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RESUMO

Metade da populacao mundial, em particular em regides de subdesenvolvimento economico, encontra-
se em risco de contrair o parasita da malaria, pelo que é urgente o desenvolvimento de métodos
diagnostico eficientes, capazes de detetar a doenca na sua fase inicial, rapidos, especificos, de baixo
custo e de facil utilizacao.

A presente dissertacdo integra um projeto de investigacdo com o principal objetivo de desenvolver
sistemas de detecao de malaria através da identificacdo e quantificacdo ética de hemozoina. O objetivo
desta dissertacdo passa pelo desenvolvimento de um sistema eletrénico capaz de identificar e quantificar
a presenca de hemozoina numa amostra por espectrofotometria de absorcédo dtica, com dimensodes
reduzidas, baixo consumo energgtico, auténomo, de utilizacao simples, reutilizavel e com um custo de
utilizacdo reduzido. A medida que o parasita da malaria se desenvolve nos globulos vermelhos humanos,
consome hemoglobina e produz hemozoina, que é um cristal com caracteristicas éticas especificas e
distintas do sangue humano. Assim, o dispositivo proposto baseia-se nas diferencas entre os espectros
de absorcao dtica do sangue total e da hemozoina a medida que a doenca da malaria progride. Deste
modo, desenvolveu-se um dispositivo eletronico portatil, baseado num sistema de detecdo por
espectrofotometria de absorbancia, recorrendo apenas a quatro comprimentos de onda do espectro de
luz (520, 635, 661 e 783 nm). O sistema foi integrado numa plataforma fluidica, e incluiu diodos laser
como emissores, fotodiodos como detetores, eletronica de aquisicdo e controlo, assim como um
algoritmo de atuacao e leitura programado num microcontrolador. Desenvolveram-se duas abordagens
de encapsulamento para o sistema de leitura, compativeis com diferentes pocos e reservatérios para as
amostras. O sistema foi testado com amostras de diferentes concentracdes, até um limite de detecao de
1 ug/mL de hemozoina em sangue total. O dispositivo desenvolvido foi capaz de identificar variacdes na
absorbancia, permitindo, através dos quatro comprimentos de onda reproduzir as principais oscilacées
dos espectros de absorcao da hemozoina e do sangue total. Os resultados obtidos demonstram, assim,
que a utilizacao de sistemas o6ticos portateis podera ser a resposta para colmatar as limitacdes atuais

dos métodos e tecnologias de diagnostico da malaria.

Palavras-Chave: Diodos Laser; Espectrofotometria; Malaria; Microssistema; Otica.



ABSTRACT

Half of the world's population, particularly in economically underdeveloped regions, is at risk of contracting
malaria. So, the development of efficient, fast, specific, low cost and user-friendly diagnostic methods,
able to detect the disease in its initial phase, is urgent.

This dissertation is part of a research project with the main objective of developing malaria detection
systems through the identification and optical quantification of hemozoin. The objective of this dissertation
is the development of an electronic system capable of identifying and quantifying the presence of
hemozoin in a sample by optical absorption spectrophotometry. Such system must be small, with low
energy consumption, autonomous, simple to use, reusable and low cost. As the malaria parasite develops
in human red blood cells, it consumes hemoglobin and produces hemozoin, which is a crystal with
specific and optical characteristics distinct from human blood. Therefore, the proposed device is based
on the differences between the optical absorption spectra of whole blood and hemozoin as the malarial
disease progresses. Thus, a portable electronic device was developed, based on a detection system by
absorbance spectrophotometry, using only four wavelengths of the light spectrum (520, 635, 661 and
783 nm). The system was integrated in a fluidic platform, and included laser diodes as emitters,
photodiodes as detectors, acquisition and control electronics, as well as an actuation and reading
algorithm programmed in a microcontroller. Two encapsulation approaches were developed for the
reading system, compatible with different wells and reservoirs for the samples. The system was tested
with different concentration samples, up to a detection limit of 1 ug/mL of hemozoin in whole blood. The
developed device was able to identify variations in absorbance, allowing, through the four wavelengths,
to reproduce the main oscillations of the absorption spectra of hemozoin and whole blood. The results
obtained enhance that the use of portable optical systems can be the answer to overcome the current

limitations of malaria diagnostic methods and technologies.

Keywords: Laser Diodes; Malaria; Microsystem; Optics; Spectrophotometry.
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1.INTRODUCAO

Este capitulo apresenta o ambito da presente dissertacao, o qual esta dividido em diferentes subcapitulos
onde serao expostos, respetivamente: o seu enquadramento, a motivacao e objetivos do trabalho

desenvolvido e, por fim, a sera descrita a organizacdo do respetivo documento.

1.1 Enquadramento

A malaria ¢ transmitida ao humano através das picadas de mosquitos Anopheles femininos infetados.
Existem cerca de 100 espécies do género, capazes de transmitir malaria, das quais 40 sao consideradas
veiculo transmissor para parasitas da espécie Plasmodium. Em 2020, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) reportou uma estimativa de 241 milhdes de casos mundiais de malaria, valor que aumentou
relativamente ao ano anterior com 224 milhdes de casos reportados [1]. Desses, 95% dos casos
reportados de infecdo ocorreram na zona subsaariana de Africa. A concentracdo da doenca nesta regiao
complica o seu controlo, uma vez que estes paises muitas vezes carecem de meios técnicos adequados,
nomeadamente em infraestruturas médicas, sanitarias e laboratoriais, dificultando um diagndstico
atempado e preciso [2][3].

De modo a enquadrar o presente trabalho, & importante compreender o ciclo de vida dos parasitas. As
espécies Plasmodium apresentam um ciclo de vida complexo, de acordo com o esquema apresentado

na Figura 1.1.
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Trophozoite

Figura 1.1-Representacao esquematica do ciclo de vida do parasita da malaria. Reproduzido de [4], Copyright

2021 American Chemical Society.

Este ciclo de vida inclui o estadio sexual do mosquito Anopheles e um estadio de replicacdo assexuada
no hospedeiro humano. Aquando da picada, os mosquitos Anopheles fémea, enquanto ingerem sangue,
injetam esporozoitos das suas glandulas salivares na corrente sanguinea do hospedeiro humano. Esses
esporozoitos migram e invadem os hepatocitos do figado, onde produzem milhares de merozoitos que,
por sua vez, sao libertados na corrente sanguinea, invadindo os glébulos vermelhos e iniciando um ciclo
de replicacao intraeritrocitaria (ou seja, dentro dos globulos vermelhos). Durante este ciclo, os merozoitos
desenvolvem-se em diferentes estadios morfologicos, passando do estadio de anel para trofozoitos mais
complexos e, em seguida, atingem o estadio de esquizontes, que contém multiplos merozoitos. Por fim,
da-se a rotura dos glébulos vermelhos infetados, libertando merozoitos na corrente sanguinea, que
sucessivamente vao invadir novos globulos vermelhos. Este estadio assexuado da infecdo é caracterizado
por multiplos ciclos de invasao e replicacao, que causam os sintomas da malaria e podem levar a uma
patologia grave. Por sua vez, alguns dos merozoitos ndo sofrem replicacao intraeritrocitaria e, em vez
disso diferenciam-se em gametdcitos sexuais. Os gametocitos ndo causam manifestacdes clinicas e
circulam na rede sanguinea do hospedeiro humano, onde podem ser ingeridos por um mosquito que se
encontre a ingerir sangue do hospedeiro [4], provocando a transmissdo da doenca para outros

hospedeiros.
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Em particular, durante a fase de multiplicacdo assexuada, o parasita Plasmodium consome hemoglobina
(Hb), necessaria para o seu metabolismo, que é degradada em grupos heme livres. Estes grupos sédo
toxicos para o parasita e, por isso, para sobreviver, o parasita produz agregados de hemozoina (Hz) como
produto final do processo de degradacdo. Trata-se de uma substancia cristalina insoltvel formada no
sistema digestivo do parasita Plasmodium, composta por ferro. Conforme a doenca progride, a
concentracdo de hemoglobina no sangue diminui, e a concentracao de Hz aumenta [5][6]. Além disso,
os cristais de Hz apresentam propriedades magnéticas, oticas e fotoacusticas altamente especificas que

0s tornam um marcador Unico para a detecdo da doenca [4].

Relativamente ao diagnostico da malaria, a microscopia e os testes de diagnostico rapido (TDR)
continuam a ser, atualmente, os métodos mais comummente utilizados em diagndstico em campo nas
regides endémicas da malaria [7]. A microscopia, como o nome indica, ¢ a analise de esfregacos de
amostras de sangue do paciente recorrendo a um microscopio. Contudo, a precisdo deste método varia
entre laboratdrios, condicdes de instalacdo e a propria experiéncia do técnico que executa as analises. A
capacidade de detecdo em regime laboratorial controlado, por exemplo, esta estimada entre 4 e 20
parasitas/JL, para técnicos altamente especializados. No entanto, no que toca a laboratérios de
campanha instalados em regides endémicas, a capacidade de detecdo nunca sera melhor que 50 a 100
parasitas/|UL, mesmo que esta seja executada por técnicos com experiéncia. Apesar de se tratar de um
procedimento de diagnostico rapido e eficaz, necessita que sejam criadas as condicdes de ambiente
laboratorial adequadas. Necessita, igualmente, de conhecimento técnico e cientifico para o efetuar. Estas
circunstancias acabam por limitar a sua aplicacdo em todos os pontos de maior concentracao da doenca
[8]. Os TDR conseguem fornecer um diagndstico de malaria portatil, usando apenas pequenas
quantidades de sangue, permitindo resultados em intervalos de tempo curtos, num maximo de vinte
wwwwexemplo o teste OptiMAL que permite detetar antigénios de desidrogenase lactica (DHL) libertados
pelos globulos vermelhos infetados [9]. Ao contrario da microscopia, estes testes ndo necessitam de
técnicos especializados para o aplicar e conseguem ser utilizados em diferentes condicoes. No entanto,
sao suscetiveis a falhas e tratam-se de sistemas nao reutilizaveis, para além da dificuldade em detetar
casos assintomaticos, com baixa parasitémia [10]. Da procura de métodos de diagnostico mais eficazes,
tém surgido métodos inovadores como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o diagnostico
recorrendo a nanobolhas de vapor, ou métodos fotoacusticos e magnéticos. Estes métodos conseguem

detetar baixas parasitémias e com elevada sensibilidade. No entanto, devido a sua complexidade técnica,
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elevado custo e exigéncia laboratorial, os testes de PCR s6 sdo usados para fins de investigacdo (nao
sendo recomendados pela OMS para testes em campo) e, os restantes, apesar de apresentarem bons
resultados, ainda se encontram em fase de investigacdo em laboratdrio, sendo que ainda ndo chegaram

a fase de aplicacdo em campo [11]{12][13].

Assim, o grupo de trabalho em que este projeto de dissertacdo se insere, encontra-se a investigar as
caracteristicas oticas dos biomarcadores associados a doenca, nomeadamente a Hz, anteriormente
referida, usando técnicas espectrofotométricas. A espectrofotometria permite a identificacdo de
substancias analisando a absorcao, transmissao ou reflexdo da luz em diferentes comprimentos de onda
do espectro otico [14][15][16]. Em particular, o presente trabalho parte do principio que os espectros de
absorcdo otica da Hz e da hemoglobina diferem significativamente, e que, & medida que a doenca
progride, existe uma variacado do espectro ético. O grupo de trabalho ja reportou, ao longo dos ultimos
anos, diferentes estudos para a reconstrucao dos espectros éticos da Hz e/ou de parasitas da malaria
com base em 6, 8 e 16 comprimentos de onda, usando fontes emissoras de luz baseadas em LEDs
(diodos emissores de luz) ou lampadas comerciais [14][15][16]. Assim, este trabalho pretende, de modo
similar, desenvolver um protétipo de um sistema para quantificacdo de Hz com base em
espectrofotometria de absorbancia ética. Contudo, este documento apresenta um estudo do potencial
da aplicacdo de diodos laser de alta intensidade e reduzida largura de banda. Com esta alteracéo,
pretende-se a reducdo do numero de comprimentos de onda necessarios (para um minimo de 4
comprimentos de onda) para a implementacdo do método espectrofotométrico, diminuindo a dimensao
do dispositivo, aumentando ainda a seletividade espectral. Simultaneamente, pretende-se detetar Hz em
baixas concentracoes, assim como reduzir o tempo de diagndstico, esperando superar as limitacdes dos

diferentes métodos existentes no mercado.

1.2 Motivacao e Objetivos

A malaria é uma das doencas parasiticas mais severas, estando metade da populacdo mundial em risco
de contrair da doenca. A sua detecdo num estadio inicial é essencial, uma vez que aumenta
consideravelmente a possibilidade de um tratamento efetivo e reduz a transmissao da doenca. Contudo,
devido aos baixos recursos presentes nas regides onde esta doenca é endémica, é dificil garantir as
condicbes ideais para um diagnostico preciso, uma vez que geralmente requerem equipamentos

laboratoriais e técnicos especializados. Assim, tendo em conta as limitacdes dos meios de diagndstico
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comummente utilizados, surge a necessidade de desenvolver um método de diagnostico da doenca

eficiente, rapido, de facil utilizacdo e de baixo custo.

Para isso, o trabalho apresentado nesta dissertacdo enquadra-se no projeto MalariaChip, com referéncia
NORTE-01-0145-FEDER-028178, que decorreu entre julho de 2018 e maio de 2022, executado na
Universidade do Minho, tendo também contribuido para o projeto iProof20, promovido pela TecMinho, e
que decorreu em 2017. Em particular, o objetivo deste trabalho passa pelo desenvolvimento de um
sistema de quantificacdo de Hz autonomo, portatil, preciso e quantitativo, que possa ser usado por
qualquer pessoa, focando-se, assim, em ser um pequeno passo na exploracdo de microdispositivos
inovadores e competitivos para diagndstico de malaria. O mecanismo do dispositivo baseia-se num
sistema de detecdo 6tica por espectrofotometria de absorbancia, implementado numa plataforma
fluidica, implicando um caminho 6tico muito curto entre fonte de luz e fotodiodos e que incorpora,
também, um algoritmo de atuacado e leitura programado num microcontrolador. Pretende-se utilizar
diodos laser de alta intensidade como alternativa as fontes de luz usadas em trabalhos anteriores,
nomeadamente as lampadas de tungsténio e os diodos emissores de luz (LEDs). Um sistema
espectrofotométrico baseado em diodos laser, devido a especificidade nos seus comprimentos de onda
e intensidade, podera ser capaz de efetuar o diagnostico recorrendo apenas a quatro comprimentos de
onda. Estes comprimentos de onda serdo validados por medicdes espectrofotométricas de absorcao
otica, usando um espectrofotémetro a escala macro, antes de se prosseguir para o dimensionamento e
teste do circuito eletrénico de leitura dtica. Espera-se, igualmente, reduzir o tempo de detecéo, o

tamanho do dispositivo, 0 seu consumo energético e aumentar a sensibilidade de detecéo.

Os objetivos especificos do projeto passam pelo:

e Desenvolvimento e caracterizacao de um sistema de emissao otica de luz visivel, baseado em
diodos laser em quatro comprimentos de onda, controlados por modulacao por largura de pulso
(PWM) e variacoes de auty cycle;

e Desenvolvimento da eletrénica de aquisicdo e leitura para quatro fotodiodos, em numero igual
ao de diodos laser;

e Desenvolvimento de um algoritmo de atuacao e leitura;

e Desenho e impressao 3D de um encapsulamento para o sistema;

e Teste do dispositivo com amostras de Hz sintéticas em sangue total, que mimetizem oticamente

0 comportamento dos parasitas da malaria.
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1.3 Organizacao da Dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se dividida em cinco capitulos.

O primeiro capitulo aborda o enquadramento do trabalho, nomeadamente a doenca da malaria,
apresentando o seu impacto no panorama da saude mundial, assim como uma curta explicacéo sobre
0 seu ciclo de vida e principais caracteristicas. Neste capitulo séo ainda apresentadas as motivacoes e

objetivos para este trabalho de investigacao.

O capitulo dois apresenta o estado da arte relativo as tematicas abordadas nesta dissertacdo. Em
particular, sdo apresentados os principios tedricos da espectrofotometria, assim como um breve estado
da arte de dispositivos dticos utilizados diagnostico da malaria. O capitulo finaliza com uma discussao

dos métodos existentes e anteriormente apresentados.

O terceiro capitulo apresenta a descricdo do desenvolvimento do dispositivo de quantificacdo dtica de
Hz. Neste capitulo comecam por ser apresentados os resultados obtidos nos testes preliminares para
caracterizacao otica de amostras de Hz e sangue total. O capitulo apresenta ainda o dimensionamento
de toda a eletronica do sistema, assim como o dimensionamento e especificacdes de duas abordagens
desenvolvidas para o encapsulamento do dispositivo. O capitulo termina com a descricdo do algoritmo

de atuacao e leitura implementado no microcontrolador.

No quarto capitulo sdo apresentados os resultados obtidos nos testes efetuados com o dispositivo
desenvolvido. O capitulo encontra-se dividido em duas seccdes, em que cada uma delas apresenta os

resultados obtidos para cada uma das duas abordagens de encapsulamento utilizadas.
O quinto, e ultimo capitulo, apresenta as consideracdes finais e principais conclusdes do trabalho

desenvolvido. Constam ainda deste ultimo capitulo algumas observacoes relativas a trabalho futuro que

podera ser desenvolvido.

20



2.ESTADO DA ARTE

O presente capitulo resume os principios tedricos da espectrofotometria de absorcao 6tica, assim como
apresenta um breve estado da arte de diversos dispositivos e métodos oticos reportados para o

diagnostico de malaria.

2.1 Fundamentos Teodricos da Espectrofotometria

A espectrofotometria ¢ um método cientifico que se baseia na quantificacdo da absorcédo da luz por uma
substancia, e que toma partido das duas leis de absorcdo otica [17]. A primeira lei consiste na Lei de
Lambert, que refere que a proporcdo de luz absorvida por um meio é independente da intensidade da
luz incidente. Por exemplo, uma amostra que absorva 75% da luz incidente, absorvera sempre 75% dessa
luz, independentemente da sua intensidade. Assim, do mesmo modo, a transmitancia (quantidade de
luz transmitida) através de uma amostra (7) é dada pela relacao entre a intensidade da luz transmitida

através dessa amostra (/) e a intensidade de luz incidente (/), tal como apresentado em (1):

T=— (1)

A partir da transmitancia de uma amostra, pode determinar-se ainda a absorbancia da luz (4), estimada
como A=-logw 7. Ainda em relacdo a absorbancia, a segunda lei consiste na lei de Beer, de acordo com
a qual a absorbancia é diretamente proporcional a concentracdo do meio, assim como a sua espessura.
Em espectrofotometria, a espessura do meio tem o nome de caminho 6tico. Sendo que, segundo a
lei Beer-Lambert, para uma amostra com apenas uma espécie ativa no comprimento de onda medido,
a absorbéancia vai ser igual ao produto entre o coeficiente de absortividade molar da espécie (&), a
concentracdo molar (c) e o comprimento atravessado pelo feixe de radiacéo (1), tal como apresentado

em (2):

A= ecl (2)

Devido a simplicidade do principio de detecao, sao varios os dispositivos oticos desenvolvidos por equipas

de investigacdo (e muitos disponiveis comercialmente), quer isolados quer integrados em sistemas
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microfluidicos e /ab-on-a-chip, que se baseiam em leitura otica por espectrofotometria para quantificacdo
de biomoléculas e diagnostico de doencas [18], quer recorrendo a absorbancia otica [19][20], quer a
reflectancia [21][22], ou mesmo a fluorescéncia dos compostos organicos [23][24]. Além disso, muitos
instrumentos analiticos modernos, como a espectrometria de massa, foram desenvolvidos para fornecer
uma visao sobre o conteudo bioquimico de muitos tipos de amostras biologicas diferentes [25][26]. De
um modo geral, tem havido muitos desenvolvimentos na area de sensores quimicos miniaturizados para
quantificacao otica de compostos em fluidos bioldgicos, recorrendo as diferentes técnicas referidas. Estes
conseguem apresentar os mesmos (ou melhores) niveis de desempenho observados em grandes
instrumentos bio-analiticos tradicionais, simultaneamente assegurando baixo consumo de corrente (/ow
power), portabilidade e autonomia [27]. Como exemplos, podem referir-se dipositivos dticos para
diagnostico de doencas de pele [28], dipositivos de medicdo de niveis de glicémia no sangue [29],
dipositivos de detecdo de medicamentos especificas como, por exemplo, a benzoilecgonina [30],
dispositivos de tipagem sanguinea [31], dispositivos /ab-on-a-chip com eletrénica CMOS (do inglés
complementary metal-oxide-semiconductor) integrada para quantificacdo de diversos analitos na urina
e soro [32], entre outros. Em particular, a seccdo seguinte apresenta uma breve revisdo de dispositivos

oticos com enfoque na detecdo de parasitas da malaria.

2.2 Estado da Arte de Dispositivos Oticos em Diagnéstico de Malaria

A presente seccao apresenta um breve estado da arte de dispositivos dticos em diagnéstico de malaria,

assim como uma discussao sobre os métodos existentes.

Ao longo dos ultimos anos, tém sido desenvolvidos diversos métodos 6ticos para diagnostico de malaria,
com base em diferentes biomarcadores da doenca. Estes incluem, entre outros, as enzimas PfHRP-II (do
inglés Plasmodium falciparum histidine-rich protein 1)), Plasmodium aldolase (PALD), Plasmodium lactate
dehydrogenase (PLDH), Plasmodium falciparum hypoxanthine-guanine phosphoribosy! transferase
(PTHGPRT) e a Plasmodium glutamate dehydrogenase (PGDH), que sao expressas durante a infecao [33].
Para além destas, e tal como previamente descrito no capitulo 1, o cristal de hemozoina, devido as suas
propriedades magnéticas [34][35], dticas [16][36] e fotoacusticas [11][37] altamente especificas, tem-
se tornado um marcador cada vez mais interessante para a detecdo da doenca. Aqui, serdo descritos
varios dispositivos e métodos oticos explorados para a detecdo de malaria através da quantificacdo e

detecao de hemozoina.
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Alguns dispositivos oticos para detecdo de Hz tém vindo a basear-se na especificidade das propriedades
magnéticas deste composto. Ao contrario de todos os constituintes do sangue saudavel, a Hz apresenta
comportamento paramagnético, respondendo a baixas intensidades de campo magnético. McBirney et
al. [38] desenvolveram um dispositivo portatil com base neste principio, em que a detecao é baseada
em espectroscopia otica diferencial, onde a mudanca na transmissao 6tica é monitorizada antes e apds
a aplicacdo de um campo magnético por um iman, usando um atuador linear (que afeta os cristais de
Hz, alterando a resposta do dispositivo). O dispositivo desenvolvido pelos autores recorreu a um diodo
laser de 635 nm. Este incide luz sobre uma cuvete de polimetilacrilato (PMA) que contém a amostra de
sangue, e que se encontra sobre um fotodiodo [38]. Na presenca do campo magnético, as
nanoparticulas de Hz sdo atraidas para fora do caminho do feixe de luz, aumentando assim a
transparéncia otica da amostra. Ao aumentar a transparéncia, naturalmente a transmissao da luz
aumenta também, o que é registado em tempo real por um computador. Mesmo para concentracoes
baixas de 0,0087 ug/mL de Hz, o dispositivo foi capaz de identificar uma significativa alteracao na
transmitancia 6tica apds aplicacdo do campo magnético. O dispositivo desenvolvido pelos autores pesa
cerca de b kg e é alimentado por uma bateria que lhe garante uma autonomia de aproximadamente oito
horas em funcionamento permanente [38]. Nam et al. [39] reportaram o desenvolvimento de sistema
com base no mesmo principio. Os autores fabricaram um microcanal, por técnicas de litografia, acoplado
a um fio de niquel fixado numa lamina de vidro. Na presenca de um campo magnético de 0,6 T, gerado
por um iman permanente, o fio de niquel atraia os globulos vermelhos infetados pelo parasita
Plasmodium falciparum, separando estes dos glébulos vermelhos nédo infetados. Apos a separacdo dos
parasitas no microcanal, posteriormente, estes eram detetados a partir das particularidades dticas da

Hz [39].

Por sua vez, Lukianova-Hleb et al. [11] exploraram métodos foto-acusticos para a detecao de malaria. Os
autores apresentaram o desenvolvimento de um sistema nao invasivo e sem recurso a amostras de
sangue e reagentes. O sistema recorre a uma sonda capaz de executar um diagnostico transdermal,
emitindo sinais através da pele. Os nanocristais endégenos da Hz, sao opticamente excitados /77 vivocom
um laser, atuado em pulsos curtos. A luz emitida é convertida em calor localizado nao estacionario, que
evapora o volume adjacente de liquido e, assim, gera uma nanobolha de vapor em expansao e colapso
dentro do parasita. A sua expansao e colapso transitdrios resultam num pulso de pressao nédo invasivo
que é facilmente detetado através da pele com um sensor de ultrassom. No trabalho reportado, foi

utilizado o sinal gerado por um humano saudavel, nao infetado com malaria, para determinar o valor de
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threshold, definindo o valor maximo de amplitude que um sinal pode ter para ser considerado como um

teste negativo [11].

Ainda nos exemplos de métodos miniaturizados para detecdo de malaria, Catarino et al. [16] estudaram
as propriedades oticas do parasita e apresentaram um sistema de quantificacdo de hemozoina através
de absorcdo dtica. O método apresentado consiste na reconstrucdo do espectro ético da amostra
recorrendo a 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 otico visivel [6]. O dispositivo
desenvolvido, apresentado na Figura 2.1, para o seu funcionamento, recorre a uma amostra de sangue
que é colocada em seis pocos de amostra, contidos numa placa produzida em PDMS e com um caminho
otico de 3 mm. A placa, contendo a amostra, é posteriormente colocada num suporte, garantindo o
alinhamento entre os seis pares de LEDs (tecnologia de emissao de luz do sistema) e fotodiodos. As
variacdes de corrente medidas nos fotodiodos sao analisadas pelo microcontrolador, responsavel pela
reconstrucao do espectro de absorcdo. De seguida o microcontrolador aplica um algoritmo de detecao
capaz de quantificar a quantidade de Hz presente na amostra. O dispositivo apresenta um limite de

detecédo de 1 ug/mL de hemozoina em sangue total [16].

’ Microcontrolador
Sistema de e display

Alimentag3o (bateria)

Sistema de Emissdo

Detegdo e Leitura _

Cartdo SD

= - Camara de detegdo PDMS
. —
Suporte para amostras fluidicas \ J »
;

Figura 2.1 -Desenho CAD do protétipo desenvolvido para detecédo e quantificacdo de hemozoina em sangue total
por absorbancia ética, com base em 6 comprimentos de onda. Adaptado de Catarino et al. [16] , Copyright ©
2020, IEEE.

O mesmo grupo de investigacao tem vindo também a explorar a reflectancia otica para diagndstico de
malaria, em alternativa/complemento a absorbancia. Costa et al[15]. apresentaram um sistema de
leitura por reflectancia, baseado em 8 comprimentos de onda na gama 400-800 nm, capaz de detetar

parasitas da malaria com elevada sensibilidade, até 12 parasitas/uL de globulos vermelhos. O sistema
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recorreu a um conjunto LEDs brancos para a emissdo da luz, e de um conjunto de oito filtros 6ticos
multicamada, de MgO/TiO2 e Si02/Ti02, com elevada transmitancia e banda de passagem estreita
(baixa largura a meia altura - FWHM), para selecionar a luz nos comprimentos de onda de interesse e
reconstruir o espectro otico de reflectancia das amostras [15].

A titulo de exemplo, foram também desenvolvidos alguns biossensores 6ticos especificos para a detecao
de Hz. Graham et al. [40] desenvolveram um ensaio baseado em polimerizacao ultrassensivel, que
permite que a detecdo e a quantificacdo de hemozoina sejam integradas num dispositivo microfluidico
lab-on-a-chjp. A Hz solubilizada estimula a polimerizacdo da N-isopropilacrilamida em poli N-
isopropilacrilamida, tendo como resultado a turbidez do liquido, que pode ser quantificada opticamente
em 380 nm ou 600 nm (até 4 horas) [40]. O processo de polimerizacao requer reagentes termoestaveis,

mas de baixo custo, e permite a detecao de 10 globulos vermelhos infetados por microlitro de sangue.

Uma vez descritos os principais métodos oticos para diagnéstico de malaria, agora € importante discutir
as suas limitacoes e apresentar as melhorias propostas pelo projeto de dissertacao apresentado neste
documento. Como foi apresentado, nos ultimos anos surgiram multiplos dispositivos de diagndstico da
malaria, e que tém vindo a ser objeto de melhoria continua. O desenvolvimento de métodos de
diagnéstico recorrendo a metodologias 6ticas tem apresentado resultados muito promissores. Apesar de
ainda haver margem para melhorar, ja representam um avanco significativo no diagnoéstico de malaria.
No entanto, estes dispositivos apresentam ainda algumas limitacdes. Nomeadamente, varios métodos
implicam elevada complexidade nos sistemas de atuacdo e detecdo, implicam a necessidade de
reagentes, apenas identificam a presenca dos parasitas (sem os quantificar) e falham em detetar baixas
parasitémias. Além disso, a maioria dos métodos ainda implica amostras de sangue para as analises, o
que, além de ser incomodo para os pacientes, leva a problemas ambientais (devido a problematica do
descarte indevido dos materiais). Ultrapassar estas limitacdes é essencial para que estes métodos sob
investigacao possam ser competitivos com os métodos existentes atualmente para diagnéstico em
campo. Alguns dos trabalhos tentam ja explorar métodos de analise nao invasivos, com medicado
diretamente na pele dos pacientes (nomeadamente através de reflectancia otica [15] ou, por exemplo,
métodos fotoacusticos com nanobolhas de vapor [11]), com enorme potencial para uso em campo.

Assim, este trabalho pretende contribuir para o desenvolvimento de melhorias que possam ser
implementadas em sistemas de espectrofotometria portateis. Em particular, pretende-se a reducéo do
tempo de teste, com o aumento de sensibilidade de detecdo e com a simplificacdo do sistema

implementado, este ultimo tornando a sua producdo mais barata. Pretende-se, com uma configuracao
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simples, sem necessidade de reagentes ou marcadores adicionais e recorrendo a uma amostra de
volume reduzido, produzir um sistema portatil, auténomo e sem necessidade de técnicos especializados.
E importante referir que este trabalho explora o potencial de utilizacio de diodos laser para melhorar a
sensibilidade da detecdo dos parasitas. Apesar de ser utilizado para ensaios de espectrofotometria de
absorcdo (implicando, nesta fase, amostras de sangue total), espera-se que o dispositivo proposto, em
particular o sistema de atuacao, possa ser utilizado em diferentes configuracdes, mesmo com potencial
para integracdo em dispositivos de reflectancia otica, possibilitando medicdes nao invasivas (tal como
em [15]), diretamente na pele dos pacientes. Assim, o proximo capitulo apresenta o desenho e

caracterizacao do sistema proposto para detecao de malaria.
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3.DESENVOLVIMENTO DO DISPOSITIVO OTICO PARA QUANTIFICACAO

DE HEMOZOINA

O presente capitulo apresenta uma caracterizacéo 6tica preliminar da Hz e do sangue, assim como 0s
testes que viabilizam a implementacdo do sistema apresentado neste documento. A partir desses
resultados, o capitulo apresenta os métodos de desenho, dimensionamento e desenvolvimento do

sistema de detecéo de Hz.

3.1 Testes Preliminares — Caracterizacio Otica das Amostras

De forma a definir as especificacdes do dispositivo de diagnostico a desenvolver, foi necessario numa
primeira fase proceder a caracterizacdo da absorbancia otica de sangue total e de Hz, em
diferentes concentracdes. Para isso foram utilizadas amostras de Hz suspensas em agua nas
concentracdes: 1 ug/mL, 3 ug/mL, 5 ug/mL, 10 pg/mL, 15 ug/mL, 20 ug/mL e 40 pg/mL.
Nesta fase de testes, foram também utilizadas amostras de sangue total, diluidas em agua, nas

concentracodes de 0,05 g/L, 0,15 g/L, 0,25 ¢g/L, 0,5 g/L, 0,75 g/Le 1 g/L.

A Hz sintética utilizada foi fornecida pela /nvivogen (Synthetic heme crystal Cat. Code: tirl-hz; 5 mg). Esta
garante seguranca laboratorial e reprodutibilidade nos testes, sendo que retém as propriedades da Hz /n
vivo [41]. Foi preparada uma solucao base de suspensdo de Hz com a concentracdo de 5 mg/mL, que
foi armazenada a 4°C. Em relacédo ao sangue, utilizou-se nos ensaios sangue total humano cedido pelo

Instituto Portugués do Sangue e da Transplantacéo (IPST) - Porto.

Seguidamente, para realizar as medicoes referidas nesta seccao, foi utilizado, no Centro de Investigacao
em Microssistemas Eletromecanicos da universidade do Minho (CMEMS), um sistema
espectrofotométrico customizado, composto por uma fonte de alimentacdo, uma fonte de luz, um
monocromador, um picoamperimetro e um fotodiodo comercial. Em relacao aos equipamentos, foram
utilizados uma fonte de alimentacdo Oriel/Newport 68931 radiometric power supply, como fonte de luz
uma lampada a 200 W encapsulada por um research Quartz Tungsten Halogen lamp housing da Orie/
Newport, modelo 66881, um picoamperimetro modelo 487 da Aeithley, € um monocromador modelo

74125 da Oriel Newport. O diagrama da montagem experimental é apresentado na Figura 3.1.

27



Fatodiodo Fico- | ] Computador
amperimetro

Fonte de

. = —»Lampada —» WMonocromador
alimentacio

Fibra otica Amostra

Figura 3.1- Diagrama da montagem experimental utilizada.

A luz emitida pela lampada ¢ direcionada para o0 monocromador, e este é responsavel por selecionar o
comprimento de onda desejado, permitindo, assim, correr sequencialmente todo o espectro de luz visivel
em intervalos de 1 nm. Do monocromador, através de uma fibra dtica, a luz atravessa a cuvete de
medicdo, que contém a amostra (no caso, foi utilizada uma cuvete em polimetilacrilato - PMMA, com 1
cm de caminho 6tico), sendo posteriormente direcionada para o fotodiodo, posicionado e alinhado com
a amostra. O fotodiodo converte a luz em corrente, que por sua vez é lida pelo picoamperimetro, sendo
por fim os dados da corrente exportados para um computador (o sistema de aquisicao foi desenvolvido
em LabView, no CMEMS). O primeiro teste foi executado sem a presenca de uma amostra entre o
fotodiodo e a fonte de luz. Desta forma foi obtida a curva caracteristica da fonte de luz incidente, ou seja,
a corrente lida no fotodiodo na auséncia de amostra e quando este esta exposto a intensidade total da
luz incidente, entre os 400 nm e os 750 nm, apresentada na Figura 3.2, e que sera usada como curva

de referéncia para os ensaios subsequentes.
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Figura 3.2 -Curva caracteristica dada pela corrente (A) lida aos terminais do fotodiodo em funcdo do comprimento
de onda (nm) utilizado na montagem experimental.

Apds a caracterizacao da fonte de luz, foram efetuadas medicdes da absorbancia das amostras de
sangue total e Hz nas diferentes concentracdes previamente descritas. Para cada ensaio, apos a medicao
da curva da corrente para cada amostra, determinou-se a transmitancia da mesma (dividindo a curva da

corrente medida na amostra pela corrente de referéncia) e, posteriormente, a absorbancia, de acordo
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com o descrito na seccéo 2.1. Os resultados obtidos podem ser observados nas Figuras Figura 3.3 Figura
3.4.
Em particular, a Figura 3.3 mostra as curvas de absorbancia de sangue total para diferentes

concentracdes (ou seja, diferentes percentagens de diluicao).
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Figura 3.3- Espectro de absorbancia (u.a.) de sangue total em diferentes concentracdes, de 0,05 g/L a 1 g/L,

entre os 400 nm e os 750 nm.

De acordo com os resultados apresentados, observa-se que a absorbancia das amostras é tanto maior,
quanto maior for a concentracdo das mesmas. Observam-se ainda trés picos no espectro de absorcéo
do sangue total, devidos a presenca da hemoglobina nas amostras em diferentes quantidades, que é o
composto que da a cor vermelha ao sangue total. O primeiro pico de absorcéo, de elevada intensidade,
acontece entre os 400 nm e 440 nm, e apresenta valores muito elevados de absorcao (apresentado na
Figura 3.3). Na regiao entre os 500 nm e os 600 nm, encontram-se dois picos de absorcéo. A partir dos
600 nm praticamente nao existe qualquer oscilacao no espectro de absorbancia do sangue total, sendo
praticamente nulo (ou seja, quase toda a luz é transmitida a partir dos 600 nm). Isto significa que
qualquer oscilacao visivel no espectro acima deste comportamento de onda sera devida a presenca de
Hz no espectro, ou seja, devida a presenca de parasitas da malaria. A Figura 3.4 apresenta os espectros

da Hz para diferentes concentracgoes.
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Figura 3.4- Espectro de absorbancia (u.a) de amostras de Hz suspensas em agua, em diferentes concentracdes,
entre 0os 400 nm e os 750 nm: a) concentracdes de 1 pg/mL a 40 ug /mL; b) detalhe dos espectros para as

concentracdes de Hz de 1 ug/mL, 3 ug/mLe 5 pg /mL.

O espectro de absorcao de Hz apresenta elevada intensidade até cerca de 600 nm, misturando-se no
espectro do sangue total. No entanto, observa-se claramente um pico de absorcao nos 670 nm, numa
regiao onde o sangue total nao tem absorbancia 6tica, mostrando potencial para uma possivel distincao
entre amostras nesta regiao do espectro. Assim, os resultados sugerem que os picos de absorcao
observados nos 540 nm, 574 nm e 672 nm poderao ser suficientes para reproduzir o espectro de
absorcao de sangue total e Hz. Tendo em conta que o pico de absorcao de Hz acontece nos 672 nm e

0 ultimo pico de absorcao do sangue total nos 574 nm, sera possivel reproduzir a informacao do espectro
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pretendido, seja, fazer a distingao entre sangue total e sangue total contaminado com Hz. Mais detalhes
da caracterizacao 6tica, nomeadamente de hemoglobina sintética e Hz em diferentes concentracdes

podem ser consultados em [6] [42].

3.2 Dimensionamento, Atuacao e Caracterizacao dos Diodos Laser

O dispositivo a desenvolver deve ser capaz de identificar a presenca de Hz num liquido, sem necessitar
de correr todo o espectro visivel de luz (um espectro continuo implicaria instrumentacédo altamente
complexa, o que seria incompativel com um dispositivo miniaturizado portatil de baixo custo, como se
pretende aqui desenvolver). Para esse efeito, tal como descrito na seccdo anterior (seccédo 3.1), foram
identificados trés comprimentos de onda principais capazes de reproduzir a informacao do espectro
pretendido: 540 nm, 574 nm e 672 nm [6]. Deste modo, estas trés bandas espectrais poderao captar
as principais oscilacdes nos espectros de absorbancia dos glébulos vermelhos/ hemoglobina (principais
responsaveis pela cor do sangue) e da Hz. Além das trés gamas espectrais anteriormente estudadas,
considerou-se uma quarta gama espectral proxima dos 800 nm (ja proximo da gama dos infravermelhos),
de modo a reconstruir a fase final do espectro otico visivel.

No dispositivo, a emissao 6tica sera efetuada através de diodos laser, como emissores de luz, e a selecao
das gamas espectrais sera garantida pela banda de emissao dos diodos laser selecionados. De um modo
geral, um diodo laser tem elevada precisdo no comprimento de onda emitido (monocromatico), isto
guando bem alimentado [43][44], assim como uma resposta previsivel (precisa) dentro de um intervalo
de tempo definido. Apds uma pesquisa de mercado, foram identificados 4 diodos laser para esta

aplicacao (Tabela 1):

Tabela 1- Diodos laser utilizados na implementacéo do sistema.

Corrente
Comprimento Corrente de
Poténcia maxima de Tensao
Referéncia de onda (A) operacao (lop) Fornecedor
(mWw) operacao (Typ-Max) (v)
(nm) (A)
(IMAX) (A)

PL 520_B2 520 50 0,15 0,16 6,0-8,0 Osram
ADL-63054TL 635 5 0,033 0,04 2,2-25 Arima
LNCQ28PSO1WW 661 100 0,128 0,18 2,4-3 Panasonic
LNC728PSO1WW 783 200 0,21 0,275 2,5-3 Panasonic
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Os seus comprimentos de onda sdo os que se encontram mais proximos dos valores pretendidos, de
acordo com o0s ensaios experimentais de caracterizacao apresentados anteriormente. Idealmente, os
diodos laser a utilizar seriam dimensionados de forma a emitir luz exatamente nos comprimentos de
onda pretendidos. Na pratica, a selecao dos componentes também dependeu da disponibilidade e custo
dos mesmos no mercado. No entanto, como ¢é visivel na

Tabela 1, foram encontrados componentes para todas as regides do espectro pretendidas.

De modo a desenvolver um sistema capaz de detetar as oscilacdes de espectro (como previamente
apresentado nas Figuras Figura 3.3 eFigura 3.4), foram considerados circuitos de atuacao/iluminacao
dos diodos laser referidos e de aquisicdo e controlo de dados. O circuito de atuacao dos diodos laser foi
baseado no regulador ajustavel LM317 [45]. A configuracao utilizada, apresentada na Figura 3.5, garante
precisao no limite de corrente, o que assegura que, mesmo no pior dos casos, nenhum dos diodos laser

tera em algum momento, uma corrente superior a sua corrente maxima de operacao.

R1
Vin O——(IN OUTAAAA ®

ADJ

Figura 3.5- Circuito limitador de corrente baseado num circuito integrado LM317 [45].

A resposta deste circuito ¢ dada por (3), onde I representa a resisténcia de dimensionamento da
corrente l... Na expressdo, a variavel V., com o valor de 1,2 V representa a tensdo de referéncia para o

funcionamento, indicada pelo fabricante.

Vrie
Loyt = R—lf ycom Vier =12V (3)

Para cada um dos diodos laser foi, entdo, dimensionado o circuito tendo em conta a sua corrente de
operacao, apresentada na

Tabela 1. De forma a controlar a atuacédo de cada diodo laser, foi ainda implementado um interruptor
recorrendo a um transistor NPN. Este é controlado pelo microcontrolador através do porto P1 (Figura 3.6
abaixo), onde sera aplicado um sinal controlado por PWM. O porto P2, representado na mesma figura,
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¢ 0 ponto de conexdo com o diodo laser. A Tabela 2 apresenta os principais parametros do transistor

utilizado.

Tabela 2 - Parametros do transistor.

ODF (overdrive factor) 10
Ganho de corrente - Beta (min) 100
VBE (sat) 0,7V
VIN 3,3V

A Figura 3.6 apresenta o dimensionamento final do circuito de atuacdo dos quatro diodos laser, em que

os valores das resisténcias R1 e R2 se encontram listados, para cada um dos diodos laser, na Tabela 3.

LM317
R1
IN  OUTHAAA/N
. R2 Q1
] S — | P1

\ l P2
J 1+
C

Figura 3.6- Circuito de atuacdo completo: Limitador de corrente e interruptor. DC- fonte de alimentacéo; LM317-
limitador de corrente; R1- resisténcia de dimensionamento; C- condensador de estabilizacdo; R2- resisténcia da

base; Q1- transistor; P1- porto de conexdo com o microcontrolador; P2- porto de conexdo com o diodo laser.

Tabela 3 - Dimensionamento do circuito de atuacao dos diodos laser.

Diodo Laser I(op) (A) R,(Q) R,(Q)

PL 520_B2 (520 nm) 0,15 8 1625
ADL-63054TL (635 nm) 0,033 36 650
LNCQ28PSO1WW (661 nm) 0,128 9 144 4
LNC728PSO1WW (783 nm) 0,21 6 945

Para comprovar o correto funcionamento dos diodos laser, no que toca a sua precisdo espectral, esta
implementacao foi testada e medida através de um espectrofotometro comercial disponivel no CMEMS,
usando uma montagem aproximada da referida na seccao 3.1. Para tal, os diodos laser foram atuados,
a vez, em diferentes aquty cycles (25%, 50%, 75%, 100%), com o monocromador a fazer o varrimento

entre os 400 nm e os 900 nm. Para cada duty cycle, os espectros dos diodos laser foram medidos trés
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vezes, com intervalo de arrefecimento entre testes (minimo de um minuto). Os resultados podem ser

consultados na Figura 3.7.
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Figura 3.7- Representacao grafica das curvas espectrais de corrente (A) obtidas, para os diodos laser: a) PL
520_B2 (520 nm); b) ADL-63054TL (635 nm); c) LNCQ28PSO1WW (661 nm); d) LNC728PSO1IWW (783 nm).
Da analise dos graficos verifica-se que a corrente maxima medida para cada um dos diodos laser (com

0 aduty cycle a 100%) difere em varias ordens de grandeza, entre 0,5 nA e 0,2 mA, e estas diferencas
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serao tidas em conta aquando do processamento de resultados através de um processo de calibracao e
ajuste. Conclui-se que o espectro de emissdo de um diodo laser é mais preciso, tem termos de
especificidade espectral, que de um LED, no entanto ndo é perfeito [46]. Esta analise também permitiu
averiguar o valor real do comprimento de onda emitido por cada diodo laser e a sua largura de emissao.
Para caracterizar os diodos laser em termos de especificidade espectral, foi calculada a largura a meia
altura (FWHM do inglés: full width at half maximum) de cada um. A Tabela 4 apresenta os valores de
comprimento de onda de emissado efetivamente medidos e o FWHM de cada diodo laser. Ressalva-se
que os comprimentos de onda medidos serdo considerados como os comprimentos de onda de

referéncia no capitulo 4.

Tabela 4- Valores de comprimento de onda real e FWHM.

Comprimento de onda
Diodo Laser FWHM (nm)
medido (nm)

PL 520_B2 (520 nm) 525 79
ADL-63054TL (635 nm) 632 25
LNCQ28PSO1WW (661 nm) 668 11
LNC728PSO1WW (783 nm) 799 10

Adicionalmente, foi possivel observar que, nos casos dos diodos laser LNCQ28PSO1IWW e
LNC728PSO01WW, quando atuados em duty cycles inferiores a 100%, ha um desvio em relacdo ao
comprimento de onda emitido, pelo que idealmente, estes teriam de ser sempre atuados a 100% de quty
cycle. O mesmo ndo acontece para os diodos laser PL 520_B2 e ADL-63054TL, que mostram um valor

de pico de emissao igual, independentemente do auty cycle.

A Figura 3.8 apresenta a distribuicao da emissao dos quatro diodos laser no espectro, mostrando que
os diodos laser sdo representativos das zonas de interesse no espectro otico (descritas no inicio deste
capitulo). De notar que, para facilitar a visualizacdo e comparacédo entre os diodos laser, neste grafico o
valor da corrente foi normalizado em relacdo ao valor de corrente maxima emitida e, portanto, nao é

possivel observar as diferencas de amplitude, mas sim apenas a sua distribuicao espectral.
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Figura 3.8- Distribuicao da emissao ¢tica dos quatro diodos laser, apresentada na forma de corrente normalizada
em funcdo do comprimento de onda.

De forma a melhor caracterizar o sistema, foram ainda realizados testes recorrendo a um powermeter,
com o objetivo de medir a densidade de poténcia otica de cada um dos diodos laser. Para tal foi utilizado,
no CMEMS, um sistema composto por um powermeterda Newport (Modelo 1918-R), um fotodiodo (com
1 cm x 1 cm de area ativa) e um Arduino Mega 2560, responsavel pelo controlo dos drivers de
alimentacao da matriz de diodos laser. Foi ainda utilizado um pano preto para cobrir a montagem, de
forma a reduzir as interferéncias luminosas externas ao sistema. Cada diodo laser foi atuado a vez e
cada a medicao foi repetida trés vezes. A cada medicao fez-se um ciclo de arrefecimento de um minuto.

As médias da densidade de poténcia lida por diodo laser sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5- Resultados da densidade de poténcia ética dos diodos laser medidos no Powermeter.

Densidade de poténcia otica
Duty Cycle
Diodo Laser 10% 25% 50% 75% 100%
PL 520_B2 (520 nm) 362 nW/cm? 904 nW/cm? 1,8 uW/cme 2,6 pW/cm? 3,6 pW/cm?
ADL-63054TL (635 nm) 248 nW/cm? 530 nW/cm? 1 uW/cm? 1,4 uW/cm? 1,8 uW/cm?
LNCQ28PSO1WW (661 nm) 4,3 mW/cme 8 mW/cm? 13,3 mW/cm? 17 mW 18,5 mW/cm?
LNC728PSO1WW (783 nm) 4,5 mW/cm? 8,6 mW/cme 14,6 mW/cm? 19,ImW/cm? 22,8 mW/cm?

Observa-se que, quanto maior o duty cycle, maior a poténcia medida pelo powermeter. Os diodos laser

LNCQ28PSO1IWW (661 nm) e LNC728PS01WW (783 nm) apresentam valores de poténcia emitida varias
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ordens de grandeza superiores aos dois restantes diodos laser, 0 que vem ao encontro dos resultados

previamente obtidos nas medicdes do espectrofotometro.

3.3 Dimensionamento e Caracterizacao do Circuito de Aquisicao e Leitura

Como sensores 6ticos, foram utilizados quatro fotodiodos, um para cada diodo laser. De forma a apurar
quais os fotodiodos mais adequados, fez-se, tal como para os diodos laser, um estudo de mercado.
Numa primeira fase, optou-se pela utilizacdo do fotodiodo TSL250R visto que este, na sua relacédo entre
comprimentos de onda pretendidos e respetiva sensibilidade espectral relativa, apresentava valores entre
0s 0,8 nmte 1,1 nm* (Figura 3.9). Como motivacao extra para a sua aquisicao, o fotodiodo referido trata-
se de um sensor otico Light-fo-Voltage, sendo que tem o seu préprio circuito de transimpedancia
integrado. Isto apresentava-se como uma mais-valia, visto que simplificaria a implementacao, reduziria
ruido e o tamanho final do prototipo. No entanto, aquando da parametrizacdo dos diodos laser,
recorrendo a um osciloscopio, averiguou-se que os diodos laser LNCQ28PSO1WW e LNC728PS01WW,
quando atuados com um auty cycle acima dos 25%, levavam o fotodiodo a um estado de overflow. Sendo
que a sua utilizacao abaixo dos 25% nao apresenta uma estabilidade desejavel nos valores medidos, por
essa razao foram adquiridos os fotodiodos BPW24. A Figura 3.9 apresenta a responsividade relativa de

ambos os fotodiodos considerados.
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Figura 3.9-Responsividade relativa em funcdo do comprimento de onda para os fotodiodos (reproduzido dos
respetivos datasheets): a) TSL250R [30], utilizado para comprimentos de onda de 520 nm e 635 nm; b) BPW34
[31], utilizado para comprimentos de onda de 661 nm e 783 nm.
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Assim, foi estudada a possibilidade de utilizacdo deste tltimo (BPW24) para as medicdes de corrente

geradas pela emissdo dos quatro diodos laser. Para isso foi medida a corrente, recorrendo a um

picoamperimetro, nos terminais de um BPW34 quando sobre este incidia cada um dos diodos laser,

distanciados cerca de um centimetro, e atuados a 100% de duty cycle. Este teste foi executado num

ambiente controlado, de forma a reduzir as interferéncias luminosas externas ao sistema. Cada um dos

diodos laser foi ligado durante 60 segundos, e de cinco em cinco segundos o valor de corrente foi

registado. O processo foi executado trés vezes e calculada a média de resultados para cada diodo laser,

com intervalos de arrefecimento entre cada ciclo de medicdo. Os resultados sao apresentados na Figura

3.10.
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Figura 3.10- Corrente (mA) ao longo do tempo, medida com o fotodiodo BPW34, quando atuado pelos diodos

laser: a) PL 520_B2 (520 nm); b) ADL-63054TL (635 nm); ¢) LNCQ28PSOIWW (661 nm); d) LNC728PSO01WW

(783 nm).
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Apds a analise dos resultados deste teste, averiguou-se que a corrente lida nos terminais do fotodiodo
BPW34, para os diodos laser PL 520_B2 e ADL-63054TL, é de uma ordem de grandeza muito reduzida
(como ja era esperado). A utilizacdo deste fotodiodo para estes dois diodos laser requereria, portanto, a
implementacdo de um circuito de transimpedéancia de duas etapas. Numa fase inicial, um circuito de
transimpedancia com duas etapas foi implementado e testado numa breadbord, no entanto optou-se por
nao recorrer a esta abordagem. Esta, para além de tornar o circuito de aquisicdo mais complexo,
apresenta, igualmente, muita instabilidade no seu sinal de saida. De notar que a sensibilidade espectral
relativa para os comprimentos destes dois diodos laser (520nm e 635 nm) é inferior aos dois restantes
diodos laser (LNCQ28PSO01WW e LNC728PS01WW), o que torna mais evidente a diferenca na precisao
de leitura entre os dois pares de diodos laser. Portanto, na implementacao final optou-se pela utilizacéo

de dois pares distintos de fotodiodos, como é apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Lista de diodos laser utilizados e fotodiodos correspondentes.

Diodos Laser Fotodiodo
PL 520_B2 (520 nm) TSL250R
ADL-63054TL (635 nm) TSL250R
LNCQ28PSO1WW (661 nm) BPW24
LNC728PSO01WW (783 nm) BPW24

Contrariamente ao fotodiodo TSL250R, o fotodiodo BPW34 ndo tem um circuito de transimpedancia
interna, ndo se tratando, portanto, de um sensor Ljght-fo-Voltage, mas sim de um sensor Ligth-to-current.
Por essa razao, foi necessario dimensionar e implementar um circuito de transimpedancia para que na
saida do sistema haja um valor em tensdo que possa ser adquirido por um microcontrolador. O

esquematico do circuito de transimpedancia apresenta-se na Figura 3.11.
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Figura 3.11- Circuito de transimpedancia com filtro passa-baixo (PB): R1- resisténcia de transimpedancia; C1-
condensador de estabilizacao; R2- resisténcia do filtro PB; C2- condensador do filtro PB; P1- porto de conexdo

com fotodiodo; P2- porto de conexao com microcontrolador.

De forma a proceder ao seu dimensionamento, e com base nos graficos apresentados na Figura 3.10
foi possivel estimar que a corrente maxima medida seria de 11 mA para o diodo laser LNCQ28PSO1WW

e de 17 mA para o diodo laser LNC728PSO1WW. A partir da equacao (4):

Vout

Iy = R, (4)

e sabendo que o V.. maximo pretendido é de 5V, os valores dimensionados podem ser consultados na
Tabela 7. Por seguranca, para nao ultrapassar os valores de maximo de tensao no terminal do
microcontrolador, levando a sua saturacdo, foram assumidos 4,5 V como valor de V... Os valores de
resisténcia utilizados sao de valor aproximado disponivel no mercado, sendo a aproximacao feita para
um valor superior ao tedrico. A Tabela 7 apresenta os resultados dos calculos e ainda os valores reais

das resisténcias implementados nos circuitos de transimpedancia.
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Tabela 7- Valores das resisténcias tedricas e reais, em funcdo da corrente, para a implementacéo dos circuitos de
transimpedancia.

Diodo Laser Corrente Resisténcia Resisténcia real
teorica
LNCQ28PSO1WW (661 nm) 11 mA 409 Q 430 Q
LNC728PSO1WW (783 nm) 17 mA 264 O 270 O

De forma a confirmar os valores obtidos, assim como calcular os valores para o condensador C1,
recorreu-se a calculadora Phofodiode Circuit Design Wizard, da Analod Devices. Esta permite, com
precisao, ajustar os diferentes valores em funcdo dos fotodiodos e amplificadores utilizados. Nesta fase
optou-se por um valor fator de qualidade padrao (Q=1) para garantir uma medicdo rapida sem com isso
perder precisao na medicao.

Como os diodos laser sdo atuados por PWM, seja, sdo atuados por pulsos ON-OFF modulados em funcao
de um de um duty cycle, isto significa que, aos fotodiodos ira, igualmente, chegar um conjunto de sinais
pulsados. Como se pretendem utilizar as entradas analdgicas de um microcontrolador para aquisicdo de
sinal, este tem, previamente, de ser reduzido a um sinal continuo. Para tal, foi utilizado um filtro passa-
baixo tal como presente na Figura 3.11. Este filtro apresenta uma frequéncia de corte de acordo com a

expressao f=1/(2m.R.C), onde f=0,5Hz , R2 = 3,1 MQ e C2 = 100 nF.

3.4 Integracao e Protétipo

Apds dimensionamento e teste dos componentes e circuitos eletronicos, procedeu-se ao desenho e
fabrico de diferentes placas de circuito impresso (PCBs), assegurando a miniaturizacao e portabilidade
de todo sistema. Todas as PCBs foram desenhadas recorrendo ao software de desenho de placas de
circuito integrado Affium.

Inicialmente foram desenhadas e maquinadas duas PCBs, uma contendo toda a eletronica de
alimentacao dos diodos laser assim como estes componentes, e uma segunda PCB contendo toda a
eletronica de leitura, ou seja, o0s circuitos de transimpedancia e os fotodiodos. A Figura 3.12 apresenta
o0 esquema final das duas PCBs. Os esquematicos dos circuitos utilizados encontram-se nos anexos | e
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Figura 3.12- PCBs desenhadas para a primeira configuracdo do sistema: a) PCB de emissao; b) PCB de rececéo.

Cada placa tem uma dimensao de 6 cm x 23 cm.

Nesta fase optou-se pela configuracdo de testes apresentada na Figura 3.13. As PCBs foram
posicionadas paralelamente e na horizontal, com um reservatorio para amostras composto por quatro
pocos de PDMS (polidimetilsiloxano) de 3 mm de diametro, 3 mm de altura, com uma distancia 3 mm
entre pocos, alinhados com as placas de emissdo e detecao otica. De notar que a distancia entre os
pocos de amostra definiu, igualmente, a distancia entre diodos laser e fotodiodos nas suas respetivas

PCBs, garantindo o seu correto alinhamento.

a)

PCB do emissio —> [N

8 8 <«— Diodos laser
[ & B o]

Reservatorio para
amostra

O © © © «— Fotodiodos
PCB de recegcao —>

Figura 3.13 - a) Diagrama da primeira configuracdo adotada. Duas PCBs, contendo toda a eletronica de
instrumentacao e controlo, posicionadas paralelamente na horizontal com o reservatério para amostra no seu
meio. b) Reservatdrio para amostras: Quatro pocos em PDMS com 3 mm de didametro, 3 mm de altura e com

uma distancia de 3 mm entre pocos (caminho 6tico de 3 mm).

Esta configuracdo acabou por ser abandonada por dificultar a operabilidade do sistema para a realizacao
de testes. Como se tratam de amostras liquidas, sempre que ocorria um pequeno derrame, havia

necessidade de desmontar toda a estrutura e, apesar ter sido desenhado de forma a ser muito facil de
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desmontar e montar, tornava o processo de concretizar multiplos testes moroso. Por essa razao, assim
como viabilidade de implementacdo futura em campo, optou-se por uma abordagem diferente que
acabou por acompanhar o projeto até ao fim. Em vez de ter todo o dispositivo contido no mesmo
encapsulamento foi desenhado um encapsulamento que alberga apenas os diodos laser, fotodiodos e
0s canais oticos. Desta forma, o circuito eletrénico de instrumentacéo e controlo é independente. Esta
abordagem evita problemas com os circuitos e facilita igualmente a substituicdo de componentes (se
necessario). Esta abordagem permitiu igualmente modificar/ajustar matrizes de diodos laser e fotodiodos
com mais facilidade, assim como trocar entre reservatérios para as amostras, sem com isso ter de
modificar nenhuma das PCBs. Foi entdo desenhada uma nova PCB, também ja melhorias ao nivel do
desenho dos circuitos. Esta, ao contrario da anterior, contém toda a componente eletrénica, excetuando
os diodos laser e fotodiodos, que passam a ter as suas proprias PCBs independentes. Portanto, o sistema

final é constituido por trés PCBs (apresentadas na Figura 3.14):

e PCB de instrumentacdo e controlo, contendo os drivers de alimentacdo dos diodos laser e 0s
circuitos de transimpedancia;
e PCB da matriz de diodos laser;

e PCB da matriz de fotodiodos.
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Figura 3.14- Esquemas e fotos das PCBs desenvolvidas para a segunda configuracdo: a) Modelo CAD (computer-
aided design) da PCB de instrumentacdo e controlo; b) Fotografia da implementacado final da PCB de
instrumentacao e controlo; c) Modelo CAD da PCB da matriz de diodos laser; d) Fotografia da implementacao final
da PCB da matriz de diodos laser; €) Modelo CAD da PCB da matriz de fotodiodos; f) Fotografia da implementacéo
final da PCB da matriz de fotodiodos.

De notar que as PCBs de diodos laser e fotodiodos foram dimensionadas, assim como na abordagem
inicial, de forma que estes se encontrem perfeitamente alinhados, assegurando a passagem luz entre
emissor, amostra e detetor. Foram, igualmente, adicionados quatro diodos supressores de
tensdes transientes (TVS), para protecdo electroestatica, um para cada diodo laser [47]. Desta forma, a
PCB com a matriz de diodos laser pode ser manuseada sem risco de provocar danos nos diodos laser

por descargas electroestaticas.

3.5 Encapsulamento

Apds a integracdo da segunda configuracdo das placas PCB num protétipo (seccao 3.4), foi necessario
desenvolver um encapsulamento fisico e suportes para conter todo o sistema. Este encapsulamento tinha

como requisitos a portabilidade, um bom isolamento 6tico e garantir um perfeito alinhamento entre a
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matriz de fotodiodos, os reservatérios para amostra e a matriz de diodos laser. Como referido na seccao
3.4, a posicao dos diodos laser e fotodiodos, nas suas respetivas PCBs, foi definida pelo posicionamento
dos quatro pocos no reservatorio para amostra, ou seja, com 3 mm entre cada um (Figura 3.13(b)).
Portanto, no dimensionamento do encapsulamento, ao garantir o correto posicionamento entre PCBs
(matriz de diodos e matriz de fotodiodos) garante-se, igualmente, o correto posicionamento entre diodos
laser e fotodiodos. Foram idealizadas duas abordagens distintas de encapsulamento, cada uma para um

tipo especifico de reservatdrio para amostra.

Os diferentes modelos foram desenhados recorrendo a desenho CAD (computer-aided design) e
posteriormente impressos recorrendo a uma impressora 3D, modelo witbox 2da Bg. Neste processo foi
utilizado um filamento de PLA (poliacido lactico) de cor preta e as impressdes foram efetuadas com 100%

de preenchimento interno, de forma a reduzir ao maximo o ruido luminoso externo ao sistema.

3.5.1 Primeira Abordagem

Numa primeira fase de desenvolvimento, optou-se pela utilizacdo de um reservatério para amostras
constituido por trés pocos de forma circular com 4 mm de didmetro e 3 mm de profundidade contido
numa placa produzida em PDMS e, por sua vez, com 1,5 cm de largura e 3,5 cm de comprimento, uma
vez que implicam um baixo volume de amostra e, nos estudos anteriores, provaram ser eficazes em

medicdes oticas. O encapsulamento desenhado e impresso é apresentado na Figura 3.15.

b)

Figura 3.15- Primeira abordagem de encapsulamento para as amostras: a) Modelo em CAD; b) Fotografia da

implementacdo (cada quadrado da escala corresponde a 1 cm).
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O encapsulamento descrito é constituido por um sistema de gaveta. A PCB com os diodos laser é
colocada na parte superior da gaveta, e a PCB com os fotodiodos na parte inferior da estrutura exterior.
As aberturas para acoplamento dos diodos laser tém 6 mm, sendo que, por sua vez, as aberturas para
fotodiodos foram dimensionadas em funcao das dimensdes dos dois tipos de fotodiodos utilizados. As
PCBs sdo mantidas no lugar recorrendo a uma moldura retangular (55 mm x 23 mm e espessura de 1
mm), também ela impressa em filamento de PLA. A gaveta foi dimensionada de forma a albergar os
canais e assegurar a seu correto posicionamento entre testes. De forma a proteger a face das PCBs onde
se encontram as pistas e soldas, foram ainda dimensionadas e impressas em filamento PLA duas

camadas de protecdo, uma para cada PCB (matriz de diodos laser e matriz de fotodiodos).

3.5.2 Segunda Abordagem

A segunda abordagem aplica-se ao mesmo sistema electronico, sendo que por sua vez foi dimensionado
de forma a ser compativel com um reservatorio para amostra diferente do anteriormente referido. Esta
abordagem, ao ser modular, permitira a utilizacdo do mesmo circuito de instrumentacao e controlo
aplicado a diferentes tipos de canais e reservatérios. Neste caso, nestes ensaios utilizou-se como
reservatorio uma cuvete em polimetilacrilato com 1 cm de lado, 4,5 cm de altura e 3 mL de capacidade
(Figura 3.16). Ao contrario do anterior, onde a cada poco correspondia um conjunto diodo laser e
fotodiodo (analise de um comprimento de onda por poco), este reservatorio, por sua vez, sera atuado
pelos quatro diodos laser (sequencialmente) sendo o sinal lido nos correspondentes fotodiodos. A cuvete
posiciona-se na sua posicao vertical, pelo que requer um conjunto de suportes que garantam o correcto
posicionamento das duas PCB matriz (matriz de diodos laser e matriz de fotodiodos). O encapsulamento
¢ constituido por um suporte principal capaz de albergar a cuvete e de a manter correctamente
posicionada. Neste serdo acopladas as duas PCB de emissdo e aquisicdo de sinal, com as suas
correspondentes camadas de protecdo (apresentadas na seccao anterior). As suas dimensdes sdo
apresentadas na Figura 3.16. Foram dimensionados ainda dois paralelepipedos retangulares sem uma
das faces (caixa), de dimensao igual (largura 3,4 cm x comprimento 3,8 cm x altura 1,5 cm e espessura
de 1,5 cm). Estes foram utilizados como base e tampa de todo o encapsulamento. Na Figura 3.17 é

apresentada a implementacéo final do encapsulamento do sistema.
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Figura 3.16- Suporte principal da segunda iteracdo de encapsulamento. A esquerda apresenta-se a vista em
perspectiva, da face de acoplamento da PCB com a matriz de fotodiodos visivel. A dimensdo apresentada
corresponde a dimens&o do quadrado interior. Ao centro apresenta-se a face de acoplamento da PCB com a matriz
de diodos laser, com as suas dimensdes exteriores. A direita apresenta-se o reservatorio para amostras: Cuvete

em polimetilacrilato com 1 cm de lado, 4,5 cm de altura e 3 ml de capacidade, e caminho ético de 1 cm.

b)

Camada de

Cuvete "y/

Figura 3.17- Implementacéo final da segunda abordagem de encapsulamento: a) Modelo em CAD, em que para
auxiliar a visualizacao, a alguns componentes foi aplicada transparéncia; b) Fotografia da implementacdo (cada

quadrado da escala corresponde a 1 cm).

3.6 Algoritmo de Aquisicao e Processamento

Por fim, implementou-se ainda um algoritmo de atuacéo, leitura e processamento de dados capaz de
controlar o circuito de atuacédo, ler e processar os valores de tensao a saida dos circuitos de
transimpedancia. Para tal, optou-se pela utilizacdo de um microcontrolador Arduino MEGA 2560, do qual
foram utilizados quatro portos PWM e quatro entradas analdgicas. O microcontrolador encontra-se

conectado, via USB, a um computador, onde se encontra em execucao o software Arduino Infegrated
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Development Environment (IDE), permitindo utilizar o seu Serial Port Monitor, que servira como interface
de comunicacao com o utilizador.

De uma forma geral, o primeiro teste comeca 30 segundos apos o dispositivo ser conectado, sendo que
o utilizador é notificado deste intervalo de tempo, assim como do inicio do teste através do monitor.
Optou-se por introduzir estes 30 segundos para dar tempo ao utilizador para posicionar corretamente o
reservatorio para amostra e garantir que tudo se encontra pronto para o inicio do teste. Caso o utilizador
opte por fazer multiplos testes seguidos, estes 30 segundos permitem ainda trocar a amostra que se
encontra no interior do encapsulamento, antes do inicio do teste seguinte.

O controlo dos diodos laser ¢ feito através dos portos PWM disponiveis no microcontrolador. Cada diodo
laser & atuado durante 1 segundo, individualmente e na sua vez, sendo que entre a atuacao de cada
diodo laser existe um intervalo de espera de 1 segundo. A ordem pela qual os diodos laser sdo atuados

¢ apresentada na Figura 3.18.

G

520nm 783nm 635nm 661nm

Figura 3.18- Ordem de atuacdo dos diodos laser: 1° PL 520_B2 (520 nm); 2° ADL-63054TL (635 nm); 3°
LNC728PSO1IWW (783 nm); 4° LNCQ28PSO1WW (661 nm).

Esta ordem evita que o diodo laser atuado se encontre diretamente posicionado ao lado do diodo laser
atuado imediatamente antes (a Unica excecdo € entre 0 2° e 0 3° momento de atuacao). Pretende-se,
com a implementacéao de 1 segundo de intervalo entre diodos laser, assim como a ordem de atuacao,

reduzir o ruido térmico e dtico durante a rotina de teste.

A cada diodo laser atuado, o microcontrolador regista o valor medido, através das suas entradas
analdgicas, nos terminais do circuito de transimpedancia ao qual corresponde o diodo laser atuado nesse
momento. Cada diodo laser é atuado, pela ordem referida, cinco vezes, sendo que o algoritmo guarda
os valores medidos numa estrutura de dados. O teste, excluindo os trinta segundos de intervalo inicial,
tem a duracao de quarenta segundos. No final do teste, o utilizador é notificado do seu fim e no monitor
sao impressos os valores obtidos, convertidos em tensédo e agrupados por cada diodo laser, como se

pode observar no exemplo apresentado na Figura 3.19.
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LNCQ28PSO1WW (661 nm) PWM:
100%
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3,4066

3,3969

3,3871

3,3773
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Figura 3.19 - Exemplo de saida do algoritmo implementado.

De seguida, o utilizador é notificado, novamente, de que faltam trinta segundos para o inicio do teste
seguinte. Neste momento o utilizador pode optar por terminar a ronda de testes, desligando o dispositivo,
ou por trocar o reservatdrio que se encontra no encapsulamento e continuar a testar diferentes amostras.
A rotina de leitura tem ainda duas opcdes de atuacdo: uma delas aplica um valor fixo de auty cycle
durante todo o teste; a segunda, por sua vez, aplica um valor variavel de duty cycle a cada diodo laser,
comecando nos 25% e até aos 100%, com incrementos de 25%. No fim desta rotina, sdo impressos os
cinco valores agrupados por diodo laser e respetivo duty cycle, sendo que o teste com PWM variavel
demora quatro vezes mais do que o teste com PWM fixo.

Foram ainda implementadas funcdes de calculo de média e desvio padrao, que sdo aplicadas aos valores
lidos por diodo laser e quty cycle (caso este se encontre no modo variavel). Os valores calculados sdo
igualmente impressos no monitor apos o teste. O cddigo implementado no microcontrolador apresenta-

se no Apéndice I.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados obtidos nos testes efetuados com o dispositivo, para as duas

abordagens apresentadas na seccdo 3.5.

Antes de cada conjunto de testes, apresentados neste capitulo, foi efetuada uma medicdo de referéncia,
de forma a garantir que o desgaste do material e efeitos externos ao sistema nao afetam os resultados
medidos. Para cada amostra, foram feitas 3 medicées. Em cada uma das medicdes, cada diodo laser
foi atuado 5 vezes (tal como descrito na seccao 3.6, Algoritmo de aquisicao e processamento), sendo
registados 5 valores. Assim, os valores médios apresentados resultam sempre de uma amostragem de

15 valores (3 medicdes x 5 valores adquiridos).

4.1 Testes da Abordagem 1

A abordagem 1 descrita na seccdo 3.5.1, ou seja, a configuracdo baseada nos pocos cilindricos em
PDMS, foi testada com amostras de Hz suspensas em agua com as concentracdes: 1 ug/mL; 2 ug/mlL;
4pg/mL; 6 pg/mL; 8 ug/mL; 10 pg/mL; 12 pg/mL; 14 pg/mL; 16 pug/mL; 18 pug/mL; 20 pg/mL. A
Tabela 8 e Tabela 9 apresentam as médias dos valores medidos pelo microcontrolador nos terminais
dos circuitos de transimpedancia, com duas diferentes combinacdes de valores de auty cycle aplicados
na atuacao dos diodos laser. Em particular, na Tabela 8, os diodos laser PL 520_B2 (520 nm) e ADL-
63054TL (635 nm) sdo atuados a 100% do auty cycle e os diodos laser LNCQ28PSOIWW (661 nm) e
LNC728PSO1WW (783 nm) a 25%. Na Tabela 9, todos os diodos laser sdo atuados a 100% do auty cycle.
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Tabela 8 -Valores de tensdo medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia para as amostras de Hz nas
concentracdes: 1 pg/mL; 2 pyg/mL; 4 pg/mL; 6 ug/mL; 8 ug/mL; 10 pug/mL; 12 pg/mL; 14 ug/mL; 16 pg/mL;
18 pg/mL; 20 ug/mL. Teste com os diodos laser PL 520_B2 (520 nm) e ADL-63054TL (635 nm) atuados a 100%
do duty cycle e os diodos laser LNCQ28PSOIWW (661 nm) e LNC728PSO1WW (783 nm) a 25%.

Valores de tensao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia (V)

Concentracio de Hz

1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

pg/mL | pg/mL | pyg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
525 | 06891 | 0,6794 | 0,6647 | 0,6354 | 0,5963 | 0,5914 | 0,5376 | 0,5083 | 0,5181 | 0,4985 | 0,523

2 | 1,5885 | 1,5347 | 15103 | 1,4321 | 1,3343 | 1,5347 | 1,3636 | 1,2561 | 1,261 | 1,1926 | 1,2463

668 | 1.2512 | 1,1975 | 1,1779 | 1,1486 | 1,1193 | 1,2414 | 1,2023 | 1,1584 | 1,1779 | 1,1486 | 1,173

Comprimento de
onda (nm)
(<3
@

799 | 1,1926 | 1,1095 | 1,1486 | 1,1388 | 1,1046 | 1,393 | 1,3832 | 1,3587 | 1,3636 | 1,349 | 1,3539

Tabela 9- Valores de tensdo medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia para as amostras de Hz nas
concentragdes: 1 pg/mL; 2 pg/mL; 4 ug/mL; 6 ug/mL; 8 ug/mL; 10 pg/mL; 12 ug/mL; 14 pg/mL; 16 pg/mL;
18 pg/mL; 20 pg/mL. Teste com os diodos laser atuados a 100% do duty cycle.

Valores de tensdao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia (V)

Concentracao de Hz

1 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

pg/mL | pg/mL | pg/mL | ug/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
525 | 0,6891 | 0,6794 | 0,6647 | 0,6354 | 0,5963 | 0,5914 | 0,5376 | 0,5083 | 0,5181 | 0,4985 | 0,523

632 | 1,5885 | 1,5347 | 1,5103 | 1,4321 | 1,3343 | 1,5347 | 1,3636 | 1,2561 | 1,261 | 1,1926 | 1,2463

668 | 43939 | 4,2326 | 4,2082 | 3,998 | 3,8172 | 4,262 | 3,7292 | 3,3871 | 3,5533 | 3,2356 | 3,3089

Comprimento de
onda (nm)

799 | 3,3382 | 3,172 | 3,3431 | 3,348 | 3,2747 | 4,042 | 3,9736 | 3,8172 | 3,8905 | 3,8514 | 3,8465

Como foi referido no inicio do capitulo, antes de todos os testes, foram efetuadas medicoes de referéncia
utilizando agua de forma a estabelecer os valores de tensado de referéncia utilizados no calculo da
transmitancia e absorbancia oticas das amostras. Como foi apresentado na seccao 3.2, os valores de
corrente medidos para os quatro diferentes comprimentos de onda (associados a cada um dos diodos
laser), diferem em multiplas ordens de grandeza, pelo que, para proceder a reconstrucdo do espectro

reproduzido pelos quatro comprimentos de onda, foi necessario proceder a uma poés-calibracao e
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normalizacdo destes valores. Além disso, este processo de normalizacdo dos dados servira também para
eliminar possiveis variacoes da intensidade dos diodos laser com o seu tempo de vida. Para isso,
desenvolveu-se um algoritmo, aplicado a todos os ensaios: uma vez calculadas as médias dos valores
medidos para cada comprimento de onda, ¢ identificada a tensao mais elevada aos terminais do circuito
de transimpedancia. Esta tensdo, por sua vez, € utilizada como um valor de calibracao/normalizacao
para todas as restantes tensdes dos outros comprimentos de onda do sistema. Nesta fase, procede-se
ao calculo do quociente entre a tensdo de referéncia identificada (tensdo mais elevada) e as restantes
tensdes medidas para cada um dos outros comprimentos de onda. O resultado do quociente calculado
para cada comprimento de onda, com a amostra de referéncia, serve entdo como fator multiplicador de
calibracao que sera aplicado nas medicoes das amostras em analise, nos testes subsequentes. A Figura

4.1, apresenta o fluxograma do processo de normalizacdo descrito.

v,

p1 V

p2 Vp3 VM

Vinaior = selecionar tensao (l/bx) mais elevada

l | | |

Vinaior f _ Vinaior Vmaior f — Vmaior
= 2 == = 4=
fpl Vp1 14 Va2 fp3 Vpa P Vpa

l l l l
fpl fpz fp3 fp4

Figura 4.1- Fluxograma do processo de normalizacdo dos dados medidos na entrada do microcontrolador: p«-
entradas analogicas do microcontrolador; Vex - tensdo medida; f. - fator multiplicador de calibracéo

A partir dos valores normalizados, para cada uma das amostras, procede-se entdo ao calculo da
transmitancia da amostra (usando também os valores normalizados da amostra de referéncia), de acordo
com a equacdo (1). A partir dos valores de transmitancia, calcula-se a absorbancia. Este procedimento
¢ repetido em todas as analises experimentais apresentadas neste capitulo. A Figura 4.2 apresenta as
absorbancias normalizadas calculadas para as amostras de Hz em agua, calculadas a partir dos valores

de tensdo apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Figura 4.2- Espectro de absorcdo (u.a.) de Hz nas concentracdes: 1 pg/mL; 2 pg/mL; 4ug/mL; 6 ug/mL; 8
pg/mL; 10 pg/mL; 12 pg/mL; 14 pg/mL; 16 pg/mL; 18 ug/mL; 20 ug/mL: a) Teste com os diodos laser PL
520_B2 (520 nm) e ADL-63054TL (635 nm) atuados a 100% do auty cycle e os diodos laser LNCQ28PSO1WW
(661 nm) e LNC728PSO1WW (783 nm) a 25%. b) Teste com os diodos laser atuados a 100% do auty cycle.

Observa-se, em ambos 0s espectros de absorcao, que, de uma forma geral, existe um aumento da
absorcao com 0 aumento da concentracao de Hz na amostra, como expectavel pela teoria de Lambert-
Beer. Este aumento é observado por todo espectro, excetuando no caso do 799 nm onde, no teste
executado com todos os diodos laser a atuados a 100% de quty cycle, se observam pontos de absorbancia
nula (Figura 4.2(b)). Apesar de se observarem variacdes da absorbancia, estas nao apresentam
linearidade em todos os comprimentos de onda. Supde-se que estas variacdes inesperadas se devam a
perturbacoes e pequenas alteracoes entre testes, sejam estas relativas a variacdes no posicionamento

dos pocos de amostra, ou a perturbacoes externas ao sistema.

E importante referir que, numa fase inicial de desenvolvimento, avaliou-se a possibilidade de efetuar uma
normalizacao dos valores de corrente lidos em vazio nos fotodiodos, recorrendo a uma calibracdo por
controlo do PWM de atuacao de cada diodo laser (usando um algoritmo similar ao reportado em [16]).
No entanto, devido a grande disparidade entre a poténcia 6tica emitida entre os 4 diodos laser (mesmo
uns sendo atuados a 10 % de auty cycle, e os outros a 100%), e a maior complexidade que este algoritmo
de calibracdo traria ao sistema, este tipo de calibracdo n&o era viavel. Além disso, no caso da atuacao
de todos diodos laser a 100%, os resultados de absorcdo sao de valor superior, optando-se assim pela
atuacdo a 100% de quty cycle para todos os diodos laser, com calibracdo/normalizacdo sempre feita

apds as medicdes, como foi descrito anteriormente nesta seccao.
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4.2 Testes da Abordagem 2

Nesta seccdo sdo abordados os resultados dos testes relativos a abordagem 2 descrita na seccdo 3.5.2.
Esta sera testada com amostras de Hz, amostras de sangue e amostras combinadas de sangue total e

Hz.

4.2.1 Amostras de Hz

Foram testadas amostras de Hz diluidas em agua com as concentracées: 1 ug/mlL, 3 ug/mL, 5 ug/mL,
10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 40 ug/mL. A Tabela 12 apresenta as médias dos valores medidos

pelo microcontrolador nos terminais dos circuitos de transimpedancia.

Tabela 10- Valores de tensao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia para as amostras de Hz nas

concentracoes: 1 pg/mL, 3 ug/mL, 5 ug/mL, 10 ug/mL, 15 ug/mL, 20 pg/mL, 40 pug/mL.

Valores de tensao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia (V)
Concentracao de Hz
1 pg/mL 3 pg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL 15 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL

o —~| 525 0,7038 0,694 0,6647 0,6012 0,5816 0,5279 0,347
£t E

c

GE-' £ 632 1,9062 1,784 1,7253 1,4761 1,3734 1,1388 0,6843
— [}

& 2| 668 | 49169 4,8729 4,8338 4,3109 3,9785 3,0743 1,5298
£ ©

S 8| 799 | 4236 4,1984 4,1935 4,042 3,9247 3,0987 2,654

A Figura 4.3 apresenta as absorbancias normalizadas para as amostras de Hz em agua, calculadas a

partir dos valores de tensao apresentados nas Tabelas 11, e seguindo o algoritmo de normalizacao dos

dados descrito na seccao anterior.
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Figura 4.3- Espectro de absorcao (u.a.) de Hz nas concentracdes: 1 pg/mL, 3 pg/mL, 5 pg/mL, 10 ug/mL, 15
ug/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL.

Observa-se que existe um aumento da absorcdo com o respetivo aumento da concentracdo de Hz na
amostra. Esse aumento é mais acentuado nos 668 nm que, como é referido e validado anteriormente,
corresponde a zona do espectro onde se encontra um pico de absorcao da Hz. Observa-se, igualmente,
que no caso dos 1 ug/mL de concentracao de Hz, o dispositivo apresenta valores de absorcao nula para
dois comprimentos de onda, sendo que, nos restantes dois comprimentos, o valor de absorcao também
se encontra muito perto de zero. O teste para esta concentracdo foi repetido, mas nao apresentou
melhorias, sendo que, para todos os testes feitos com esta concentracdo, os valores de absorbancia

ficaram muito proximos dos valores medidos inicialmente.

4.2.2 Amostras de Sangue Total

De forma a avaliar a capacidade de leitura do sistema para diferentes concentracdes de sangue total,
foram testadas amostras com sangue total diluido em agua nas concentracoes de 1%, 10%, 25% e 100%

de sangue total (Figura 4.4).
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Figura 4.4- Exemplo de cuvetes de amostra contendo sangue total nas concentracdes (da esquerda para a direita):

0% (vazio); 1%; 10%; 100%.

A Tabela 11 apresenta as médias dos valores medidos pelo microcontrolador nos terminais dos circuitos

de transimpedancia para as diferentes amostras de sangue total diluido.

Tabela 11- Valores de tensao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia para as amostras de sangue

total com concentracdes de: 1%, 10%, 25%, 100% (obtidas por diluicdo).

Valores de tensao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia

(V)
Concentracao
1% 10% 25% 100%
s = 525 0,1564 0,044 0,044 0,044
.g % 632 1,5934 0,5425 0,3617 0,0147
E- g 668 4,3548 1,4076 1,4027 0,9189
S 3 799 3,9687 2,6735 1,9062 1,1339

A Figura 4.5 apresenta as absorbancias normalizadas para as amostras de sangue total diluido em agua,

calculadas a partir dos valores de tensdo apresentados nas Tabelas 10.
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Figura 4.5- Espectro de absorcao (u.a.) do sangue total nas concentracdes/diluicdes: 1%, 10%, 25%, 100%.

Observa-se, pelo grafico, que para a concentracao de 1% de sangue total, nos comprimentos de onda
632 nm e 668 nm, a absorbancia é nula. Na pratica, foram registados valores negativos, devido a
perturbacoes nas medicdes de referéncia e amostra para a concentracao referida. De resto observa-se
que, quanto maior a concentracao, maior a absorbancia em todo o espectro dtico analisado. Verifica-se
a excecao aos 668 nm, para o sangue total nas concentracdes de 10% e 25%, onde os valores de
absorbancia se encontram sobrepostos. Observa-se ainda que, de uma forma geral, ndo ha variacédo da
absorbancia das amostras de sangue total entre os 670 nm e os 800 nm, o que vem ao encontro do
que tinha sido observado nos ensaios preliminares efetuados no espectrofotémetro de bancada (seccao

3.1).

4.2.3 Amostras de Sangue Total com Hz

Uma vez apresentados os resultados dos testes do dispositivo, utilizando amostras de sangue total e Hz
isoladas, apresentam-se agora 0s resultados obtidos nos testes realizados com amostras combinadas,
ou seja, contendo 1% e 10% de sangue total, com diferentes concentracoes de Hz em suspensao. Foram

entado preparadas as amostras com as seguintes concentracdes:

e Sangue total a 1% de concentracao com as concentracdes de Hz: O pg/mL, 1 ug/mL, 3 ug/mL,

5ug/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 ug/mL, 40 pg/mL.
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Sangue total a 10% de concentracao com as concentracdes de Hz: O ug/mL, 1 ug/mL, 3 ug/mL,

5pg/mL, 10 ug/mL, 15 ug/mL, 20 pg/mL, 40 ug/mL. As solucdes de sangue total a 10% com

diferentes concentracées de Hz apresentam-se na Figura 4.6. E visivel que para maiores

concentracdes de Hz as amostras de sangue sdo cada vez mais escuras.

Figura 4.6 — Tubos de ensaio contendo amostras com 10% de sangue total e Hz nas concentracées: O pug/mL, 1

ug/mL, 3 pg/mL, 5 ug/mL, 10 pg/mL, 15 pug/mL, 20 ug/mL, 40 pg/mL.

A Tabela 12 apresenta as médias dos valores medidos pelo microcontrolador nos terminais dos circuitos

de transimpedancia.

Tabela 12- Valores de tensdo medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia para as amostras de 1% de

concentracado de sangue total e Hz nas concentracdes: O pg/mL, 1 pg/mL, 3 pyg/mL, 5 ug/mL, 10 pyg/mL, 15

pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL.

Valores de tensao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia (V)

Concentraciao de Hz

0 pg/mL 1 pg/mL 3 pg/mL 5 pg/mL 10 pg/mL 15 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL

3 E 525 0,2346 0,2248 0,1955 0,1906 0,1955 0,1564 0,1369 0,1026
o

GE-\ = 632 1,5738 1,3881 1,2952 1,2512 1,1388 0,9873 0,826 0,4057
- 1}

E_ E 668 4,1349 3,7537 3,5093 3,2991 2,9912 2,4829 1,8524 1,1584
=

o 8 799 3,3187 3,1916 3,1232 3,0108 2,8152 2,9814 2,6393 1,8671
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A Figura 4.7 apresenta os espectros de absorbancia normalizados para as amostras de sangue total a

1% e Hz em diferentes concentracdes, calculados a partir dos valores de tensao apresentados na Tabela

10.

Absorbancia (u.a.)
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Figura 4.7- Espectro de absorcdo (u.a.) para as amostras de 1% de concentracdo de sangue total e Hz nas

concentracdes: O ug/mlL, 1 ug/mL, 3 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 40 ug/mL.

Tabela 13- Valores de tensao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia para as amostras de 10% de

concentracao de sangue total e Hz nas concentracoes: O pg/mL, 1 pg/mL, 3 pg/mL, 5 pyg/mL, 10 pg/mL, 15

pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL.

Valores de tensdao medida nos terminais dos circuitos de transimpedancia (V)

Concentracao de Hz

Opg/mL | 1ug/mL | 3ug/mL | 5 pg/mL 10 15 yg/mL | 20 yg/mL | 40 pg/mL
ug/mL
e = 525 | 0,0733 0,0733 0,088 0,088 0,0782 0,0831 0,0733 0,0782
E’ % 632 0,8309 0,8602 0,8016 0,7527 0,6305 0,6012 0,5425 0,3763
E -g 668 | 22385 2,263 2,1359 1,9941 1,6227 1,5396 1,3685 1,1437
§ % 799 | 27224 2,6295 2,4096 2,3412 2,1163 2,1261 1,999 1,6569

A Figura 4.8 apresenta os espectros de absorbancia normalizados para as amostras de sangue total a

10% e Hz em diferentes concentracdes, calculados a partir dos valores de tensao apresentados na Tabela

12.
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Figura 4.8- Espectro de absorcao (u.a.) para as amostras de 10% de concentracdo de sangue total e Hz nas

concentracdes: O ug/mL, 1 ug/mL, 3 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL.

Tal como verificado nos resultados apresentados anteriormente, observa-se que existe um aumento da
absorcédo, em todo o espectro 6tico reproduzido, com o respetivo aumento da concentracao de Hz e
sangue total na amostra. Nestes ensaios, 0 aumento da absorcéo evidencia-se mais nos 632 nm e 668
nm (pico de absorcdo da Hz) uma vez que, para cada um dos dois conjuntos de amostras testadas (tendo
cada conjunto uma concentracdo de sangue total fixa), apenas a concentracdo de Hz é que aumenta.
Ou seja, em cada um dos graficos, a componente da absorbancia provocada pela concentracdo de
sangue total € a mesma para todas as amostras. No entanto, se forem comparados os dois graficos,
entre os testes realizados com 1% e 10% de concentracdo de sangue total, observam-se diferencas nos
espectros reproduzidos. No caso das amostras com 1% de sangue total, o impacto na absorbancia nos
668 nm, com o aumento da concentracao de Hz é mais evidente. Esta diferenca seria de esperar, pois
a absorbancia provocada pelo sangue total a 1% de concentracado tera um menor impacto quando
comparada com a absorbancia observada com os 10% de concentracdo, como alias é constatavel nos
resultados obtidos com amostras contendo apenas diferentes concentracdes de sangue total (seccao
4.2.1). No entanto, verifica-se que o sistema é capaz de identificar variacdes na concentracdo de Hz
até 1 ug/mL, mesmo para amostras de sangue até 10% de diluicao.

A partir dos resultados obtidos, podem definir-se as especificacoes finais do dispositivo desenvolvido, tal

como apresentado na Tabela 14.
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Tabela 14- Especificacdes finais do dispositivo.

Abordagem 1

largura 5,5 cm x comprimento 5,5 cm x altura 2,5 cm

Abordagem 2

largura 3,5 cm x comprimento 4 cm x altura 6 cm

Dimensdes Placa do circuito de
largura 7,5 cm x comprimento 8 cm x altura 2 cm
controlo
Peso 100 g
Tempo de teste 40 s

525 nm 3,3 mV/(ug.mL) (1% sangue) e 0,122 mV/(ug.mL") (10%
sangue)
Sensibilidade 632 nm 29 mV/(ug.mL) (1% sangue) e 11 mV/(ug.mL*) (10% sangue)
668 nm 74 mV/(ug.mL) (1% sangue) e 26 mV/(ug.mL?) (10% sangue)
799 nm 36 mV/(ug.mL) (1% sangue) e 27 mV/(ug.mL*) (10% sangue)
Limite minimo detecao Hz 1 pg/mL
Tensao de alimentacao 15V
Consumo de corrente 210 mA
Poténcia maxima de consumo 3,15W
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5.CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

O presente capitulo, e final, apresenta as principais conclusdes do trabalho realizado e apresentado nos
capitulos anteriores. Sdo ainda abordadas algumas propostas de melhoria futuras para o dispositivo

desenvolvido.

5.1 Conclusoes

A dissertacao realizada enquadrou-se no projeto MalariaChip que decorreu entre julho de 2018 e maio
de 2022, tendo também contribuido para o projeto iProof20, promovido pela TecMinho, e que decorreu

em 2017, ambos executados na Universidade do Minho.

Para este trabalho de dissertacéo foi proposto o desenvolvimento de um sistema o6tico de quantificacdo
de Hz em sangue total. O mecanismo desenvolvido foi baseado na detecao 6tica por espectrofotometria
de absorbancia, recorrendo a tecnologia de diodos laser como emissores de luz, tendo como objetivos a
utilizacao do menor nimero possivel de comprimentos de onda necessarios, detecao de Hz com boa
sensibilidade, baixo consumo de energia e a reducdo do tamanho do dispositivo, relativamente a
dispositivos desenvolvidos anteriormente.

Numa fase inicial do trabalho, realizaram-se testes preliminares de caracterizacao otica de amostras de
Hz e sangue total, com o objetivo de escolher os comprimentos de onda ideais para o desenvolvimento
do sistema proposto. Apos esta analise, a implementacao final recorreu a quatro comprimentos de onda:
525 nm; 632 nm; 668 nm; 799 nm, cuja atuacao e leitura foi integrada num sistema com diodos laser,
fotodiodos e circuitos de transimpedéancia para a leitura dos sinais nos sensores 6ticos.

Para a implementacdo final, desenvolveram-se trés placas de circuito integrado, uma para os diodos
laser utilizados, outra para os fotodiodos e uma contendo a restante eletronica de instrumentacéo e
atuacdo. Desenvolveram-se ainda dois tipos de encapsulamento, cada um para um tipo especifico de
reservatorio para amostra, e ambos compativeis com o sistema eletronico desenvolvido. O dipositivo foi
testado com diferentes amostras com Hz, amostras com sangue total e ainda com amostras contendo
sangue total e Hz em simultaneo.

Foi possivel proceder a uma reconstrucao dos espectros de absorcao otica recorrendo apenas a quatro
comprimentos de onda, sendo que os resultados mostram que é possivel identificar a presenca de Hz

numa amostra. Concluiu-se que o dispositivo desenvolvido consegue medir pequenas variacdes no
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espectro otico de absorcdo, até ao limite de 1 ug/mL de hemozoina em sangue total (diluido a 10%),
com sensibilidade minima de 0,122 mV/(ug.mL?). O dispositivo apresentou um tempo de teste muito
reduzido, inferior a 1 minuto, ou seja, abaixo do tempo de teste dos métodos convencionais. Além disso,
as vantagens apresentadas, nomeadamente as dimensdes finais, portabilidade, tempo de teste por
amostra e facilidade de implementacdo, provam o potencial deste dispositivo e tecnologia como uma
aplicacéo viavel para o diagnéstico da malaria. Por fim, o sistema de atuacdo desenvolvido, com base
em diodos laser, podera ainda ter potencial para, no futuro, ser integrado em sistemas 6ticos de detecao
nao invasiva, por exemplo, baseados em reflectancia ética, para medicdes diretamente na pele dos

pacientes.

5.2 Trabalho Futuro

No seguimento do trabalho realizado na presente dissertacao, para que o sistema desenvolvido possa
ser melhorado e bem-sucedido como um dispositivo de diagnostico de malaria portatil, algumas

limitacOes terao de ser ultrapassadas, nomeadamente:

e Uma melhoria na capacidade de leitura e diferenciacdo para concentracdes mais reduzidas de
Hz, ou seja, ao nivel dos valores de parasitémia que os métodos atuais detetam. Na versao atual,
para concentracoes de Hz abaixo de 1 ug/mL, as perturbacdes externas e o ruido diminuem a
precisao e a capacidade de diferenciacado do sistema. A implementacdo de um amplificador de
lock-in tornaria todo o sistema de leitura mais preciso, assim como permitiria reduzir a
quantidade de amostra necessaria para os testes.

e Melhoria na escolha dos diodos laser, tentando assegurar densidades de poténcia otica
homogéneas em todo o espectro. No caso apresentado, a escolha foi feita em funcéo dos diodos
laser disponiveis no mercado. No entanto, a diferentes poténcias de funcionamento, os
comprimentos de onda reais de emissao e especificidade influenciaram muito o comportamento
do sistema.

e (Qtimizacao do algoritmo de aquisicdo e normalizacdo. Apesar do algoritmo desenvolvido ser
capaz de atuar todo sistema e processar os dados medidos, ainda nao esta dotado de uma rotina
de decisao, capaz de identificar a presenca ou auséncia de Hz nas amostras.

e Integracdao de um sistema de bateria e ecra para tornar o sistema independente de um
computador e de uma fonte de alimentacéo externa.

e Teste do sistema com amostras de parasitas P. falcjparum e hemozoina real.
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ANEXO | - ESQUEMA DO CIRCUITO DE ATUACAO COMPLETO
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ANEXO Il — ESQUEMA DO CIRCUITO DE LEITURA COMPLETO

(o N
IR

69



ANEXO Il — ESQUEMA DO CIRCUITO DA MATRIZ DE DiODOS LASER
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ANEX0 IV — ESQUEMA DO CIRCUITO DA MATRIZ DE FOTODIODOS
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APENDICE | — CODIGO IMPLEMENTADO NO MICROCONTROLADOR

//FOTODIODOS

int analogPinl = 15; //PL
int analogPin2 = 14; //63
int analogPin3 = 13; //C7
int analogPin4 = 12; //CQ

//DIODOS LASER

int ledPinl1 =9; // (PL)-> PL 520_B2 (520 nm)

int ledPin2 = 8; //(63) -> ADL-63054TL (635 nm)

int ledPin3 = 7; //(C7) -> LNC728PS01WW (783 nm)
int ledPin4 = 6; //(CQ) > LNCQ28PSO1WW (661 nm)

int sw= 40;

int swl=41;

int PWM=0;

int deftime =1200;

// INTERVALOS

int BT=1000; int BL=1000; int BR=2000;
float val = 0;

float volt = O;

int aux=0;

int contador=0;

int rotina=0;

float fadeValue = 0;

//AUX VARS
int i=0;
int j=0;

//CORRENTES
float CURR_PL=0:
float CURR_L63=0;
float CURR_C7=0;
float CURR_CQ=0;

//SOMAS

float SUMPL[4];
float SUMCQI[4];
float SUML63[4];
float SUMC7[4];

//MEDIAS

float PLMED[4][4];
float CQMED[4][4]:
float L63MED[4][4];
float C7MED[4][4];

//DESVIO PADRAO
float PLSD[4][4];
float CQSD[4][4];
float L63SD[4][4]:
float C7SD[4][4];

//DESVIO abs
float PLD[5][4];
float CQD[5][4]:
float L63D[5][4];
float C7D[5][4];

//VARIANCIAS

float PLD2[5][4];

float CQD2[5][4];
float L63D2[5][4];
float C7D2[5][41;

float PLSUMD2[5][4];
float CQSUMD2[5][4];
float L63SUMD2[5][4];
float C7SUMD2[5][4];
float PLDEV[4][4];
float CQDEV[4][4];
float L63DEV[4][4];
float C7DEV[4][4];

//DADOS

float PLI5][4];
float SAPL[5][4]:
float CQ[5][4];
float SCQ[5][4];
float L63[5][4];
float SL63[5][4];
float C7[5][4];
float SC7[5]4];

void setup()

{
Serial.begin(9600);

}

void loop()

{

analogWrite(ledPin1, 255);
analogWrite(ledPin2, 255);
analogWrite(ledPin3, 255);
analogWrite(ledPin4, 255);

delay(1000);

analogWrite(ledPin1, 0);
analogWrite(ledPin2, 0);
analogWrite(ledPin3, 0);
analogWrite(ledPin4, 0);
i=0;

i=0;

start();

//LEITURA EM VAZIO (CALIBRACAQ)
range();
calib();

//ROTINAS DE LEITURA

rotl(); //PWM VARIAVEL
rot2(); //PWM FIXO

//CALCULO DE MEDIAS E DESVIOS EM VAZIO
med();
dev();
dev2();
sd();
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prt();

prival();

prifixpwm();
analogWrite(buz, 250);
delay(1000);
analogWrite(buz, 0);

analogWrite(buz, 250);
delay(1000);
analogWrite(buz, 0);
analogWrite(buz, 250);
delay(1000);
analogWrite(buz, 0);

while (digitalRead(sw) == HIGH) {

Serial.printin("RESET SOMAS");
for(j=0;j<4;j++){

SUMPL{[j]=0;

SUMCQI[j]=0;

SUML63[j]=0;

SUMC7[j]=0;
}

}
void start(){

fadeValue=255;

analogWrite(ledPin1, 255);
analogWrite(ledPin2, 255);
analogWrite(ledPin3, 255);
analogWrite(ledPin4, 255);

delay(1000);

analogWrite(ledPin1, 0);
analogWrite(ledPin2, 0);
analogWrite(ledPin3, 0);
analogWrite(ledPin4, 0);

delay(1000);

analogWrite(ledPin1, fadeValue);

delay(500);
analogWrite(ledPin1,0);

analogWrite(ledPin2, fadeValue);

delay(500);
analogWrite(ledPin2,0);

analogWrite(ledPin3, fadeValue);

delay(500);
analogWrite(ledPin3,0);

analogWrite(ledPin4, fadeValue);

delay(500);
analogWrite(ledPin4,0);
}

void range(){
int low=10;

analogWrite(ledPin1, 255);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin1);
volt= val*(5.0/1023.0);
CURR_PL=volt/ 16000000;

Serial.printin("MAX");
Serial.printin(val);
Serial.printin(volt,20);
Serial.printin(CURR_PL,20);
analogWrite(ledPin1,low);
delay(BR);

val = analogRead(analogPinl);
volt= val*(5.0/1023.0);
CURR_PL=volt/16000000;
Serial.printin("MIN");
Serial.printin(val);
Serial.printin(volt,20);
Serial.printin(CURR_PL,20);
analogWrite(ledPin1,0);

analogWrite(ledPin2, 255);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin2);
volt=val*(5.0/1023.0);
CURR_L63=volt/ 16000000;
Serial.printin("MAX");
Serial.printin(val);
Serial.printin(volt,20);
Serial.printin(CURR_L63,20);
analogWrite(ledPin2,low);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin2);
volt=val*(5.0/1023.0);
CURR_L63=volt/ 16000000;
Serial.printin("MIN");
Serial.printin(val);
Serial.printin(volt,20);
Serial.printin(CURR_L63,20);
analogWrite(ledPin2,0);

analogWrite(ledPin3, 255);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin3);
volt=val*(5.0/1023.0);
CURR_C7=volt/165;
Serial.printin("MAX");
Serial.printin(val);
Serial.printin(volt,20);
Serial.printin(CURR_C7,20);
analogWrite(ledPin3,low);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin3);
volt= val*(5.0/1023.0);
CURR_C7=volt/165;
Serial.printin("MIN");
Serial.printin(val,20);
Serial.printin(volt,20);
Serial.printin(CURR_C7,20);
analogWrite(ledPin3,0);

analogWrite(ledPin4, 255);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin4);
volt= val*(5.0/1023.0);
CURR_CQ=volt/191;
Serial.printin("MAX");
Serial.printin(val);
Serial.printin(volt,20);
Serial.printin(CURR_CQ,20);

73



analogWrite(ledPin4,low);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin4);
volt=val*(5.0/1023.0);
CURR_CQ=volt/191;
Serial.printin("MIN");
Serial.printin(val);
Serial.println(volt,20);
Serial.printin(CURR_CQ,20);
analogWrite(ledPin4,0);

void calib(){

aux=1;

analogWrite(ledPin1, 255);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin1);
volt= val*(5.0/1023.0);
CURR_PL=volt/ 16000000;
Serial.printin(CURR_PL,20);
analogWrite(ledPin1, 0);
delay(10000);

fadeValue =255;

dof
analogWrite(ledPin2,fadeValue);
val = analogRead(analogPin2);
volt=val*(5.0/1023.0);
CURR_L63=volt/ 16000000;
Serial.printin(CURR_L63,20);
Serial.printin(fadeValue);
Serial.printin("while");

if(CURR_L63>CURR_PL){
fadeValue-;
Serial.printIn("if");
}
else{
Serial.printin("else");
aux=0;
}
} while(aux=1);
analogWrite(ledPin2, 0);
fadeValue =255;
aux=1;
while(aux){
analogWrite(ledPin3,fadeValue);
val = analogRead(analogPin3);
volt=val*(5.0/1023.0);
CURR_C7=volt/165;
Serial.printin(CURR_C7);

if(CURR_C7>CURR_PL){
fadeValue-;
}
else{
aux=0;
}
}
analogWrite(ledPin3, 0);
fadeValue =255;
aux=1;
while(aux){
analogWrite(ledPin4,fadeValue);
val = analogRead(analogPin4);

volt= val*(5.0/1023.0);
CURR_CQ=volt/191;
Serial.printin(CURR_CQ);
if(CURR_CQ>CURR_PL){
fadeValue—;
}
else{
aux=0;
}
}
analogWrite(ledPin1, 0);
Serial.printin(CURR_PL);
Serial.printin(CURR_L63);
Serial.printin(CURR_C7);
Serial.printin(CURR_CQ);
}
void rot1(){
Serial.printin("LEITURA COMECA EM 30 SEGUNDOS");
delay (15000);
Serial.printin("15 SEGUNDOS");
delay (15000);
Serial.printin("COMECOU");
j=0;
for(fadeValue=63.5;fadeValue<=254;fadeValue+=63.5){
i=0;
for(rotina=0;rotina<b;rotina++){
delay (BT);

Serial.printin("LEITURA:");
Serial.printin(rotina);
Serial.printin("PWM:");
Serial.printin(fadeValue);

Serial.printin("PL...");

analogWrite(ledPin1, fadeValue);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin1);
volt= val*(5.0/1023.0);

PLIi][j]=volt;
SUMPL[j]=SUMPL[j]+volt;

analogWrite(ledPin1,0);
delay (BL);
Serial.printin("63...");

analogWrite(ledPin2, fadeValue);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin2);
volt= val*(5.0/1023.0);

L63[il[j]=volt;
SUML63([j]=SUML63[j]+volt:

analogWrite(ledPin2,0);
delay(BL);
Serial.printin("C7...");

analogWrite(ledPin3, fadeValue);
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delay(BR);

val = analogRead(analogPin3);
volt=val*(5.0/1023.0);

C7[i][j]=volt
SUMCT7[j]=SUMCT7 j]+volt;

analogWrite(ledPin3,0);
delay (BL);
Serial.printin("CQ...");

analogWrite(ledPin4, fadeValue);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin4);
volt=val*(5.0/1023.0);

CQli[]=vot;
SUMCQIj]= SUMCQ([j]+volt;

analogWrite(ledPin4,0);
delay (BL);

Serial.printin("Leitura Seguinte") ;
i++;
}
i+
}
}
void rot2(){ //fix pwm

Serial.printin("LEITURA COMECA EM 30 SEGUNDOS");
delay (15000);
Serial.printin("15 SEGUNDOS");
delay (15000);
Serial.printin("COMECOU");
=0;
i=0;
fadeValue=191;
for(rotina=0;rotina<5;rotina++){
delay (BT);
Serial.printin("PL...");
analogWrite(ledPin1, fadeValue);
delay(BR);
val = analogRead(analogPin1);
volt= val*(5.0/1023.0);
PLIi][j]=volt;
analogWrite(ledPin1,0);
delay (BL);
Serial.printin("63...");

analogWrite(ledPin2, fadeValue);

delay(BR);

val = analogRead(analogPin2);
volt=val*(5.0/1023.0);

L63[i][j]=volt;

analogWrite(ledPin2,0);
delay(BL);

Serial.printin("C7...");

analogWrite(ledPin3, fadeValue);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin3);
volt= val*(5.0/1023.0);

C71i][j]=volt;
analogWrite(ledPin3,0);
delay (BL);
Serial.printin("CQ...");

analogWrite(ledPin4, fadeValue);
delay(BR);

val = analogRead(analogPin4);
volt= val*(5.0/1023.0);

CQIi][i]=volt;
analogWrite(ledPin4,0);
delay (BL);

Serial.printin("Leitura Seguinte");
i++;
1
1
void med(){

for(i=0;i<4;i++){
PLMEDIi][i]=SUMPL[i]l/5;
CQMEDIi][i]=SUMCAQIi]/5;
L63MEDVi][i]=SUML63[i]/5;
C7MEDIi][i]=SUMC7[i]/5;

}

}
void dev(){

for(j=0;j<4;j++){
for(i=0;i<5;i++){

PLDI[i[j]=PL[i[]-PLMED(][T;
CQD][il=CQi][I-CQMED]L];
C7D[=C7i1-C7MEDGII;
L63D(i][j]=L63[I-L63[][];
}

}

}
void dev2(){
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for(j=0;j<4;j++){
for(i=0;i<5;i++){

PLD2[i][i]=pow(PLD[][i],2);
CQD2[i][j]=pow(CQD[[il,2);
C7D2[i][i]=pow(C7DI[}],2);
L63D2(i][j]=pow(L63DIi[i],2);

PLSUMDZ2[j][j]=PLSUMD2[j][j]+PLD2[i][il;

CQSUMD2j][j]=CQSUMD2([j][j]+CQD2[i][il;

C7SUMDZ[j](j]=C7D2[j][il+C7D2[il{i];
L63SUMD2[j][j]=L63D2[j][i]+L63D2(il[il;
}

for(j=0;j<4;j++){

PLDEVI[j][j]= PLSUMD2[il[jl/5;
CQDEV[j][i]= CQSUMD2[]][il/5;
L63DEV(j][j]= L63SUMD2[j][il/5;
C7DEV[][j]= C7SUMD2[i][j}/5;

Serial.printin("PL A PWM:");
Serial.printin(PWM);

Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( PLI[i][j],4);

}

Serial.printin("D");
for(i=0;i<=4;i++){
Serial.printin(PLDIi][j],4);

}

Serial.printin("D2");
for(i=0;i<=4;i++){
Serial.printin(PLD2[i][j],4);

}

Serial.printin("SUM | MED | DEV | SD");
Serial.printin(SUMPLJj],4);
Serial.printin(PLMEDIj][j],4);
Serial.printin(PLDEV[j][j],4);
Serial.printin(PLSD[j][j],4);

}

for(j=0;j<=3;j++){

PWM=(j+1)*25;

Serial.printin("L63 A PWM:");
Serial.printin(PWM);

Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( L63[i][}],4);
}

Serial.printin("D");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin(L63D[i][j],4);
}

Serial.printin("D2");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin(L63D2[i][j],4);
}

Serial.printin("SUM | MED | DEV| SD");

Serial.printin(SUML63[j],4);
Serial.printin(L63MEDIj][j],4);
Serial.printin(L63DEVI[j][j],4);
Serial.printin(L63SDIj][j],4);

}

for(j=0;j<=3;j++){

}
} PWM=(j+1)*25;
void sd(){ Serial.printin("CQ A PWM:");
Serial.printin(PWM);
for(j=0;j<4;j++){ Serial.println("VAL");
PLSDIj][i]=sart(PLDEV[]][j]); for(i=0;i<5;i++){
CQSDIj][i]=sart(CQDEV[]Lil); Serial.printin( CQ[i][i],4);
L63SD[]][[]=sqrt(L63DEVI]il); }
C7SDIj][i]=sart(C7DEVI]L); Serial.printin("D");
} for(i=0;i<5;i++)(
} Serial.println(CQDIi[j],4);
void prt(){ }
Serial.printin("D2");
for(j=0;j<=3;j++){ for(i=0;i<5;i++)(
Serial.printin(CQD2[i][j],4);
PWM=(j+1)*25; )

Serial.printin("SUM | MED | DEV | SD");

Serial.printin(SUMCQ[j],4);
Serial.printin(CQMEDIj1[j],4);
Serial.printin(CQDEV[j1[j],4);
Serial.printin(CQSD[j1[j],4);

}

for(j=0;j<=3;j++}{
PWM=(j+1)*25;

Serial.printin("C7 A PWM:");
Serial.printin(PWM);
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( C7[i][jl,4);

}

Serial.printin("D");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin(C7DIi][j],4);
}

Serial.printin("D2");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin(C7D2[i][j],4);
}

Serial.printin("SUM | MED | DEV | SD");

Serial.printin(SUMCT7([j],4);
Serial.printin(C7MEDIj][j],4);
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Serial.printin(C7DEV[j][j],4);
Serial.printin(C7SD[j1[j],4);
}

}

VO

id prival(){

PWM=50;
for(j=0;j<=1;j++){

}

PWM=PWM+25;
Serial.printin("PL A PWM:");
Serial.printin(PWM);

Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( PL[i][j],4);
}

PWM=50;
for(i=0;j<=1;j++){

}

PWM=PWM+25;

Serial.printin("L63 A PWM:");

Serial.printin(PWM);
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( L63[i][j],4);
}

PWM=50;
for(j=0;j<=1;j++){

}

PWM=PWM+25;

Serial.printin("CQ A PWM:");
Serial.printin(PWM);
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( CQ[i][j],4);

}

PWM=50;

for(j=05j<=L;j++}

PWM=PWM+25;

Serial.printin("C7 A PWM:");
Serial.println(PWM);
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( C7[il[j],4);

}

void prtfixpwm (){

=0;

Serial.printin("PL A PWM:");
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( PL[i][j],4);

}

Serial.printin("L63 A PWM:");
Serial.println(PWM);
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( L63[i][j],4);

}

Serial.printin("CQ A PWM:");
Serial.printin(PWM);
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( CQ[i][j],4);

}

Serial.printin("C7 A PWM:");
Serial.printin(PWM);
Serial.printin("VAL");
for(i=0;i<5;i++){
Serial.printin( C7[il[j],4);

}
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