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RESUMO

A malaria é uma doenca infeciosa que é transmitida para humanos através da picada de um
mosquito, maioritariamente em regides tropicais, e que ainda mata mais de 400 mil pessoas por ano. O
diagnostico da malaria é tipicamente baseado em testes de diagnostico rapido e em microscopia. No
entanto, estes métodos implicam a necessidade de amostras de sangue do paciente € nao permitem
detetar baixa parasitémia, no caso de individuos assintomaticos. Deste modo, € necessario desenvolver
novos meétodos de diagnodstico precisos, portateis, de baixo custo, independentes do utilizador,
idealmente ndo invasivos e que permitam a detecao do parasita na fase inicial da doenca.

Assim, a presente dissertacao integra um projeto de investigacao que tem como principal objetivo
desenvolver um método de detecdo de malaria através da identificacdo de hemozoina, de modo néo
invasivo, diretamente na pele do paciente, e baseado em reflectancia ética. Neste trabalho, propde-se o
desenvolvimento de um sistema otico em placa de circuito impresso, composto por uma placa da
emissao, com diodos emissores de luz atuados por Pulse Width Modulation, com espectro de emissao
entre 400 e 800 nm, e um sistema de detecao, composto por fotodiodos e um amplificador /ock-in. No
trabalho é também apresentada a aquisicao de sinal por parte de um microcontrolador para analise dos
resultados, assim como uma proposta de encapsulamento para todo o sistema.

O sistema desenvolvido foi testado em duas configuracdes espectrofotométricas, uma de
absorbancia 6tica e outra de reflectancia, reconstruindo o espectro 6tico de amostras de hemozoina
sintética, com base em 8 comprimentos de onda especificos (397, 419, 516, 585, 603, 649, 701 e 746
nm). Os resultados mostram que o sistema é capaz de emitir luz com boa intensidade, com um consumo
de poténcia maximo estimado de 468 mW. Observou-se ainda que o sistema de absorbancia édtica foi
capaz de distinguir os espectros oticos de hemozoina sintética até uma concentracao minima de 1
pg/mL. O sistema de reflectancia, apesar de apresentar limitacdes, também foi capaz de detetar
variacdes na reflexdo total da luz em funcdo da concentracao de hemozoina. Os resultados mostram que
existe potencial para o0 uso da espectrofotometria, de absorbancia e de reflectancia, para a detecéao de

hemozoina e para a integracdo num dispositivo inovador e nao invasivo para diagnostico de malaria.

Palavras-chave: absorbancia, diodos emissores de luz, hemozoina, malaria, reflectancia



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease, transmitted to humans through the bite of a mosquito, mostly
in tropical regions, and still kills more than 400.000 people every year. Malaria diagnosis is typically
based on rapid diagnostic tests and microscopy. However, these methods require blood samples from
the patient and cannot detect low parasitemia in asymptomatic individuals. Thus, it is necessary to
develop new accurate, portable, low-cost, user-independent, ideally non-invasive diagnostic methods that
allow the detection of the parasite at low parasitemia.

Thus, this dissertation is part of a research project whose main goal is to develop a method for
malaria detection through the identification of hemozoin, in a non-invasive way, directly on the patient's
skin, and based on optical reflectance. In this work, it is proposed the development of an optical system
in a printed circuit board, composed of an emission board, with light emitting diodes actuated by Pulse
Width Modulation, with an emission spectrum between 400 and 800 nm, and a detection system,
comprised by photodiodes and a lock-in amplifier. The work also presents the signal acquisition, by a
microcontroller, to analyze the results, as well as a proposal of encapsulation for the whole system.

The developed system was tested in two spectrophotometric configurations, one of optical
absorbance and the other of reflectance, reconstructing the optical spectrum of synthetic hemozoin
samples, based on 8 specific wavelengths (397, 419, 516, 585, 603, 649, 701 and 746 nm). The results
show that the system can emit light with good intensity, with an estimated maximum power consumption
of 468 mW. It was also observed that the optical absorbance system was able to distinguish the optical
spectra of synthetic hemozoin up to a minimum concentration of 1 pg/mL. The reflectance system,
despite presenting limitations, also allowed to detect variations of the total light reflection for different
hemozoin concentrations. The obtained results show that there is potential for the use of both absorbance
and reflectance spectrophotometry for the detection of hemozoin and integration into an innovative, non-

invasive device for malaria diagnosis.

Keywords: absorbance, hemozoin, light emitting diodes, malaria, reflectance
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1.INTRODUCAO

Este capitulo apresenta o enquadramento, objetivos e motivacdo do trabalho apresentado na

presente dissertacdo, assim como descreve sucintamente a estrutura do documento.

1.1 Enquadramento

A malaria € uma doenca infeciosa fatal transmitida para os humanos, maioritariamente em regides
tropicais, através de mosquitos, sendo estes também os Unicos organismos capazes de efetuar a
transmissao de infecao entre individuos. Este facto foi demonstrado em 1897 por Ronald Ross [1]. Os
mosquitos infetados transportam um organismo unicelular, o parasita Plasmodium, que passa para a
corrente sanguinea humana durante a mordida do mosquito. Existem mais de 100 espécies de
Plasmodium [1]. Os sintomas da malaria incluem febre, dores de cabeca, arrepios, vémitos, dores
musculares e fadiga, o que dificulta o diagndstico, uma vez que podem levar a diagndsticos errados de
outras doencas [1].

O parasita da malaria sobrevive replicando-se em mosquitos ou humanos num método ciclico de
transferéncia continua entre as duas espécies. A infecdo da malaria inicia-se quando um mosquito
infetado com o parasita da malaria morde um humano e injeta o parasita em forma de esporozoitos no
hospedeiro humano. Numa primeira fase, os esporozoitos invadem as células do figado onde se dividem
e crescem até atingir a fase de merozoitos. O parasita, nesta fase, entra na rede sanguinea e invade os
gloébulos vermelhos. Este momento em que o parasita passa para a corrente sanguinea inicia o periodo
de doenca, onde o paciente infetado comeca a ter sintomas. Nos globulos vermelhos, os parasitas
consomem a maior parte do contetdo destes, incluindo a hemoglobina (Hb), que é necessaria ao seu
metabolismo, e passam por uma reproducao assexuada onde se tornam esquizontes maduros. Estes
colapsam os globulos vermelhos, soltando merozoitos novamente na corrente sanguinea que, por sua
vez, invadem mais globulos vermelhos, continuando o processo de invasao e rotura dos glébulos
vermelhos. Alguns dos merozoitos saem do ciclo de reproducdo assexuada para se desenvolver em
gametacitos, a forma sexuada do parasita, na corrente sanguinea. Estes sdo captados pelos mosquitos
que picam um ser humano infetado e, dentro do mosquito, os gametdcitos desenvolvem-se para zigotos

e por fim para esporozoitos, que sdo novamente injetados no ser humano e reiniciam o ciclo [2]. Na
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figura 1 é possivel observar o ciclo de vida do parasita da malaria de uma forma resumida e

esquematizada.
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Figura 1 - Ciclo da malaria. Adaptado de [3], créditos da imagem Genome Research Limited.
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Particularmente, quando o parasita Plasmodium esta presente nos glébulos vermelhos, origina
um conjunto de alteracdes bioguimicas e morfologicas no interior destas células. A degradacéo da Hb,
como ja foi referido, constitui uma das alteracdes ocorrentes do metabolismo do parasita durante o seu
desenvolvimento intracelular. O produto resultante da digestdo da Hb é a toxina heme, que sera
armazenada pelo parasita na sua forma metabolicamente cristalizada, denominada de hemozoina (Hz),
uma vez que este ndo é capaz de a digerir. Esta molécula ferrosa, com propriedades 6ticas muito
especificas, e diferentes das propriedades 6ticas da hemoglobina, pode servir, por isso, como marcador
unico para o diagnostico de malaria.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2019 existiram cerca de 229 milhdes
de casos de malaria, espalhados por 87 paises, sendo que 95% dos casos de malaria se concentram em

apenas 29 paises, como é possivel observar na figura abaixo (figura 2).
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Em 2019, o numero de 6bitos causados pela infecao da malaria foi de 409 000, sendo que, desse
numero, 67% (274 030 mortes) ocorreu em criancas com menos de 5 anos. Cerca de 95% das mortes
obtidas devido a malaria ocorreu em 32 paises, estando as maiores percentagens situadas da Nigéria
(23%), Republica Democratica do Congo (11%), Tanzania (5%), e Burquina Faso, Mocambique e Nigéria
com 4% [4].

A figura 3 esquematiza a distribuicdo mundial da malaria, apresentando o numero de casos por
1000 habitantes. Observa-se que as regides mais afetadas pela doenca sao Africa, a regido sudoeste da

Asia e o Pacifico Ocidental [5].

Malaria incidence, 2018
-0

Figura 3 - Distribuicao mundial da incidéncia da malaria por cada 1000 habitantes [5], COPYRIGHT World Health
Organization, 2021 - License: CC BY-NC-SA 3.0 1GO.
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A infecao da malaria pode ser tratada e prevenida, sendo que uma em cada seis pessoas que
vive numa area de alto risco consegue sobreviver a doenca. O diagnoéstico da malaria na sua fase inicial
¢ vital para a prevencao da propagacao da doenca, pois permite que seja aplicada, atempadamente,
medicacao antimalarica aos pacientes, de modo a reduzir a mortalidade desta doenca.

A mobilidade humana e o turismo também espalharam a malaria em todo 0 mundo, especialmente
em locais onde a mesma ja tinha sido extinta. Apesar das diversas medidas de controlo e prevencao que
sao aplicadas, o recente nivel elevado de mortalidade que continua a dever-se a malaria é atribuido a
resisténcia que o parasita desenvolveu contra os medicamentos e inseticidas existentes. A aprovacéo por
parte da Unido Europeia da vacina da malaria (Mosquirix), em 2015, foi um grande passo para a extincao

da infecdo da malaria [1].

1.2 Moetivacao

Como previamente referido, a malaria € uma doenca infeciosa que ainda mata quase meio milhao
de pessoas por ano. Apesar de existirem atualmente no mercado e sob investigacao diversos métodos
disponiveis para diagnostico de malaria, como a microscopia 6tica, o diagndstico molecular por reacao
em cadeia da polimerase (PCR) e varios testes de diagnostico rapidos (RDT), todos estes métodos séo
invasivos, uma vez que requerem a colheita de amostras de sangue (ainda que em pequenas
quantidades) e reagentes descartaveis e/ou consumiveis. Deste modo, torna-se urgente o
desenvolvimento de novos métodos e dispositivos de diagnostico com resultados precisos e
independentes do utilizador, portateis e de baixo custo, visando solu¢des inovadoras, sem necessitarem
de reagentes ou amostras de sangue e, portanto, ndo invasivos.

Para este projeto, que se enquadra no projeto de investigacao financiado MalariaChip, referéncia
NORTE-01-0145-FEDER-028178, foi proposto o desenvolvimento da eletronica de iluminacéo e leitura
para um prototipo de um sensor dtico nao invasivo, baseado em sinais de espectrofotometria de
reflectancia otica, para quantificar a presenca de hemozoina, medida diretamente na pele do paciente,
de modo a que seja possivel diagnosticar malaria sem necessidade de recolha de amostras sanguineas
do paciente. O dispositivo, ao ser ndo invasivo e automatico, permitira levar os testes de diagndstico a
zonas remotas onde, normalmente por falta de condicdes, é impossivel chegarem. De modo a
implementar o dispositivo 6tico de reflectancia, com um limite de detecado que se espera que atinja até
12,5 parasitas/ul de glébulos vermelhos, comparavel com os melhores métodos de diagnéstico no

mercado, o sistema otico devera incluir diodos emissores de luz (LEDs, do inglés /ight emitting diodes)
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para a emissdo de luz, uma matriz de fotodiodos para a aquisicdo da luz refletida, e circuitos para o
acondicionamento e processamento dos sinais obtidos. O dispositivo incluird ainda (ndo é parte deste
projeto), um conjunto de filtros dticos (um filtro para cada um dos fotodiodos da matriz), projetados para
selecionar e filtrar a luz em diferentes comprimentos de onda, ajudando a reconstruir, a partir de um
numero limitado de pontos discretos (16, neste caso), o espectro original de cada amostra [6]. O espectro
originado pela reflexdo da luz na amostra sera especifico para a sua composicao quimica e molecular,
permitindo distinguir entre amostras saudaveis e com parasitas da malaria.

A tecnologia apresentada para o dispositivo ndo invasivo para diagnostico de malaria, através de
reflectancia dtica, medida diretamente na pele do paciente, é totalmente inovadora, ndo havendo outros
trabalhos que se baseiem no mesmo principio. Este trabalho, ao analisar e desenvolver o sistema ético
para aquisicdo dos sinais de reflectancia, consiste num passo essencial para a concretizacao do objetivo

principal do projeto, o que evidencia a sua originalidade.

1.3 Objetivos

O principal objetivo desta dissertacdo ¢ o desenvolvimento de um protoétipo laboratorial de um
sensor otico, baseado em sinais de reflectancia otica, para quantificar a presenca de hemozoina em
sangue, para auxilio ao diagnostico nao invasivo da malaria.

Para a realizacdo do objetivo final desta dissertacao sera necessario o cumprimento de objetivos

intermédios, sendo eles:

e Desenvolvimento e teste de um sistema de iluminacéo e leitura, composto por LEDs (que emitem
luz branca) e fotodiodos;

e Caracterizacao dtica dos LEDs em termos de espectro e densidade de poténcia dtica;

e Desenvolvimento da eletrénica de detecéo (incluindo dimensionamento de um amplificador /ock-
/), com aquisicdo por um microcontrolador;

e Desenho de PCBs para implementacao do sistema;

e Desenho do encapsulamento do prototipo;

e Teste do protdétipo com amostras sintéticas de Hz, oticamente representativas da Hz natural

produzida pelos parasitas da malaria.
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1.4 Estrutura da Dissertacao

O primeiro capitulo da dissertacdo resume os principais objetivos do trabalho realizado, efetuando
0 seu enquadramento tedrico e apresentando a sua motivacdo. E também, neste capitulo, feito um
sucinto resumo sobre a malaria, existindo uma breve explicacdo da origem e transmissao da doenca. O
ultimo ponto deste capitulo descreve a organizacao da dissertacao.

0 segundo capitulo da dissertacdo incorpora a revisao da literatura que contém informacdes sobre
métodos convencionais para o diagndstico da malaria e métodos baseados em quantificacdo de
hemozoina. Neste capitulo sao também descritos varios microdispositivos implementados e publicados
na literatura baseados em espectrofotometria, que serviram como ponto de partida para a execucdo
deste trabalho.

No terceiro capitulo encontram-se descritos todos os métodos experimentais para a
implementacao da solucao proposta para o problema.

O quarto capitulo apresenta os resultados experimentais obtidos ao longo do trabalho, bem como
a sua discussao.

O quinto capitulo, e ultimo, apresenta as principais conclusdes retiradas do trabalho realizado, e
propde algumas sugestdes para trabalho futuro a desenvolver, de modo a resolver as limitacdes do

presente trabalho.
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2.ESTADO DA ARTE

No capitulo do estado da arte sao apresentados, nas primeiras seccoes, 0s principais métodos
convencionais de diagndstico da malaria. Em seguida, sao apresentados, para além dos métodos mais
tradicionais, os métodos de diagnostico da malaria baseados na quantificacdo de hemozoina que se
encontram reportados na literatura. Por ultimo, sdo expostos varios microdispositivos baseados em
espectrofotometria, para outras aplicacdes de diagnostico, e que servem de ponto de partida para o

trabalho desenvolvido nesta dissertacao.

2.1 Diagnostico Convencional de Malaria

Existem diversos protocolos estabelecidos e convencdes para o diagnostico da malaria que
incluem analise microscopica de esfregacos de sangue, testes de diagnéstico rapido (RDT), e técnicas
de analise molecular baseadas em acidos nucleicos (PCR). Estes métodos de diagndstico mais
convencionais, em particular a microscopia otica, apresentam algumas desvantagens, tais como a
necessidade de uma analise em multiplos passos, o elevado custo dos equipamentos usados para as
analises e a necessidade de pessoas qualificadas para a realizacdo dos testes e manuseamento dos
equipamentos. Por seu lado, os RDT, apesar de nao necessitarem de técnicos especializados nem
equipamentos complexos, nao apresentam tanta sensibilidade na detecao como os outros métodos, nao
detetando baixa parasitémia, e tm custo por teste elevado.

Devido as limitacdes dos RDT para baixas parasitémias (e em casos de auséncia de sintomas), a
OMS recomenda o uso dos RDT para o diagnostico da malaria apenas para pacientes que apresentem
sintomas febris [1]. Deste modo, existe uma necessidade de alternativas para testes para a detecédo da
malaria com alta sensibilidade, rapidos, simples e de baixo custo que possam ser usados em zonas com
poucos recursos e que detetem a doenca numa fase inicial, antes de comecarem a surgir os sintomas.

De uma forma geral, atualmente, é possivel detetar a presenca de malaria em humanos através
de diagnostico clinico e de métodos minimamente invasivos (implicando picada do dedo), quer tendo por
base a microscopia (analise de amostras de sangue ao microscopio), quer por testes rapidos de
diagnostico. Apesar de estes métodos serem os mais comummente utilizados, tém vindo também a ser
estudados métodos alternativos de diagndstico que possam ultrapassar as limitacdes dos métodos mais
utilizados, como por exemplo testes moleculares, magnéticos, 6ticos ou fotoacusticos, capazes de detetar

a presenca de hemozoina nos globulos vermelhos.
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2.1.1 Diagnostico Clinico

O diagnéstico da malaria baseado em observacao clinica dos sintomas por parte de um médico é
0 método preliminar de diagnostico, sendo usado antes de outros testes para determinar uma
probabilidade do paciente ter infecdo da malaria. Em areas onde nao existem outros recursos disponiveis,
o diagnostico clinico ¢ o Unico método utilizado. O diagnostico clinico consiste na analise do historial
médico do paciente e na analise fisica do mesmo para que seja possivel determinar a causa dos sintomas
apresentados. Uma das maiores dificuldades para o diagnéstico da malaria usando este método é o facto
dos sintomas apresentados pelos pacientes nao serem especificos, podendo o diagnéstico ser facilmente
confundido com uma gripe ou infecdo bacteriana, entre outras doencas, o que leva a utilizacao

desnecessaria de medicacdo antimalarica [2].

2.1.2  Microscopia Otica

Este método consiste em retirar uma amostra de sangue ao paciente e enviar para um laboratorio
de modo a analisar a mesma num microscopio 6tico. Através da observacao dos globulos vermelhos e
da presenca de cristais de hemozoina, é possivel a quantificacdo e distincdo de espécies, obtendo-se
posteriormente o diagnastico [1]. A microscopia possui algumas caracteristicas desejaveis, sendo elas o
baixo custo e a especificidade e sensibilidade alta. Contudo, existem varios inconvenientes na utilizacdo
deste método, uma vez que é lento, exige deslocamento das amostras até um laboratorio (sendo dificil
de implementar nas regides endémicas mais remotas), implica equipamento laboratorial e um técnico
especializado, o que pode levar a uma interpretacao subjetiva dos resultados. A qualidade do diagnostico
¢ altamente dependente da experiéncia do técnico que efetua o teste. Em média, por microscopia,
conseguem-se detetar cerca de 50 parasitas/pL de sangue. Um técnico altamente especializado pode

conseguir atingir limites de detecao até 10 vezes melhores (5-10 parasitas/pL de sangue).

2.1.3 Diagnostico por Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia consiste num caso particular de microscopia, usada em laboratério
para identificacdo de maldaria. Certas substancias coloridas (corantes, que podem ser naturais ou
sintéticos) tém uma afinidade com o nucleo acido dos parasitas da malaria, sendo que, em contacto
com estes, se irdo anexar aos mesmos. Quando excitados com luz ultravioleta (UV) a um determinado
comprimento de onda, os nucleos dos parasitas irdo brilhar. Os dois fluorocromos mais utilizados para

este proposito sdo o acridina orange (AO) e o benzothiocarboxypurine (BCP), que sdo ambos excitados a
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490 nm e exibem uma cor verde maca ou amarelo fluorescente [7]. Com experiéncia, é possivel detetar
rapidamente parasitas usando métodos que envolvem florescéncia. No entanto, devido a exigéncia de
equipamento laboratorial, este método nao é usado para diagndstico em campo, sendo usado apenas

em investigacao laboratorial.

2.1.4 Diagnostico Molecular por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Um outro método de diagnostico da malaria em laboratério € baseado em analise molecular por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), consistindo na detecdo de sequéncias acido-nucleicas
especificas do parasita de Plasmodium. Nas técnicas de detecdo de sequéncias acido-nucleicas, dois
iniciadores oligonucleicos, que flanqueiam a sequéncia de Plasmodium pretendida, e TAQ polimerase
sao usados em sucessivos ciclos de acido desoxirribonucleico (ADN) para gerar e multiplicar cépias da
sequéncia alvo. A sequéncia desejada, que se encontra ampliada, é entdo detetada por sondas internas
ou analisada por eletroforese em gel.

A maior vantagem de usar técnicas de sequéncias acido nucleicas para a detecdo da malaria, é
a possibilidade de detecdo da infecdo em pacientes com baixo nivel de parasitas. A titulo de exemplo,
infecbes com um nivel de 5 parasitas/pL de sangue podem ser detetadas com 100% de especificidade
[8]. Contudo, o elevado custo dos testes e a necessidade de equipamento e técnicos altamente
especializados impedem a utilizacdo de PCR em campo e regides remotas, ndo sendo usado por isso

em diagndstico de rotina, mas apenas para fins de investigacao.

2.1.5 Testes de Diagnostico Rapido (RDT)

Os testes de diagnostico rapido sao altamente recomendados para o diagnostico da malaria em
ambientes com recursos reduzidos, em alternativa ou como complemento a microscopia, uma vez que
¢é possivel obter resultados rapidamente, ndo é necessario ter pessoas altamente qualificadas para ser
usado e sao de facil interpretacdo e operacdo [1]. Estes testes, baseados em métodos
imunocromatograficos, dependem da migracao de liquido através da superficie de uma membrana de
nitrocelulose [7]. Estes testes usam antigénios que sao direcionados para algumas proteinas que
resultam da presenca do parasita da malaria na corrente sanguinea [2]. Os RDT tém uma sensibilidade
comparavel com a microscopia (limites de detecao de cerca de 50-100 parasitas/ L de sangue) e podem

ser utilizados na maioria dos locais remotos. Porém, os RDT sao caros (apesar de o dispositivo ser barato,
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este é descartavel, tendo por isso um custo por teste elevado) e ndo permitem a quantificacdo de

parasitas, apenas a detecado qualitativa da presenca dos mesmos.

2.2 Diagnéstico Baseado em Quantificacao de Hemozoina

Além dos métodos convencionais classicos (microscopia, RDT e PCR), nos ultimos anos, muitos
investigadores tém vindo ainda a explorar o potencial de Hz no diagnostico de malaria [9], focando-se

nas suas propriedades magnéticas [10], superparamagnéticas [11], acUsticas [12] ou oticas [13][14].

2.2.1 Métodos Magnéticos

Os testes magnéticos para a detecdo da malaria baseiam-se no facto do parasita da malaria
produzir hemozoina, um subproduto do seu ciclo de vida dentro da corrente sanguinea. A hemozoina,
sendo um composto ferroso, possui propriedades magnéticas que podem ser usadas no diagnostico da
malaria. No sistema proposto por McBirney et al. (2018) [13], para realizar o teste, é necessario retirar
uma amostra de sangue do paciente e apontar um laser a 635 nm sobre a mesma, para que seja possivel
medir a intensidade de luz que a atravessa. Posteriormente, um iman € posicionado proximo da amostra,
0 que ira atrair, alinhar e direcionar as moléculas de hemozoina. Em seguida, sera novamente apontado
um laser sobre a amostra. A intensidade de luz que atravessa a amostra & novamente medida e se existir
uma maior intensidade na segunda medicao do que na primeira, é indicativa de que o paciente contém
hemozoina na corrente sanguinea (a hemozoina possui um tom escuro que dificulta a passagem da luz)
[13]. A figura 4 apresenta um desenho CAD (desenho assistido por computador) de um prototipo

desenvolvido pelos autores.

Diodo laser de 635 nm
. Fotodetetor

Amostra

Figura 4 — Desenho CAD do protétipo desenvolvido para diagndstico de malaria por métodos magnéticos, adaptado

de [13], com a permissao Copyright 2021 da American Chemical Society.

25



2.2.2 Meétodos Fotoacusticos

Diversos autores tém vindo a desenvolver métodos fotoacusticos para diagndstico de malaria ndo
invasivo, baseados, por exemplo, em nanobolhas de vapor. Em particular, o método aqui reportado
consiste em aplicar um pulso de laser sobre a pele através de uma sonda, com uma densidade energética
de 36 mJ/cmz[15][16]. A sonda foi desenvolvida para um diagndstico transdermal (ou seja, emite os
sinais através da pele, ndo sendo necessario recolher amostras) e inclui uma fibra ética, um sensor
acustico adaptado que contém um amplificador e que se encontra integrado numa unidade compacta e
portatil. Em resposta a cada pulso de laser, a sonda deteta um pulso acustico de nanobolhas e gera
como saida um sinal elétrico. Os sinais de saida obtidos sdo guardados e analisados posteriormente em
software especializado para o efeito. Um sinal de um humano saudavel, ndo infetado com malaria, foi
utilizado para determinar o threshold, ou seja, o valor maximo de amplitude que um sinal pode ter para
ser considerado como um teste negativo. Para verificar se um paciente se encontra ou nao infetado com
malaria, a amplitude do sinal obtido na medicao é comparada com o f#ireshold calculado e, caso a
amplitude do mesmo se encontre acima do #hreshold, o mesmo é considerado positivo [15]. Na figura
5, € possivel observar, do lado esquerdo um protdtipo laboratorial experimental, e do lado direito, um
diagrama de blocos do método de funcionamento do protétipo.
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Figura 5 - Protétipo experimental desenvolvido e diagrama de blocos do método fotoacustico para a detecdo de

hemozoina. Partilhado de [15], com autorizacdo da PCM através de uma licenca Creative Commons.

2.2.3  Métodos de Absorbancia Otica

Além de métodos magnéticos e opto-acusticos, encontram-se também em desenvolvimento
diversos métodos miniaturizados para detecdo otica de malaria. Catarino et a/ [14] descrevem um
método e dispositivo para a quantificacdo de hemozoina através de espetrofotometria de absorcao otica.

0 método de detecdo de hemozoina consiste na reconstrucdo do espectro 6tico da amostra através de

26



6 comprimentos de onda discretos (567 nm, 591 nm, 617 nm, 623 nm, 670 nm e 721 nm)
especificamente escolhidos em 6 pontos relevantes do espectro 6tico visivel, com base em conhecimento
prévio dos espectros de absorbancia da hemoglobina e hemozoina [17]. Este método consiste em retirar
uma amostra de sangue, e colocar num suporte especifico. Posteriormente, este suporte é colocado num
dispositivo que faz incidir luz sobre a amostra através de diodos emissores de luz (LEDs) em seis
comprimentos de onda especificos. Essa luz, depois de atravessar a amostra (alinhada com os LEDs), é
absorvida por um conjunto de sensores (seis fotodiodos alinhados com os LEDs). A captacéo da luz pelo
fotodiodo provoca uma alteracao da corrente na saida do mesmo, alteracdo essa que é captada por um
microcontrolador que analisa os dados obtidos e reconstréi o espectro ético [14][17]. Aplica-se de
seguida um algoritmo de detecdo que quantifica a quantidade de hemozoina presente (com um limite
minimo de detecdo de 1 pg/mL de hemozoina em sangue total) [14]. A figura 6 apresenta um desenho
CAD do dispositivo desenvolvido. Apesar de necessitar de melhorias no limite de detecao, esta tecnologia
pode ser uma alternativa aos métodos de detecao da malaria mais comuns, visto ser rapido, quantitativo

e ter um custo por teste baixo [14].

Microcontrolador
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Dete¢do e Leitura _

Cartdo SD

Figura 6 - Desenho CAD do protétipo desenvolvido para o método de absorbancia. Adaptado de Catarino et al.

[14], Copyright © 2020, IEEE,

De um modo geral, os métodos espectrofotométricos disponiveis para detecao de parasitas da
malaria tém vindo a ser baseados em espectrofotometria de absorcdo e de Raman [18]. No entanto,
todos os trabalhos apresentados apresentam limitacbes, nomeadamente em relacdo a necessidade de

amostras sanguineas e da complexidade dos sistemas, além da dificuldade em detetar baixas
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concentracdes do parasita. Assim, a presente dissertacdo vem contribuir para um método inovador, uma
vez que ndo se encontra reportado na literatura qualquer sistema eletronico para quantificacdo de
parasitas da malaria por espectrofotometria de reflectancia, e que ndo implique recolha de amostras de

sangue.

2.2.4 Reflectancia Otica

Grande parte dos métodos previamente referidos sao invasivos, uma vez que requerem a colheita
de amostras de sangue (ainda que em pequenas quantidades) e reagentes descartaveis e/ou
consumiveis. Assim, refere-se de seguida uma abordagem, proposta no projeto de investigacao
MalariaChip, e na qual o presente trabalho de dissertacdo se baseia, que ndo envolve a recolha de
amostras para diagnostico de malaria. Particularmente, em relacao as propriedades oticas, tém vindo a
ser desenvolvidas varias técnicas de espectroscopia dtica para o estudo das propriedades fisicas e
quimicas da Hz, que possam ser integradas em dispositivos cada vez mais miniaturizados,
automatizados e nao invasivos, com o objetivo de ajudar a diagnosticar esta doenca na sua fase inicial.
Especificamente, o presente trabalho baseia-se no principio de que a Hz e a Hb possuem espectros
oticos caracteristicos diferentes, principalmente na faixa do visivel, com picos de reflectancia que se
modificam consoante as concentracdes de Hb e Hz no sangue. Quando o parasita da malaria esta
presente no organismo humano, a Hz aumenta e a Hb diminui, o que possibilita a detecdo do parasita
por espectrofotometria de reflectancia ética e permite detetar o progresso da infecdo. O grupo de
investigacdo CMEMS (Unidade de Investigacdo em Microssistemas Eletromecéanicos da Universidade do
Minho), tem vindo deste 2018 a aplicar, em cooperacdo com o Laboratorio Associado ICVS (Instituto de
Investigacdo em Ciéncias da Vida e Saude) /3B's, também da Universidade do Minho, este principio para
detecao de Hz por reflectancia otica [19].

A figura 7 apresenta, a titulo de exemplo, os espectros continuos de reflectancia o6tica de globulos
vermelhos saudaveis e glébulos vermelhos infetados com o parasita da malaria, em diferentes niveis de
parasitémia, e nos estados iniciais (anéis) e avancados (trofozditos) da doenca. As medicdes, realizadas
no ambito de outros trabalhos dentro deste projeto de investigacdo [6] e [19] foram realizadas no
CMEMS, num sefup espectrofotométrico composto por uma fonte de luz, fibras éticas, um suporte de
amostras de cuvete e um espetrometro AvaSpec-ULS2048XL EVO (Avantes). As amostras foram medidas
numa cuvete de caminho 6tico de 1 mm com 40% de hematocrito para representar a concentracao real
dos globulos vermelhos no sangue humano. As amostras de Plasmodium falciparum foram cultivadas

no ICVS.

28



@ Healthy RBCs

Troph. )
e 12 parasites/uL

e 25 parasites/uL

50 parasites/uL
125 parasites/pL

250 parasites/pL

500 parasites/pL

Normalized retlectance (au.)

..................

095 L L 1 1 t 1 1 L L t L I L L + 1 L L L -t L
400 450 500 550 600 650 700 750 800

Wavelength (nm)

Figura 7 - Espectros de reflectancia continuos de globulos vermelhos saudaveis e globulos vermelhos infetados,
cultivados in vitro, com diferentes parasitémias (12,5 a 50 parasitas/pL de glébulos vermelhos) de P. falciparum,
nos estados inicial (anéis) e avancado (trofozoitos) da doenca. Reproduzido de [20], com autorizacdo da MDPI

através de uma licenca Creative Commons CC BY.

A partir dos espectros de reflectancia apresentados, espera-se que seja possivel desenvolver um
dispositivo otico inovador com base em reflectancia otica para detecdo de hemozoina. Com o objetivo de
reconstruir os espectros de reflectancia otica das amostras a partir de um conjunto limitado de
comprimentos de onda (no caso apenas 16 pontos discretos), & necessario que o dispositivo final seja
constituido por uma fonte de luz capaz de emitir e direcionar a luz para as amostras; uma série de filtros
oticos passa-banda, especificos para selecionar e filtrar a luz em comprimentos de onda selecionados;
um conjunto de 16 fotodiodos que irdo receber a luz refletida e converté-la em corrente elétrica. Este
trabalho, ao analisar e desenvolver um protétipo da eletronica de emissao e leitura para o sistema ético
para a emissao e a aquisicao dos sinais de reflectancia, consiste num passo essencial para a

concretizacao do objetivo principal do projeto, evidenciando a sua originalidade.

2.3 Microdispositivos Baseados em Espectrofotometria

Todos os componentes e substancias quimicas absorvem, refletem e transmitem luz (radiacao
eletromagnética), em determinados comprimentos de onda do espectro o6tico [21]. A espectrofotometria
€ um método utilizado para medir a quantidade de luz transmitida, absorvida ou refletida por uma
substancia quimica, realizando a medicao da intensidade de luz que passa através de uma amostra

dessa substancia. De um modo genérico, um sistema espectrofotométrico inclui uma fonte de luz, um
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monocromador (que seleciona 0s comprimentos de onda da luz) e um fotodetetor que converte a luz
recebida em corrente elétrica. A figura 8 ilustra, de uma forma simples, os componentes essenciais de

um sistema espectrofotométrico.

Seletor de
Colimador comprimento de Fotodetetor
onda
Emissor de Luz Monocromador Amostra Display digital

Figura 8 - Estrutura basica de um sistema espectrofotométrico. Adaptado de [21], com autorizacdo da 7he

LibreTexts através de uma licenca CC BY-NC-SA 3.0 .

Para determinar a concentracdo de uma amostra, é usual a utilizacao da lei de Lambert Beer,
dada por A =€#* [ * ¢, onde A ¢ a absorbancia da amostra, € a constante de absorcado molar, /o
comprimento da amostra que o feixe de luz tem de atravessar e ¢ a concentracdo da solucdo [21]. A
transmitancia (7) de uma amostra é a fracdo de luz que passa através desta. Para o calculo da
transmitancia é necessario em primeiro lugar medir a intensidade de luz de referéncia, ou seja, a luz
total que atravessa o sistema, na auséncia de amostra (%), e posteriormente medir a intensidade de luz
que atravessa o sistema com amostra (/. A partir destes valores, a transmitancia é dada por T = 1/ Io.
Com o valor da transmitancia calculado é possivel calcular o valor da luz absorvida pela amostra,
absorbancia, uma vez que estes se relacionam, através da expressdao A = —log;o(T). De igual modo,
se usarmos este método em reflectancia (R), € necessario medir, em primeiro lugar, o valor da luz
refletida de referéncia, ou seja, medir a luz refletida por uma amostra de sulfato de bario (material que
reflete praticamente toda a luz, acima de 99%), /o, e posteriormente ¢ medida a luz refletida pelo sistema
com uma amostra, /.

Por ser um método relativamente simples de implementar e com resultados satisfatérios (em
termos de especificidade e sensibilidade), a espectrofotometria € um método muito util e versatil para a
analise quantitativa em varias areas, como por exemplo, quimica, fisica, biologia, bioquimica, engenharia
dos materiais e aplicacdes clinicas e industriais. Em particular, no presente trabalho, pretende-se a
utilizacao desta técnica para diagnostico de malaria. Assim, de seguida, apresenta-se uma curta revisao

da literatura de exemplos de diferentes dispositivos miniaturizados e portateis, point-of-care, com base

30



em espectrofotometria, para diferentes aplicacdes na area biomédica, desde analises clinicas a sistemas
de diagnostico de diversas patologias, e que servem como ponto de partida para a implementacao do
sistema de reflectancia dtica que se pretende implementar no presente trabalho, e que sera descrito no

capitulo 3.

2.3.1 Microdispositivos em Analises Clinicas

Existe atualmente uma necessidade crescente de testes com uma precisao bastante elevada e de
tempo reduzido para analise de fluidos fisioldgicos humanos [22], podendo a espectrofotometria de
absorcao otica ser uma alternativa para a implementacdo em sistemas portateis e miniaturizados. Num
estudo realizado por Grabowska et a/. [22][23], foi analisada a utilizacdo da espectrofotometria de
absorcdo para a detecdo e quantificacdo de acido urico em fluidos biolégicos. Foi desenvolvido, pelos
autores, um micro reator com 3 entradas que permite a introducao de diferentes reagentes, que sao
utilizados na reacao analitica. No microssistema desenvolvido, foram utilizados métodos colorimétricos
e fluorescentes para a detecdo de acido Urico. As solucdes preparadas, com concentracdes de reagente
conhecidas (padrdo), foram bombeadas simultaneamente para o microssistema usando uma bomba
peristaltica [22]. Para a detecdo da intensidade de luz que atravessa a amostra, os autores recorreram
a uma matriz de espectrometros, da Control Development Inc., com estabilizacdo da temperatura. As
medidas espectrofluorométricas foram realizadas com a Fluoromax 3 (Jobin Yvon). Como fonte de luz,
os autores utilizaram a lampada presente na Fluoromax 3, sendo a luz da lampada de xénon guiada para
uma fibra otica que posteriormente foi direcionada para a amostra. A resposta otica foi medida nos
comprimentos de onda de 660 nm a 720 nm.

Minas et al. [24][25] desenvolveram um microssistema para analises de fluidos bioldgicos através
de analise espectrofotométrica, sendo o microssistema desenvolvido focado em métodos colorimétricos
por absorcao otica. O /ab-on-a-chip desenvolvido por Minas ef a/, combina num Unico dispositivo o
sistema microfluidico, o sistema de filtragem otica e o sistema de detecao e leitura do sinal. O principio
de funcionamento do /ab-on-a-chip é baseado em iluminacao na parte superior, com um feixe de luz
branca, que é transmitido para os microcanais que contém as amostras para analise. A luz que atravessa
a amostra é filtrada com recurso a filtros 6ticos de Febry-Perot, filtros estes que sao constituidos por dois
espelhos paralelos com uma camada de ressonancia no meio. A espessura da camada de ressonancia
determina o intervalo da banda espectral (comprimentos de onda) para a qual o filtro permite a passagem
da luz (ou seja, comprimento de onda com elevada transmitancia). A intensidade do espectro, depois de

filtrada, ¢ medida usando fotodetetores, que convertem a luz transmitida em corrente. Os fotodetetores
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sao fotodiodos de juncdo pn, fabricados usando a juncao r+/p-epilayer disponivel nos processos CMOS
(complementary metal oxide semiconductor), sem ser necessario a utilizacdo de camadas ou mascaras
adicionais. Foi adicionado ao fotodetetor um conversor de luz-frequéncia, que converte o sinal analégico
em um sinal digital [24].

Pinto et al. [26] implementaram também um sistema miniaturizado para analises de fluidos
bioldgicos, sendo o principal objetivo do sistema desenvolvido a detecdo de cortisol na saliva. O
imunossensor microfluidico desenvolvido compreende 3 subsistemas: um die microfluidico, o controlo
de bombeamento do fluido e um sistema espectrofotométrico para a medicdo da absorcéo dtica a 450
nm, com LED e fotodiodo. Para a quantificacdo de cortisol por absorcdo ¢tica foi utilizado um fotodiodo
de silicio integrado num chjp CMOS, com vista a miniaturizacdo do sistema. O fotodiodo utilizado foi um
fotodiodo de juncao pn, tal como desenvolvido por Lin ef a/ [27]. O sensor desenvolvido consegue
oferecer uma solucdo para a detecdo de cortisol com uma diminuicdo significativa dos reagentes
utilizados e uma diminuicao no tempo de realizacao da analise em relacdo aos métodos convencionais
de quantificacdo deste analito.

Farahani et a/. [28] desenvolveram um dispositivo microfluidico integrado em um /ab-on-chip para
extracdo em fase sélida e detecdo espectrofotométrica de morfina, codeina e papaverina em amostras
de urina humana. Para a execucao das medidas espectrofotométricas, existe no dispositivo uma célula
de detecdo em forma de z, com um comprimento de 200 mm. Como fonte de luz o autor recorreu a
uma lampada de xénon e para a realizacdo das medidas de absorbancia dtica foi utilizado um
espectrofotometro miniaturizado (USB4000, Ocean Optics). De modo guiar a luz da lampada até a
amostra e da amostra ao espectrofotémetro, os autores utilizaram duas fibras oticas ligadas em
extremidades opostas do c/ip. Duas lentes de colimacao foram fixadas nas duas extremidades da célula
para focar a luz na direcdo da solucao. O sistema oferece uma boa solucao para a detecdo de morfina,
codeina e papaverina em urina com uma diminuicao significada no tempo de realizacdo da analise

comparando com métodos mais convencionais.

2.3.2 Microdispositivos em Tipagem Sanguinea

A detecdo do tipo sanguineo é essencial para o sucesso nos procedimentos de salvamento de
vidas, como as transfusdes de sangue [29][30]. Atualmente, existem varios testes para determinar o tipo
de sangue, de modo a identificar quais os antigénios presentes nos glébulos vermelhos, e quais 0s que
se encontram em falta [31]. Os testes realizados manualmente baseiam-se na visualizacdo de

aglutinacao (interacdo antigénio-anticorpo) apds a mistura das amostras de sangue com reagentes
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especificos. Apesar da rapidez dos testes, os resultados sdo altamente subjetivos devido ao facto de
dependerem do técnico que os realiza. Nesse sentido foram realizados varios estudos sobre a utilizacao
de espectrofotometria para a detecao do tipo de sangue num ser humano, dos quais de destacam os
trabalhos de Narayana et al. [32], Pimenta ef a/. [30] e Fernandes et a/. [33]. O uso da espectrofotometria
para a detecdo de diferentes tipos de sangue é inicialmente descrito por Narayana ef a/. [32], que
comprovaram que diferenciar os tipos de sangue humano é possivel, misturando o sangue ou os glébulos
vermelhos com reagentes especificos (anticorpos) e medindo o espectro de densidade otica das
respetivas misturas. Os autores verificam que uma amostra aglutinada tem um espectro de densidade
otica diferente de uma amostra ndo aglutinada, portanto, a detecéo de diferentes tipos de sangue pode
ser realizada comparando o espectro de densidade ética entre os comprimentos de onda de 600 nm a
1000 nm.

Nos estudos realizados por Pimenta ef a/. [30] e Fernandes et a/. [33], foram desenvolvidos
dispositivos miniaturizados baseados em espectrofotometria, constituidos por uma fonte de luz
especifica, baseada em quatro conjuntos de trés LEDs, com comprimentos de onda de 410, 536 e 931
nm, e quatro fotodiodos comerciais (S2387-33R da Hamamatsu) [33]. Os autores concluiram que é
possivel e viavel identificar diferentes tipos de sangue com um sistema baseado na medicdo da densidade
otica da amostra nos comprimentos de onde de 400 nm a 1000 nm, o que possibilitou o desenvolvimento
de um sistema automatico, de baixo custo, miniaturizado, portatil, rapido e que ndo necessita de um

técnico especializado para a interpretacdo dos resultados [27,30].

2.3.3  Microdispositivos em Diagnostico de Cancro

Pimenta et a/. [34][35] desenvolveram um microssistema que combina duas técnicas oticas
(reflectancia difusa e fluorescéncia) num unico dispositivo, para detecdo de cancro gastrointestinal. De
modo a selecionar a gama do espectro relevante dos sinais espectrofotométricos para a detecdo de
displasia gastrointestinal, o microssistema contém uma matriz de filtros dticos de filmes finos
depositados sobre fotodiodos de silicio. No c/jp encontram-se também implementados LEDs (um LED
ultravioleta e um LED de luz branca) miniaturizados, como objetivo de providenciar iluminacao para as
medidas de reflectancia difusa e de fluorescéncia. Por fim, os autores implementaram eletrénica para a
aquisicao e tratamento de sinal e um sistema para a transmissao dos dados para um computador para
posterior analise. Na figura 9 encontra-se representado o esquematico do sistema miniaturizado

implementado, com um corte transversal na zona de iluminacao e detecao.
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Figura 9 - Sistema miniaturizado implementado por Pimenta et a/. Reproduzido de [34], com autorizacdo da MDPI

através de uma licenca Creative Commons CC BY.

Lee et al. [36] desenvolveram um sensor miniaturizado optoelectronico para auxiliar na avaliacdo
in situ, em tempo real e objetiva dos tecidos pancreaticos humanos durante EUS-FNA (bidpsia aspirativa
por agulha fina guiada por ultrassom endoscépio). O microssistema criado foi colocado dentro de uma
agulha de 19 gauge, sistema este constituido por um fotodetetor (T1090P, Vishay), que contém uma alta
detecao radiante e uma elevada sensibilidade na zona de interesse, e dois LEDs que emitem luz em dois
comprimentos de onda discretos, sendo eles 460 e 650 nm, tendo sido escolhidos dois LEDs comerciais
(460DA3547, Cree, para o comprimento de onda de 460 nm e C4L12T5, Chip4Light para o
comprimento de onda de 650 nm) para o fabrico do microssistema. Na figura 10 pode-se observar uma
fotografia do sensor ético miniaturizado desenvolvido, compativel com uma agulha de 19 gauge, que foi
desenvolvida com sucesso para um estudo de prova de conceito para detecdo de cancro do pancreas. A

UPCB representada na figura (figura 10), esta posteriormente ligada a uma outra PCB onde sao

realizadas as conexodes elétricas para o controlo do sistema.
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Figura 10 - Sistema desenvolvido por Lee et al. para o estudo de prova de conceito para a detecao do cancro
pancreatico. Partilhado de [36], com a autorizacdo da Science através de uma licenca Creative Commons

Attribution NonCommercial License 4.0 (CC BY-NC).

Os varios meétodos descritos mostram que, de facto, existe muito potencial em técnicas
espectrofotométricas para diagndstico clinico, com diversas solucdes, quer em termos de técnica
(absorbancia, reflectancia, fluorescéncia) como de equipamentos e tecnologias (PCB, ou CMOS, por
exemplo), e tanto para a iluminacdo como para detecdo. O trabalho que se apresenta de seguida sera

baseado em detecdo de reflectancia 6tica, utilizando LEDs e implementado em PCB.
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3. METODOS E IMPLEMENTACAO

Este capitulo aborda todos os circuitos de atuacao e detecao implementados para a resolucao do

problema, desde o seu desenho, dimensionamento, simulacao e implementacao.

3.1 Sistema de lluminacao

O sistema a implementar na presente dissertacdo ¢ um sistema espectrofotométrico de
reflectancia otica, pelo que é necessario a implementacdo de uma fonte de iluminacao para o mesmo.
Deste modo, € necessario compreender qual a zona do espectro 6tico relevante para a realizacao do
sistema. Na figura 7, encontra-se o espectro da reflectancia ética de varias medicées de amostras
sanguineas saudaveis e amostras com parasitas da malaria, cultivados em laboratério, e medidos num
espectrofotometro comercial, no ambito do projeto MalariaChip. A partir deste espectro, selecionaram-
se 16 comprimentos de onda (A) relevantes para o desenvolvimento do projeto: 400, 435, 520, 590,
610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 700, 720, 740 e 800 nm. Estes comprimentos de onda
cobrem todo o espectro de reflectancia das amostras, pelo que se espera que, a partir de apenas 16
comprimentos de onda na gama 400 - 800 nm, seja entdo possivel reconstruir com precisao o seu
espectro.

Apds serem selecionados os dezasseis comprimentos de onda de interesse para reconstruir o
espectro de reflectancia da amostra, é necessario encontrar uma fonte luminosa que seja capaz de emitir
luz em toda a gama pretendida, ou seja, dos 400 nm aos 800 nm. Nao tendo sido possivel, no decorrer
do trabalho, encontrar uma fonte de luz LED unica, cujo espectro de emissao cobrisse toda a gama
desejada, optou-se por uma conjugacao de trés tipos de LEDs diferentes, um com emissao entre 450
nm e 750 nm para a zona visivel do espectro (que consiste na regido compreendida entre os 400 nm e
0s 750 nm), um, com pico de emissao estreito nos 400 nm, para a zona ultravioleta do espectro (regido
que se encontra abaixo dos 400 nm) e um, com pico de emissao estreito préximo dos 800 nm, para a
zona do infravermelho (regido entre os 800 nm e os 50 um). Assim, com a conjugacao de LEDs nas trés
gamas referidas anteriormente, espera-se que seja possivel obter uma fonte de luz que cubra
satisfatoriamente todo o espectro pretendido.

O fornecimento de corrente para cada um dos LEDs é realizado através de um microcontrolador
(Arduino Mega 2560), que atua os LEDs por modulacdo por largura de pulso (PWM, do inglés Pulse

Width Modulation), programados de modo a variar o duty cycle de uma onda quadrada de 0 a 100%, o
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que equivale a um valor de tensdo de saida entre 0 e 5 V. A onda programada contém uma frequéncia
de 490 Hz. Foi definida a frequéncia de 490 Hz uma vez que era pretendida uma frequéncia na gama
dos 500 Hz, para que a frequéncia de alimentacédo do LED nao fosse demasiado baixa (ficando o LED a
piscar), nem elevada, de modo a que quando alimentado com um auty cycle mais alto, o LED passasse
a ser alimentado com um sinal continuo, pois o tempo de comutacao da onda seria superior a sua
frequéncia de emissao. Assim, e tendo o Arduino ondas de PWM predefinidas com frequéncia de 490
Hz, optou-se por utilizar essa frequéncia. Na saida do Arduino é colocada uma resisténcia para limitar a
corrente fornecida aos LEDs, de modo que esta ndo exceda a corrente maxima permitida indicada pelos
fabricantes no respetivo dafasheet (Anexo I). Na figura abaixo, figura 11, esta representado o esquematico

do circuito realizado para alimentar os emissores de luz (LEDs).

Microcontrolador
Onda de PWM LED

Resisténcia (R)

Figura 11 - Esquematico do circuito utilizado para a alimentacdo dos emissores de luz.

Como referido anteriormente, e, de modo a impedir que a corrente fornecida aos LEDs ultrapasse
a corrente maxima permitida (/-»), foi dimensionado o valor da resisténcia minima que seria necessaria,
através do uso da Lei de Ohm (R = U/I, em que Ré a resisténcia (Q), U a queda de tensao (V) e /a
corrente (A)), assumindo a tensdo maxima de alimentacdo do microcontrolador (V% =5 V), e um sinal
continuo, para prevenir o excesso de corrente na alimentacdo dos LEDs. Com o desenrolar do projeto e
a necessidade de otimizar o sistema de iluminacdo, foram desenvolvidas e comparadas trés versoes
diferentes de placas PCB do sistema de iluminacéo. Todas as versoes incluiram LEDs na zona do visivel
(cobrindo a maior parte da luz branca do espectro), para os 405 nm e para os 800 nm, atuados de forma
independente. No Anexo Il apresenta-se o codigo desenvolvido para a atuacao dos LEDs com a frequéncia

de 490 Hz e duty cycle variavel.

3.1.1 Placa de Emissao de Luz 1

Na primeira versao (Placa de Emissdo 1) optou-se por colocar nove LEDs que emitem luz na
zona visivel do espectro no centro da placa, uma vez que € nessa regiao do espectro onde se encontram

a maioria dos comprimentos de onda relevantes para o sistema. Nas extremidades foram colocados
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quatros LEDs, dois na regidao dos 405 nm e dois na regido dos 800 nm, como ¢ possivel verificar na
figura 12, onde se encontra um esquematico do posicionamento dos LEDs na placa de iluminacao. Para
a emissado de luz, nesta primeira versdo da placa de iluminacéo, foram utilizados como fonte de luz os
LEDs LEDSW50, LED405L e LED80OL, todos da THORLABS. A tabela 1 apresenta o dimensionamento
dos circuitos de alimentacdo para cada um dos LEDs na Placa de Emissdo 1 (assumindo corrente

continua), tal como previamente descrito.

403
nm

Figura 12 - Esquematico do posicionamento dos LEDs na Placa de Emissao 1.

Tabela 1- Dimensionamento dos circuitos de emissao dos LEDs na Placa de Emissdo 1.

LED Vi (V) Vi (V) (V) ha (MA) Reinima (QQ)
(datasheel) (datasheel)
405 nm 5 4 1 30 50
Visivel 5 3,6 1,4 180 9,33
800 nm 5 2 3 75 60

Apos o dimensionamento tedrico, os circuitos de emissao foram testados experimentalmente.

Na pratica, foram usadas resisténcias com valores acima dos valores calculados (68 Q para os LEDs de
405 e 800 nm e 100 Q para os LEDs da zona do visivel), tendo-se obtido correntes de 21 mA para os

LEDs de 405 nm, 19,35 mA para os LEDs da zona do visivel e 41,1 mA para os LEDs de 800 nm. Para
0s LEDs da zona do visivel, a resisténcia utilizada € bastante elevada comparando com o valor minimo

calculado, uma vez que a intensidade de luz emitida pelos mesmos, comparando com os LEDs de 405
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e 800 nm, é também ela muito superior, e este ajuste serviu para diminuir a intensidade luminosa (para
garantir maior equilibrio entre a emissao dos 3 tipos de LEDs).

Na figura 13, esta representado o /ayout da placa de circuito impresso — PCB (printed circuit
board) desenhada no programa PADS, como também uma fotografia da PCB apés fabrico e soldagem
de todos os componentes na mesma. O conjunto dos LEDs que se encontra soldado na placa tem uma
dimensao de cerca de 5 cm x 5 cm.

a) b)

Figura 13 - a) Layout da PCB desenhada com auxilio do programa PADS para a Placa de Emissao 1. b) Fotografia

da placa desenvolvida.

A placa foi caracterizada com base na analise do espectro de emissao 6tica, utilizando um
espectrofotometro para realizar as medicoes, e foi também medida a densidade 6tica emitida pela placa,

com um powermeter. Os resultados destes testes serao apresentados na seccao 4.1.1.

3.1.2 Placa de Emissao de Luz 2

Desenvolveu-se uma segunda versdo do sistema de iluminacdo, Placa de Emissao 2, com
algumas alteracdes em relacdo a versao 1, com o objetivo de otimizar o espectro emitido e garantir uma
emissao o mais constante possivel em toda a regiao visivel. Na Placa de Emissao 2, foram utilizados
quatro LEDs na regiao do visivel, e aumentou-se o valor da resisténcia (em comparacdo com a versado 1)
de modo a limitar ainda mais o valor da corrente fornecido ao LED. Relativamente & zona dos 405 nm,
passou-se de dois LEDs para oito LEDs. Na zona dos 800 nm, existiu também um aumento de LEDs,
porém este foi menor, de dois para cinco LEDs. Este ajuste teve em conta os resultados preliminares de

caracterizacao da Placa de Emissdo 1 uma vez que, pela analise do espectro de emissdo representado
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na figura 53 do capitulo 4.1.1, é possivel observar que o espectro de emissdo dos LEDs de 405 nm e
800 nm, para 0 mesmo numero de fontes de luz, é o dobro para a zona de 800 nm comparando com a
zona de 405 nm. Na 22 versao, recorreu-se aos LEDs UV5TZ-400-30 da Bivar Inc. para emissao nos 400
nm, e aos LEDs MTE2081-OH5 da Marktech Optoelectronics para emissdo nos 810 nm, de modo a
aumentar a intensidade luminosa emitida nestas regides do espectro. Na figura 14 esta representado o
posicionamento dos LEDs na Placa de Emissao 2. A tabela 2 apresenta o dimensionamento dos circuitos

de alimentacdo para cada um dos LEDs na Placa de Emissdo 2 (assumindo corrente continua).
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Figura 14 - Esquematico do posicionamento dos LEDs na Placa de Emissao 2.

Tabela 2 - Dimensionamento dos circuitos de emissao dos LEDs na Placa de Emissao 2.

LED Vi (V) Vi (V) (V) h (MA) Reioma (Q)
(datasheel) (datasheel)
400 nm 5 3,5 1,5 20 75
Visivel 5 3,6 1,4 180 9,33
810 nm 5 1,9 31 100 31

Uma vez mais, os circuitos de alimentacdo foram testados experimentalmente em breadboard.

Na pratica, utilizaram-se resisténcias de 100 Q para os circuitos de alimentacdo dos LEDs de 400 nm
(corrente de 16 mA) e 33 Q para os LEDs de 810 nm (corrente de 95 mA). Nos LEDs da zona do visivel,

€ Uma vez que sao 0S mesmos que na primeira versao da placa, as resisténcias utilizadas foram as

mesmas.
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Posteriormente, realizou-se o desenho, impressao e soldagem da PCB, a qual é possivel observar
na figura 15. O conjunto dos LEDs que se encontra soldado na placa tem uma dimensao de cerca de 4
cm x 4 cm. Os resultados da sua caracterizacdo experimental sdo apresentados nas seccoes 4.1.2. e

4.2.2.

Figura 15 - a) Esquematico da Placa de Emissédo 2 implementada, desenvolvida com o apoio do programa PADS.

b) Fotografia da placa de iluminacao desenvolvida.

3.1.3 Placa de Emissao de Luz 3

Feita a analise e testes da segunda versao da placa de iluminacao, e ndo se obtendo resultados
satisfatorios em relacdo aos espectros de emissado obtidos, passou-se ao desenho e caracterizacdo de
uma terceira versao para a iluminacao — Placa de Emissao 3. Nesta placa foram utilizados os mesmos
LEDs que na Placa de Emissdo 2, ou seja, os LEDs UV5TZ-400-30 da Bivar Inc. (400 nm), MTE2081-
OH5 da Marktech Optoelectronics (810 nm) e LEDSW50 da ThorLabs (visivel), sendo apenas necessario
alterar a disposicao e quantidade dos mesmos. Apds a observacao dos resultados obtidos aos testes
realizados na segunda versao da placa (seccdo 4.1.2), chegou-se a conclusdo de que existia um défice
de emissao luminosa na zona do visivel e, comparativamente, uma emissao muito elevada na regiao dos
400 nm, tendo-se reajustado a quantidade de LEDs em cada uma das regides espectrais. Na figura 16
encontra-se a nova disposicao dos LEDs na placa de iluminacao, sendo esta constituida por seis LEDs
na zona do visivel, sete LEDs na zona dos 800 nm e quatro LEDs na zona dos 400 nm. As resisténcias
utilizadas nos circuitos de alimentacao sao as mesmas que foram utilizadas na Placa de Emissao 2 para
0s LEDs de 400 nm e 810 nm. Para os LEDs da zona do visivel a resisténcia de alimentacao passou dos

100 Q para os 33 ().
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Figura 16 - Esquematico do posicionamento dos LEDs na Placa de Emissao 3.

Apds o dimensionamento a Placa de Emissdo 3, realizou-se o desenho, impressdo e soldagem

da PCB, a qual é possivel observar na figura 17. O conjunto dos LEDs que se encontra soldado na placa

tem uma dimenséao de cerca de 4 cm x 4 cm. A impressdo da PCB da Placa de Emissao 3 foi realizada

na Guimocircuito, com a soldagem feita nos laboratorios do CMEMS.

a)

Figura 17 - a) Esquematico da Placa de Emissao 3 implementada, desenvolvida com o apoio do programa PADS.

b) Fotografia da placa de iluminacédo desenvolvida e alimentada pelo Arduino.
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3.2 Sistema de Aquisicao e Tratamento de Sinal

Além do sistema de emissao, foi necessario desenhar, simular e testar o sistema de aquisicdo dos
sinais oticos (utilizando fotodetetores) e do seu condicionamento e amplificacdo. Como fotodetetores
foram utilizados fotodiodos. Por sua vez, o sinal de saida dos fotodiodos € um sinal com valores muito
baixos (em corrente, com valores na gama dos pA) existindo uma propensao para que pequenos ruidos
possam afetar o sinal de saida, sendo necessario construir um sistema de tratamento de sinal de modo
que estas interferéncias nao tenham impacto na reconstrucdo do espectro de reflectancia. De modo a
evitar que os ruidos interferissem no sinal lido, dimensionou-se um amplificador /ock-in para filtrar o sinal
na frequéncia pretendida (490 Hz, uma vez que ¢ esta a frequéncia utilizada para a excitacdo dos LEDs).
De um modo simplificado, um amplificador /ock-in pode ser descrito como um voltimetro AC (corrente
alternada) especial, que consegue medir a amplitude de sinais em corrente alternada a uma frequéncia
de referéncia, mesmo que a poténcia do sinal seja extremamente baixa e, eventualmente menor do que

a poténcia dos sinais de ruido [37].

3.2.1 Fotodiodo

De forma a adquirir o sinal luminoso que é enviado pelos LEDs e é refletido na amostra, foram
utilizados fotodiodos, que sdo componentes que convertem a intensidade do sinal luminoso em corrente
elétrica. Para a aplicacao pretendida, foi necessario selecionar um fotodiodo comercial capaz de ter boa
eficiéncia quantica em todo o espectro relevante no sistema, espectro este compreendido entre os 400
e 0s 800 nm. Tendo em conta a relacdo qualidade — preco, escolheu-se o fotodiodo BPW 34 BS da
OSRAM. Este fotodiodo contém, como pretendido, um intervalo de sensibilidade de comprimentos de
onda dos 400 nm até aos 1100 nm, pelo que, para a aplicacao necessaria cobre todos os comprimentos
de onda desejados. Na figura 18 encontra-se um grafico da sensibilidade espectral relativa (%) do

fotodiodo em funcao do comprimento de onda.
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Figura 18 — Sensibilidade espectral relativa (%) do fotodiodo BPW 34 BS da OSRAM [38].

De modo a verificar se o fotodiodo escolhido teria o0 comportamento desejado em toda a gama
espectral pretendida, analisou-se a sua corrente de saida quando este é iluminado diretamente com a
placa de iluminacdo desenhada para a aplicacao. Para estes testes preliminares, utilizou-se a Placa de
Emissdo 3. Realizados os testes, obtiveram-se os resultados apresentados nos graficos da figura 19,
onde se encontra a corrente de saida do fotodiodo (nA) em funcao do duty cycle (%) aplicado a placa de
iluminacao. Os testes foram realizados para cada um dos tipos de LEDs (LEDs de 400 nm, LEDs da zona

do visivel e LEDs de 810 nm) atuados individualmente, e para todos os LEDs ligados em simultaneo.
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Figura 19 - Corrente de saida (uA) do fotodiodo BPW 34 BS da OSRAM em funcéo do duty cycle (%) aplicado na

placa de iluminacao, para cada um dos LEDs da placa de emissao.
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Observando os graficos obtidos, é possivel concluir que o fotodiodo reage de forma semelhante
em todas as zonas do espectro, existindo apenas pequenas variacdes ndo muito significativas. E possivel
observar o comportamento do fotodiodo com o aumento do quty cycle da onda de atuacéo dos LEDs, e,
como esperado, a corrente de saida do mesmo aumenta com o aumento do duty cycle e com o respetivo
aumento de intensidade de luz emitida pela placa de iluminacdo. Por ultimo, analisou-se a gama de
corrente de saida do fotodiodo, que esta compreendida entre os 0,0039 pA, quando este se encontra
completamente no escuro, e 0s 175,1 pA, quando este se encontra iluminado com todos os LEDs
atuados com 100% de duty cycle, ou seja, com a intensidade maxima de luz que o sistema consegue

fornecer.

3.2.2 Circuito de Transimpedancia

Uma vez escolhido e caracterizado o fotodiodo, foi dimensionado um circuito de
transimpedancia, como o representado na figura 20, que é utilizado para converter a corrente de saida
de alguns tipos de sensores (resposta mais linear do que a resposta em tensdo) numa tensdo
mensuravel. Este circuito & implementado apenas com um amplificador operacional, uma resisténcia e
um condensador. O circuito de transimpedancia foi dimensionado para ter um ganho de 28000, para
gue na saida do mesmo se encontre uma tensdo maxima de cerca de 5V, uma vez que esta ¢ a tenséo
maxima suportada pelo Arduino. Para o ganho pretendido, foram selecionados uma resisténcia de 28,7
kQ para A e um condensador de 7,5 pF para C. O condensador foi dimensionado com recurso ao
Photodiode Circuit Design Wizard. Na impossibilidade de usar uma resisténcia de 28,7 kQ, foi usada
uma resisténcia de 22 kQ, sendo que o efeito desta alteracdo apenas se reflete no ganho do circuito
(ganho experimental de 22000) e consequentemente na tensao de saida do circuito de transimpedancia,
passando de cerca de 5 V para uma tensdao maxima a rondar os 4 V. E importante referir que um ganho
tao elevado tem uma desvantagem: ao ser o primeiro contacto com a saida do fotodiodo, o sinal contém
ruido e, se a amplificacao for demasiado elevada, pode provocar uma deterioracao no sinal pelo aumento

do ruido, dificultando posteriormente o seu tratamento e a sua analise.
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Figura 20 - Esquematico do circuito de transimpedancia dimensionado.

3.2.3 Amplificador Lock-In

Dimensionado o circuito de transimpedancia, & necessario tratar o sinal vindo do mesmo, tendo
sido utilizado para esse efeito um amplificador /fock-in gue, resumidamente, consiste numa classe de
amplificadores que consegue extrair um sinal a partir de uma onda de referéncia conhecida (neste caso
€ uma onda sinusoidal de 490 Hz, visto ser esta a frequéncia a que os LEDs se encontram alimentados),
de um ambiente com elevado ruido. O amplificador /ock-in proposto é constituido por um amplificador
operacional inicial, que tem como funcao amplificar o sinal de entrada de baixa amplitude (vindo dos
fotodiodos), tornando a filtragem do mesmo mais facil. No presente trabalho, numa primeira fase,
implementou-se este andar de pré-amplificacao. Contudo, na versao final apresentada nesta dissertacao,
este andar de pré-amplificacao nao foi implementado, uma vez que o ganho necessario em tensao ja foi
conseguido no passo anterior, através do circuito de transimpedancia. Apos a amplificacdo, o sinal
atravessa um filtro passa banda, filtro este que contém frequéncias de corte tedricas em 100 Hz e 1000
Hz (escolhidas de modo a permitir a passagem dos sinais na frequéncia de atuacédo dos LEDs). Porém,
depois de dimensionar os filtros (dimensionamento descrito adiante nesta seccao), e ndo sendo possivel
encontrar componentes com o valor exatamente igual ao dimensionado, as frequéncias de corte dos
filtros foram um pouco alteradas, para os valores de 117 Hz para o filtro passa alto, e 947,35 Hz para o
filtro passa baixo. Este ajuste em nada afetou o comportamento do sistema dimensionado. Esta primeira
filtragem tem como objetivo eliminar o ruido que o sinal possa conter devido a varias interferéncias
passiveis de acontecer. Depois de filtrado, o sinal passa por um multiplicador, onde o sinal de saida do
filtro passa banda (com a informacao do fotodiodo e algum ruido) ¢ multiplicado por um sinal de
referéncia que tem uma frequéncia de 490 Hz, frequéncia esta que &, como ja foi referido, a mesma a
que os LEDs estao a ser alimentados. Na fase seguinte, o sinal atravessa um filtro passa baixo para

eliminar algum ruido que ainda persista. Este ultimo filtro foi dimensionado para uma frequéncia de corte
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tedrica de 1000 Hz, capaz de remover ruido de elevada frequéncia. Porém, devido a alguns ajustes que
foi necessario realizar no circuito, na pratica, o mesmo apresenta uma frequéncia de corte de 947,35 Hz.
Por fim, o sinal é sujeito a uma amplificacdo final, com ganho de 2. Na figura 21 encontra-se o
esquematico do amplificador /ock-in implementado.

Filtro Passa- N Filtro Passa- Amplificador
Banda Multiplicador Baixo de Saida

Sinal de /_’ o : “: Sinal de
—_— - . —
Entrada A. = Saida

o0
aF 10 H.
10 Hi 000 Hz

Sinal de
Referéncia

Figura 21 - Esquematico do amplificador /ock-in implementado.

Apds um estudo do amplificador /ock-in e de compreender o seu funcionamento, passou-se ao
dimensionamento dos seus modulos (filtro passa banda, multiplicador, filtro passa baixo e amplificador).

O dimensionamento destes circuitos encontra-se descrito nos proximos pontos.

3.2.2.1 Filtro passa banda

Como se pode observar na figura 22, o filtro passa banda proposto é constituido, num primeiro
andar, por um filtro passa alto Sa/len-Key de ganho unitario e, posteriormente, por um filtro passa baixo
Sallen-Key também de ganho unitario. Tanto o filtro passa alto como o passa baixo dimensionados sao
filtros de ordem 2, uma vez que oferecem uma resposta mais rapida (decaimento de 40 dB por década)
comparando com os filtros de primeira ordem, que apresentam um decaimento de 20 dB por década (e
que, por isso, apresentam uma resposta mais lenta com a variacdo da frequéncia). Optou-se por filtros
Sallen-Key uma vez que estes apresentam ganho unitario, ndo interferindo com o ganho do circuito. E
relevante referir que um aumento na ordem dos filtros iria provocar uma resposta mais rapida com a
variacao da frequéncia. Porém, a resposta dos filtros de segunda ordem ja ¢ satisfatoria e 0 aumento de

ordem iria provocar um aumento da complexidade e custo dos circuitos.
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Figura 22 - Esquematico do filtro passa banda de 2% ordem dimensionado.

o Filtro Passa Alto

Para o dimensionamento do filtro passa alto, o primeiro passo foi escolher a frequéncia de corte,
frequéncia essa que se encontra nos 100 Hz, que é suficiente para remover a componente DC dos sinais.
Usando condensadores iguais (/7= 1, onde n é a relacao entre os condensadores), e considerando o

fator qualidade do filtro (Q) igual a 1 (dado pela figura 23), foi necessario determinar o valor de m

\ ~ A . . ~ Vvm#*n
(correspondente a relacdo entre as resisténcias A e mA) a partir da expressao Q = D) obtendo-se

m=4,

20 Y
10 ug;
Q=1
—~ 0r—a=o0.707
a A
Z-10 0=035
= — 4= Y —
g_zu ™~ 0=0.2_]
=30
-40
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Figura 23 - Fator de qualidade do filtro passa alto [39].

Apds o calculo de 1, o proximo passo foi calcular o valor da resisténcia Aa partir da expressao Fc =

—— — onde £ é a frequéncia do corte do filtro e Cé o valor do condensador a utilizar no filtro.
2*TTx\Mm*xn*R+C

Assumindo um valor de 10 nF para os condensadores (de igual valor para C e nC), obtém-se uma
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resisténcia (/) de 79,577 kQ. Consultando os valores comerciais de resisténcias, e na auséncia de
resisténcias semelhantes, recorreu-se a uma resisténcia de 68 kQ, ndo comprometendo o correto
funcionamento do circuito. Calculado o valor de A, o valor de mA” é dado por mR = m * R, ou seja,
mf= 318,308 kQ. Na pratica, usou-se uma resisténcia de 330 kQ para mF. Tendo sido alterados os
valores de alguns componentes do circuito, também a frequéncia de corte do filtro foi ligeiramente
alterada, sendo a nova frequéncia de corte de 117,02 Hz.

Apds o dimensionamento do filtro, este foi, numa primeira fase, simulado com recurso ao NI Multisim
14.0, como se pode observar na figura 24, onde se encontra o esquematico do circuito dimensionado,
de forma a simular o seu funcionamento antes de passar a implementacdo em breadboard e

posteriormente em PCB.

Figura 24 - Circuito do filtro passa alto dimensionado, implementado no programa de simulacao NI Multisim 14.0.

Na simulacao, procedeu-se a analise do diagrama de bode do circuito, de modo a comprovar o
comportamento do circuito em frequéncia, ou seja, verificar se 0s sinais com frequéncia menor do que
117,02 Hz sao atenuados. Em simultaneo, o filtro foi implementado em breadboard e determinou-se o
seu diagrama de bode experimental, a partir da medicao do valor do ganho para varias frequéncias, para
comparacao com os valores simulados. A figura 25 apresenta a comparacao entre o diagrama de bode
simulado e o experimental do filtro passa alto de 2* ordem. Observando o grafico, é possivel concluir
que, como esperado, o circuito apresenta uma frequéncia de corte proxima dos 100 Hz, ou seja, atenua
a amplitude de todos os sinais que estejam abaixo dessa frequéncia e deixa passar os sinais acima da
frequéncia. O grafico mostra ainda que nao existe grande disparidade entre os valores obtido em
simulacao com os valores obtidos experimentalmente, concluindo-se assim que o circuito dimensionado

se encontra a funcionar corretamente.
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Figura 25 - Comparacao dos diagramas de bode obtidos experimentalmente e teoricamente para o filtro passa alto

de 27 ordem.

o Filtro Passa Baixo

Dimensionado e testado o circuito do filtro passa alto de 2% ordem, dimensionou-se a segunda parte
do filtro passa banda, nomeadamente o filtro passa baixo de 2 ordem. Assumiu-se uma frequéncia de
corte nos 1000 Hz, e assumiu-se, a partir da figura 26, o fator de qualidade do filtro (Q) que, tal como
no filtro passa alto, ¢ 1. De seguida, considerou-se a utilizacdo de duas resisténcias iguais no

dimensionamento do filtro, o que implica 77= 1. Escolhidos todos os valores para os parametros iniciais,

calculou-se o valor de n a partir da expressao Q = (T::kf) obtendo-se n = 4.
20 0-10!75-5
10 =2
=1
~ 0 0=0.707""
% L
— 10 o=
.- 1 [
§ —20 |-0=0.24
-30
-40

0.10.2 0.5 1.0 2.0 5.0 10
(f1fy)

Figura 26 - Fator de qualidade do filtro passa baixo [39].
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A partir destes parametros, dimensionaram-se os componentes do filtro passa baixo (tal como
1

2+ m*n*R+C’

Assim, considerou-se um valor de 5,6 nF para C1, obtendo-se um valor de 20,3 kQ para o valor de R1

representado no esquematico da figura 22), através, uma vez mais, da equacao Fc =

e de mR1. O valor de nC1I é dado por nC1 = n = C1, pelo que se chega a nCI = 22,4 nF. Na pratica,
recorreu-se a um condensador de 22 nF para nCi, assim como a duas resisténcias de 15 kQ.
Realizando novamente o cdlculo da frequéncia de corte através da mesma expressdo, e
substituindo os valores dos parametros pelos valores dos componentes, obtém-se a seguinte 947,35 Hz
como valor frequéncia de corte do filtro dimensionado.

O filtro passa baixo de 2° ordem dimensionado foi simulado no programa NI Multisim 14.0. A

figura 27 ilustra o circuito realizado no NI Multisim 14.0 para realizar a simulacéo.
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Figura 27 - Circuito implementado no programa NI Multisim 14.0 para a realizacdo da simulagéo do filtro passa

baixo de 2% ordem.

A figura 28 apresenta o diagrama de bode simulado e experimental do filtro passa baixo de 2°
ordem dimensionado. Analisando o mesmo, pode-se concluir que este tem uma frequéncia de corte na
ordem dos 950 Hz, como expectavel. Pela observacdo dos dois diagramas de bode conclui-se que, e
como expectavel, existem poucas diferencas entre os mesmos, sendo que o circuito funciona como o

previsto.
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Figura 28 - Comparacdo dos diagramas de bode obtidos experimentalmente e teoricamente para o filtro passa

baixo de 2% ordem.

Dimensionados os dois filtros necessarios para implementar o filtro passa banda (filtro passa alto
Sallen-Key de ganho unitario e filtro passa baixo Sallen-Key de ganho unitario), realizou-se a juncao dos
mesmos para o proposito final. Da mesma forma como nos testes dos circuitos anteriores, em primeiro
lugar testou-se o circuito no programa de simulacdo NI Multisim 14.0 e s depois se passou para o teste
em breadboard. Na figura 29 encontra-se o circuito dimensionado do filtro passa banda implementado

no NI Multisim 14.0.

Figura 29 - Circuito implementado no programa NI Multisim 14.0 para a realizacdo da simulacao do filtro passa

banda.
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A figura 30 apresenta a comparacdo entre o diagrama de bode simulado e experimental do filtro
passa banda dimensionado. Se os tracados forem analisados vé-se que ambos sdo semelhantes,
existindo apenas uns pequenos desvios pouco significativos para a aplicacdo pretendida.
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Figura 30 - Comparacdo dos diagramas de bode obtidos experimentalmente e teoricamente para o filtro passa

banda.

3.2.2.2 Multiplicador

Seguindo a estrutura proposta para o desenvolvimento de um amplificador /ock-in, o proximo sistema
a dimensionar é um multiplicador. No caso, foi utilizado um multiplicador comercial AD633JN [40]. A
funcao do multiplicador sera, e como o proprio nome indica, multiplicar o sinal de saida do filtro passa
banda por uma onda de referéncia, sem ruido, com a frequéncia de 490 Hz, frequéncia esta que é a
mesma a que os LEDs se encontram atuados. Na figura 31 encontra-se representado o diagrama de
blocos do multiplicador utilizado, em que X1, X2, Y1 e Y2 sédo as entradas do mesmo, Vs+ e Vs- as
tensdes de alimentacao positiva e negativa, respetivamente, W a saida do multiplicador e Z a entrada

para a tensao de offset.

X1(
X2(

Y1
Y2

Figura 31 - Diagrama de blocos do multiplicador AD633JN.
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(X1-X2)*(Y1-Y2)
10

A funcao de transferéncia do multiplicador é dada por W = + Z, [40], ou seja,

o valor das entradas sera divido por 10, o que provoca uma diminuicdo significativa da tensdo de saida,
comparando com as tensoes de entrada.

Como em todos os circuitos dimensionados anteriormente, o multiplicador também foi simulado
no NI Multisim 14.0 antes de ser testado na pratica. Para o efeito, utilizou-se o circuito apresentado na
figura 32, circuito este que apresenta duas fontes de alimentacao, com frequéncia e amplitude variaveis,
uma para cada uma das entradas do circuito integrado. Como nao se pretende subtrair nada ao sinal

vindo das fontes, as entradas X2 e Y2 s&o ligadas ao ground. O offset do circuito encontra-se também

ligado ao ground.
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Figura 32 - Circuito utilizado para simulacdo do integrado AD633JN.

Na primeira simulacdo realizada, colocaram-se duas ondas iguais na entrada, ambas
sinusoidais, com uma amplitude de 10 V e com uma frequéncia de 490 Hz. Na figura 33, apresenta-se
o sinal de saida do multiplicador (a cinza) para dois sinais de entrada iguais (linhas laranja e azul). As
entradas X1 e Y1 encontram-se sobrepostas. Como esperado, a saida do multiplicador encontra-se
sempre positiva, uma vez que ao multiplicar dois sinais negativos os mesmos passam a positivos.
Também é possivel verificar que a frequéncia da onda de saida se torna o dobro da frequéncia das ondas

de entrada.

54



Tensdo (V)

15

L AVAYAVATAYAVAVAVA!
NVEAVARVARVARY

-15

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Tempo (s)

Entrada X1 Entrada Y1 Saida W

Figura 33 - Simulacdo do multiplicador AD633JN para duas entradas iguais constituidas por duas ondas

sinusoidais com uma amplitude de 10 V de pico e com uma frequéncia de 490 Hz.

De seguida, simulou-se o comportamento do circuito multiplicador para duas ondas de diferente

frequéncia e amplitude. Colocando na entrada Y1 uma onda com 5 V de amplitude de pico e frequéncia

de 350 Hz e na entrada X1 uma onda com 10 V de amplitude de pico e frequéncia de 490 Hz, obteve-

se na saida uma onda com duas componentes em frequéncia: uma primeira a rondar os 140 Hz

(correspondente a subtracdo 490 Hz - 350 Hz), e uma segunda frequéncia de 840 Hz (correspondente

a soma 490 Hz + 350 Hz). O resultado desta simulacdo encontra-se representado na figura 34, e vem

de encontro

Tansdo (V)

ao esperado ao multiplicar dois sinais sinusoidais.

15
10
0 \ I f \ ' \
-10
-15
0 0,005 0,01 0,015 0,02
Tempo (s)
Entrada X1 Entrada Y1 Saida W

Figura 34 - Simulacdo do multiplicador para duas entradas com frequéncias diferentes.
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Experimentalmente, o circuito multiplicador foi testado com duas ondas de entrada iguais no
multiplicador (ligadas a X1 e Y1), ondas estas com frequéncia de cerca de 500 Hz e uma amplitude de
3 V. Os pinos do multiplicador X2 e Y2 foram ligados a massa, tal como na simulacao. O sinal de saida
do multiplicador é apresentado na figura 35. Observa-se que o circuito multiplicador funciona como
esperado, e o valor de tensao de pico na saida W (cerca de 1V) é coerente com a expressao da funcao
de transferéncia do multiplicador.

4

3

2

Tensao (V)

-3

-4
0,002 -0,0015 -0,001  -0,0005 0 0,0005 0,001 00015 0,002

Tempo (s)

Entrada X1 Entrada Y1 Saida W

Figura 35 - Teste experimental do circuito multiplicador com duas entradas iguais de 500 Hz de frequéncia e 3 V

de amplitude.

3.2.2.3 Filtro Passa Baixo de 2% Ordem

Na saida do multiplicador, o amplificador /ock-in deve incluir ainda um novo filtro passa baixo, de
forma a eliminar algum ruido de alta frequéncia que ainda exista no sistema. Da mesma forma como
fora dimensionado o filtro passa baixo anterior, também se iniciou o dimensionamento deste novo filtro
de 2% ordem por escolher a frequéncia de corte do mesmo (1000 Hz). Escolheu-se o fator de qualidade
dos filtros () igual aos casos anteriores, ou seja, 0= 1. Apds a escolha do fator de qualidade e partindo

pressuposto que as resisténcias que constituem o filtro serdo iguais (/7= 1) calculou-se, uma vez mais,

N
(n+1)

o valor de natravés de Q = , obtendo-se n= 4.
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Figura 36 - Esquematico do filtro passa baixo dimensionado.

A partir da relacdo n = 4, considerou-se entao C = 5,6 nF e nC = 22 nF (ambos disponiveis

comercialmente). Deste modo, calculou-se o valor das resisténcias Ae mR a partir da expressdo Fc =

;, obtendo-se 14,210 kQ. Experimentalmente, utilizaram-se duas resisténcias de 15 kQ.
2*TTxm*n*R*C

Devido a estes ajustes, determinou-se a nova frequéncia de corte do circuito, obtendo-se o valor de
947,35 Hz, pelo que esta alteracdo néo trara impacto no bom funcionamento do circuito.

Tal como nos circuitos anteriores, o circuito dimensionado foi simulado no NI Multisim 14.0,

utilizando o esquematico presente na figura 37.
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Figura 37 - Circuito implementa no programa NI Multisim 14.0 para a realizacao da simulacao do filtro passa baixo

de 27 ordem.

A figura 38 apresenta a comparacao entre o diagrama de bode simulado e experimental do filtro
passa baixo dimensionado, que representa a resposta em frequéncia do filtro. Como expectavel, o filtro
apresenta uma frequéncia de corte perto dos 1000 Hz. Experimentalmente, a frequéncia de corte é

ligeiramente superior, encontrando-se mais proxima dos 1500 Hz, ndo pondo em causa o funcionamento

do circuito.
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Figura 38 - Comparacédo dos diagramas de bode obtidos experimentalmente e teoricamente para o filtro passa

baixo de 22 ordem.

3.2.2.4 Amplificador de Saida

O ultimo componente do amplificador /ock-in dimensionado & um amplificador inversor de ganho 2.

0 esquematico do circuito encontra-se representado na figura 39. A tensao de saida do amplificador é

dada por Vout = —(%f) * Iin, onde V.. é a tenséo de saida do circuito, /a resisténcia de entrada, ~7

a resisténcia de referéncia e I/, a tensdo de entrada. O ganho do amplificador é dado por G = %f.

Rf

Vout

Figura 39 - Esquematico do amplificador inversor dimensionado.

Analisando o valor das resisténcias comerciais existentes, optou-se por usar uma resisténcia com o
valor de 10 kQ para Afe uma resisténcia de 4,7 kQ para A, obtendo-se um ganho de 2,12. Na figura 40

encontra-se o circuito desenhado em NI Multisim 14.0 para a simulacdo do amplificador inversor.
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Figura 40 - Circuito implementado no NI Multisim 14.0 para a simulacdo do amplificador inversor.

Afigura 41 apresenta a resposta do amplificador inversor para uma onda de entrada de 100 mV
de amplitude e frequéncia 490 Hz, o que implica uma onda na saida com a mesma frequéncia da onda
de entrada, o dobro da amplitude e fase invertida.

0,25 |
02
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Tempo (s)

Tensdo (V)

Entrada do Amplificador Saida do Amplificador

Figura 41 - Simulacdo do amplificador inversor no NI Multisim 14.0.

Simulados todos os componentes que fazem parte do amplificador /ock-in (incluindo o filtro passa
banda, multiplicador, filtro passa baixo e amplificador de saida) simulou-se o circuito completo em NI
Multisim 14.0. Nas simulacdes realizadas, colocaram-se ondas de 490 Hz com ruido na entrada. O
objetivo do amplificador passa entdo pela recuperacao da onda na frequéncia pretendida, mas com a
eliminacao do ruido. Na figura 42 encontra-se o circuito que sera utilizado para a simulacao do
amplificador /ock-in, onde é possivel observar todos os componentes que constituem o mesmo. E
relevante notar que, para esta simulacdo, na auséncia do fotodiodo e do circuito de transimpedancia

para conversao da corrente em tensao, considerou-se na simulacdo, em alternativa, uma entrada ja em

59



tensdo, com um primeiro andar amplificador inversor (com ganho 50), antes do filtro passa banda. Na

pratica, este amplificador nao estara presente na placa de aquisicdo desenvolvida.
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Figura 42 - Circuito realizado em NI Multisim 14.0 para o teste do amplificador /ock-in dimensionado.

O amplificador /ock-in foi testado com diferentes combinacdes de sinais de ruido, em particular
com ruidos de diferentes frequéncias e amplitudes, inclusivamente préximas da amplitude do sinal da
onda a recuperar.

A figura 43 apresenta a simulacdo do amplificador /ock-in para uma onda de entrada de 490 Hz
com 0,1 V de pico e com um sinal de ruido sobreposto, com 4000 Hz de frequéncia e com 0,05 V (figura
43 a)). O amplificador inversor inverte e amplifica o sinal (incluindo o ruido), passando a onda de um
pico de perto de 0,15 V para um pico 7 V. Na saida do filtro passa banda (também na figura 43 a)),
observa-se que o sinal mantém a amplitude mas o ruido é removido quase na sua totalidade. De seguida,
na figura 43 b), pode analisar-se o efeito do multiplicador no /fock-in, tendo sido considerada uma onda
de referéncia com frequéncia de 490 Hz (a mesma frequéncia da onda que se pretende recuperar), e
amplitude de 20 V. A amplitude elevada da onda de referéncia justifica-se pela funcao de transferéncia
do multiplicador, que implica uma divisdo por 10, tal como previamente referido, o que ira diminuir a
amplitude de saida da mesma. Por fim, apos a ultima filtragem e amplificacéo, tal como observado na
figura 43 ¢), a onda de saida do /ock-in ¢ uma sinusoide sem ruido, tal como esperado, e de frequéncia

correspondente a soma das frequéncias da onda de entrada e de referéncia (cerca de 952 Hz).
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Figura 43 — Simulacao do amplificador /ock-in para uma onda de entrada de 490 Hz e 0,1 V, e ruido de 4000 Hz
e 0,05 V. a) Entrada, saida do 1° amplificador inversor e saida do filtro passa banda. b) Onda de referéncia, onda
de saida do multiplicador e onda de saida do filtro passa banda. d) Saida do multiplicador, saida do filtro passa

baixo de 2% ordem e saida do 2° amplificador inversor, correspondente a saida do amplificador /ock-in.

De seguida, de modo a verificar a robustez do circuito, repetiu-se a simulacdo para uma onda
de entrada, com sinal sobreposto de baixa frequéncia (10 Hz), tal como apresentado na figura 44 a). Foi
aplicada a onda de entrada (uma onda sinusoidal de 490 Hz e 0,1 V de pico) uma componente de sinal
de 10 Hz com uma amplitude de 0,05 V de pico. A figura 44 apresenta a resposta do amplificador /ock-
/n, tendo sido considerada, uma vez mais, uma onda de referéncia de 490 Hz e 20 V. Na saida do
amplificador /ock-in é possivel observar a completa reconstituicdo da onda de entrada sem nenhum ruido.
A onda de saida tem uma frequéncia de 990 Hz devido ao facto de ter passado pelo multiplicador (onde
ocorreu a soma da frequéncia dos dois sinais) e uma amplitude de cerca de 8 V. Apds a analise das
simulacdes realizadas, conclui-se que o amplificador /ock-in tem os resultados esperados, conseguindo

extrair uma onda de um ambiente com elevado ruido a partir de uma onda de referéncia.
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Figura 44 - Simulacao do amplificador /ock-in para uma onda de entrada de 490 Hz e 0,1 V, e com uma
componente adicionada de 10 Hz e 0,05 V. a) Entrada do amplificador /ock in (escala de tempo alargada para
visualizacdo da oscilacéo de baixa frequéncia). b) Entrada, saida do 1° amplificador inversor e saida do filtro passa
banda. c) Onda de referéncia, onda de saida do multiplicador e onda de saida do filtro passa banda. d) Saida do
multiplicador, saida do filtro passa baixo de 2% ordem e saida do 2° amplificador inversor, correspondente a saida

do amplificador /ock-in.

3.2.4 Desenho das PCB de aquisicdo e tratamento de sinal e do encapsulamento do protétipo

Uma vez testado o amplificador /ock-in, e caracterizada a resposta do fotodiodo que se iria
utilizar, desenvolveu-se numa primeira fase uma PCB para aquisicao e tratamento de sinal individual,
isto &, sem a incorporacao do sistema de iluminacao, que servira para testar o sistema para absorbancia,
isto &, com as placas de emissao e aquisicao independentes e alinhadas entre si. Na figura 45 encontra-
se representado o /ayout da PCB desenvolvida com auxilio do programa PADS (figura 45 a)). Na figura
45 b) encontra-se uma fotografia da placa desenvolvida, ja depois de serem soldados todos os
componentes, soldagem esta que foi realizada no laboratério do CMEMS, sendo a impressdo da PCB

feita na empresa Guimocircuito.
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Figura 45 - a) Esquematico da PCB do circuito de aquisicdo e tratamento de sinal implementado, desenvolvida
com o apoio do programa PADS. b) Fotografia da placa de aquisicao e tratamento de sinal desenvolvida, com

dimensao total de 10 cm x 8,3 cm.

Uma vez soldados todos os componentes na PCB, e de modo a testar a mesma com o maior
rigor possivel, foi desenhando um encapsulamento para o sistema de forma a isolar o sistema de
qualquer perturbacao 6tica do exterior. Assim, foi desenvolvido em CAD, no software SOLIDWORKS 2018,
uma proposta de encapsulamento para o sistema, e que pode ser observada na figura 46, onde serdo
inseridas a Placa de lluminacao 3 de um dos lados, a placa de aquisicdo e tratamento de sinal do outro
lado, e no centro serdo colocadas cuvetes com as amostras a medir, no caso, contendo hemozoina
sintética. O protétipo tem ainda um espacamento para posicionamento dos filtros o6ticos necessarios a
selecao de cada comprimento de onda. Apos a colocacao de todos os componentes, sera inserida uma

cobertura, também ela desenhada em CAD, para isolar o sistema de interferéncias exteriores.

Cuvete Filtrgs
Oticgs

Placg de Emissdo

Placa de Aquisigio
de Sinal

; Placa de Aquisicao

Figura 46 — Proposta de encapsulamento para os testes a realizar para a absorbancia com a Placa de Emissao 3

e a placa de aquisicado e tratamento de sinal.
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Na figura 47 encontra-se uma fotografia do sistema desenvolvido e inserido no encapsulamento

proposto.

Placa de Aquisigédo
de Sinal

Filtros Oticos

*“Cuvete

Placa de Emissao

Figura 47 - Fotografias do sistema desenvolvido para a caracterizacdo do sistema na configuracao experimental

de absorbancia 6tica.

Seguidamente, foi também desenvolvida uma PCB com o sistema de iluminacao e o sistema de
aquisicao e tratamento de sinal integrados na mesma placa. Nesta configuracao, a luz emitida pela placa
incidira na amostra e sera refletida, ou seja, voltara para tras com um angulo de 180°, sendo adquirida
pelos fotodiodos presentes. Assim, sera possivel testar o funcionamento do sistema desenvolvido para
reflectancia otica, como é o objetivo desta dissertacdo. O esquematico da placa desenvolvida encontra-
se na figura 48 a), esquematico este, desenvolvido mais uma vez com recurso ao programa PADS. Na
figura 48 b) encontra-se a PCB ja com todos os componentes soldados, soldagem esta que foi realizada
nos laboratorios do CMEMS com a impressao da placa a ser feita na Guimocircuito. E importante notar
que, nesta placa, os LEDs e fotodiodos encontram-se agrupados na mesma regido da PCB (estando os
fotodiodos posicionados no centro da area de emissao otica dos LEDs) e, por isso, essa regido devera

ser isolada oticamente do exterior.
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Figura 48 - a) Esquematico da PCB do circuito de aquisicdo e tratamento de sinal implementado, e integrado com
o sistema de iluminacdo, desenvolvida com o apoio do programa PADS. b) Fotografia da placa de aquisicdo e
tratamento de sinal desenvolvida com o sistema de iluminacao incorporado (visivel no topo da placa), com

dimenséo total de 10,2 cm x 12,2 cm.

De igual modo ao sucedido com o conjunto anterior (Placa de Emissao 3 e placa de aquisicdo e
condicionamento de sinal), foi também criado um encapsulamento para a placa que incorpora os dois
sistemas (o0 sistema de emissao e o sistema de aquisicdo e tratamento de sinal em simultadneo). A
proposta de encapsulamento desenhada encontra-se representada na figura 49, contendo uma regiao
para a placa eletronica, uma regidao para os filtros 6ticos que irdo selecionar os comprimentos de onda

de interesse, e uma regido para o posicionamento das cuvetes com as amostras, onde se ira medir a

reflectancia otica.
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Figura 49 - Proposta de encapsulamento desenhada em CAD para a PCB que contém o sistema de iluminacéo e

o sistema de aquisicao e tratamento de sinal integrados.

Na figura 50 encontra-se uma fotografia do sistema desenvolvido e inserido no encapsulamento

proposto.
Placa de Emissédo e
Aquisi¢do de Sinal:‘

Figura 50 - Fotografias do sistema desenvolvido para a caracterizacdo do sistema em reflectancia otica.
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3.3 Montagens experimentais utilizadas para a caracterizacao dos circuitos

de emissao otica

Foram utilizadas diferentes montagens experimentais para a caracterizacdo dos circuitos de
emissao otica baseados em LEDs. As montagens utilizadas e os procedimentos experimentais serao

descritos nesta seccao.

3.3.1 Setup Espectrofotométrico

Os resultados da caracterizacdo das placas de emissao de luz foram obtidos através de testes
realizados no sefup apresentado na figura 51, que é constituido pela placa de iluminacao desenvolvida
nesta dissertacdo, alimentada por um Arduino Mega 2560, onde é controlado o duty cycle de uma onda
quadrada fazendo, por sua vez, variar a intensidade de iluminacdo dos LEDs. Os LEDs foram atuados de
acordo com o codigo apresentado no Anexo Il. A luz emitida pelos LEDs é captada por uma fibra ética
comercial, que se encontra alinhada por baixo dos mesmos. A luz é guiada pela fibra otica até um
espectrofotometro AvaSpec-ULS2048XL EVO da Avantes, com monocromador e fotodetetores integrados,
que recebe a luz, converte-a para sinais digitais, e envia para o computador onde posteriormente €
analisado no software AvaSoft 8.11 [20]. Em todos os ensaios espectrofotométricos, foi efetuado um
varrimento da luz entre os 350 nm e os 850 nm, de modo a obter informacéo de todo o espectro
relevante para o presente trabalho. De forma a melhorar a qualidade do teste e para evitar que a luz
exterior tenha interferéncia nas medicdes realizadas, o sistema (zona de iluminacao e captacéo da luz)

foi coberto com um pano preto de forma a isolar oticamente o mesmo.

Figura 51 - Setup experimental utilizado para a medicao do espectro de emissao da placa de iluminacao.
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3.3.2 Powermeter para medicao da densidade otica

Para uma melhor caracterizacdo das placas de iluminacao desenhadas, foram realizados testes
com recurso ao powermeter, com a finalidade de medir qual a densidade de poténcia ética (W/cm2)
emitida por cada placa. Recorrendo-se ao sefup ilustrado na figura 52, constituido por um powermeter
(Newport, Modelo 1918-R) para a realizacdo das medicdes, o Arduino Mega 2560 que ¢ utilizado para
controlar a placa de iluminacdo, um fotodetetor (fotodiodo com 1 cm x 1 cm de éarea ativa) que capta o
sinal e pela placa de iluminacdo que vai ser testada. Com vista a obtencdo dos melhores resultados

possiveis, as zonas da placa de iluminacao e do fotodetetor foram isoladas do ambiente exterior com um

pano preto, para evitar que a luz que rodeia o sistema tivesse interferéncia nas medicdes.

Power Meter

Figura 52 - Fotografia do sefup experimental utilizado para a medicdo da densidade de poténcia 6tica (W/cm?).
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4.RESULTADOS

Neste capitulo sédo apresentados os resultados experimentais obtidos durante a realizacao deste

trabalho e ¢ feita também a discussdo dos mesmos.

4.1 Caracterizacdo Experimental das Placas de Emissao Otica

Numa primeira fase, caracterizaram-se oticamente as varias placas de emissdo desenvolvidas,
quer em termos de espectro de emissdo, quer de poténcia 6tica emitida. Assim, nesta seccdo sao

apresentados os resultados obtidos nas medicoes 6ticas realizadas com as placas de iluminacao.

4.1.1 Caracterizacao Experimental da Placa de Emissdo de Luz 1

Apés a montagem do sefup experimental, a Placa de Emissdo 1 foi caracterizada
experimentalmente. A figura 53 a) apresenta as curvas obtidas para o espectro de emissado de cada um
dos LEDs, nomeadamente para os LEDs de 405 nm e 800 nm atuados com um auty cycle de 99%, e
com os LEDs visiveis atuados com um auty cycle de 50%. Apesar de os trés tipos de LEDs apresentarem
picos de emissdo nas regides esperadas (préximo dos 400 nm, 800 nm e entre os 450 nm e os 700
nm), os valores de intensidade da luz emitida (obtidos em Counts, contagens no ADC interno do
espectrofotometro) variam muito entre os trés tipos de LEDs. Em particular, para o LED de 800 nm, a
intensidade ¢ muito reduzida, chegando por vezes o espectro de emissdao a misturar-se com ruido que
entra no sistema. Por sua vez, os LEDs na gama visivel apresentam boa intensidade luminosa, mesmo
quando atuados a um auty cycle inferior. A figura 53 b) apresenta o espectro de emissdo da Placa de
Emissao 1, quando os trés tipos de LEDs sao atuados em simultaneo, nomeadamente os LEDs de 405

nm e de 800 nm a 99% e os LEDs visiveis a 1% de auty cycle.
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Figura 53 -a) Espectro de emissdo da Placa de Emissédo 1, em que os LEDs de 405 nm, e de 800 nm se encontram
atuados com um auty cycle de 99%, e os LEDs visiveis sdo atuados a 50%. b) Espectro de emisséo de toda a placa
de iluminacdo 1, com os LEDs da zona do visivel a serem atuados com 1% de duty cycle, os LEDs de 405 nm

atuados com 99% de duty cycle e os LEDs de 800 nm atuados com 99% de auty cycle.

Apds as medicdes realizadas no espectrofotémetro, foi medida a densidade 6tica de cada tipo
de LEDs da Placa de Emissdo 1, em separado e de forma conjunta. Na figura 54, no tracado preto, é
possivel observar os resultados obtidos para a densidade 6tica dos LEDs de 405nm, variando os valores
entre 0,0427 e 0,1237 mW/cmz, sendo que os valores aumentam linearmente com o aumento do quty
cycle. Na figura 54 (linha cinzenta) encontra-se o grafico das medicdes de densidade otica realizadas
com os LEDs da zona do visivel, variando os valores entre 0,0283 mW/cm:z e 4,5263 mW/cmz, também
de uma forma linear. Na figura 54 (tracejado a laranja) encontram-se os resultados obtidos para as
medicdes dos LEDs de 800 nm, também eles lineares, variando os valores entre 0,0177 e 0,1517
mW/cmz. Analisando os dados dos gréficos, & possivel concluir que a poténcia emitida pelos LEDs da
zona do visivel ¢ muito maior do que a poténcia emitida pelos restantes LEDs, pelo que, quando foi
testada a poténcia emitida pelo conjunto dos LEDs da placa, variou-se apenas o duty cycle dos LEDs na
regiao visivel, e os LEDs de 405 e de 800 nm mantiveram-se atuados com o duty cycle maximo, a 99%
(como apresentado na figura 54 (linha amarela)). Nos graficos os valores de densidade otica foram

obtidos pela média de 3 medicoes.
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Figura 54 - Curva dos valores médios de densidade ética (mW/cm?) medidos no powermeter, para os diferentes

LEDs da Placa de Emissao 1.

Analisando os resultados obtidos nos testes realizados, quer na analise do espectro de emissao
quer na densidade ¢tica, pode-se concluir que, apesar de todos os LEDs apresentarem o comportamento
linear esperado, existe uma elevada diferenca entre os valores obtidos nos LEDs de 405 nm e de 800
nm, comparando com os LEDs da zona do visivel, sendo necessario realizar ajustes para obter uma
maior uniformidade entre os resultados obtidos. A grande disparidade na intensidade luminosa levou a

necessidade de desenvolvimento das placas de emissao 2 e 3, descritas no capitulo 3.

4.1.2 Caracterizacao Experimental da Placa de Emissédo de Luz 2

Realizadas as melhorias necessarias para resolver os problemas que a Placa de Emissao 1
apresentava, nomeadamente o baixo espectro de emissao e de densidade dtica na zona dos 400 e 800
nm comparada com a zona do visivel, testou-se a nova versao da placa de emissao no espectrofotdémetro
e no powermeter. Na figura 55 a) encontra-se o espectro de emissdo de cada um dos LEDs atuados
individualmente, estando todos eles atuados com um duty cycle de 99%. Em comparacao com 0s
resultados obtidos para a Placa de Emissao 1, conclui-se que o défice de emissao nas zonas de 400 e
800 nm encontra-se resolvido, porém, a zona do visivel apresenta valores de intensidade demasiado
baixos, que ndo sao os ideais (cerca de 1600 counts, ou contagens no ADC interno do espectrofotometro)
para a finalidade pretendida. Apesar dos picos de emissao estarem nos valores pretendidos, continua a

existir uma elevada discrepancia entre os valores de intensidade dos LEDs de 400 e 810 nm comparando
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com os LEDs na zona do visivel, sendo nesta versao o valor de intensidade dos LEDs da zona do visivel
muito menor comparando com os LEDs de 400 e 810 nm. Analisado o espectro de emissédo de todos
0s LEDs em separado, a Placa de Emissao 2 foi testada com os LEDs atuados em simultaneo para
verificar se era possivel existir alguma zona (algum valor de auty cycle) em que o espectro da placa de
iluminacao fosse homogéneo e que tivesse uma boa intensidade de luz emitida. Contudo, os resultados
obtidos ndo foram os mais favoraveis, existindo um défice de intensidade na zona do visivel, como &
possivel observar na figura 55 b), comparando com os LEDs de 400 e 810 nm. Desta forma, o unico
ponto onde foi possivel obter um sinal homogéneo foi com um dauty cycle minimo nos LEDs de 400 e
810 nm, o que nao é suficiente para obter uma boa intensidade de emissao, e com o duty cycle maximo
nos LEDs da zona do visivel, pelo que foi necessario desenvolver uma versdo com novos ajustes na placa

de emissao de modo a obter uma melhor resposta.
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Figura 55 - a) Espectro de emissao da Placa de Emisséo 2, em que os LEDs de 400 nm, de 810 nm e os LEDs
visiveis se encontram atuados com um auty cycle de 99%. b) Espectro de emissado de toda a placa de iluminacéo
2, com os LEDs da zona do visivel a serem atuados com 99% de duty cycle, os LEDs de 400 nm atuados com 1%

de duty cycle e os LEDs de 810 nm atuados com 3% de auty cycle.

Como sucedido na Placa de Emissdao 1, apés a medicdo do espectro de emissdao no
espectrofotometro foi medida a densidade 6tica para Placa de Emissao 2 dimensionada. Na figura 56 ¢
possivel observar os resultados obtidos através das medicoes efetuadas. Comecando pela figura 56
(tracado a preto) onde se encontra a densidade 6tica dos LEDs de 400 nm, verifica-se que existe uma
variacdo linear entre os 0,04 e os 8,99 mW/cmz Na figura 56 (linha vermelha) encontram-se
apresentados os resultados dos testes feitos para os LEDs da zona do visivel, com os valores obtidos a
variarem entre 0s 0,01 mW/cm? e os 4,98 mW/cmz, variando estes também de forma linear. Na figura
56 (linha amarela) encontram-se o0s resultados das medicdes aos LEDs com o pico do comprimento de

onda nos 810 nm, desde que se encontram desligados até ao maximo de emissao que é possivel obter,
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sendo que os valores variam entre 0,002 e 1,46 mW/cmz Na ultima medicao realizada foi medida
densidade dtica de todos os LEDs ligados ao mesmo tempo, variando o quty cycle de 0 a 99% em todos
os LEDs. Na figura 56 (linha azul) estdo representados os resultados obtidos para este ultimo caso,
existindo uma variacédo de 0,025 mW/cmz?, com os LEDs desligados, até 7,76 mW/cm? com os LEDs a

emitirem a maxima luz possivel.
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Figura 56 - Curva dos valores médios de densidade ética (mW/cm?) medidos no powermeter, para os diferentes

LEDs da Placa de Emissao 2.

Comparando os resultados obtidos nesta Placa de Emissao 2, com as medicdes efetuadas na
versao anterior, pode-se concluir que existe uma maior poténcia emitida nos LEDs de 400 nm e 810 nm,
isto porque o numero de LEDs é maior e encontram-se mais proximo uns dos outros comparando com
a Placa de Emisséo 1. Por sua vez, os LEDs da zona do visivel sofreram um decréscimo maior do que o
esperado, sendo necessario novos ajustes para que a emissao seja mais homogénea. Esta discrepancia

levou a necessidade do desenvolvimento da Placa de Emissao 3, previamente descrita no capitulo 3.
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4.1.3 Caracterizacdo Experimental da Placa de Emisséo de Luz 3

Uma vez soldados os componentes da Placa de Emissdo 3, passou-se a sua analise e teste em
espectrofotémetro. Assim, comecou-se por analisar os picos de emissdo de cada LED, estando os
mesmos situados nas zonas pretendidas, como espectavel. Na figura 57 a) sdo apresentados os
espectros de emissao para cada um dos LEDs individualmente (LEDs 400 nm, LEDs da zona do visivel
e LEDs de 810 nm) e, como se pode observar nas curvas obtidas, todos eles tém uma boa intensidade
para 90% de duty cycle chegando aos 65000 Counts (contagens de intensidade no ADC interno do
espectrofotémetro) e saturando o fotodiodo do espectrofotometro. Na figura 57 b) encontra-se o espectro
de emissao da Placa de Emissao 3 com todos os LEDs ligados em simultaneo. Nesta medicao foi utlizado
um auty cycle de 30% para os LEDs de 810 nm, 21% para os LEDs da zona do visivel e 15% para os
LEDs de 400 nm. Observa-se que nesta versdo, mesmo com um quly cycle relativamente baixo, foi
possivel encontrar um ponto de equilibrio no espectro de emissao e com uma intensidade de emissao
elevada, o que deixa espaco para o aumento da intensidade mantendo o equilibrio entre os LEDs, nao
existindo grandes diferencas na intensidade emitida. Mesmo nas regides de baixa emissao otica (cerca
de 425 nm e entre os 700 e os 770 nm), a intensidade apresenta ainda um total de contagens no ADC
acima dos 5000 counts em todos o0s ensaios.
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Figura 57 - a) Espectro de emissdo da Placa de Emissdo 3, em que os LEDs de 400 nm, de 810 nm e os LEDs
visiveis se encontram atuados com um auty cycle de 90%. b) Espectro de emissao de toda a placa de iluminacao
3, com os LEDs da zona do visivel a serem atuados com 21% de aduty cycle, os LEDs de 400 nm atuados com

15% de duty cycle e os LEDs de 810 nm atuados com 30% de auty cycle.
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Realizadas as medicdes no espectrofotémetro, foi medida a densidade 6tica de cada tipo de
LEDs da Placa de Emissao 3, em separado e de forma conjunta. Na figura 58Figura 58 (tracado a preto)
encontram-se os resultados obtidos para a densidade otica dos LEDs de 400 nm, variando os valores
entre 0,000183 e 5,98 mW/cm? de uma forma quase linear, existindo apenas uma quebra quando o0s
LEDs passam de 50% de duty cycle para 60% (podendo dever-se a alguma perturbacao ética no ambiente
no decorrer das medicdes). Na figura 58 (linha a vermelho) encontra-se a densidade otica emitida pelos
LEDs da zona do visivel em mW/cmz, variando esta até um valor maximo de 1,92 mW/cm? quando os
LEDs se encontram atuados com 99% de duty cycle. Tal como para os LEDs anteriores, a variacdo da
densidade dtica acontece de forma linear até aos 70% de aduty cycle existindo entre os 70 e 80% um
aumento elevado que retira a linearidade ao tracado. Apos os 80% a variacdo continua de forma linear.
Na figura 58 (linha laranja) esta representada a variacdo da densidade otica dos LEDs de 810 nm,
variando a mesma de 0,00016 até 2,76 mW/cmz. A variacdo tal como nos LEDs de 400 nm ocorre de
forma linear exceto quando o duty cycle varia de 50 para 60%. Na figura 58 (tracado azul) esta
representada a densidade otica para quando todos os LEDs se encontram atuados com o mesmo duty
cycle, variando a densidade ética de 0,00015 até 9,23 mW/cm?, acontecendo esta variacdo de forma

linear.
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Figura 58 - Curva dos valores médios de densidade otica (mW/cm2) medidos no powermeter, para os diferentes

LEDs da Placa de Emissdo 3.
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Comparando os resultados das medicdes realizadas com a Placa de Emissao 3, com as duas
placas de emissdo anteriores, conclui-se que os resultados sao melhores isto porque, na Placa de
Emissdo 3 é possivel encontrar um espectro de emissdo mais homogéneo (apesar de ainda existirem
duas regides do espectro com menor intensidade de emissdo que as restantes), com uma boa
intensidade de luz emitida e com valores de auty cycle semelhantes entre os varios LEDs. Assim, esta

placa sera considerada para os testes finais do dispositivo, descritos na seccao 4.2 e 4.3.

4.2 Caracterizacio Experimental do Sistema em Absorbancia Otica

Apos o desenvolvimento de todos os componentes do sistema, incluindo a placa de emissao, placa
de aquisicao e tratamento de sinal para o sistema e 0 seu isolamento 6tico do ambiente exterior, passou-
se a caracterizacdo da placa de aquisicdo e tratamento de sinal do sistema numa configuracado de
absorbancia ética. Para isso, o sistema desenvolvido garante o alinhamento entre as fontes de luz (LEDs)
e os fotodiodos, com uma regiado entre elas, para posicionamento das amostras a medir. Nos testes da
placa experimental do sistema consideraram-se como amostras cuvetes de 1 cm de caminho 6tico com
solucdes de Hz sintéticas, da Invivogen, diluidas em agua em diferentes concentracdes (1 pg/ml, 5
pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 50 pug/ml) (como representado na figura 59, e onde se observam as
diferentes tonalidades das amostras). E importante notar que estas amostras apenas tém em conta a
variacdo da concentracao de hemozoina (ou seja, do cristal produzido pelo parasita), ndo tendo sido
testado o efeito do sangue e dos parasitas nestas medicoes. Outros trabalhos tém em conta as amostras
de sangue (como por exemplos os espectros apresentados na figura 7). No entanto, como se sabe que
a infecdo da malaria afeta a quantidade de hemozoina produzida, espera-se que, se o sistema for capaz
de detetar as diferentes concentracdes da hemozoina diluida, apresente potencial para distincdo da

hemozoina também em amostras reais.
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Figura 59 - Fotografia das amostras de hemozoina sintéticas usadas para a realizacdo dos testes na caracterizacao
experimental do sistema (com concentracdes entre 0 e 50 pug/mL), em cuvetes de 1 cm de caminho ético, para

os testes nas montagens experimentais para as configuracdes em absorbancia e em reflectancia otica.

De forma a selecionar a luz dos comprimentos de onda de interesse, para ser possivel reconstruir
0 espectro das amostras na gama 400 a 800 nm, foram utilizados filtros oticos, baseados em filmes
finos de dxido de magnésio, diéxido de silicio e dioxido de titanio, nos comprimentos de onda de 397,
419, 516, 585, 603, 649, 701 e 746 nm. Neste caso, utilizaram-se apenas 8 comprimentos de onda e
nao os 16 esperados, devido a disponibilidade dos filtros no laboratorio. Na figura 60 encontram-se

fotografias dos filtros utilizados para fazer os testes [20].

603 nm

Figura 60 - Fotografia dos 8 filtros (para os comprimentos de onda de 397 nm, 419 nm, 516 nm, 585 nm, 603
nm, 649 nm, 701 nm e 746 nm), utilizados na caracterizacdo experimental do sistema em absorbancia e

reflectancia otica, partilhado de [20], com autorizacao da MDPI através de uma licenca Creative Commons CC BY.

Na figura 61, encontra-se representada a transmitancia de cada um dos filtros utilizados para os
testes da caracterizacdo experimental do sistema nas configuracées de absorbancia otica e de

reflectancia dtica.
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Figura 61 - Transmitancia dos 8 filtros, baseados em filmes finos, utilizados nas caracterizacoes experimentais do

sistema, partilhado de /20, com autorizacdo da MDPI através de uma licenca Creative Commons CC BY.

E importante referir que, na realizacdo das medicdes para este protétipo, e como o niimero de
fotodiodos é limitado (2 fotodiodos, em vez dos 8), as medicdes foram realizadas sequencialmente, tendo
sido necessario trocar os filtros manualmente entre medicdes, em funcao dos comprimentos de onda de
interesse. Adicionalmente, antes de iniciar as medicdes com as amostras de Hz, foi feita uma medicao
no vazio (amostra de agua), que foi considerada a medida de referéncia a partir do qual se calculou a
transmitancia das amostras (tal como descrito no capitulo 2.3).

Na tabela 3, encontram-se as tensdes de saida do amplificador /ock-in a partir das quais foram

calculados os valores de absorbancia apresentados nas figuras 62 e 63.

Tabela 3 - Tensdes de saida do amplificador /ock-in, nas quais se basearam os calculos da absorbéancia ¢tica.

Tensdo de Saida do Sistema (V)
Comprimento de Onda do Filtro(nm) | Sem Filtro] 397 | 419 | 516 | 585 | 603 | 649 | 701 | 746
Concentracao (ug/ml)

Agua 5125 | 335 | 215 3,9 33 3,9 2,85 2,8 2,35

1 3,95 2,25 18 2,85 2.4 2,9 205 | 1,85 1,7

5 3,75 2,15 1,7 275 | 225 | 275 18 18 1,65
10 3575 | 205 | 1525 | 245 | 215 2,5 15 | 1,725 | 1375
20 2 1,5 1,05 | 1,55 1,3 1,7 095 | 0925 | 0675
50 1,175 07 [ 0525 | 08 05 08 035 | 045 | 0425

Os primeiros valores de absorbancia calculados foram para as medidas realizadas sem filtros,
ou seja, sem ter em conta os 8 comprimentos de onda de interesse, e pretendiam provar que,
considerando o espectro total entre os 400 e os 800 nm, a saida do sistema variava com a variacao da

concentracao da amostra. Assim, uma maior concentracao na amostra (maior quantidade de hemozoina)
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implica uma menor transmitancia (e consequente maior absorbancia). Na figura 62, encontram-se
representados os resultados obtidos nestas medicoes, sendo que, pela analise do grafico obtido se
confirma que, como pretendido e esperado, a transmitancia total do sistema diminuiu com o aumento
da concentracao de hemozoina da amostra.
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Figura 62 — Medicao da transmitancia (u.a.) total da amostra em funcdo da concentracdo de hemozoina, entre os

400 e os 800 nm do espectro 6tico.

O grafico da figura 63 representa a reconstrucao dos espectros de transmitancia de cada uma
das amostras a partir dos 8 comprimentos de onda considerados. Nestas medicées, ja foram utilizados
os filtros oticos para selecionar os comprimentos de onda pretendidos (397, 419, 516, 585, 603, 649,
701, 746 nm) e, analisando a saida do sistema, a mesma varia como pretendido, ou seja, existe uma
diminuicao da transmitancia com o aumento das concentracdes de hemozoina. Desta forma prova-se
que o sistema consegue detetar diferentes quantidade de hemozoina, mesmo em quantidades pouco

elevadas como 1 pg/mL.
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Figura 63 - Transmitancia (u.a.) das amostras de hemozoina, em funcdo da concentracdo, para os 8

comprimentos de onda considerados.

Por fim, na figura 64, observou-se o comportamento do sistema para cada um dos comprimentos
de onda (selecionados por cada um dos 8 filtros), com a variacdo da concentracdo das amostras de
hemozoina, e verificou-se uma diminuicao da transmitancia com o aumento das concentracdes em todos
os filtros, sendo este comportamento também o esperado. Estes resultados mostram que o sistema
desenvolvido e caracterizado numa configuracao de absorbancia 6tica, é capaz de distinguir a presenca

de hemozoina diluida numa solucéo aquosa a partir de uma concentracao de 1 pg/mL.
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Figura 64 - Variacao da transmitancia (u.a.) das amostras de hemozoina, em funcdo da concentracao, para cada

um dos 8 filtros oticos utilizados.

Apds a analise dos graficos, foi também calculada a sensibilidade, tendo o sistema uma

sensibilidade de 0,275 V/ug para o intervalo de concentracdes de 1 ug/ml até 5 ug/ml. Entre as
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concentracdes de 5 e 10 ug/ml, o sistema apresenta uma sensibilidade de 0,035 V/ug. Entre 10 pg/ml
e 20 ug/ml, a sensibilidade é de 0,1575 V/ug. Por ultimo, a sensibilidade entre 20 e 50 ug/ml é de
0,0275 V/ug.

4.3 Caracterizacdo Experimental do Sistema em Reflectancia Otica

Tal como na caracterizacao experimental do sistema em absorbancia 6tica, também o sistema
experimental do sistema numa configuracdo para reflectancia otica foi caracterizado com amostras de
hemozoina sintética similares as utilizadas nos ensaios de absorbéncia o6tica e com o mesmo valor de
concentracdes. Da mesma forma, para selecionar a luz dos comprimentos de onda de interesse, foram
utilizados os mesmos 8 filtros 6ticos disponiveis no laboratorio, com comprimentos de onda em 397,
419, 516, 585, 603, 649, 701, 746 nm. Uma vez que os dados de reflectancia tém uma menor
intensidade, comparando com os de absorbancia, foi necessario aumentar o ganho do circuito de
transimpedancia, de 22000 para 1x10s. Usando o esquematico da figura 20, passou entdo a ter-se uma
resisténcia (/) de 1 MQ, sendo que o condensador (£) se manteve o mesmo, garantindo assim uma
amplificacao suficiente para obter informacao sobre a luz refletida.

Para as medicoes de reflectancia, comecou por medir-se a reflectancia total do sistema usando
como referéncia uma amostra de sulfato de bario, uma vez que este material apresenta uma reflectancia
de luz quase total, acima de 99%.

De igual forma aos resultados apresentados para o teste do sistema em absorbancia dtica,
também nos testes em refletancia dtica o primeiro passo foi criar uma tabela com os valores de tenséo
obtidos na saida do amplificador /ock-in para cada uma das medicdes, tabela esta representada na tabela

4. A partir dos resultados apresentados foi calculado o espectro de reflectancia das amostras.

Tabela 4 - Tensdes de saida do amplificador /ock-in, nas quais se basearam os calculos da reflectancia dtica.

Tensao de Saida do Sistema (V)
Comprimento de Onda do Filtro (nm) |Sem Filtro| 397 [ 419 | 516 | 585 | 603 | 649 [ 701 [ 746
Concentracao (ug/ml)

Sulfato de Bario 41 3,15 2,1 265 | 215 2,5 2,05 2,1 2,05

1 095 | 0975 | 0875 1 0625 | 095 [ 0825 [ 0,775 | 0,95

5 09 1,125 | 0975 1 1,125 [ 09 | 0875 | 0825 | 05

10 075 | 0875 | 0775 | 07 [ 0475 | 0775 | 0725 | 0625 [ 06

20 0675 | 095 | 0725 | 0775 [ 0875 [ 0,725 | 095 | 055 0,9
50 065 | 0925 | 0875 | 0875 [ 0,725 | 0,875 | 06 | 0825 | 0575

De igual forma ao procedido para o teste experimental do sistema em configuracao de absorbancia

otica, também o primeiro teste experimental realizado para a caracterizacdo do sistema de reflectancia
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otica foi verificar se a saida do sistema variava em funcdo da concentracdo de hemozoina na amostra.
Desta forma, uma maior concentracdo de hemozoina na amostra provocara uma menor reflectancia da
luz, como se pode observar no grafico presente na figura 65. Esta diminuicdo vem de encontro ao
observado no espectro continuo dos parasitas da malaria, anteriormente apresentado na figura 7. Assim,
prova-se que o sistema eletrénico de emissao e detecao de sinais de reflectancia, na auséncia dos filtros

oticos, é capaz de medir corretamente a intensidade da luz total refletida.
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Figura 65 - Medicédo da reflectancia (u.a.) total da amostra em funcao da concentracdo de hemozoina, entre os

400 e os 800 nm do espectro 6tico.

Contudo, na figura 66 encontra-se o espectro de reflectancia construido através dos 8
comprimentos de onda selecionados (397, 419, 516, 585, 603, 649, 701, 746 nm), tendo sido
utilizados os mesmos filtros oticos usados na caracterizacao experimental do sistema em absorbancia
otica. Como se observa, neste grafico apresentam-se apenas os espectros de reflectancia para as
concentracdes de hemozoina de 1 ug/ml e 10 pg/ml. Para estas concentracdes mais reduzidas, em
que a reflectancia dtica é superior, observa-se que o aumento da concentracao leva a diminuicao da

reflectancia, o que vem de encontro ao apresentado anteriormente na figura 65.
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Figura 66 — Espectro de reflectancia das amostras de hemozoina sintética com concentracdes de 1 pg/mle 10

ug/ml.

Na presenca dos filtros oticos, os resultados obtidos para as restantes concentracdes ndo foram
os melhores (existindo oscilacdes ndo esperadas em diversas concentracdes) e, assim, nao foi possivel
distinguir através de reflectancia diferentes quantidades de hemozoina em diversas amostras, sendo que
o0 sistema nao varia como pretendido, ndo existe uma diminuicdo consistente da reflectancia com o
aumento das concentracbes da amostra de hemozoina. Estes resultados para cada uma das
concentracdes ndo foram adequados porque os filtros éticos tém, também eles, uma reflectancia muito
elevada e, por isso, estdo a perturbar as medicdes das amostras de concentracdo mais elevada (ou seja,
que teriam uma reflectancia inferior em cada comprimento de onda). Isto faz com que para as
concentracdes mais altas tenha sido impossivel a distincao das diferentes concentracdes de hemozoina
em cada comprimento de onda. Como solucdo, o processo de fabrico dos filtros devia ser melhorado
através da deposicao controlada de filmes finos anti reflexdo nas superficies destes filtros oticos
multicamada. Nas medicdes para a caracterizacao do sistema em absorbancia nao existiu este problema
uma vez que os filtros transmitem adequadamente a luz, porém refletem luz em comprimentos de onda
nao desejados.

Foi também calculada a sensibilidade do sistema para medicdes de reflectancia, obtendo-se uma
sensibilidade de 0,064 V/ug entre as concentracdes de 1 ug/ml e 5 ug/ml. Entre as concentracdes de
5 e 10 pyg/ml a sensibilidade do sistema é de 0,03 V/ug. Para as concentracoes entre 10 ug/ml e 50
pg/ml a sensibilidade é de 0,0025 V/ug.
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5.CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Este capitulo apresenta as principais conclusdes do trabalho desenvolvido, assim como algumas

propostas de trabalho futuro para ultrapassar os problemas encontrados no decorrer deste trabalho.

5.1 Conclusoes

Nesta dissertacdo foi proposta a realizacdo de um sistema miniaturizado para a detecdo de
hemozoina por reflectancia ética, com potencial para ser utilizado em diagndstico de malaria. Para a
obtencao do resultado final, foi necessario desenvolver uma fonte de emissao de luz capaz de cobrir o
espectro otico entre os 400 e os 800 nm, assim como um sistema de captacdo e tratamento de sinal.

No que concerne as placas de emissao baseadas em LEDs atuados por PWM, foram desenvolvidas
trés placas diferentes, chegando a uma placa de emissdo otimizada (Placa de Emissdo 3), com um
espectro de emissdo razoavel em toda a gama pretendida (dos 400 aos 800 nm), existindo apenas duas
peguenas zonas do espectro com menor intensidade 6tica emitida (cerca de 425 nm e entre os 700 e
os 770 nm). Adicionalmente, a Placa de Emissdo 3, com os trés tipos de LEDs atuados em simultaneo,
apresenta um consumo de poténcia maximo de 468 mW, provando que o sistema funciona com baixo
consumo, sendo adequada a um sistema portatil.

Em relacdo ao sistema de detecdo, este baseou-se em fotodiodos que apresentaram boa
linearidade na resposta a diferentes valores de auty cycle durante a atuacdo dos LEDs. Em relacdo ao
sistema de amplificacdo e condicionamento de sinal, quer as simulacdes realizadas, quer os testes
praticos, mostraram o correto funcionamento do amplificador /ock-in dimensionado, sendo 0 mesmo
capaz de recuperar uma onda, através de uma onda de referéncia e de um conjunto de filtros de segunda
ordem.

Apds o desenvolvimento e encapsulamento dos sistemas de emissao e detecéo, estes foram
caracterizados experimentalmente através de medicbes de absorbancia e reflectancia otica, com
amostras de hemozoina de diferentes concentracdes, reconstruindo os seus espectros a partir de apenas
8 comprimentos de onda. A caracterizacdo experimental do sistema em absorbancia 6tica apresentou
resultados positivos, sendo possivel a identificacdo de varias quantidades de hemozoina, distinguindo-as
de amostras sem hemozoina, mesmo com concentracdes baixas (com um limite de detecdo de 1 pg/ml).
A caracterizacao experimental do sistema em reflectancia 6tica mostrou, nos seus resultados, que o

sistema é capaz de distinguir entre varias concentracdes de hemozoina na auséncia dos filtros 6ticos
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(com um limite de detecdo de 1 ug/ml), ou seja, considerando a reflectancia total da luz. Porém, nao foi
possivel reconstruir o espectro de reflectancia nos 8 comprimentos de onda selecionados devido a
elevada reflectancia dos filtros 6ticos utilizados (e que se encontravam disponiveis no laboratério), o que
provocou perturbacdes nas medicoes, impossibilitando assim a devida reconstrucéo dos espectros para
todas as concentracoes.

No entanto, os resultados obtidos mostram que o sistema desenvolvido foi capaz de medir com
elevada precisao os sinais, quer de absorbancia quer de reflectancia, de um modo rapido, portatil e de
baixo consumo, apresentando elevado potencial para a sua possivel integracdo num dispositivo point-of-
care para diagnostico de malaria, cumprindo os objetivos propostos nesta dissertacao.

O trabalho desenvolvido, nomeadamente o desenvolvimento das placas de emissao levou a
contribuicdo cientifica como co-autor num artigo em revista internacional: M Costa, V Baptista, G Ferreira,
D Lima, G Minas, Ml Veiga, SO Catarino, Multilayer thin-film optical filters for reflectance-based malaria

diagnostics, Micromachines, 2021, 12(8), 890 (DOI: 10.3390/mi12080890), IF: 2.891.

5.2 Trabalhos futuros

No seguimento do trabalho realizado na presente dissertacéo e para que o sistema possa ser
futuramente utilizado para o diagnostico de malaria, existem algumas limitacdes no presente trabalho

que terao de ser ultrapassadas, nomeadamente:

e Uma melhoria na placa de emissdo que contém algumas regides de baixa emissao dtica (nas
regides em torno dos 425 nm e entre os 700 e os 770 nm). Porém, apesar desta limitacao, esta
apresenta ainda uma intensidade com um total de contagens no ADC acima dos 5000 counts
em todos 0s ensaios que se mostraram suficientes para uma precisao nas medicdes em
absorbancia.

e 0 uso de uma matriz de 16 fotodiodos para integracao de todos os filtros 6ticos desenvolvidos,
0 que ira permitir a medicao de todos os comprimentos de onda relevantes em simultéaneo, o
que ¢ essencial para que o dispositivo seja point-of-care, automatico e de facil utilizacao.

e Miniaturizacdo das placas PCB desenvolvidas, com otimizacao das suas areas, permitindo uma
reducao da area total ocupada e a melhoria do encapsulamento do protétipo.

e (Criacdo de um algoritmo de detecdo e calibracdo automatica dos LEDs, com uma /nferface
friendly user, para que qualquer pessoa possa usar o sistema, bem como um circuito de

alimentacao simples, com recurso a baterias, para tornar o sistema portatil.
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Necessidade de uma melhoria no processo de fabrico dos filtros éticos multicamada, com a
deposicao de filmes finos anti reflexdo nas superficies dos filtros, para eliminar a elevada
reflectancia que estes apresentam e permitir a medicdo adequada do sistema de reflectancia
desenvolvido.

Testes do sistema com amostras de parasitas reais, em culturas de globulos vermelhos para
testar a fiabilidade do sistema em sangue real, assim como testes do efeito da pele humana nos
espectros obtidos. Estes testes permitirdo verificar se o sistema podera, de facto, ser usado de

forma nao invasiva, diretamente na pele dos pacientes.
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ANEXO | — DATASHEETDOS COMPONENTES ELETRONICOS

Tabela 5 - Datasheets dos LEDs utilizados em todas as placas de iluminacao.

Componente | Datasheet
LED80OOL Absolute Max Ratings
Specification Max
Reverse Voltage 5V
DC Forward Current 75 mA
Pulsed Forward Current® 100 mA
Operating Case Temperature -40 to 80 °C
Storage Temperature -40 to 100 °C
Specifications®
Min Typical Max

Operating Current (Continuous) - 50 mA 75 mA
Forward Voltage at 50 mA - 1.7V 2.0V
Optical Output Power at 50 mA - 20 mw -
Viewing Half Angle - 12° -
Peak Wavelength 780 nm 800 nm 820 nm
Bandwidth (FWHM) - 30 nm -

a. Pulsed Forward Current Condition: Duty Cycle = 1% and Pulse Width = 10 ps.

b. Unless otherwise specified, all specifications are for operation at 25 "C.

LEDSW50 Absolute Max Ratings
Specification Max
Reverse VYoltage 5V
DC Forward Current 180 maA
Operating Mount Temperature -30to 80 "C
Storage Temperature -30to 85 °C
Specifications®
Min Typical Max

Correlated Color Temperature - 5000 K -
Operating Current (Continuous) - 150 mA -
Forward Voltage at 150 mA - 3.4V 36V
Optical Output Power at 150 mA - 110 mw -
Viewing Half Angle - 50° -
Color Rendering Index (CRI)" 90 - -
Lifetime* 25000 hrs - -

a. All values are specified for a mount temperature of 25 °C.
b. The CRIindicates on a scale from 0 to 100 how accurate the spectrum matches a referenci
c. Lifetime is defined as the time required for the LED light output to drop by 50% when driv
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LED405L Absolute Max Ratings
Specification Max
Reverse Voltage 5V
DC Forward Current 30 mA
Pulsed Forward Current?® 100 mA
Operating Case Temperature -30to 85 °C
Storage Temperature -30 to 100 "C
Specifications®
Min Typical Max
Operating Current [Continuous) - 20 mA 30 mA
Forward Voltage at 20 mA - 35V av
Optical Output Power at 20 mA - b mwW -
Viewing Half Angle - 17° -
Peak Wavelength 395 nm 405 nm 415 nm
Bandwidth (FWHM) - 20 nm -
a. Pulsed Forward Current Condition: Duty Cycle = 1% and Pulse Width = 10 ps.
b. Unless otherwise specified, all specifications are for operation at 25 °C.
UV5TZ 400 30 T. = 25°C unless otherwise noted
] : Power Dissipation 120 mW
Forwand Current { DC ) 2 mA
Peak Forward Current ' 100 mA
Electrostatic Discharge ( Class1 ) 2000 W
Reverse Voltage — W
Operating Temperature Range -25 - +B0°C
Siorage Temperature Range -30 - +B0°C
Lead Scldering Temperature { 3 mm from the base of the epoxy bulb )* 260°C
Motes: 1. 10% Duty Cycle, Pulse Width < 0.1 msec 2. Spider ime less than § s=conds at temperatune exireme.
Electrical Characteristics
Ty =25"C & |z = 20 mA unless otherwise noted
Forward Recommend (Reverse | ooy woyelength | Emitting | 50% Pawer
Part Number | Voltage (V)' | g rori@ | et Ap (nm)’ Power (mW) | Angle (deg)
i [ Tve [max [min | Tye [max | max | min | TYR | max | min | YR TYP
UVSTZ-385-15| 3.2 | 34 | 36 3825 |3850(3875| 10 20
UVETZ-300-15| 3.2 [ 34 | 36 387.5 | 3000 [3025| 20 40
UVETZ-395-16| 31 (33 | a8 [ 10 | 15 | 20 100 |3925 |3050(3s7s| 20 40 15
UVETZ-400-15| 3.1 [ 33 | a5 397.5 | 4000 [4025| 20 40
UVSTZ-405-15| 3.1 (33 | as 4025|4050 [4075| 20 40
UvsTZ-3a530 | 3.2 (34 | as 3825|3850 [as7s| 10 20
UVSTZ-390-30 | 3.2 | 3.4 | 38 387.5 | 3000 [3025| 20 40
UvsTZ-385-30 | 31 (33| as [0 | 15| 20 100 |3925 |3850(3e7vs| 20 40 a0
UVSTZ-400-30 | 3.1 [ 3.3 | a5 397.5 | 4000 [ 4025 | 20 40
UvETZ-405-20 | 3.1 [ 33 | as 4025|4050 [4075| 20 40

Motes: 1. Tolerance of forward voitage : +0 08V,

2. Tolerance of peak wavelength - +1.0nm

3. Tolerance of emnitting power {Typ) - +15%

92



MTE2081-OH5

Absolute Maximum Ratings (Ta=25°C)

ITEMS SYMBOL
Forward Current (DC) IF
Forward Current (Pulse)™ IFP
Reverse Voltage VR
Power Dissipation PD

Operating Temperature Range  Topr
Storage Temperature Range Tstg
Junction Temperature T
Lead Soldering Temperature™2  Tls

Electrical & Optical Characteristics (Ta = 25°C)

ITEMS SYMBOL
Power Output PO
Forward Voltage VF
Reverse Current IR

Peak Emission Wavelength Ap
Spectral Line Half Width avs

Half Intensity Bearn Angle (=]
Switching Time Tr,Tf
Switching Time LI

RATINGS
100

1

5

180

-20 ~ +80
-30 ~ +100
100

280

UNIT

88883 <>3%

*1: Tw=10usac, T=10msec. "2: Time 5Sec max, Position: Up to 3mm from the body.

CONDITIONS
IF=50mA
IF=50mA
VR=5V
IF=50mA
IF=50mA
IF=50mA
IFP=50maA
IFP=100ma

MIN

200
1.56

810
40

+7
36, 20
30

MAX

1.9
100

UNIT
mw

nm
nm

ns

ns
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ANEXO Il — CODIGO IMPLEMENTADO EM ARDUINO

ALIMENTACAO DOS LEDs

#include <SoftwareSerial.h>

//frequéncias arduino

//Pinos de Output

int led_400nm = 6; //Pin 6 de saida de PWM -> LEDs da zona dos 400nm
int led_visivel = 7; //Pin 7 de saida de PWM -> LEDs da zona do visivel

int led_800nm = 8; //Pin 8 de saida de PWM > LEDs da zona dos 800nm
int input = AO; //Pino para entrada dos dados

String value;
int value_int;

int myEraser = 7;

void setup(){
pinMode(led_400nm, OUTPUT); //Define Pin led_400nm como output
pinMode(led_visivel, OUTPUT); //Define Pin led_geral como output
pinMode(led_800nm, OUTPUT); //Define Pin led_800nm como output
pinMode(input, INPUT); //Define input como input
//pinMode(LED_BUILTIN, OUTPUT); //LED embutido no arduino, usado para teste
TCCR4B &= “myEraser; //Limpa os valores do registo TCCR4B para depois escrever novamente no mesmo

TCCR4B |=B00000011; // Define a frequéncia dos pinos 6/7/8 para 490 Hz

//Serial Config.
// Open serial communications and wait for port to open:
Serial.begin(9600);
while (!Serial) {

// wait for serial port to connect. Needed for Native USB only
}
}

void set_pwm_freq(int aux){
//TCCR2B = TCCR2B & B11111000 | BO0000001; // 31372.55 Hz
//TCCR2B = TCCR2B & B11111000 | B0O0000010; // 3921.16 Hz
//TCCR2B = TCCR2B & B11111000 | BO0000011; // 500 Hz
//TCCR2B = TCCR2B & B11111000 | BO0000100; // 122.55 Hz
//TCCR2B = TCCR2B & B11111000 | BO0000101; // 30.64 Hz
Serial.printin(TCCR4B);

PARA A

94



if(aux == 1){
TCCR4B &= “myEraser;
TCCR4B |=B00000001; // for PWM frequency of 31372.55 Hz
}
else iffaux == 2){
TCCR4B &= ~“myEraser;
TCCR4B |=B00000010; // for PWM frequency of 3921.16 Hz
}
else iffaux == 3){
TCCR4B &= ~myEraser;
TCCR4B |= B00000011; // for PWM frequency of 490 Hz
}
else if(aux == 4){
TCCR4B &= "~myEraser;
TCCR4B |=B00000100; // for PWM frequency of 122.55 Hz
}
else if(aux == 5){
TCCR4B &= “myEraser;
TCCR4B |=B00000101; // for PWM frequency of 30.64 Hz
}

void menu(int value_int){
int XD = value_int;

int aux;

int pwm_int;

int pwm_value;

String aux_string;

String decision;

String value_pwm;

String todos = "todos";
String quatrocentos = "400nm";
String oitocentos = "800nm";

String visivel = "branco";

if(value_int==1){

Serial.print("\n todos - Variar PWM de todos os leds \n 400nm - Variar PWM dos LEDs de 400nm \n 800nm - Variar PWM dos LEDs de
800nm \n branco - Variar PWM dos LEDs da zona do visivel \n\n");

while (!Serial.available()) {

}
if (Serial.available() > 0) {
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}

decision = Serial.readString();
decision.trim();
Serial.print(decision);

Serial.print("\n");

if (decision.equals(todos)){
dof
Serial.print("\nInserir valor entre 0 - 99\n");
while (!Serial.available()) {}
if (Serial.available() > 0) {
value_pwm = Serial.readString();
Serial.print(value_pwm);
Serial.print("\n");
pwm_int = value_pwm.tolnt();
pwm_value = (pwm_int * 255) / 100; //Converte o valor de percentagem de duty cycle para valor de 0 a 255
Serial.print("\nValor Recebido: ");
Serial.print(pwm_int);
Serial.print("\n");
}
Iwhile(pwm_int <= (-1) | | pwm_int >= 101);
for (inti=0;i<pwm_value; i++) {
analogWrite(led_400nm, i);
analogWrite(led_visivel, i);
analogWrite(led_800nm, i);
}
}
else if (decision.equals(oitocentos)){
dof
Serial.print("\nlnserir valor entre 0 - 99");
while (!Serial.available()) {}
if (Serial.available() > 0) {
value_pwm = Serial.readString();
pwm_int = value_pwm.tolnt();
pwm_value = (pwm_int * 255) / 100; //Converte o valor de percentagem do duty cycle para valor de 0 a 255
Serial.print("\nValor Recebido: ");
Serial.print(pwm_int);
Serial.print("\n");
}
Iwhile(pwm_int <= (-1) | | pwm_int >= 101);
for (inti=0; i< pwm_value; i++) {
analogWrite(led_800nm, i);
}
}
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else if (decision.equals(quatrocentos)){
dof
Serial.print("\nInserir valor entre 0 - 99");
while (!Serial.available()) {}
if (Serial.available() > 0) {
value_pwm = Serial.readString();
pwm_int = value_pwm.tolnt();
pwm_value = (pwm_int * 255) / 100; //Converte o valor de percentagem do duty cycle para valor de 0 a 255
Serial.print("\nValor Recebido: ");
Serial.print(pwm_int);
Serial.print("\n");
}
Jwhile(pwm_int <= (-1) | | pwm_int >= 101);
for (inti=0; i < pwm_value; i++) {
analogWrite(led_400nm, i);
}
}
else if (decision.equals(visivel)){
dof
Serial.print("\nInserir valor entre 0 - 99");
while (!Serial.available()) {}
if (Serial.available() > 0) {
value_pwm = Serial.readString();
pwm_int = value_pwm.tolnt();
pwm_value = (pwm_int * 255) / 100; //Converte o valor de percentagem do duty cycle para valor de 0 a 255
Serial.print("\nValor Recebido: ");
Serial.print(pwm_int);
Serial.print("\n");
}
Iwhile(pwm_int <= (-1) | | pwm_int >= 101);
for (inti=0;i<pwm_value; i++) {
analogWrite(led_visivel, i);
}
}
else {
Serial.print("\nPalavra nao reconhecida\n\n");
menu(XD);
}

else if(value_int == 3){
Serial.print("\n\n 1-> Frequencia = 31372.55 Hz \n 2-> Frequencia = 3921.16 Hz \n 3-> Frequencia = 490 Hz \n 4-> Frequencia =
122.55 Hz \n 5-> Frequencia = 30.64 Hz");
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while (!Serial.available()) {
}
if(Serial.available() > 0){
aux_string = Serial.readString();
aux = aux_string.tolnt();
ifaux==1 || aux==2 | | aux == 3| | aux == 4| | aux == 5){
set_pwm_freq(aux);
}
else{
Serial.print("\nInserir valor entre 1 e 5");
menu(XD);
}
}
}
else if(value_int == 2){
int tempo = 0;
String paragem = "stop";

String auxiliar;

Serial.print("stop para parar leitura \n");
dof
delay(0.001); //ms
int sensor_value = analogRead(input);
sensor_value = (sensor_value * 5)/1024;
//output.flush(sensor_value);
Serial.printin(sensor_value);
Serial.print("\n");
Iwhile(!Serial.available());
auxiliar = Serial.readString();

if(auxiliar.equals(paragem)){

loop();
}
}
}
void loop(){
Serial.print("\n ****¥\n* 1 -> Variar PWM
PWM *\n* *****\nll);

while (!Serial.available()) {

}

*\n* 2 > Ler Resultados

*\n* 3 -> Varias Frequencias
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if(Serial.available() > 0){

value = Serial.readString();

value_int = value.tolnt();

if(value_int == 1 | | value_int==2 | | value_int == 3){
menu(value_int);
}

else{
Serial.print("\nInserir valor entre 1 e 3");
loop();
}

}
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