANT U NN TS RS

-400 -300 -200 -100 0 100 200 300 400
Ad jum
Fonte: [27]

Mesa de Rotagao: A presenca da plataforma de rotagao (5) apresenta um fator
que também merece nossa atencao. Ela é utilizada para que a face da cubeta retangular
fique o mais perpendicular o possivel ao laser incidente, de modo a minimizar perdas
por reflexao nas paredes, um ponto que recebeu forte énfase no estudo. No nosso caso,
o fato de as Smart Sleeves serem cilindricas dificultam este processo, introduzindo uma
nova variavel para a qual possivelmente teriamos que compensar.

O estudo ainda destaca a necessidade de compensar a variagao no angulo referente

a mudanga de meio de propagacao do laser, quando o mesmo troca de interfaces ao
passar do ar para a amostra de analise.
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Figura 45: Desvio do feixe de luz/laser devido ao efeito de refracao durante a mudanga
de meio (amostra — ambiente externo). E necessério contabilizar este fendomeno durante
a leitura do desvio do feixe, mas tal tarefa seria consideravelmente mais complexa no
caso do eVOLVER, considerando a natureza curva dos frascos de amostra em contraste
as faces planas das cubetas do estudo.

Célula Eletroquimica

Detector

Fonte: [27]

Devido & natureza pequena (micrométrica) dos angulos, os senos dos angulos podem
ser aproximados para aos proprio angulos, e portanto

eea:t

Nsol

Mesa de Translagao: O feixe de luz deve ser posicionado extremamente proximo
aos eletrodos (= 80um), tornando necessario o uso de mesa de translagdo com ajuste
micrométrico. Nao estd claro ainda como isto poderia ser implementado no eVOLVER,
especialmente quando consideramos que isto seria feito para cada uma das dezesseis
Smart Sleeves.

Sensor: o sensor utilizado foi uma foto-célula de Silicio da Optillas, modelo SPOT-

2DMI. Este tipo de foto-célula é composta por duas superficies, A; e Ay separadas por
uma distancia g, como indicado na figura 46:
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Figura 46: Iluminacao do detector pelo raio laser. (a) mostra a superficie iluminada
do sensor, composta por duas superficies A; e Ay separadas por uma distancia g. O
laser incidente tem um diametro 2R e ¢é deslocado uma distancia d do centro O do
detector.(b) mostra a curva de calibragao tedrica associada.
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Fonte: [27]

Percebemos que a parte linear da curva é diretamente proporcional a relacao com
a razao R/g. Desta forma, embora um didmetro inferior a 100um seja necessario para
que a refracao ocorra, o ideal seria que o valor real fosse o mais préximo o possivel
deste, de modo a maximizar o intervalo Ad no qual tal comportamento ocorre e uma
equacao linear pode ser utilizada para relacionar o sinal elétrico com o deslocamento
do feixe.

3.2.3 Consideracgoes e Adaptacoes para o eVOLVER

Além dos fatores listados e contornados pelos autores discutidos na secao anterior,
temos ainda que considerar algumas peculiaridades do nosso caso.

Primeiramente, se formos associar as concentragoes ionicas ao valor do pH da amos-
tra, temos que nos certificar que os unicos fons presentes sejam ou H* ou OH™. Qualquer
outra espécie pode ser detectada pelo desvio do feixe e prover resultados equivocados.
Este método pode, portanto, nao ser adequado para casos em que existam outros ions
dissociados no substrato.

Além disso, o método estudado é, até o momento, o mais sensivel de todos. O
estudo original foi realizado sobre uma mesa 6tica, com diversos aparelhos de ajuste
micrométrico e amortecimento vibracional. Isto, combinado as diversas fontes de ruido
do eVOLVER, dificulta a garantia de que o efeito miragem pode ser empregado com
sucesso.

Recomenda-se a preferéncia por outros métodos.
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3.3 Biossensores PHAIR

O proximo método se refere ao estudo "PHAIR: a biosensor for pH measurement
in air-liquid interface cell culture”, de Dabaghi et al [30]. Nele, os pesquisadores de-
senvolveram biossensores de pequeno porte, capazes de associar valores de pH com o
potencial de circuito aberto entre dois eletrodos.

3.3.1 Funcionamento do Circuito

O sensor ¢ uma célula eletroquimica que utiliza um fio de Tungsténio (W) como
eletrodo de trabalho. O Tungsténio, diferentemente de outros metais, oxida a tempe-
ratura ambiente e baixa umidade, formando uma fina camada externa de WO3. Além
disso, em meio aquoso, também pode haver a formacao do 6xido WO, [31]. A medigao
do potencial de um circuito contendo tal eletrodo e um eletrodo de referéncia (aqui,
composto por Cloreto de Prata, comumente empregado devido a baixa toxicidade, es-
tabilidade, simplicidade e acessibilidade [32].) submergidos em um meio aquoso pode
revelar informacoes sobre o pH desta amostra, pois havera uma troca de elétrons ditada
pela equagao [33]

WO, +2nH" 4+ 2ne” <= WO, _,, + nH,O (7)

que atingirda um equilibrio em um pH estavel.

3.3.2 Preparo dos Sensores

Para os eletrodos, fios de Tugsténio e Prata (ambos de 250 pm e 99,95% de pureza)
foram comprados da Alfa Aesar e armazenados a temperatura ambiente antes de cada
experimento. O fio de Tungsténio serviu como eletrodo de trabalho, e os eletrodos de
referéncia foram fabricados de acordo com trés métodos distintos:

e Imersao dos fios de Prata em pasta de Cloreto de Prata (Creative Materials,
Ayer, MA, USA) por 5 minutos e enxutos por cotonetes descartaveis, obtendo
uma camada fina de pasta em cada fio. Em seguida, os fios foram secos em um
forno a 65°C de um dia para o outro (designacao: RE1)

e Fios de Prata foram submergidos em uma solucao de 10,8% Hipoclorito de Sodio
(Sigma Aldrich, produto 425044, mas os autores indicam que qualquer solugao de
NaClO entre 10 e 15%, o que inclui 4gua sanitdria comercial, pode ser utilizada)
por 5 minutos (designacao: RE2) ou 10 minutos (designagao: RE3), enxaguados
com 4gua deionizada e secos a temperatura ambiente [34];

e Fios de Prata foram submergidos em solu¢ao de Hipoclorito de Sédio (dgua sa-
nitdria comercial) por 5 minutos, enxaguados com dgua deionizada e secos a tem-
peratura ambiente de um dia para o outro. No dia seguinte, foram submergidos
em pasta de Cloreto de Prata por 5 minutos, enxutos com um cotonete descartavel
e secos em um forno a 65°C de um dia para o outro (designacao: RE4).
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Figura 47: Diagrama de preparo dos eletrodos de referéncia. RE1 é representado pelas
imagens al-a3, demonstrando a sua submersao em uma pasta de Cloreto de Prata por
5 minutos, a retirada de seu excesso e a sua secagem em um forno a 65°C. Imagens bl
a b2 mostram a submersao do fio de Prata em uma solugao de Hipoclorito de Sédio
(5 minutos para RE2 e 10 minutos para RE3) e sua secagem a temperatura ambiente.
Imagens cl a ¢5 mostram o processo de fabricagao do RE4, que combina ambos os
processos.
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Fonte: [30]

Os compartimentos dos fios, denominados ”wells” (pocos), sao feitos de Polidi-
metilsiloxano (PDMS). A base do PDMS é misturada ao seu agente de cura (proporgao
10:1 de base para agente de cura), desgaseificados a vacuo por 15 minutos em um disse-
cador e derramados em uma placa petri, formando uma camada de ~8mm de espessura,
a qual é colocada em um forno a 65°C por 2h. Um furador de uso médico (Accu-Punch
12.0 mm, Electron Microscopy Sciences, PA, USA) foi utilizado para criar furos de
12mm de diametro na superficie, agora rigida, do PDMS (figura 48(a)), criando as ca-
vidades daqui em diante serao designadas como ”pocos”. Os fios de Tungsténio sao
inseridos pelos lados dos pogos, perfurando-os perpendicularmente (figura 48(b)). Para
inserir os ER’s customizados, cortes de 6mm de profundidade foram feitos a partir do
topo de cada poco, nos quais os eletrodos de Prata foram inseridos e selados com PDMS
nao curado (figura 48(c)). Os fundos dos pogos foram selados utilizando um pedago re-
tangular de PDMS curado, sendo este fisicamente vinculado apds leve ativagao por uma
chama de magarico de butano seguido por uma noite no forno a 65°C para fortalecer a
ligagao (figura 48(d)).
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Figura 48: Processo de fabricagao dos biossensores.
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Fonte: [30].

Os sensores, no entanto, podem ter seus compartimentos reimaginados para agili-
zar e facilitar o processo de manufatura dos mesmos. O autor aconselha, inclusive, a
futura obtencao e andlise de dados e curvas de calibracao dos eletrodos mergulhados
diretamente nas amostras, a fim de estudar a possibilidade de eliminar esta etapa como
um todo.

3.3.3 Resultados e Discussao

3.3.3.1 Resposta e Estabilidade de Sensores de Tungsténio com Eletrodos
Comerciais

O uso de eletrodos comerciais como eletrodos de referéncia serviu para a obtencao
de dados de controle, visto que sua natureza industrial garante um grau de precisao
maior e, portanto, serviriam como métrica para a determinac¢ao da eficicia dos eletro-
dos produzidos. Para isso, eletrodos de referéncia comercial em conjunto a eletrodos
de Tungsténio foram imersos em solucoes tampao de pH 4, 7 e 10 e as medigoes po-
tenciométricas E entre os dois tomadas. Além disso, os eletrodos foram submergidos
na solucao de pH 10, e E foi tomado por cerca de 20 minutos para verificar o tempo
de resposta quando o mesmo passa de uma ambiente seco (ar) para um meio aquoso,
definido como o periodo entre a imersao inicial e 0 momento em que o mesmo atinge
90% e 95% de seu potencial de equilibrio (resultados: 12 e 58s, respectivamente).

Outro fator de determinacao crucial é a estabilidade dos sensores ao longo do tempo:
caso a resposta dos sensores sofra mudancas significativas com o passar do tempo, novas
calibracoes podem ser necessarios para que a relagao entre a medicao potenciométrica
e pH nao seja prejudicada. Para isso, os fios de Tungsténio utilizados anteriormente
foram armazenados em PBS de pH neutro por 1 dia antes da curva de calibragao ser
tomada novamente, garantindo uma oxidacao uniforme ao longo de suas superficies.
Em seguida, o processo foi repetido, desta vez com um armazenamento durando 4 dias
antes da tomada de novas medigoes.
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Figura 49: Valores do Potencial do Circuito Aberto (E) dos fios de Tungsténio versus
um eletrodo de referéncia comercial. (a) Teste de estabilidade dos fios de Tungsténio
ao longo de 20 minutos submersos em uma solu¢ao tampao de pH 10. (b) resposta
em tempo real dos fios de Tungsténio em solugoes tampao de pH’s 4, 7 e 10 apds
condicionamento em PBS (pH 7.4) por 1 dia. (c-f) Curva de calibragdo para cada
um dos fios no dia 1. (g) Resposta em tempo real dos fios de Tungsténio em solugoes
tampao de pH’s 4, 7 e 10 ap6s condicionamento em PBS (pH 7.4) por 4 dias. (h-k)
Curva de calibracao para cada um dos fios no dia 4. N=4 fios, retas vermelhas indicam
diminuicao no pH e pretas, aumento.
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Em geral, os valores de potencial para as solucoes tampao do 1° e 4° dia variaram
entre 7 e 15%, sugerindo que armazenagem em meio aquoso por periodos extensos
alteram as propriedades da camada oxidada de W (propor¢ao entre metal e metal
oxidado). Com isto em mente, no entanto, a resposta do sinal ainda foi linear, e o
declive das retas nao apresentou mudanga significativa (de 42.7+0.5 mV /pH no 1° dia
para 41.8+1.0 mV/pH no 49).

3.3.3.2 Resposta e Estabilidade de Eletrodos de Tungsténio com Eletrodos
de Prata Produzidos

Para determinar o melhor ER dentre os produzidos de acordo com os métodos
indicados na figura 47, a resposta elétrica de cada um em conjunto com um eletrodo de
Tungsténio foi medida diversas vezes (N=6) em solugao tampao de pH 10:
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Figura 51: (a) Resposta em tempo real de fios de prata cobertos com pasta de Prata em
relagdo a um fio de Tungsténio em solugao tampao de pH 10 por 30 min - designagao:
"REL1"; (b) Resposta em tempo real de fios de prata submersos em solucao de Hipoclo-
rito de Sédio por 5 min em relacao a um fio de Tungsténio em solugao tampao de pH 10
por 30 min - designagao: "RE2”; (c¢) Resposta em tempo real de fios de prata submersos
em solugao de Hipoclorito de Sédio por 10 min em relacao a um fio de Tungsténio em
solugao tampao de pH 10 por 30 min - designagao: "RE3”; (d) Resposta em tempo real
de fios de prata submersos em solugao de Hipoclorito de Sédio por 5 min e cobertos por
pasta de Prata em relacao a um fio de Tungsténio em solugao tampao de pH 10 por 30
min - designacao: "RE4”. N=6.
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Eletrodos RE1 obtiveram o comportamento com maior nivel de ruido e maior va-
riagao dos valores de potencial (fighl). RE2 e RE3 apresentaram a menor varia¢ao dos
valores de potencial entre medigoes e niveis de ruido, e a diferenca destas grandezas
entre ambos foi insignificante. J4 RE4, embora apresente uma variagao nos valores de
potencial também pequena, teve uma resposta mais ruidosa do que RE2 e RE3. Desta
forma, levando em consideracao a qualidade de resposta, a praticidade e rapidez de
fabricacao dos eletrodos, os eletrodos estudados daqui para frente foram todos
fabricados de acordo com o protocolo RE2.

O método RE2 foi o escolhido como o modelo a ser utilizado para todos os eletrodos
de referéncia daqui para frente. Isto acabou sendo de grande beneficio para o estudo,
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visto que as propriedades das pastas de Cloreto de Prata utilizadas nos métodos RE1 e
RE4 variavam de acordo com os lotes comprados, o que poderia comprometer a repeti-
bilidade dos resultados. Os métodos de submersao em Hipoclorito de Sédio contornam
este problema ao produzirem Cloreto de Prata por meio da reagao:

OCly,, + Hs0q) + 2Ag() — 2AgC1 ) + 20H, (8)

(aq)

Em seguida, o estudo buscou definir a melhor maneira de armazenar os eletrodos
de modo a minimizar a perda de qualidade de obtencao de resposta. Para isso, os
eletrodos de referéncia tiveram suas respostas de potencial analisadas contra eletrodos
de Tungsténio e submergidos em solugoes de KCl 3M, PBS (tampao fosfato-salino,
comumente empregado em bioquimica) ou deixados ao ar livre:
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Figura 52: Teste e caracterizagao dos eletrodos de Tungsténio em conjunto a eletrodos
de Referéncia de fabricagdo prépria. (a) Resposta em tempo real de fios de Prata
clorados por 5 minutos combinados a um eletrodo de Tungsténio em solugoes tampao
de pH’s 4, 7 e 10 com diferentes métodos de condicionamento (ar livre, PBS e solucao
de KCI 3M). (b) Resposta em tempo real de fios de Prata clorados por 5 minutos
combinados a um eletrodo de Tungsténio em solugao tampao de pH 10 por 30 minutos.
(c) Resposta em tempo real de fios de Prata clorados por 5 minutos em solugoes tampao
de pH’s 4, 7 e 10 ap6s armazenamento em PBS por 1 dia. (d-f) Curvas de calibragao
para cada sensor (N=5). Retas vermelhas indicam diminuigao no pH e pretas, aumento.
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Eletrodos de Prata armazenados em PBS apresentaram um desvaneio menor em
relacao aos armazenados em KCl 3M quando comparados aos eletrodos deixados ao
ar livre. Com isto,todos os eletrodos produzidos a partir deste ponto foram
armazenados em PBS, sendo este o método mais recomendado.

Com isto em mente, as respostas destes eletrodos de referéncia foram obtidas em
conjunto aos eletrodos de Tungsténio em uma solugao tampao de pH 10 (figura 52b),
onde o potencial médio de -649,7mV apods 30min é consistente com o potencial inicial
de -650,3mV, indicando uma rapida adaptacao de eletrodos armazenados em condi¢oes
apropriadas. A figura 52c demonstra a resposta dos eletrodos de referéncia em conjunto
aos de Tungsténio apds condicionamento em PBS por um dia em solugoes tampao de
pH 4, 7 e 10, na qual transigoes suaves e sem ruido foram observadas entre as solugodes.
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Curvas de calibracao dos sensores foram obtidas com estas mesmas solucoes, com um
valor de declive médio de -50mV /pH.

Outro ponto importante para a nossa aplicacao seria a durabilidade dos sensores
-mais especificamente, o quanto suas curvas de calibracao se mantém estaveis com o
passar do tempo. O estudo abordou este ponto com a anélise das respostas dos eletrodos
apés 4 dias de armazenamento em PBS:

Figura 53: Testagem de estabilidade a longo prazo dos sensores de Prata clorada por
5 minutos. (a) Resposta em tempo real de fios de Prata clorados por 5 minutos em
solugbes tampao de pH’s 4, 7 e 10 ap6s armazenamento em PBS por 4 dias. (b-e)

Curvas de calibragao para cada sensor (N=4). Retas vermelhas indicam diminuigao no
pH e pretas, aumento.
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O método de obtencao das curvas de calibracao foi o mesmo utilizado anteriormente.
Em geral, o valor médio do declive apresentou uma alteracao de -50mV/pH no dia 1
para -45.7mV no dia 4 (figura 53b-e).

As maiores diferencas de potencial ocorreram em condigoes basicas (pH 10, dife-
rengas de ~4-5% entre os dias 1 e 4), mas foram significativamente menores para os
valores de pH 4 e 7 (cerca de 1%). Isto pode ser vantajoso para a aplicacao no eVOL-
VER, visto que o intervalo de pH desejavel é entre 3 e 7.

Para verificar a precisao dos sensores em incrementos e alcances menores de pH,
as respostas dos sensores em tempo real também foram obtidas para solugoes tampao
de graus de acidez variando entre 7.05 e 9.1, preparadas a partir de solucoes aquosas
de NaOH. Embora os eletrodos de referéncia utilizados continuem sendo os de Prata
clorados, desta vez os mesmos foram condicionados em dgua Deionizada por uma hora
para verificar o quao rapido os mesmos podem ser condicionados.
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Figura 54: Teste e caracterizagao dos eletrodos de Tungsténio em conjunto a eletrodos
de Referéncia de fabricagdo prépria. (a) Resposta em tempo real de fios de Prata
clorados por 5 minutos combinados a um eletrodo de Tungsténio em solugoes tampao
com uma cariacao de pH mas estreita apds serem condicionados em agua deionizada

por 1h. (b-e) Curvas de calibragdo dos sensores (N=4). Retas vermelhas indicam
diminuicao no pH e pretas, aumento.

(a) Time (sec) (b) pH (c) pH
0 300 600 900 1200 1500 1800 6.5 7.5 8.5 9.5 6.5 7.5 8.5 9.5
400 s -500 -500 - .
Sensor 1
Sensor 2
——— Sensor 3
- Saaci i 5 = y=-47.913x-20778 | o y = -4B.298 - 203.49
£ -500 £ \9“- R*=0.995 £ \e\ R*=0.9962
P 7.05 2 @ e \"Q\
E — 7.50 28001 e e = -600 s
= 8.01 — a0t = i hbolomies R = y=-49379x- 1954 S
2 800 J— e E e ., E R = 0.9952 NS
w w \‘;g w B
9.10 9.10
L ]
Conditioned 1 hr in DI water Sensor 1 Sensor 2
-T00 =700 -700
d pH e pH
( ) 6.5 7.5 B5 9.5 { ) 65 15 85 95
-500 -500
= 9\\ 2 9\-\ v = -47.533x - 207.7
= B y = -47.865x - 207.04 z h=Y R?=0.603
— - T = L ~,
., R*=0.9932 .
2 -8 g e
E 600 ™ F 600 .,
z = 53 (1 59 S S = 2
: { y=-52.027x-175.98 i, : y=-51.822x-175.97
b R? = 0.9885 R £ R? = ,9886 2 ;‘bg
w \g w
| Sensor 3
-700 -700
Fonte: [30]

A figura 54a mostra o comportamento destes sensores (N=4), e as suas curvas
de calibracao sao representadas pelas figuras 54b-e Os valores dos declives das curvas
se mantiveram proximos aos obtidos em casos anteriores, mas observou-se uma leve
mudanca em casos em que o valor do pH foi aumentado e em que o mesmo foi diminuido
(-51.1mV /pH para casos crescentes de pH e -47.9mV /pH para casos decrescentes).

Por fim, mediu-se a resposta dos sensores integrados ao pogos como indicado na
figura 48 para verificar se tal configuracao implica em uma mudanga nos valores de
declive das curvas de calibracao obtidas anteriormente:
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Figura 55: Estudo do comportamento dos sensores quando colocados nos pogos. (a)
esquemdticos e dimensoes dos pogos montados. (b) Resposta em tempo real de fios
de Prata clorados por 5 minutos com um fio de Tungsténio em um poco recipiente
apds condicionamento em PBS por 1 dia. (c-e) Curvas de calibracdo para cada sensor
(N=3). Retas vermelhas indicam diminui¢do no pH e pretas, aumento.
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Transicoes suaves foram observadas para as respostas dos sensores quando estes
foram transferidos de um meio para o outro (figura 55a). Entretanto, uma significativa
queda foi observada no valor médio dos declives das suas respectivas curvas de calibragao
(figuras b5b-e), de ~ -50mV /pH para uma média de -36,4mV /pH.

Em geral, os sensores testados apresentaram uma boa estabilidade, com valores de
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declive estaveis para cada situacao. O fato de que tais valores oscilam de acordo com
as condicoes de teste, no entanto, indicam a necessidade de tiragem de novas curvas de
calibragao para cada novo projeto com o eVOLVER, e talvez até durante a execugao
de um experimento.

3.3.3.3 Biocompatibilidade dos Sensores

Por serem empregados em anélises de material organico, os sensores utilizados nao
podem apresentar toxicidade significativa ou interferir com o crescimento das células.
Um dos parametros mais utilizados para a verificar este fator é a detecgao de lactato
desidrogenase [35].

Lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima presente na maior parte das células do
corpo humano, responsavel por transformar lactato em acido pirivico. Qualquer dano
significativo a membrana celular é o suficiente para que esta enzima seja liberada no
meio extracelular, tornando-a uma poderosa grandeza para a avaliagao de citotoxicidade
de substancias e ocorréncia de morte celular [36].

Desta forma, células Calu-3 tiveram seus niveis de LDH tomados para situagoes
sem e com a presenca dos eletrodos de Tungsténio e de Prata Clorada (para controle e
teste, respectivamente). Os niveis de IL-6 e IL-8, citocinas liberadas para a regulagao
de processos inflamatérios [37], também foram acompanhados.

Figura 56: Estudos da citoxicidade dos sensores. (a) Citoxicidade dos sensores em
relagao aos niveis de LDH detectados. (b) Medigao da resposta inflamatéria pela pre-
senga de IL-8. (c) Medigao da resposta inflamatéria pela presenga de IL-6.
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Fonte: [30].

A figura 56a mostra que os niveis de LDH na presenca dos eletrodos (AgCl+W)
apresentou niveis inferiores aos da amostra de controle (CALU3-Ctrl), indicando que a
presenca dos eletrodos nao contribui para o aumento da citotoxicidade do meio quando
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comparados aos percentuais maximos de liberagao da enzima (Max LDH). Os niveis
de IL-6 e IL-8, embora superiores na presenca dos eletrodos, nao sao altos o suficiente
para impactar na qualidade do crescimento celular (56b,c).

De modo geral, os eletrodos nao impactaram de maneira significativa os niveis de
citotoxicidade dos sistemas ou niveis de respostas de IL-6 e IL-8, mostrando-se adequa-
dos para a medicao do pH de amostras celulares. Entretanto, nao se sabe se isto se
mantém para cultivo de bactérias, fungos e outros tipos de células.

3.4 Conclusoes

Resumindo as analises dos métodos estudados, podemos ressaltar seus prés e contras:

Método Vantagens Desvantagens Sugestao
Sensor Ra- | Preciso, facil fa- | Baixo intervalo de atuagao. Com- | Utilizdvel para
tiométrico bricagao portamento nao estudado para lon- | casos em que o
gos periodos de atuacao. pH entre 6.5 e
8.8 seja desejado,
mas deve-se

primeiro verificar
se ha alteracoes

no comporta-
mento com uso

continuo.
Desvio de La- | Preciso, sem | Sensibilidade extrema pode sofrer | Acompanhamento
ser/Efeito Mira- | contato  direto | interferéncia dos ruidos mecanicos | da evolu¢ao dos
gem com amostra e, | do eVOLVER e forneer resultados | estudos, mas
potencialmente, equivocados. Estudo realizado sob | aplicacao atual é

sem necessidade | condigoes otimizadas, de dificil re- | desaconselhada.
de calibracoes | plicacao no ambiente livre. Pre-
(garantem  que | senga de espécies idnicas além do
a amostra per- | OH-/H+ podem interferir com a
maneca esterili- | leitura.

zada).

Sensores PHAIR, | Fécil fabricacao, | Mudanga na angulagao da curva | Método preferido
baratos, exce- | de calibragao apds armazenamento | até o momento.
lente alcance, | por 4 dias. Comportamento além | Recomenda-se,
biocompativel, deste tempo nao foi estudado. no entanto, o
facil imple- estudo para o
mentagao no comportamento
sistema do para tempos
eVOLVER. maiores de ar-

mazenamento e
também para uti-
lizacao continua
de tomadas de
pH.
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Levando em consideracao os estudos analisados e as particularidades do eVOLVER
em si, o autor recomenda:

e A preferéncia pelo desenvolvimento de um sistema baseado no biossensor PHAIR;

e Antes da implementacao em si, estudar o comportamento da curva de calibracao
do sensor para tempos de armazenamento mais longos do que os do estudo. Caso
alguma estabilizagao do coeficiente angular seja detectada, a precisao do sensor
pode ser aumentada;

e Estudar, ainda, o comportamento do sensor durante utilizagao continua: o es-
tudo nao abordou este angulo, e é possivel que alguma estabilizacao também seja
detectada.

Nao s6 os sensores PHAIR demonstraram resultados confidveis, mas também sao de
facil fabricacao, baratos, biocompativeis e atuam no maior intervalo de pH entre todos
os métodos vistos.

A conclusao da construcao do eVOLVER no prazo estipulado tornou necesséria a
realocagao do autor para outras areas, interrompendo o desenvolvimento de um sistema
que acomode o método selecionado. A propria implementacao do sistema ocorrera
apenas em edicoes futuras do eVOLVER, depois que o vinculo do autor com o CNPEM
tenha expirado. Mesmo assim, visando facilitar o trabalho dos proximos contribuintes
do projeto, sugere-se o seguinte:

e O sistema mais basico para a medicao do pH pode ser criado simplesmente pela
integragao de um Arduino com uma placa ADC.

e A ADC em si ja é capaz de ler as voltagens detectadas pelo sensor, sendo necessario
apenas criar um cédigo que leia os sinais pela porta Analdgica 0 (a mesma que
recebe os sinais das ADC’s dos outros parametros):

int value = 0;
float voltage;

void setup(){
Serial.begin(9600) ;
}

void loop(){
value = analogRead(A0);
voltage = value * X/1023;
Serial.print("Voltage= ");
Serial.println(voltage);
delay(500);
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e Aqui, X/1023 é um termo de normalizacao da tensdo incidente em funcao dos
1024 passos em que o Arduino atua, sendo "X’ um valor arbitrario a ser escolhido,
preferencialmente proximo a maior tensao detectada pelo sistema. O autor sugere
valores entre 0.8 e 1.0, de acordo com os valores exibidos nos graficos das curvas
de calibracao da figura 53.

e O cbdigo anterior é apenas uma base, sendo necesséario garantir a ciclagem entre os
sinais das 16 Smart Sleeves. Isto pode ser feito da mesma maneira implementada
nos cédigos do repositério [7].

Atualmente, a primeira versao eVOLVER se encontra em suas fases de testes finais,

com futuras versoes havendo mais utilidades e funcionalidades, como a presenca de
uma tela LCD de monitoramento de valores do experimento. O autor espera que seu
trabalho sirva de alicerce para futuros colaboradores do projeto.
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