Republica Federativa do Brasil
Ministério do Desenvolvimento, induastria
e do Comércio Exterior
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(RP11634)

anen P11 0003066-0 A

(22) Data de Depésito: 21/07/2000
(43) Data de Publicacao: 30/04/2002

AR AR

(51) Int. G
GO1N 33£

38 P 1
Cep I
T s
NN ¥ rime

(54) Titulo: METODO E DISPOSITIVO PARA
DETECCAO MICRORGANISMOS A FIBRA OPTICA

(71) Depositante(s): Fundagéo Oswaldo Cruz (BR/RJ),
Universidade Federal do Rio de Janeiro (BR/RJ)

(72) Inventor(es): Aldo Pacheco Ferreira, Ricardo Marques Ribeiro,
Marcelo Martins Werneck

(74) Procurador: Bhering, Aimeida & Associados

(57) Resumo: "METODO E DISPOSITIVO PARA DETECGAO
MICRORGANISMOS A FIBRA OPTICA". O objetivo da presente invencéo
€ a detecgao/monitoramento de microrganismos presentes no ar, agua ou
alimentos através do emprego de um biosensor & fibra dptica com campo
evanescente. Uma primeira concretizagdo da presente invengio diz
respeito a um método para a detecgio de contaminagdo por
microrganismos especificos através da aplicagdo do campo evanescente
de uma fibra optica sensitiva caracterizado pelas etapas de: (a) expor o
campo evanescente da fibra optica sensitiva utilizando uma técnica
apropriada baseada em propriedades fisico-quimicas; (b) permitir o contato
intimo do campo evanescente exposto como obtido na etapa (a) com a
amostra a ser examinada, estando a dita amostra em uma forma
adequada para obter a geragéo de um sinal 6ptico em resposta a presenga
de microrganismos na amostra; (c) demodular o sinal optico gerado na
etapa (b) e utilizar esse valor na quantificagdo de microrganismos através
de um meétodo apropriado. Numa segunda concretizagdo, a invengéo é
dirigida a composigdo para uso na deteccdo de microrganismos
caracterizado por compreender um meio de cullura seletivo para o
microrganismo que se deseje detectar e reagentes capazes de alterar as
propriedades do meio de forma a permitir que o indice de refracdo do
mensurando seja melhor detectado. Numa terceira concretizacio a
invencdo refere-se a um dispositivo para o sensoriamento de
microrganismos a partir da insergéo de uma fibra éptica sensitiva (11), com
campo evanescente adequadamente exposto, na superficie ou em um
volume de um meio de cultura biolégico especifico (12) para o
microrganismo a ser delectado compreendendo um sistema de
demodulagéo baseado em circuito de fibras opticas e componentes
relacionados.
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‘fisico com um

Relatério Descritivo da Patente de Invencéao

“Método e Dispositivo para Deteccdo Microrganismos &

x

Fibra Optica”

Refere-se a presente invencdo a um método e

dispositivo para a deteccéo de microrganismos

utilizando uma combinagéo de procedimentos

microbioldégicos com dispositivos construidos com fibras

6épticas e componentes relacionados. Os procedimentos

microbioldégicos fazem com que o0s microrganismos possam
ser seletivamente cultivados e estes, quando em contato

circuito de fibras Opticas

‘convenientemente construido, permitem a detecgdo e o

monitoramento dos microrganismos de forma rapida e
sensivel. O dispositivo como um todo ¢é fisicamente
constituido de trés sub-sistemas: Circuito de fibras

épticas e componentes relacionados, elemento sensor de

- fibra Optica e o meio de cultura bioldgico seletivo.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Microrganismos sdo seres que embora possuam escala
de dimensdes micrométricas afetam significativamente a
vida humana. Podem constituir-se de virus, bactérias,
fungos, protozoarios e algas. Estes estdo presentes na
matéria sdélida, em liquidos e no ar; e em todos os
casos pode ser de interesse ou de suma importdncia

detectar a monitorar

presenca especifica e/ou
qualitativamente ou quantitativamente o crescimento ao

longo do tempo de um ou alguns destes microrganismos.
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Muitos destes sdo Uteis & diversos tipos de indastrias
como a alimenticia, cervejeira, vinicola, farmacéutica,
etc., para a catalise de diversas reacgdes biogquimicas
de interesse comercial, dentre outras. Outros
microrganismos parecem ndo se prestar a qualquer
utilidade pratica, porém sdo em principio indcuos a
saide humana. Alguns destes, entretanto, podem por uma
série de razdes, tornarem-se perigosos apds sofrerem
algum tipo de transmutagdo bioldgica, passando a serem
chamados de patdgenos. Estes patdgenos podem existir e
se desenvolver em diversos ambientes. Alguns outros
tipos de microrganismos podem ser intrinsecamente
perigosos, © que significa que naturalmente j& se
constituem como nocivos & salde humana. De uma forma
geral, a presengca e a concentragdo de alguns dos
referidos microrganismos afetam por exemplo: (1) a
qualidade (potabilidade e balneabilidade) da &gua para
consumo em metrdépoles e balnedrios, o gque pode causar
uma série de doencas, tal como a diarréia:; (ii1) a
qualidade dos alimentos, O que dgenericamente pode
causar a intoxicacdo alimentar e em particular o “mal

de hamburguer” e (iii) a qualidade do ar em clinicas,

ambulatérios e hospitais onde a presencga de
microrganismos aerobioldgicos constitui-se, por
exemplo, em  um importante vetor das “infecg¢odes

hospitalares”. Qualquer que seja o caso, pode ser de
interesse ou mesmo de suma importédncia, detectar a
presenca de certos microrganismos em tempo real ou

quase real, e por conseguinte monitorar a sua evolucgao
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temporal com o intuito de inferir algumas informacdes
uteis. Atualmente, as técnicas convencionais de
sensoriamento de microrganismos estéo intimamente
ligadas a procedimentos em laboratérios clinicos e
ambulatoriais, e se baseiam na cultura Dbioldgica
seletiva e na utilizagcdo de microscopia para a
observacdo visual direta. Estas técnicas sdao
razoavelmente trabalhosas pois requerem uma
significativa interveniéncia e habilidade do operador
para que se possa obter resultados seguros,
necessitando tipicamente de 1 a 10 dias para que possam
ser finalizadas. Isto significa que as técnicas
convencionais requerem um tempo minimo médio de 72
horas entre a captura do microrganismo, isolamento,
identificagdo, e consecutivamente a monitoracdo de sua
evolugdo temporal. Os procedimentos padronizados de
exame bacteriolégico sdo fornecidos pela American
Public Health Association (APHA) . Todos estes
procedimentos requerem a 1incubacd3oc em um meio de
cultura para produzir uma quantidade adequada de
microrganismos para andlises variadas ao término da
prova. Além do mais, as técriicas convencionais utilizam
equipamentos de ndo muito baixo custo; o que dificulta
ou inviabiliza o) seu emprego no sensoriamento
distribuido, ou séja, na deteccdo/monitoramento de
microrganismos em mais de um lugar simultaneamente.
Existem ainda outros procedimentos de deteccao

bioldégica mais modernos, tais como as técnicas:

radiométricas, eletroquimicas, cromatogréaficas, de
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quimioluminiscéncia, eletrofore;e em campo pulsado e
fluorescentes. Com relacdo as técnicas mencionadas
anteriormente, ha algumas restri¢ées praticas como, por
exemplo, o fato de serem altamente dependentes do
sucesso da quantidade de bactérias que possam ser
concentradas na amostra em teste. Este procedimento,
geralmente, requer um minimo de 10! bactérias. Nas
reagbes moleculares, os procedimentos de teste sdo
particularmente propensos a contaminacdo cruzada por
outras moléculas ou fracdes moleculares.

Adicionalmente, podem ser utilizadas técnicas
preventivas de natureza Optica visando a eliminacdo de
microrganismos patogénicos, destacando-se, por exemplo,
0 uso da luz ultravioleta que atua como um germicida,
evitando a infeccdo de determinado ambiente ou meio
material. Por outro 1lado ¢é Dbastante vasto, porém
incompleto, o conhecimento médico para o combate aos
microrganismos patogénicos que j& tenham infectado o
organismo humano, em especial aqueles provenientes da
infeccgédo hospitalar, intoxicacdo alimentar e a
contaminac¢do da agua. Tais microrganismos podem ainda
tornar-se resistentes & qualquer droga conhecida devido
as suas possiveis mutacgdes bioldgicas. Atualmente, tem-
se obtido algum sucesso com pacientes infectados com
esses microrganismbs, fazendo o uso de drogas
fotoquimicas ativadas com diodos semicondutores
eletroluminescentes de alta poténcia oéptica (LEDs) e
com © comprimento de onda correto, o que permite a

erradicacdo destes microrganismos, sem em principio,
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prejudicar o paciente. Este é o caso, por exemplo, de
procedimentos desenvolvidos recentemente e descritos
por Pearce et al (H. Pearce, M. Messager e J. Y
Maillard. “Effect of biocides commonly used in the
hospital environment on the transfer of antibiotic-—
resistance genes in Staphylococcus aureué”. J. Hosp.
Infect. 43.2. pp.101-107.1999).

O sensoriamento oéptico de microrganismos, que é
agqui objeto de invencéao, se insere de forma
intermediaria entre as técnicas preventivas de
reducdo/eliminacdo de microrganismos e as técnicas que
visam erradicar os patdégenos que ja& tenham infectado o
paciente.

As caracteristicas essenciais de qualquer sensor
bioldégico é a sua seletividade, sensibilidade,
resolucdo e tempo de resposta, caracterizadas pelo
reconhecimento reativo tendo como base o tipo de teste
e a escolha da técnica de detecgdo. Em um segundo
plano, deve-se dispor de uma tecnologia de
sensoriamento bioldgico que seja robusta, pratica e de
baixo custo para gque possa ser aplicada em campo.
Atualmente estédo disponiveis diversas técnicas e
dispositivos correlatos muitos destes em escala de
desenvolvimento em laboratério e alguns outros
comerciais, todos visando a deteccdo e o monitoramento
de microrganismos.

A microscopia, conforme exposto anteriormente,
constitui-se em uma ferramenta de analise fundamental

em microbiologia, nao apenas para a
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detecgdo/monitoramento de microrganismos, como também
para o estudo basico destes. Da mesma forma, tém-se em
uso um método de sensoriamento de bactérias envolvidas
nos processos de infeccdo hospitalar, conhecido como
eletroforese em campo pulsado, o qual ¢é capaz de
rastrear com precisdo os microrganismos envolvidos,
maped-los e avaliar o nivel de impacto ambiental.
Apresenta, no entanto, como desvantagem o fato da
analise levar cerca de 7 a 14 dias, conforme descrito
por Birron e Lai (B. Birron e E. Lai. “Pulsed field
electrophoresis: A practical guide”. Academic Press,
San Diego. 1993).

Com o objetivo de realizar a deteccado e a
monitoracdao microbioldgica de forma automatica e
seletiva, surge o conceito de biosensor. Um biosensor
pode ser entendido como sendo um componente elétrico
e/ou o6ptico discreto construido a partir da integracdo
de materiais bioldégicos com materiais inorgdnicos. Um
biosensor na pratica é entdo capaz de produzir um sinal
andlogo elétrico ou o6ptico ao ser posto em contato com
algum mensurando especifico, quer pela sua presenca ou
quaisquer alteracgdes quimico-bioldégicas deles advindas.
Um biosensor pode ser considerado como um elemento
biologicamente ativo, no entanto, necessita estar de
alguma forma conectado a uma configuragdo maior para
gue o analogo elétrico ou Oéptico produzido possa ser
adequadamente demodulado. A esse conjunto assim formado
da-se o nome de sensor biolégico. As fibras oépticas de

uma forma geral podem ser utilizadas na construcdo de
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biosensores, o que significa que através de alguma
técnica apropriada, materiais bioldégicos deverdo ser
integrados é casca ou nucleo da fibra (geralmente de
vidro ou pléastico) compondo, entdo, um biosensor
6ptico. Desta forma, a luz propagante através do nuacleo
da fibra poderd interagir com o material bioldgico (um
anticorpo, por exemplo) integrado através do
acoplamento por campo evanescente. O assim chamado
biosensor em onda evanescente podera induzir modulacéo
na intensidade, fase completa, comprimento de onda bu
polarizacdo do sinal oéptico propagante, ou um sinal
fluorescente poderé ser gerado em funcdo da reacéo
foto-bioldégica onde parte da energia deste ultimo
propaga-se pela fibra o6ptica. Biosensores com campo
evanescente sao descritos no estado da técnica (J. S.
Schultz. ™“Biosensors”. Scient. Amer. pp. 64-69.1991.;
J. P. Golden, G. P. Anderson, R. A. Ogert, K. A.
Breslin e F. S. Ligler. “An evanescent wave fiber optic
biosensor: Challenges for real world sensing”. SPIE.
1796. 1992. pp. 1-8; S. P. J. Higson and P. M. Vadgama.
“Development of an evanescent wave fiber optic
biosensor”. Med. & Biol. Eng. & Comp. 32. 1994. pp.
601-609) .

Sensores bioldgicos baseados em onda evanescente
sdo de forma geral dependentes de uma combinacdo de
varias tecnologias de natureza biolégica, fisica e
quimica. Neste sentido, as patentes norte—americanés us
4,447,546 e US 4,558,014 descrevem as técnicas de

espectroscopia por reflexdo total (TRS) onde
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reivindica-se o uso de onda evanescente para excitar um
analitico fluorescentemente ligado e, por conseguinte,
detectar a fluorescéncia resultante. Outras patentes
descrevem métodos para melhorar a precisdo da medida.
Este é o caso da patente US 5,631,170. O método
envolve a marcacgdao do biosensor com anticorpos
fluorescentes, ou seja, anticorpos ligados & moléculas
de corante. Desde que os referidos anticorpos néo
estejam ligados aos antigenos (mensurando), as
moléculas de corante ndo serdo opticamente excitadas
pelo campo evanescente. No entanto, quando o biosensor
estiver na presenca do antigeno especifico que se quer
detectar a luz propagante serd capaz de induzir
fluorescéncia nas moléculas de corante. Outro método é
o descrito na patente US4,242,447 que baseia-se na
detecgdo e quantificagcdo de bactérias em uma amostra
liquida caracterizado pelo fato de ser adicionada a
esta amostra um agente capaz de induzir a producdo de
enzima na bactéria. Tal enzima serd capaz de reagir com
um conjugado fluorescente ingerido pela bactéria de
forma a 1liberar sua porcgdo fluorescente e esta
fluorescéncia total sendo medida e estando relacionada
ao total de bactérias presentes no meio.

Portanto, conforme exposto anteriormente é
premente o desenvol&imento de um método para a deteccdo
de microrganismos que seja sensivel e de resposta
rapida sem os inconvenientes j& mencionados tais como:
necessidade de um minimo de 10°% bactérias, contaminacéao

cruzada por outras moléculas ou fragdes moleculares e
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tempo minimo médio de 72 horas entre a captura do
microrganismo e O monitoramento de sua evolugdo
temporal.

Assim, visando atingir esse objetivo, foi
utilizada a estratégia de combinar procedimentos
bioldégicos com um sensor & fibra oOptica de campo
evanescente capaz de detectar os microrganismos 4 a 5
vezes mais rapido do que com o emprego dos

procedimentos convencionais.

SUMARIO DA INVENCAO

O objetivo da presente invencao é a
deteccdo/monitoramento de microrganismos presentes no
ar, agua ou alimentos através do emprego de um
biosensor a fibra déptica com campo evanescente.
Uma primeira concretizagdo da presente invencdo diz
respeito a um método para a deteccdo de contaminacéo
por microrganismos especificos através da aplicacdo do
campo evanescente de uma fibra 4ptica sensitiva

caracterizado pelas etapas de:

(a) expor o campo evanescente da fibra &ptica
sensitiva utilizando uma técnica apropriada
baseada em propriedades fisico-quimicas;

(b) permitir | ‘o) contato intimo do campo
evanescente exposto como obtido na etapa (a)
com a amostra a ser examinada, estando a dita
amostra em uma forma adequada para obter a

geragao de um sinal Optico em resposta a
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presenca de microrganismos na amostra;

(c) demodular o sinal 6éptico gerado na etapa (b)
e wutilizar esse valor na quantificacdo de
microrganismos através de um método

apropriado.

Numa segunda concretizagdo, a invencgdo ¢é dirigida
a composig¢dao para uso na deteccdo de microrganismos
caracterizado por compreender um meio de cultura
seletivo para o microrganismo que se deseje detectar e
reagentes capazes de alterar as propriedades do meio de
forma a favorecer a interacdo do sistema microrganismo-
fibra.

Numa terceira concretizacdo a invencdo refere-se a
um dispositivo para o sensoriamento de microrganismcs a
partir da insergdo de uma fibra oéptica sensitiva (11),
com campo evanescente adequadamente exposto, na
superficie ou em um volume de um meio de cultura
bioldgico especifico (12) para o microrganismo a ser
detectado compreendendo um sistema de demodulacado
baseado em circuito de fibras oépticas e componentes

relacionados.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIGURA 1: Mostra uma arquitetura preferencial do
dispositivo de detecg¢do de microrganismos & fibra
optica empregado na presente invencéao.

FIGURA 2: Mostra o sinal de saida do sensor éptico

com Staphylococcus aureus resistente a meticilina. As
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linhas 1, 2 e 3 representam o sinal de saida e a linha
4 diz respeito ao numero estimado de bactérias.

FIGURA 3: Ilustra o sinal de saida do sensor
6ptico com S. pneumoniae. As linhas 1, 2 e 3
representam o sinal de saida e a linha 4 diz respeito
ao numero estimado de bactérias.

FIGURA 4: Apresenta dados da resposta Ooptica
temporal do biosensor com E. coli 0157:H7.

FIGURA 5: Mostra o tempo de permanéncia na fase
Lag versus o numero inicial da bactéria E. coli
0157:H7.

FIGURA ©6: Ilustra dados da sensibilidade do
biosensor durante a fase Log.

FIGURA 7: Apresenta uma fotografia obtida por
microscopia eletrdnica da E. coli 0157:H7 (fase Log) em
contato fisico com a fibra o6ptica.

Figura 8: Mostra a fotografia obtida por microscopia

O6ptica por contraste de fase da E. coli 0157:H7.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENCAO

Com o objetivo de solucionar os inconvenientes
existentes no estado da '~ técnica desenvolveu-se a
presente invencéao que consiste em um sensor de
microrganismos baseado em uma tecnologia composta de
procedimentos microbiolégicos combinados com um
dispositivo a fibra éptica.

Os procedimentos microbioldégicos consistem em
permitir o crescimento de uma cultura seletiva de um

determinado microrganismo em um suporte adequado como,
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por exemplo, uma placa de Petri ou uma lamina onde o
meio é composto de nutrientes apropriados ao
crescimento e viabilidade do microrganismo e sua
quantidade, pH e temperatura sdo precisamente
controlados. A escolha do meio de cultura seletivo iréa

depender do microrganismo a ser monitorado sendo,

porém, amplamente conhecidc daqueles versados na
matéria. O enriquecimento do meio de «cultura sera
efetuado com nutrientes especificos, tais como:
substéncia(s) fonte(s) de nitrogénio, a exemplo de

residuos industriais ricos em proteinas, proteina da
soja, uréia, extrato de levedura; (ii) substéncia(s)
fonte(s) de carbono, a exemplo de manitol, dextrose,
sacarose; e substéancia(s) fonte(s) de micronutrientes,
selecionadas de, por exemplo, misturas de sais
envolvendo MgSOQOy, MnSQgq, ZnS0Oyq, FeSOq4 e CaCl,.
Opcionalmente, pode-se utilizar reagentes que sejam
capazes de alterar as propriedades do meio de cultura
de forma a permitir que o indice de refracdo do
mensurando seja melhor detectado. Ou seja, esses
reagentes irdo favorecer a interagcdo microrganismo-
fibra. Dessa forma, pode-se ter uma composicdo contendo
meio de cultura seletivo para o microrganismo que se
deseje detectar e reagentes capazes de alterar as
propriedades do meio de cultura de forma a permitir que
o indice de refracdo do mensurando seja melhor
detectado.

Na superficie ou inserida em uﬁ volume do referido

meio de cultura biolégico é colocado um segmento de
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fibra o6ptica denominada fibra éptica sensitiva que faz
entdo o intimo contato fisico direto com o mensurando.

A estrutura geométrica béasica de uma fibra o&ptica
consiste no nicleo e casca concentricamente
cilindricos. A 1luz se propaga através do nucleo,
estando ai quase toda espacialmente confinada, o que
caracteriza um ou mais modos transversais de propagacao
6ptica. Basicamente, o que garante o confinamento e a
propagacdo da luz em uma fibra o6ptica é o fato do seu
nicleo possuir indice de refracdo maior que o da casca,
pois permite a ocorréncia do fendmeno da reflexdo
interna total. Uma fibra o6ptica podera suportar a
propagacao de apenas um modo (fibra monomodo) ou dois
ou mais modos (fibra multimodo). Em qualquer dos casos
uma parte da energia luminosa propagante sempre se
estende pela casca decaindo em amplitude de forma
exponencial ao longo da coordenada radial. Esta porcdo
de luz gque se estende pela casca se denomina de campo
evanescente. A casca de uma fibra o6ptica poderd j& ser
fina o suficiente, ou ter a sua espessura diminuida de
tal forma, que o campo evanescente fique exposto
externamente, ou seja, de forma a permitir que a luz
sofra o fendmeno de tunelamento éptico através da casca
e possa interagir com o meio externo. Alternativamente,
a casca da fibra 6ptica poderd ser completamente
retirada de forma a expor diretamente o seu nucleo.
Neste ultimo caso, o meio externo passa a realizar
sozinho a funcdo da casca. Em qualquer dos dois casos,

a luz poderd em maior ou menor grau interagir com o
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mensurando (meio externo) e a este fenbmeno da-se o
nome de acoplamento pelo campo evanescente. A fibra
sensitiva consiste entdo de um segmento de fibra optica
a qual € colocada em contato com a superficie de um
meio bioldgico, onde o campo evanescente pode ser
acessado externamente e a luz propagante interage com
este meio bioldégico. A presenca, crescimento e/ou
reproducdo de microrganismos no meio de cultura, altera
dinamicamente as suas constantes o6pticas. Isto
significa que a partir do momento em que os
microrganismos sdo inoculados no meio de cultura este
passa, de forma geral, a ter o seu coeficiente de
atenuagdo e 1indice de refragdo variando ao longo do
tempo e da superficie ou volume da massa biolégica. O
campo evanescente se estende em amplitude significativa
o que caracteriza um volume de interacéao luz-
microrganismo. Na interacdo luz-microrganismo, o sinal
Optico através do seu campo evanescente ird, de forma
geral, experimentar uma variacdo temporal do indice de
refracdo médio (componente DC) e do coeficiente de
atenuacao devido a absorcdo intrinseca do meio e
espalhamento (Mie) em virtude de flutuagdes espaciais
(componente AC) do indice de refragcdo gerado pela
presencga de cada microrganismo.

Sendo assim, quando o microorganismo inicia seu
crescimento ao longo da fibra 6ptica dois efeitos podem
ocorrer: (i) durante a fase lag, devido ao metabolismo
do microrganismo (por exemplo, bactéria) sdo liberadas

enzimas que causam a alteracdo no indice de refracao
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e/ou (ii) devido a um aumento no namero de
microrganismos, durante a fase log, em contato com a
fibra optica o meio tornar-se opaco & medida que o
tempo passa. Dessa forma, a absorcdo intrinseca também
sofre alterac¢bes. Portanto, a reducdo no poder oéptico
esta intimamente relacionada com o nimero de
microrganismos presentes no volume ocupado pelo campo
evanescente ao redor da fibra.

Portanto, através da fibra sensitiva propaga-se a
luz que simultaneamente interage com os microrganismos
presentes e/ou em evolugdo que estejam dentro do volume
de interagdo por acoplamento do campo evanescente.
Desta forma, acontéce O mecanismo de sensoriamento
propriamente dito onde o sinal o6ptico é modulado em
fungcdo da variacgdo temporal das constantes épticas. Por
conseguinte, a presencga e/ou evolucdo dos
microrganismos afeta alguma(s) caracteristica(s) da luz
guiada pela fibra oéptica sensitiva. As caracteristicas
da luz que podem ser afetadas individualmente ou em
combinagcdo sdo: amplitude (intensidade), fase completa,
comprimento de onda ou polarizag¢do. Conforme pode ser
visto na FIGURA 1, a fibra 'sensitiva estd por sua vez
inserida continuamente (in-line) em um circuito de
fibras Opticas adequadamente construido por onde o
sinal optico carregéndo informag¢des do mensurando pode
ser demodulado ao longo do tempo do cultivo biolégico.
Alguns possiveis circuitos oépticos sd8o mostrados na
FIGURA 1 e poderio demodular sinais que tenham sido

modulados na propagacédo pela fibra éptica sensitiva na:
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Poténcia O6ptica média (amplitude ou intensidade), fase

completa (adiantamento ou retardacdo de fase) espectro

refletido e/ou transmitido (comprimento de onda),
polarizacdo e formato/parametrizacéo temporal ou
espectral de pulsos Oopticos. Desta forma, pode-se

indiretamente detectar a presenca e/ou monitorar
temporalmente os microrganismos, eventualmente
inferindo informa¢des adicionais como, por exemplo, a
concentragdo inicial de microrganismos, caso O Sensor
tenha sido previamente calibrado.

A presente invengcdo consiste, preferencialmente,
em gque se tenha disponivel um meio material onde
porventura microrganismos possam existir e/ou serem
cultivados seletivamente. Este meio material poderé
constituir-se de um gel bioldégico encerrado numa placa
de Petri de forma a permitir que microrganismo possa
ser seletivamente cultivado na superficie do referido
gel. Preferencialmente, pode ser adicionado ao meio de
cultura um agente que permita a manutencdo da umidade
residual favorecendo, assim, uma melhor interacdo entre
os microrganismos e a area sensitiva. Mais
preferencialmente, esse agente é o glicerol em uma
concentrag¢do apropriada.

Este meio material também poderd constituir-se de
fluidos de natureza corpérea como a A&gua, sangue,
urina, etc. Neste ultimo caso, microrgahism03~poderéo
estar presentes e se reproduzirem em todo o volume do
fluido. O segmento de fibra éptica sensitiva devera ser

convenientemente colocado sobre a superficie ou
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inserida no volume do meio de cultura biolégico. Antes,
porém, esta fibra terd 4&rea de seu recobrimento
primédrio descascada e sofrerd tratamento utilizando uma
técnica apropriada baseada em propriedades fisico-
gquimicas. Este tratamento visa expor o campo
evanescente da fibra Optica através de corrosdo, por
exemplo, utilizando, preferencialmente, acidos fortes,
como o acido fluoridrico, cloridrico, sulfurico, entre
outros. E necessario que o tratamento seja durante
periodo de tempo suficiente para corroer a casca da
fibra Optica até a aproximacdo de cerca de 0,5 a 1 um
de espessura ao nucleo. Dessa forma, consegue-se expor
cerca de 80% do campo evanescente. A corrosdo é
interrompida pela imersd3o da fibra em &gua deionizada
e, posteriormente, em um tampdo por periodo de tempo
adequado para remover qualquer resquicio de &gua.
Assim, permite-se o acoplamento do campo evanescente
dos modos de propagacdo guiados com o0 meio material
contendo o mensurando (microrganismos). A fibra éptica
sensitiva, por sua vez, estd inserida continuamente em
um circuito maior de fibra éptica, compondo uma
arquitetura particular com &a finalidade de demodular o
sinal éptico modulado pelo mensurando. Estas
caracteristicas conferem & invencdo um funcionamento
biologicamente selétivo, sensibilidade, resolucgao,
velocidade de resposta, estabilidade, possibilidade de
minituarizacdo, praticidade de operacgéo e facil
insercdo em circuitos Opticos maiores e mais complexos

que sao destinados a compor uma rede de sensoriamento
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(sensoriamento distribuido) de forma que microrganismos
possam ser detectados/monitorados em muiltiplos lugares
simultaneamente. A tecnologia de sensoriamento aqui
descrita deve ser wusada preferencialmente para a
detecgdo/monitoramento biolégica (o) de | forma
qualitativa e/ou quantitativa tendo um microrganismo
especifico como sendo o mensurando.

A presente invengdo pode ser empregada, por
exemplo, para a deteccdo/monitoramento de patdgenos
aerobioldgicos presentes em ambiente clinicos,
ambulatoriais e hospitalares, no controle
bacterioldgico de alimentos em geral, e de amostras
destinadas ao controle de gualidade da agua.

O arranjo preferencial para o invento aqui
descrito, atuando como um sensor de microrganismos,
pode se constituir de algumas possiveis arquiteturas
conforme esquematizado na FIGURA 1. ] arranjo
preferencial n&do exclui a possibilidade de que a fibra
Optica sensitiva além do nucleo e casca, possa ter
integrada a si uma ou mais camadas concéntricas de
materiais dielétricos, metalicos, semicondutores ou
supercondutores com a finalidade de alterar a
distribuigdo espacial transversal do campo evanescente
e com isto otimizar o acoplamento com o meio biolégico
e portanto o desempenho do sensor. Mais
preferencialmente, a interacdo bactéria-fibra pode ser
favorecida envolvendo-se a fibra com um filme
polimérico como, por exemplo, cloreto de polivinila,

poliuretanos, poliuréias e poliésteres. Além do mais a
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fibra optica sensitiva poder& conter a gravacdo de uma
rede de Bragg que funciona como um filtro espectral. As
redes de Bragg gravadas em fibras oépticas estdo bem
descritas em Kashyap (Raman Kashyap. “Fiber Bragg
Gratings”. Academic Press. 1999.) e constituem-se de
uma modulagdo axial no indice de refracdo do nicleo ao
longo de tipicamente milimetros ou centimetros. Desta
forma, parte do espectro incidente na rede de Bragg
sera refletido pela fibra enquanto que o restante do
espectro sera transmitido. A modulacdo do comprimento
de onda sera gerado quando houver mudancas no indice de
refragcdo experimentado pela luz propagante na fibra
6éptica sensitiva. Uma forma de se obter isto, foi bem
descrito por Ribeiro et al (R.M. Ribeiro et al. “All-
optical <control of Bragg grating in semiconductor
coated D-shaped fiber”. Optics Letters. 24. 7. pp. 111-
113.1999) onde a 1luz interage simultaneamente com a
rede de Bragg e com algum meic material cujo indice de
refracéo sofre mudangas. A fibra O6ptica sensitiva
podera também constituir-se como sendo uma fibra de
alta birrefringéncia (HiBi) como, por exemplo, uma
fibra mantenedora da polarizacd3o. Desta forma, a luz
propagante experimenta dois indices de refracéao
diferentes em direcdes ortogonais entre si. Caso o
indice de refrégéo do mensurando, conforme
experimentado pelo campo evanescente, sofra mudancas a
polarizacdo da luz serd modulada. A fibra o4ptica
sensitiva além de ser do tipo mantenedora da

polarizacdo, poderd ainda conter uma rede de Bragg
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gravada. Neste caso, poder-se-a obter simultaneamente a
modulagcdo no comprimento de onda e na polarizacdo. O
arranjo preferencial também ndo exclui a possibilidade
de que a fibra o6ptica sensitiva possa estar inserida em
algum outro tipo de arquitetura (circuito de fibras
opticas para demodulagao) ndo descrita por esta
patente. A(s) fibra Ooéptica(s) utilizada(s) tanto para a
construgcdo do circuito o6ptico de demodulacdo gquanto
para a confecgcdo da fibra sensitiva, podera(do) ser
fabricada(s) utilizando como matéria-prima a silica
(Si02) e outros vidros em geral, plasticos de diversos
tipos (polimeros) ou gqualguer outro meio material com
suficiente transparéncia odptica.

A FIGURA 1, mostra o diagrama da arqgquitetura
preferencial da presente invengdao, ou seja, a
implementacgdo da tecnologia de sensoriamente de
microrganismos a fibra éptica. Uma fonte oéptica (1) que
poderad constituir-se de um diodo eletroluminescente
(LED) ou um laser semicondutor (LD), possui a funcao de
gerar a luz em regime continuo, modulado ou pulsado que
seré usada no circuito de sensoriamento de
microrganismos. A luz produzida pela fonte O6ptica é
injetada no circuito através de um acoplador & fibra
6ptica do tipo 2x1 (2), também chamado de acoplador de
WDM. A outra porta de entrada (3) do acoplador 2x1
constitui-se na realidade de uma porta de saida, de
forma que a 1luz ©processada pelo dispositivo de
sensoriamento seja detectada pelo fotodetector (4).

Este fotodetector constituir-se-4 preferencialmente de
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um semicondutor do tipo fotodiodo ou um fototransistor,
que funciona no dominio elétrico onde a luz é
transformada em uma fotocorrente. O acoplador (2) &
emendado por fusdao ou conexdoc mecédnica em um outro
acoplador 2x2 a fibra optica (5), também chamado de
acoplador bidirecional. A outra porta de entrada (6) do
acoplador 2x2 constitui-se na realidade de uma outra
porta de saida de forma que a luz processada pelo
dispositivo de sensoriamento seja detectada pelo
fotodetector (7). Este fotodetector também constituir-
se-a preferencialmente de um semicondutor do tipo
fotodiodo ou um fototransistor. As portas de saida do
acoplador (5) estdo emendadas por fusd&8o ou conexdo
mecadnica as duas ramificacgcbes de fibra éptica, uma
delas a chamada ramificagdo sensitiva (8) e a outra a
chamada ramificacdo de referéncia (9). Parte da fibra
6ptica da ramificacdo sensitiva (8) podera estar
enrolada em um certo nuimero de anéis de um certo
didmetro de forma a constituir-se em um controlador da
polarizagdo (10) da 1luz propagante. A fibra Optica
sensitiva (11) é emendada por fusdo ou conexdo mecanica
de forma a proporcionar continuidade na ramificacéao
sensitiva (8) do circuito oéptico de sensoriamento. Esta
fibra permite que o campo evanescente seja acessado ao
ser posta em contato fisico direto com algum meio
biolégico (12). A fibra oéptica sensitiva pode ser
conectada nos pontos (13) e (14) ao restante do
circuito o6ptico, denominado de circuito de demodulacédo.

A porta de saida (15) da ramificacdo sensitiva (8)
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permite que a luz processada pelo dispositivo seja
detectada pelo fotodetector (11). Este fotodetector
constituir-se-&, preferencialmente, de um semicondutor
do tipo fotodiodo ou fototransistor. A outra porta de
saida do acoplador (5) estd emendada por fusdo ou
conexao mecénica\na ramificacdo de referéncia (9), onde
parte da fibra o6ptica que o constitui estd enrolada em
um outro controlador de polarizagdo (17). A porta de
saida (18) da ramificagdo de referéncia (9) permite que
a luz de referéncia do dispositivo seja detectada pelo
fotodetector (19). Este fotodetector constituir-se-4&,
preferencialmente, de um semicondutor do tipo fotodiodo
ou fototransistor. A luz processada pelo dispositivo de
sensoriamento emerge da porta de saida (15) e ¢é
detectada pelo fotodetector (16). Este fotodetector
constituir-se-4& preferencialmente de um semicondutor do
tipo fotodiodo ou fototransistor. A 1luz de referéncia
emerge da porta de saida (18) e ¢é& detectada pelo
fotodetector (19). Desta forma o dispositivo funciona
com base na modulagdo da intensidade (amplitude) da
luz. O acoplador a fibra oOptica 2x2 (20) possui duas
portas de entrada (21) e (22). A porta de saida (15) da
ramificacéao sensitiva (8) podera ser diretamente
emendada ou conectada mecanicamente na porta de saida
(18) da ramificagéb de referéncia (9). Neste caso o
dispositivo formado serd um interferdmetro de Sagnac a
fibra optica onde o fotodetector (4) detecta o sinal
Optico refletido enquanto que o fotodetector (7)

detecta o sinal Optico transmitido pelo dispositivo. Se
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as portas de saida (15) e (18) forem espelhadas de
forma que a luz seja refletida em ambas as
extremidades, o dispositivo formado seré um
interferémetro de Michelson & fibra 6ptica onde os
fotodetectores (4) e (7) fardo a detecgdo do sinal
Optico processado. Os pontos de emenda (13) e (14)
poderdo ser feitos apenas mecanicamente através do uso
de conectores mecé&nicos. Neste caso, as extremidades
clivadas da fibra oéptica sensitiva (11) poderdo estar
semi-espelhadas de forma que uma fra¢do da luz possa
sofrer multiplas reflexdes na fibra oéptica sensitiva
(11). Desta forma, O dispositivo formado serda um
interferdmetro de Fabry-Perot & fibra 6ptica, onde os
sinais serdo detectados pelos fotodetectores (16) e
(19). As portas de saida (15) e (18) poderdo ser
emendadas por fusdo ou conectadas mecanicamente nas
portas de entrada (21) e (22), respectivamente, do
acoplador (20). Neste caso, o dispositivo formado sera
um interferdémetro de Mach-Zehnder & fibra &éptica, onde
O0s sinais serdo detectados pelos fotodetectores (23) e
(24) apds emergirem das extremidades (25) e (26) da
fibra éptica.

A presente invencdo é descrita detalhadamente
através dos exemplos apresentados abaixo. E necessario
frisar que a invéngéo ndo estd limitada a esses
exemplos mas que também inclui variacdes e modificacgdes

dentro dos limites nos quais ela funciona.
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Exemplo 1l: Exposicdo do campo evanescente

De forma a permitir a exposigdo do campo
evanescente, 20 cm de uma fibra o6ptica multimodo, de
indice degrau, com didmetro de 62,5/125 pum sofreu o
ataque com uma solugdo de &acido fluoridrico a 38%,
durante 11 minutos. Dessa forma, ocorreu a corrosdo da
casca da fibra déptica até a aproximagdo de 0,5 a 1lpm de
espessura ao nlUcleo. Apds este periodo a reacdo quimica
foi interrompida pela imersdao da fibra em agua
deionizada e, posteriormente, em tampdo de salina

fosfatada, pH 7,4, por 15 minutos. Esta fibra sera,

entdo, colocada no suporte contendo o meio no qual os

microrganismos estdo crescendo.

Exemplo 2: Obtencdo de amostra de ar.

Uma amostra do ar € coletada através de técnicas
conhecidas dos especialistas no assunto como através de
impacto em gel com o emprego do equipamento MAS-100 da
Merck. Dessa forma, uma amostra de ar ambiente é
aspirada, através de pratos perfurados, com o auxilio
de uma bomba & vacuo (com vazdo volumétrica de 100
litros por minuto) por 30 ‘segundos. A corrente de ar
resultante, que carreia particulas com didmetros
inferiores a 10 pm, é direcionada para a superficie de
agar de uma placa de Petri. Foram realizadas 18
coletas, durante 6 dias aleatodérios, 3 coletas por dia,
durante 2 semanas. Durante os trés primeiros dias
utilizou-se meio de cultura especifico para o

Staphylococcus aureus e meio especifico para S.
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pneumoniae, durante os trés uUltimos dias de coleta.

Exemplo 3: Crescimento do Microrganismo em Meio de
Cultura Seletivo.

O meio de cultura empregado para o Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) obtido no exemplo
2 foi o agar Baird-Parker (Difco Laboratories - Difco
0768-17-3) a uma temperatura de incubacdo de 35°C. Para
o S. pneumoniae foi utilizado o meio agar a base de
Trypticase de soja (Difco Laboratories - Difco 0026-17-
1), suplementado com sangue de ovelha a 5% a uma
temperatura de incubag¢do de 35°C. Em ambos meios de
cultura foi adicionado glicerol a 0,2% de forma a
evitar o ressecamento da cultura durante a realizacao
dos testes. Para o crescimento da E. coli 0157:H7 o
meio de cultura seletivo empregado foi o agar MacConkey
a base de sorbitol (Difco Laboratories - Difco 0079-17-
7), a uma temperatura de incubacdo de 35°C.

Diversos testes foram realizados de forma a
calibrar o biosensor para sua seletividade, empregando
diferentes valores iniciais de bactérias (No). E. coli
0157:H7, disponivel comercidlmente na forma liofilizada
foi reconstituida com 1,0 ml de tampao salina
fosfatada, pH 7,4, e inoculada em varias placas de
Petri contendo agar MacConkey & base de sorbitol,
suplementado com glicerol & 0,2%. A incubacdo foi a
35°C por um periodo de 24 horas. BApdés este periodo a
pureza do material foi confirmada e as placas de Petri

estocadas a 4°C, para posterior diluicdo. Para a
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obtencdo de diluig¢des com No= 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70
e 80 microrganismos utilizou-se 100pl de tampdo de
salina fosfatada (pH 7,4) e para valores de No= 90, 100,
200, 400 e 800 microrganismos o volume usado foi de 500
Ul de tampdo de salina fosfatada (pH 7,4). Para cada
amostra as células foram contadas com o emprego do
contador Coulter (Beckman) gque permite uma acuracia de
+1%. Finalmente, a sonda sensitiva do exemplo 1 foi
inserida nas placas de Petri contengo 0sS meios acima
descritos, na diluicdao - com nimero conhecido de
microrganismos, e deu-se inicio a medigcao dos pontos
com o emprego de sistemas adequados para
medicdo/captacdo de dados de conhecimento daqueles

versados na matéria.

Exemplo 4: Correlagdo do crescimento com o numero
estimado de bactérias.

As figuras 2 e 3 apresentam, respectivamente, o
sinal oéptico do sensor ©para Staphylococcus aureus
resistente a meticilina e S. pneumoniae. As linhas 1, 2
e 3 representam o sinal de saida (output signal) para
as amostras 1, 2 e 3, respectivamente. A linha 4
correlaciona o crescimento com o nUmero estimado de

bactérias, de acordo com a seguinte férmula:

N (t) :Nozt/GT,

Onde t é o tempo em minutos, N é o numero total de

bactérias no tempo t, No é o numero inicial de bactérias
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(igual a 94 para Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) e 91 para S. pneumoniae ) e GT é o
tempo de geracgao (igual a 30 minutos para SARM e 48
minutos para S. pneumoniae).

Observando-se as figuras 2 e 3 verifica-se a
presenca de 3 fases distintas: a primeira é um platd

onde nao detecta-se qualquer resposta (fase Lag). Os

resultados para Staphylococcus aureus resistente a

meticilina e S. pneumoniae demonstraram uma fase Lag

de, aproximadamente, 6 e 13 horas respectivamente. Esta
diferengca ¢é devida aos diferentes tempos de geragdo
para cada microrganismo, ou seja, 30 minutos para
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e 48
minutos para S. pneumoniae. A Segunda regido apresenta
uma inclinag¢do negativa. Esta fase é a de crescimento
exponencial da bactéria. A terceira fase é
caracterizada por uma saturagdo no volume gue ocorre ao
redor da fibra sensitiva. Esta ndo ¢é ainda a fase
estacionaria da cultura 3Jj& gque a mesma continua

crescendo por um periodo total de 48 horas.

Exemplo 5: Caracterizacdo da sensibilidade do
biosensor.

Diversas medidas foram conduzidas, com vistas a
caracterizacdo da sensibilidade do biosensor, cada uma
durante um intervalo de 24 horas (1440 minutos)
empregando 13 diferentes valores de unidades formadoras
de coldnia (u.f.c.) ou numero inicial de bactérias (Nj).

Estes valores variaram de 10 a 800 para amostras de E.
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coli 0157:H7. A figura 4 plota os dados da resposta
Optica temporal, Isasdaa(t) (em unidades arbitrarias) de 3
dessas medidas (No= 10, 80 E 800). Os resultados das
medidas Opticas sdo reprodutiveis. A reproducdo também
é observada em todas as medidas correspondentes a
diferentes valores de Ny (fase Lag, fase Log e fase
estaciondria). Na primeira fase de crescimento
bacteriano observa-se um nivel DC Tsataa(t)=Ipag com
aproximadamente a mesma variégéo temporal. O nivel TIiag
esta relacionado a resposta do biosensor na qual E.
coli 0157:H7 permanece em sua fase lag durante o tempo
de decaimento Atrag.

Na figura 5 observa-se a plotagem, para todas as
medidas, dos dados devAtLag versus No. A relagdo linear,
com praticamente um coeficiente angular nulo, foi
preenchida com uma média de 270%4 minutos ou,
aproximadamente, 4,5 horas, representando uma
reprodutibilidade de cerca de 1,5%. Atig &€ atribuida a
variacdo temporal que E. coli 0157:H7 consome em sua
fase Lag independente de seu nUimero inicial, Np.

A atenuacdo Ooptica Algaa (em dB) para cada Ny
significa a diferenca entre a variagdo do tempo Atieg
(em horas) da fase Log, para cada No. A derivada do
tempo PBrog de Isasaa(t), na fase Log, varia com Ny e pode

ser calculada pela seguinte férmula:
BLog <N0) = AIsaida/AtLog

A figura 6 demonstra a sensibilidade do biosensor



10

15

Brog (dB/hora), durante a fase Log, quando ©O numero
inicial de bactérias varia de Ny=10 até Ne=400. O
coeficiente de correlacdo linear de 0,985 fornece uma
linha reta para a curva de calibracdo: PBrog (Ng) =
(ABrog/ANp) No. 0 coeficiente angular calculado é
ABrog/ANo=(0,016+0,001) (dB/hora)/bactéria. Sendo assim,
a velocidade de resposta do biosensor durante a fase
Log aumenta em 0,016 dB/hora, para cada E. coli 0157:H7
inoculada na placa de Petri. Para No=800 o coeficiente
angular Prog(800)=~6 dB/h. Portanto, é possivel inferir a
partir do sinal de saida o numero inicial de bactérias
medindo-se o coeficiente angular da fase Log. O numero
de unidades formadoras de coldénia estd diretamente
relacionado com o grau de contaminacdo da amostra. As
figuras 7 e 8 ilustram uma fotografia obtida por
microscopia eletrdnica da E. coli 0157:H7 (fase Log) em
contato fisico com a fibra oéptica e por microscopia
6ptica por contraste de fase da E. coli O0157:H7,

respectivamente.
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REIVINDICAGOES

1. Método para a detecgdo de contaminacdo por
microrganismos especificos através da aplicacdao do
campo evanescente de uma fibra 6ptica sensitiva

caracterizado pelas etapas de:

(a) expor o campo evanescente da fibra éptica
sensitiva wutilizando uma técnica apropriada
baseada em propriedades fisico-quimicas;

(b) permitir o contato intimo do campo
evanescente exposto como obtido na etapa (a)
com a amostra a ser examinada, estando a dita
amostra em uma forma adequada para obter a
geracdo de um sinal oéptico em resposta a
presenga de microrganismos na amostra;

(c) demodular o sinal &éptico gerado na etapa (b)

e utilizar esse valor na quantificacdo de

microrganismos através de um método
apropriado.
2. Método de acordo com a reivindicacao 1

caracterizado pelo fato da técnica apropriada da etapa

(a) ser a corrosdo acida com acido forte.
3. Método de acordo com a reivindicacdo 2

caracterizado pelo fato de o &cido forte ser o &acido

fluoridrico.
4. Método de acordo com a reivindicacéao 3

caracterizado pelo fato do tempo de tratamento e da

concentracdo da solugdo de 4cido fluoridrico serem

ajustados de forma a permitir a corrosdo da casca da
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fibra oéptica até a aproximagcdo de 0,5 a 1 um de
espessura ao nucleo.
5. Método de acordo com a reivindicacgéao 4

caracterizado pelo fato do tempo de tratamento ser de

11 minutos e da concentracdo do acido ser de 38%.
6. Método de acordo com a reivindicacgdao 1

caracterizado pelo fato da amostra a ser examinada

estar em um suporte contendo meic de cultura
apropriado para permitir o crescimento de
microrganismos.

7. Método de acordo com a reivindicacgéao <)

caracterizado pelo fato do suporte ser uma placa de

Petri contendo meio agar e nutrientes especificos.
8. Método de acordo com a reivindicacao o

caracterizado pelo fato de ser incorporado ao meio de

cultura reagentes capazes de alterar as propriedades do
meio de cultura de forma a permitir uma melhor detecgdo
do indice de refracdo do microrganismo.

9. Método de acordo com as reivindicacdes 1 e 6

caracterizado pelo fato da fibra sensitiva ter

integrada a si uma ou mais camadas concéntricas de um
material selecionado do grupo consistindo de
dielétricos, metalicos, supercondutores ou
semicondutores de forma a ter alterada a distribuicédo
espacial transversal do campo evanescente e com isto
otimizar o contato com o meio contendo o microrganismo
especifico.

10. Método de acordo com a reivindicagcdo 9

caracterizado pelo fato do material ser um polimero
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selecionado do grupo consistindo de cloreto de
polivinila, poliuretanos, poliuréias e poliésteres.
11. Método de acordo com as reivindicacgbes 1 e 2

caracterizado pelo fato do monitoramento do ambiente

ser realizado em tempo real.
12. Composicdo para uso na deteccgao de

microrganismos caracterizado por compreender um meio de

cultura seletivo para o microorganismo gue se deseje
detectar e reagentes capazes de alterar as propriedades
do meio de forma a fornecer a interacdo do sistema
microrganismo-fibra.

13. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 12

caracterizado pelo fato da alteracdo ser no indice de

refracdo do sistema.

14. Dispositivo para o) sensqriamento de
microrganismos a partir da insercdo de uma fibra oéptica
sensitiva (11), com campo evanescente adeguadamente
exposto, na superficie ou em um volume de um meio de
cultura bioldgico especifico (1l2) para o microrganismo

a ser detectado caracterizado por compreender O

seguinte sistema de demodulacgdo baseado em circuito de
fibras dépticas e componentes relacionados:
fonte oéptica (1), acoplador & fibra oéptica do tipo
2x1 (2), acoplador a fibra éptica do tipo 2x2 (5),

uma ramificacéo de fibra 6ptica (8) denominada de

braco sensitivo contendo um controlador de
polarizacdao (10), um segmento de fibra 6ptica
sensitiva (11) com O campo evanescente exposto

estando em contato fisico direto com um meio de
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cultura biolégico (12), uma extremidade (15) por
onde emerge a luz que incide no fotodetector (16),
uma outra ramificagdo de fibra o6ptica (9) denominada
de brag¢o de referéncia contendo um controlador de
polarizacdo (17), uma extremidade (18) por onde
emerge a luz gque incide no fotodetector (19) de
forma a compor um dispositivo que funciona com base

na modulacdo da intensidade (ou amplitude) da luz.
15. Dispositivo para e} sensoriamento de
microrganismos a partir da insercdo de uma fibra éptica
sensitiva (11), com campo evanescente adequadamente
exposto, na superficie ou em um volume de um meio de
cultura bioldégico especifico (12) para o microrganismo

a ser detectado caracterizado por compreender O

seguinte sistema de demodulacdo baseado em circuito de

fibras opticas e componentes relacionados:
(1} uma fonte O6ptica (1), um acoplador a fibra
6ptica do tipo 2x1 (2), um acoplador a fibra oéptica
do tipo 2x2 (5), uma ramificacdo de fibra oOptica
(8) denominada de Dbrago sensitivo contendo um
controlador de polarizacdo (10), duas emendas por
conexdao (13) e (14), um segmento de fibra optica
sensitiva (11) com o campo evanescente exposto
estando em contato fisico direto com um meio de
cultura Dbiolégico (12) e tendo as suas duas
extremidades semi—-espelhadas e localizadas nos
pontos (13) e (14), uma extremidade (15) por onde
emerge a luz que incide no fotodetector (16), uma

outra ramificacdo de fibra oéptica (9) denominada de
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bragco de referéncia contendo um controlador de
polarizacdo (17), uma extremidade (18) por onde
emerge a luz que incide no fotodetector (19) de
forma a compor um dispositivo que funciona com base
na modulagdo da fase completa da luz do tipo
interferdmetro de Fabry-Perot.

16. Dispositivo para o sensoriamento de
microrganismos a partir da inserc¢do de uma fibra éptica
sensitiva (11), com campo evanescente adequadamente
exposto, na superficie ou em um volume de um meio de
cultura bioldgico especifico (12) para o microrganismo

a ser detectado caracterizado por compreender o)

seguinte sistema de demodulacdo baseado em circuito de

fibras épticas e componentes relacionados:
uma fonte Optica (1), um acoplador & fibra oéptica
do tipo 2x1 (2), um acoplador & fibra oéptica do
tipo 2x2 (5), uma ramificagcdo de fibra oéptica (8)
denominada braco sensitivo contendo um controlador
de polarizag¢do (10), um segmento de fibra O&ptica
sensitiva (11) com o campo evanescente exposto
estando em contato fisico direto com um meio de
cultura bioldgico (12), uma extremidade de fibra
6ptica (15) espelhada, outra ramificacd3o de fibra
6ptica (9) denominada braco de referéncia contendo
um controladof de polarizacéao (17) e uma
extremidade de fibra optica espelhada (18), uma

extremidade de fibra oéptica (3) por onde emerge a

luz que incide no fotodetector (4) e uma

extremidade de fibra oéptica (6) por onde emerge a
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luz que incide no fotodetector (7) de forma a
compor um dispositivo que funciona com base na
modulagdo da fase <completa da luz do tipo
interferdémetro de Michelson.

17. Dispositivo para o sensoriamento de
microrganismos a partir da insercdo de uma fibra o6ptica
sensitiva (11), com campo evanescente adequadamente
exposto, na superficie ou em um volume de um meio de
cultura bioldgico especifico (12) para o microrganismo

a ser detectado caracterizado por compreender o

seguinte sistema de demodulagdo baseado em circuito de

fibras oOpticas e componentes relacionados:
uma fontevéptica (1), um acoplador a fibra O&ptica
do tipo 2x1 (2), um acoplador a fibra oéptica do
tipo 2x2 (5), uma ramificacdo de fibra Ooptica (8)
denominada braco sensitivo contendo um controlador
de polarizacdo (10), um segmento de fibra oOptica
sensitiva (11) com o campo evanescente exposto
estando em contato fisico direto com um meio de
cultura bioldégico (12), uma extremidade de fibra
6ptica (15) emendada diretamente & extremidade de
fibra oéptica (21) pertencente ao acoplador a fibra
6ptica do tipo 2x2 (20), uma extremidade de fibra
éptica (25) por onde emerge a luz que incide no
fotodetector (23), outra ramificacéao de fibra
Optica (9) denominada de bragco de referéncia
contendo um controlador de polarizac¢do (17), uma
extremidade de fibra optica (18) emendada

diretamente a extremidade de fibra oéptica (22) e
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uma extremidade de fibra oéptica (26) por onde
emerge a luz que incide no detector (24) de forma a
compor um dispositivo que funciona com base na
modulacéao da fase completa da luz do tipo
interferdémetro de Mach-Zehnder.

18. Dispositivo de acordo com uma das

reinvindicagdes 14 a 17 caracterizado pelo fato da

fibra o6ptica sensitiva (11) conter uma rede de Bragg
gravada em seu nucleo de tal forma a compor um
dispositivo que funciona com base na modulagdo do
comprimento de onda da luz.

19. Dispositivo de acordo com uma das

reivindicagdes 14 a 17 caracterizado pelo fato da fibra

6ptica sensitiva (11) consistir em uma fibra de alta
birrefringéncia do tipo mantenedora da polarizacao de
forma a compor um dispositivo que funciona com base na
modulacdo da polarizacdo da luz.

20. Dispositivo de acordo com uma das

reivindicacg¢des 14 a 17 caracterizado pelo fato da fibra

o6ptica sensitiva (11) consistir em uma fibra de alta
birrefringéncia do tipo mantenedora da polarizag¢do que
contenha uma rede de Bragg dgravada de forma a compor um
dispositivo que funciona com base na modulagdo do

comprimento de onda e/ou polarizacdo da luz.
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RESUMO
“METODO E DISPOSITIVO PARA DETECCAO MICRORGANISMOS A

FIBRA OPTICA”

o) objetivo da presente invencéao é a
deteccdo/monitoramento de microrganismos presentes no
ar, adgua ou alimentos através do emprego de um
biosensor a fibra déptica com campo evanescente.

Uma primeira concretizacdo da presente invengdo
diz respeito a um método para a deteccdo de
contaminagdo por microrganismos especificos através da
aplicagdo do campo evanescente de uma fibra O6éptica
sensitiva caracterizado pelas etapas de:

(a) expor o campo evanescente da fibra O&éptica
sensitiva utilizando wuma técnica apropriada
baseada em propriedades fisico—-quimicas;

(b) permitir o) contato intimo do campo
evanescente exposto como obtido na etapa (a)
com a amostra a ser examinada, estando a dita
amostra em uma forma adequada para obter a
geragdo de um sinal o6éptico em resposta a
presencga de microrganismos na amostra;

(c) demodular o sinal oéptico gerado na etapa (b)
e utilizar esse valor na gquantificacdo de
microrganiémos através de um método
apropriado.

Numa segunda concretizagdo, a invengdo é dirigida

a composicdo para uso na detecgcdo de microrganismos

caracterizado por compreender um meio de cultura
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seletivo para o microrganismo que se deseje detectar e
reagentes capazes de alterar as propriedades do meio de
forma a permitir que o indice de refracdo do mensurando
seja melhor detectado.

Numa terceira concretizacdo a invencao refere-se a
um dispositivo para o sensoriamento de microrganismos a
partir da insercgdo de uma fibra oéptica sensitiva (11),
com campo evanescente adequadamente exposto, na
superficie ou em um volume de um meio de cultura
bioldgico especifico (1l2) para o microrganismo a ser
detectado compreendendo um sistema de demodulacgdo
baseado em circuito de fibras Opticas e componentes

relacionados.



