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RESUMO

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a principal espécie da aquicultura brasileira. O
congelamento € a estratégia mais difundida para prolongar a vida ttil do pescado, mas forma
cristais de gelo que rompem membranas celulares e redistribuem a dgua entre os compartimentos
intra e extracelulares, comprometendo a textura, a capacidade de retencdo de dgua e o valor
nutricional. Os métodos convencionais de avaliacao de qualidade sdo destrutivos, demorados e
demandam infraestrutura raramente disponivel em campo. Este trabalho desenvolve e valida um
dispositivo portatil de espectroscopia de bioimpedancia elétrica em banda larga para discriminar
filés de tildpia frescos de filés submetidos a um ciclo de congelamento e descongelamento. O
sistema é composto por uma placa de circuito impresso dedicada, baseada no microcontrolador
STM32F303CBT6, com front-end analégico bipolar e excitagdo por sequéncias bindrias de
comprimento maximo (Maximum Length Binary Sequences — MLS) de ordem 10, cujo sinal
cobre de 1,9 kHz a 861 kHz na banda de —3 dB. O espectro de impedancia é estimado em tempo
real por transformada rdpida de Fourier no préprio microcontrolador e transmitido via Bluetooth
Low Energy por um moédulo ESP32-C3 a uma aplicagdo em Python, que registra também a
temperatura e a forca de contato. A validagdo com cargas passivas RC e a comparagdo com
instrumento comercial de referéncia estabelecem uma banda metrologicamente certificada de 50
a 200 kHz. Seis filés de tilapia foram adquiridos frescos no comércio local de Joinville, SC, dos
quais se excisaram trés por¢oes padronizadas por filé na musculatura epaxial dorsal, totalizando
dezoito porcdes em delineamento pareado intra-porcao: cada por¢ao foi medida em estado fresco
e novamente apés um ciclo de congelamento a —18°C e descongelamento a 4 °C, gerando trinta
e seis aquisi¢oes. A discriminacao entre os dois estados € feita por analise de componentes
principais (PCA) seguida de classificacdo por k vizinhos mais proximos (k-Nearest Neighbors —
KNN), aplicada a caracteristicas extraidas diretamente do espectro e avaliada sob dois protocolos
de validacdo cruzada agrupada por unidade bioldgica. O dispositivo apresentou desempenho
metrolégico adequado sobre cargas de referéncia e acurdcia de 97,2%, com F1-score macro
idéntico, sob o protocolo mais conservador. Entre os dois protocolos, o desempenho situou-se
na faixa de 0,92 a 0,97. Os resultados indicam que a espectroscopia de bioimpedancia aliada
ao aprendizado de mdquina constitui uma alternativa objetiva, rdpida, ndo destrutiva e de baixo
custo para detectar o efeito do congelamento e descongelamento em filés de tildpia ao longo da

cadeia produtiva do pescado.

Palavras-chave: Bioimpedancia elétrica. Tildpia. Congelamento e descongelamento. Dispositivo

portétil. Aprendizado de maquina.



ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the leading species of Brazilian aquaculture. Freezing
is the most widespread strategy to extend the shelf life of fish, but it forms ice crystals that
disrupt cell membranes and redistribute water between the intra- and extracellular compartments,
compromising texture, water-holding capacity and nutritional value. Conventional quality as-
sessment methods are destructive, time-consuming and demand laboratory infrastructure that is
rarely available in the field. This work develops and validates a portable broadband electrical
bioimpedance spectroscopy device to discriminate fresh tilapia fillets from fillets subjected to
one freeze—thaw cycle. The system is built around a dedicated printed circuit board based on the
STM32F303CBT6 microcontroller, with a bipolar analog front-end and excitation by order-10
Maximum Length Binary Sequences (MLS), whose signal spans 1.9kHz to 861 kHz at the
—3 dB bandwidth. The impedance spectrum is estimated in real time by fast Fourier transform
within the microcontroller and transmitted via Bluetooth Low Energy by an ESP32-C3 module
to a Python desktop application, which also records temperature and contact force. Validation
with passive RC loads and comparison against a commercial reference instrument establish a
metrologically certified band of 50 to 200 kHz. Six tilapia fillets were purchased fresh from
local shops in Joinville, SC, from which three standardized portions per fillet were excised from
the dorsal epaxial musculature, totaling eighteen portions in a within-portion paired design:
each portion was measured in the fresh state and again after one cycle of freezing at —18°C
and thawing at 4°C, yielding thirty-six acquisitions. Discrimination between the two states is
performed by principal component analysis (PCA) followed by k-Nearest Neighbors (KNN)
classification, applied to features extracted directly from the impedance spectrum and evaluated
under two cross-validation protocols grouped by biological unit. The device showed adequate
metrological performance on reference loads and an accuracy of 97.2%, with an identical macro
F1-score, under the more conservative protocol. Across the two protocols, performance ranged
from 0.92 to 0.97. The results indicate that bioimpedance spectroscopy combined with machine
learning is an objective, fast, non-destructive and low-cost alternative to detect the effect of

freezing and thawing on tilapia fillets along the fish production chain.

Keywords: Electrical bioimpedance. Tilapia. Freeze—thaw. Portable device. Machine learn-

ing.
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1 INTRODUCAO

O pescado ocupa uma posicao estratégica entre as fontes proteicas consumidas global-
mente, desempenhando um papel fundamental na segurancga alimentar de diversas populagdes,
especialmente em paises em desenvolvimento. No Brasil, a tildpia do Nilo (Oreochromis niloti-
cus) consolidou-se como a principal espécie da aquicultura nacional: a produgao brasileira de
tilapia atingiu 707.495 toneladas em 2025, contra 662.230 toneladas em 2024, o que corresponde
a um crescimento de 6,84% em um tnico ano (Peixe BR — Associa¢do Brasileira da Piscicultura,
2026; Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2022).

Figura 1 — Producdo brasileira de tildpia cultivada (Oreochromis niloticus) entre 2019 e 2025,
em toneladas.
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Fonte: Dados do Anudrio Peixe BR da Piscicultura 2026 (Peixe BR — Associagdo Brasileira da
Piscicultura, 2026).

A Figura 1 mostra a trajetéria de crescimento sustentado da produc¢do nacional ao longo
dos tultimos sete anos. Contudo, o pescado € uma matriz biolégica suscetivel a degradacao:
o elevado teor de agua livre, a composi¢do lipidica rica em acidos graxos poli-insaturados e
a intensa atividade enzimadtica e microbiana pds-captura tornam o controle das condi¢des de
manuseio, armazenamento e transporte um requisito indispensavel para preservar a qualidade
do produto ao longo de toda a cadeia produtiva (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2022). Nesse cendrio, as perdas e os desperdicios representam um desafio para o
setor, reforcando a demanda por métodos de avaliacdo que combinem rapidez, confiabilidade e
aplicabilidade direta em campo.

O congelamento constitui uma das estratégias mais difundidas para prolongar a vida util
do pescado, pois reduz a velocidade das reagdes bioquimicas e inibe o crescimento microbiano.
Entretanto, o processo ndo € isento de consequéncias sobre a microestrutura do tecido muscular.
A formacgdo de cristais de gelo durante o congelamento provoca ruptura parcial de membranas
celulares e redistribui¢ao de dgua entre os compartimentos intra e extracelular (Vidacek et al.,
2008; Zhang et al., 2024). No descongelamento, os danos causados se manifestam por meio
de perda de exsudato (drip loss), alteracao na textura e reducdo da capacidade de retencdo de

agua (CRA), indicadores que comprometem tanto a percepg¢do sensorial do consumidor quanto
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o valor nutricional do produto (Ferndndez-Segovia et al., 2012; Arannilewa et al., 2006). Em
amostras submetidas a ciclos repetidos de congelamento e descongelamento, esses efeitos se
intensificam progressivamente, tornando a detec¢ao de tais tratamentos um aspecto relevante

para a fiscaliza¢do de qualidade e para a protecdo do consumidor (Zhang et al., 2024).

1.1 ESTADO DA ARTE

Esta secdo apresenta o estado da arte que sustenta o desenvolvimento do trabalho,
abrangendo as técnicas ndo destrutivas para avaliacdo de alimentos, a aplicacio da bioimpedancia
elétrica ao controle de qualidade alimentar, o emprego de algoritmos de aprendizado de maquina
na inspecdo automatizada e os requisitos instrumentais para espectroscopia em banda larga
com sistemas portateis. A organiza¢do em quatro subse¢des segue uma logica de afunilamento,
partindo do panorama geral das técnicas ndo destrutivas, passando pela bioimpedancia como
modalidade especifica e pelos métodos de classificacdo aplicados a seus dados, até chegar aos

aspectos instrumentais que delimitam o escopo tecnoldégico deste trabalho.

1.1.1 Técnicas Nao Destrutivas para Avaliacao de Alimentos

A avaliacdo convencional da qualidade de pescado baseia-se em anélises sensoriais,
microbioldgicas e fisico-quimicas. Embora consolidadas, essas abordagens costumam ser des-
trutivas, demoradas e exigem infraestrutura laboratorial nem sempre disponivel em pontos de
comercializacdo, entrepostos ou unidades de processamento (Masry; Wold, 2012; Karoui; Tho-
mas; Dufour, 2006). Além disso, por envolverem preparo de amostras € manipulacdo quimica,
resultam em limitacdes operacionais para a inspecao em alta frequéncia ao longo da cadeia de
frio, de modo que o controle de qualidade € tipicamente realizado sobre um nimero reduzido de
amostras, pouco representativo da variabilidade presente em grandes lotes. Em resposta a essas
restricdes, um conjunto de técnicas instrumentais ndo destrutivas tem sido investigado, cada uma
explorando um principio fisico distinto para inferir atributos de qualidade a partir da interacao
de radiacdo, ondas mecanicas ou campos elétricos com a matriz alimentar (Girmatsion et al.,
2025; Hassoun et al., 2022; Zhang et al., 2022).

As principais familias de técnicas reportadas na literatura recente incluem métodos Opti-
cos (NIR, Raman, fluorescéncia, imagem hiperespectral), ultrassonicos, capacitivos/dielétricos,
colorimétricos em embalagens inteligentes, narizes e linguas eletronicos, além da prépria bio-
impedancia elétrica. Cada uma explora um principio fisico distinto e apresenta compromissos
proprios entre riqueza informacional, custo, portabilidade e sensibilidade a fatores experimentais
(Masry; Wold, 2012; Karoui; Thomas; Dufour, 2006; Hassoun et al., 2022; Kapse et al., 2023;
Girmatsion et al., 2025). Uma sintese comparativa € apresentada no Quadro 1, construido a partir
da revisao bibliométrica de 21 publica¢des indexadas na Scopus entre 2016 e 2025 conduzida

por Cardenas e Bertemes-Filho (2025), com aplicacdes representativas em diferentes matrizes



alimentares e as limitagdes mais frequentemente reportadas, evidenciando a auséncia de uma

tecnologia universal e motivando a busca por abordagens complementares.
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Quadro 1 — Panorama simplificado de técnicas ndo destrutivas para avaliacdo da qualidade de

alimentos.

Técnica Aplicacao principal Limitacao tipica

Ultrassom Estimativa de composicdo, umidade Sensivel a anisotropia, atenua-
e textura em carnes, vegetais e 6leos. ¢do e temperatura.

Capacitiva Deteccao de adulterantes e frescor Pode apresentar baixa sensibi-
em leite e alimentos embalados. lidade.

Colorimétrica Monitoramento visual de frescorem Dependente de iluminacao,
pescados e carnes embaladas. tempo de reagdo e condi¢des

da embalagem.

Eletromagnética  Detec¢do de contaminantes e defei- Alto custo e maior complexi-
tos por micro-ondas ou THz. dade instrumental.

Espectrométrica ~ Predi¢do de composicao, umidade e Requer calibracdo robusta
gordura em diferentes matrizes ali- e instrumentacdo de maior
mentares. custo.

Bioimpedancia Avaliagdo de frescor, composicdo e Dependente do protocolo de

histérico de congelamento em car-

medicao e do contato eletrodo-

nes e pescados. amostra.

Fonte: elaborado pelo autor, adaptado de Cardenas e Bertemes-Filho (2025).

Duas observagdes emergem do panorama acima. A primeira € que nenhuma das técni-
cas revisadas € isenta de limitagdes. Invariavelmente, as escolhas de instrumentacdo implicam
compromissos entre riqueza de informacao, custo, portabilidade e sensibilidade a fatores ex-
perimentais. A segunda € que, entre as técnicas de baixo custo potencialmente portateis, a
espectroscopia de impedancia elétrica (do inglés Electrical Impedance Spectroscopy — EIS)
destaca-se por associar instrumentagdo simples a capacidade de sondar em multiplas frequéncias
tanto a condutividade dos meios 10nicos quanto a capacitincia associada as membranas celulares
(Grimnes; Martinsen, 2015; Bertemes-Filho, 2002). Essas mesmas propriedades sdo as que se
alteram de forma mais direta durante a degradacdo pds-captura e durante os ciclos de congela-
mento e descongelamento, o que fundamenta a escolha da EIS como eixo tecnoldgico central
deste trabalho (Vidacek et al., 2008; Fernandez-Segovia et al., 2012; Zhang et al., 2024).

1.1.2 Bioimpedancia Elétrica Aplicada a Qualidade de Alimentos

A aplicacdo da bioimpedancia na avaliacdo de qualidade de alimentos tem registros
que remontam a década de 1970, quando Jason e Richards (1975) desenvolveram um medidor
eletronico de frescor de pescado baseado em propriedades elétricas do musculo, instrumento que
daria origem ao Torrymeter comercial. A linha consolidou-se nas décadas seguintes (Grimnes;
Martinsen, 2015; Pliquett, 2010). Desde entdo, o campo evoluiu, incorporando espectroscopia

em multiplas frequéncias e modelos paramétricos que permitem interpretar a resposta elétrica



24

em termos de varidveis com significado fisico, como os parametros do modelo de Cole-Cole
(Ro, R, a, f.) (Marcondes et al., 2025). A revisdo de Zhang et al. (2022) e a revisao recente de
Wang et al. (2024) consolidam a EIS como uma das técnicas ndo destrutivas mais promissoras
para avaliacdo de frescor em carnes e pescados, destacando trés vantagens recorrentemente
reportadas: a simplicidade do front-end analégico, a possibilidade de portabilidade e o baixo
custo por medida em comparagd@o com outros métodos.

Do ponto de vista dos mecanismos fisicos, a literatura relaciona as alteracdes espectrais
observadas em alimentos de origem animal a trés familias distintas de fendmenos. A primeira
envolve o congelamento e o descongelamento, que induzem danos estruturais e redistribui¢ao
de dgua entre compartimentos celulares, produzindo varia¢des de banda larga no médulo e na
fase da impedancia (Zhang et al., 2024; Leng et al., 2024; Marcondes et al., 2025). A segunda
estd associada ao armazenamento refrigerado e a deterioragdo microbioldgica, que afetam a
mobilidade i6nica, a capacidade de retencao de dgua e a microestrutura tecidual (Guermazi;
Kanoun; Derbel, 2014; Wang et al., 2024). A terceira relaciona-se a efeitos de processamento e
embalagem, capazes de modificar a umidade superficial, a forca i0nica e as condi¢des de contato
com os eletrodos, introduzindo deslocamentos espectrais independentes do estado bioldgico da
amostra (Hassoun et al., 2022). O reconhecimento dessas trés familias orienta a selecdo de faixas
de frequéncia e de estratégias de aquisicdo: regides de baixa frequéncia tendem a ser dominadas
por polarizacao eletrddica, a regido intermedidria (tipicamente entre dezenas de quilohertz e
alguns megahertz) captura de maneira mais direta os efeitos estruturais, e as frequéncias mais
elevadas sdo mais suscetiveis a acoplamentos parasitas da cabeca de medicao.

A versatilidade da EIS fica evidente quando se observa o conjunto de matrizes alimentares
ja estudadas. Em pescados, ha relatos sobre robalo (Vidacek et al., 2008), dourada (Fuentes et al.,
2013), salmao (Ferndandez-Segovia et al., 2012; Zhang et al., 2024), carpa capim e tildpia (Zhang;
Shen; Luo, 2010), com foco em discrimina¢do de amostras frescas e descongeladas. Em suinos,
Leng et al. (2024) demonstraram que ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento
em lombo produzem varia¢des progressivas no médulo e na fase da impedancia, sobretudo na
faixa de dispersdo 8 (10 kHz—1 MHz), enquanto Osen et al. (2022) mostraram a viabilidade da
técnica como ferramenta de autenticacdo entre amostras frescas e descongeladas no final da vida
util refrigerada, cendrio relevante do ponto de vista regulatério. Em bovinos, trabalhos recentes
abordam predi¢cao do nitrogénio basico volatil total (TVB-N) (Li et al., 2025), estimativa de
tempo de prateleira (Yang et al., 2025), classificacdo multimodal de frescor (Huh et al., 2021) e
deteccao de defeitos e adulteracdes sob variagdes de temperatura e geometria (Qiu et al., 2024).
Em frutas e vegetais, ha aplicacdes em morangos (Ibba et al., 2021; Ibba et al., 2020) e em
produtos submetidos a ciclos de congelamento e desidratacdo, incluindo batata (Feng; Hou;
Zhang, 2021). Uma sintese organizada desse panorama é apresentada na Figura 2, adaptada de
Cardenas e Bertemes-Filho (2025), que classifica aplica¢des de bioimpedancia em controle de
qualidade alimentar por categoria de produto, métrica de interesse, faixa de frequéncia empregada

e portabilidade do sistema.
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Figura 2 — Classificac@o de aplicacdes de bioimpedancia em controle de qualidade alimentar,
organizadas por categoria de produto, métrica-chave, faixa de frequéncia de operacao
e portabilidade do sistema.
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Fonte: adaptado de Cardenas e Bertemes-Filho (2025).

A Figura 2 torna visivel uma caracteristica do campo: a maior parte dos estudos reportados
emprega instrumentagdo nao portatil, baseada em equipamentos de bancada, e concentra-se
em matrizes como carne bovina, suina e peixes marinhos. Os trabalhos com sistemas portateis
abrangem um nimero menor de espécies, e pescados de dgua doce de cultivo intensivo como a
tildpia aparecem de modo pontual, com poucas referéncias dedicadas a avalia¢cdo multifrequencial
do efeito de ciclos de congelamento (Zhang; Shen; Luo, 2010; Arannilewa et al., 2006). Esse
nicho constitui uma das motivacdes diretas da presente dissertacao.

No Grupo de Pesquisa em Engenharia Biomédica da UDESC, essa lacuna vem sendo
progressivamente abordada. Marcondes et al. (2025) combinaram o modelo de Cole-Cole com
redes neurais convolucionais para classificar amostras de frango congelado e descongelado, evi-
denciando que a integracdo entre modelos paramétricos cldssicos e ferramentas computacionais
modernas aumenta a robustez da classificacao de estados de qualidade em produtos carneos. O
presente trabalho se alinha a essa trajetdria, estendendo a estrutura metodoldgica para o caso
especifico da tildpia submetida a ciclos controlados de congelamento e descongelamento, com

instrumenta¢do embarcada dedicada.
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1.1.3 Aprendizado de Maquina e Inteligéncia Artificial na Inspecao de Alimentos

A interpretacdo direta de espectros de impedancia frequentemente nao € trivial. Os dados
sdo de alta dimensionalidade, apresentam forte correlacdo entre frequéncias vizinhas e sdo
suscetiveis a variacdes experimentais associadas a temperatura, posicionamento dos eletrodos,
heterogeneidade da amostra e deriva de instrumentacdo (Grimnes; Martinsen, 2015; Wang et al.,
2024). Para superar essas limitacdes, o uso de algoritmos de aprendizado de méaquina (machine
learning — ML) tem recebido atengdo crescente na literatura dedicada a inspecao de alimentos
(Revelou et al., 2025; Ding et al., 2025; Jimenez-Carvelo et al., 2019). A ideia central consiste
em tratar o espectro de impedancia como um vetor de atributos (ou um conjunto de descritores
derivados) e mapear esse vetor para um rétulo de qualidade, para uma classe de histérico de
processamento ou para um marcador quimico de referéncia.

Um segundo aspecto metodoldgico é que o desempenho reportado por esses algoritmos
depende criticamente do protocolo experimental. Conforme discutido por Kuhn e Johnson (2013)
no contexto geral de modelagem preditiva, e reiterado em estudos especificos de bioimpedancia
aplicada a alimentos (Wang et al., 2024; Jimenez-Carvelo et al., 2019), a acurdcia de um classi-
ficador reflete tanto as alteracdes bioldgicas reais quanto regularidades de aquisi¢do. Quando
multiplas medidas da mesma amostra sao tratadas como observagdes independentes, ou quando
etapas de pré-processamento como normalizacio e redu¢do de dimensionalidade sdo ajustadas
sobre o conjunto completo antes da divisdo em treino e teste, ocorre o fendmeno conhecido
como leakage, que superestima o desempenho aparente do modelo. Esse ponto € essencial para
interpretar as acurdcias reportadas em estudos recentes de bioimpedancia aplicada a alimen-
tos e orienta decisdes de projeto do presente trabalho, como a ado¢do de validagdo cruzada
agrupada por unidade bioldgica e o ajuste da redu¢do de dimensionalidade e da padronizacao
exclusivamente sobre as parti¢des de treinamento.

No que se refere as escolhas de algoritmo, a literatura converge para uma hierarquia
de complexidade crescente. Métodos cldssicos, como andlise discriminante linear, k vizinhos
mais proximos (KNN), maquinas de vetores de suporte (SVM) e florestas aleatérias, continuam
fornecendo resultados de referéncia competitivos, especialmente em conjuntos de dados de
tamanho moderado (Rivola et al., 2021; Zhang et al., 2024; Ibba et al., 2021). Estratégias mais
sofisticadas, como gradient boosting (Qiu et al., 2024), deep forest (Li et al., 2025), stacking
(Liang et al., 2023) e redes neurais convolucionais unidimensionais (Marcondes et al., 2025), t€ém
sido empregadas quando h4 disponibilidade de conjuntos maiores ou quando se deseja incorporar
dados multimodais, como a combinagdo de espectros de impedancia com imagens em cores
(Huh et al., 2021).

Dois aspectos desses trabalhos sdo relevantes para a presente dissertacdo. O primeiro € a
prevaléncia de pipelines compactos, sobretudo a combinac¢do de reducao de dimensionalidade
por andlise de componentes principais (PCA) com classificadores cldssicos, em aplica¢des onde

o nimero de amostras € limitado e a interpretabilidade € desejdvel. A dissertacao de Cavalieri
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(2022), desenvolvida no préprio Grupo de Engenharia Biomédica da UDESC, comparou a PCA
com métodos ndo lineares de redu¢do de dimensionalidade (Isomap, Locally Linear Embedding
e mMDS) em dados de EIS e reportou que, em cendrios de amostras limitadas, a PCA constitui
uma referéncia forte, com favoravel compromisso entre desempenho e custo computacional.
O segundo aspecto € que o KNN, entre os seis classificadores supervisionados avaliados por
Ibba et al. (2021) em discriminacdo bindria de maturagdo em morangos a partir de dados de
bioimpedancia na faixa de 20 Hz a 300 kHz, destacou-se pela maior estabilidade entre treinamento
e teste. Ambos os resultados sdo retomados e discutidos em detalhe na Se¢do 2.5 do Capitulo 2.

Do ponto de vista de fluxo de trabalho, a estruturacao de um pipeline de ML para bioim-
pedancia envolve etapas bem definidas, sintetizadas na Figura 3: definicao do alvo e do método
de referéncia, organizacdo do conjunto de dados com registro de metadados experimentais,
divisdo estratificada por amostra ou por lote, ajuste do pré-processamento apenas sobre os dados
de treino, construgdo de atributos interpretaveis e compactos, comparacao entre modelos de refe-
réncia e ndo lineares, ajuste de hiperparametros por validacao cruzada aninhada e documentagao
do pipeline para possivel implantacdo embarcada (Kuhn; Johnson, 2013; Murphy, 2012). Essa

sequéncia € adotada, com adaptagdes apropriadas, no Capitulo 5.

Figura 3 — Fluxo metodoldgico para construcio de pipelines de aprendizado de maquina
aplicados a dados de bioimpedancia em avaliacao de qualidade alimentar.

Definicdo do alvo e método de Organizacao dos dados + A
P > Divisao por amostra ou lote
referéncia metadados
v
Pre-processanl(;z;:tnooajustado sono Construcéo de atributos compactos Baseline vs. modelo nao linear
v
Validac&o cruzada aninhada Teste de robustez ao protocolo » Documentagao para implantagao

Fonte: elaborado pelo autor.

1.1.4 Instrumentacao Portatil para Espectroscopia de Bioimpedancia

Do ponto de vista instrumental, a aplicagao da bioimpedancia a inspe¢ao de pescado
nao é uma ideia nova. Trabalhos pioneiros das décadas de 1960 e 1970 utilizaram dispositivos
comerciais dedicados, como o Intelectron Fish Tester VI, o Torrymeter € o RT Meter, baseados na
medi¢ao da resisténcia elétrica em duas frequéncias fixas na regiao de quilohertz (Vidacek et al.,
2008). Em particular, o Torrymeter teve ampla ado¢dao como instrumento auxiliar no controle de
qualidade e na avaliagd@o do frescor de pescado. Mais recentemente, o conceito de medidor portatil

por bioimpedancia foi retomado em dispositivos comerciais de monofrequéncia tetrapolar, como
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o Certified Quality Reader (CQR), que opera em 50 kHz e converte a medida de impedancia
em um indice de qualidade (CQN, Certified Quality Number) correlacionado com avaliacdes
organolépticas padronizadas (Colman et al., 2025). Esses dispositivos demonstraram, em pescado
de aquicultura marinha como o linguado Paralichthys olivaceus, tanto a correlacdo do indice de
qualidade com a evolugdo do rigor mortis e da deterioragcdo quanto a capacidade de distinguir, de
forma objetiva, amostras frescas de amostras previamente congeladas e descongeladas (Colman
et al., 2025).

Apesar dessa trajetoria consolidada, tanto o Torrymeter histérico quanto o CQR contem-
poraneo apresentam uma limitacdo comum do ponto de vista metodoldgico: operam em uma ou
duas frequéncias discretas, o que restringe a riqueza informacional acessivel. Como discutido
nas secOes anteriores, os efeitos do congelamento e do descongelamento nio se manifestam de
maneira uniforme ao longo do espectro, estando concentrados na faixa de dispersdo f (tipica-
mente entre dezenas de quilohertz e alguns megahertz) e diferenciando-se conforme a estrutura
e a composicao do tecido (Zhang et al., 2024; Leng et al., 2024). Por construgdo, dispositivos
monofrequenciais ndo conseguem capturar de forma completa essa assinatura espectral, o que
limita seu poder discriminativo quando se deseja diferenciar estados de degradacdo sutis, como
a distingdo entre multiplos ciclos de congelamento e descongelamento. Portanto, a extensao
natural dessa linha tecnoldgica € a espectroscopia de bioimpedancia em banda larga implemen-
tada em plataformas portateis, capaz de combinar a praticidade dos medidores comerciais com a
resolucao informacional dos equipamentos de bancada.

Em ambiente de laboratdrio, a espectroscopia de bioimpedancia convencional baseia-se
na injecao sequencial de sinais senoidais, cada um em uma frequéncia distinta, para compor o
espectro de impedancia da amostra. Embora esse procedimento seja adequado para medi¢des
estaticas, o tempo total de varredura pode se tornar proibitivo em inspecdes de campo ou de linha
de produgdo. Para superar essa limitagcdo, formas de onda de banda larga, como as sequéncias
bindrias de comprimento maximo (MLS, do ingl€s Maximum Length Binary Sequences) e as
sequéncias bindrias de intervalo discreto (DIBS, do inglés Discrete Interval Binary Sequences),
vém sendo empregadas como alternativa, pois permitem excitar simultaneamente multiplas
frequéncias em um unico periodo do sinal, reduzindo o tempo de medicao (Grimnes; Martinsen,
2015; Sirtoli, 2018; Arnold et al., 2017). A andlise € entdo realizada pela transformada rapida
de Fourier (FFT) do sinal adquirido, o que torna a abordagem compativel com processadores
embarcados de custo reduzido.

A viabilidade de implementar essa abordagem em sistemas embarcados de pequeno porte
foi demonstrada por Sirtoli (2018) em trabalho desenvolvido no Programa de P6s-Graduagdo em
Engenharia Elétrica da UDESC Joinville, no qual se projetou € implementou um protétipo de
medidor rdpido de bioimpedancia baseado em DIBS, com microcontrolador STM32F303ZE,
alcancando tempo de aquisicao de um espectro completo de aproximadamente 250 us e erros
absolutos no moédulo da impedancia entre —2 e 5%. Esses resultados comprovaram que a

combinacao de excitacdo em banda larga com processamento via FFT em microcontrolador
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constitui uma soluc@o vidvel e de baixo custo para espectroscopia de bioimpedancia em tempo
real. O mesmo grupo avangou no estudo de etapas criticas do front-end analdgico: a tese
de Bertemes-Filho (2002) estabeleceu as bases metodoldgicas para a geracdo controlada de
corrente em sistemas de EIS, enquanto Morcelles et al. (2017) e Morcelles, Negri e Bertemes-
Filho (2020) analisaram e otimizaram variantes da topologia de Howland para aplicacdes
de bioimpedancia com cargas de alta impedancia, e Silva e Bertemes-Filho (2024b), Silva e
Bertemes-Filho (2024a) reportaram a prototipagem de um dispositivo vestivel de baixa poténcia
para andlise de impedancia. Em trabalho de doutorado desenvolvido no mesmo programa, Dutra
(2018) investigou numérica e experimentalmente o efeito da aplicacdo de for¢a sobre fantomas
de material biolégico, propondo um ajuste do modelo de Cole-Cole que incorpora um fator
multiplicativo associado a for¢a de contato e evidenciando que varia¢des da ordem de dezenas por
cento no médulo da impedancia podem ser atribuidas exclusivamente a essa varidvel mecanica.
Em uma fase preliminar do presente projeto, o mesmo hardware foi avaliado em tecido bovino em
condic¢des controladas de forca de contato e temperatura, evidenciando a influéncia de primeira
ordem da forga aplicada sobre os descritores do modelo de Cole-Cole e motivando a inclusao
de sensores de for¢a e temperatura no sistema, como condi¢do de aquisicao contextualizada
(Cardenas et al., 2026). Em conjunto, esses trabalhos configuram uma trajetéria consolidada de
desenvolvimento instrumental na UDESC, sobre a qual o presente projeto se apoia.
Paralelamente, o avanco das tecnologias de comunicagdo sem fio de baixo consumo ener-
gético, em especial o Bluetooth Low Energy (BLE), e a crescente capacidade de processamento
de computadores portateis abriram novas possibilidades para a concepg¢do de sistemas portateis e
conectados. A transmissdo dos dados espectrais para uma aplicacdo em computador facilita o
armazenamento, a visualizacdo e o compartilhamento dos resultados em ambientes de campo, fa-
vorecendo a adocdo da técnica em contextos nos quais a simplicidade operacional e a mobilidade
sdo requisitos essenciais (Naranjo-Herndndez; Reina-Tosina; Min, 2019; Hassoun et al., 2022).
Uma unica plataforma embarcada que reuna front-end analégico dedicado, microcontrolador
com desempenho suficiente para executar FFT em tempo real, médulo sem fio de baixo consumo
e instrumentagdo auxiliar de temperatura e for¢ca de contato aplicada ao tecido ainda é pouco
explorada em aplica¢cdes de inspe¢do alimentar, especialmente quando combinada a pipelines
estruturados de aprendizado de maquina para classificacdo automatizada do estado da amostra.

Essa convergéncia € o ponto de partida tecnoldgico do presente trabalho.

1.2 JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

Apesar dos avancos reportados na literatura, a maioria dos estudos que empregam
bioimpedancia para avaliacdo de qualidade alimentar recorre a equipamentos de bancada ou
dispositivos comerciais de uso geral, que ndo foram projetados para operacdo em campo nem
para a inspecdo rapida e portatil de produtos pereciveis. Além disso, parcela considerdvel dos

trabalhos concentra-se em carnes bovinas, suinas e em peixes marinhos (salmao, robalo, dourada),
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havendo escassez relativa de investigacdes dedicadas a pescados de dgua doce como a tildpia
(Oreochromis niloticus), espécie de destaque na aquicultura brasileira.

Outro aspecto relevante € que poucos trabalhos integram, em um Unico sistema embar-
cado, a cadeia completa de aquisi¢do espectral em banda larga, o registro de varidveis ambientais
(temperatura e forca de contato aplicada ao tecido), a transmissdo sem fio e a interface com
uma aplicacdo em computador de mesa. Essa integracdo permite interpretar os espectros de
impedancia levando em conta as condi¢des ambientais no momento da aquisi¢ao e viabiliza a
coleta estruturada de dados destinados ao treinamento de modelos de classificagdo.

Adicionalmente, a combinag¢do de bioimpedancia em banda larga com técnicas de apren-
dizado de mdquina para classificar amostras de tildpia submetidas a diferentes condicdes de
congelamento e descongelamento permanece pouco explorada. A constru¢do de um conjunto
de dados rotulado, obtido com instrumentacao propria e condi¢des experimentais controladas,
representa uma contribui¢do relevante tanto para o avan¢o do conhecimento cientifico quanto
para futuras aplicacdes praticas de inspecdo e fiscalizacao da qualidade de pescado cultivado.

Dessa forma, o presente trabalho se justifica pela convergéncia de trés fatores. O primeiro
¢ a necessidade de ferramentas de avaliagdo ndo destrutiva adequadas ao contexto da aquicultura
e da cadeia do pescado. O segundo € o potencial demonstrado pela bioimpedancia em banda
larga para capturar alteragdes teciduais decorrentes do congelamento. O terceiro € a oportunidade
de integrar instrumenta¢do embarcada de baixo custo com comunica¢do sem fio € processamento

inteligente de dados em uma plataforma portatil e de facil operacao.

1.3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um dispositivo portatil, microprocessado e sem fios de espectros-

copia de bioimpedancia elétrica de banda larga para anélises de qualidade de pescados.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Projetar e implementar uma placa de circuito impresso (PCB) dedicada para o dispositivo,
integrando o microcontrolador STM32F303CBT6, um front-end analégico de bioimpedancia
e um sistema de alimentacdo por bateria;

2. Desenvolver um firmware embarcado para geracdo do sinal de excitacdo MLS, aquisi¢ao
sincrona e estimativa do espectro de impedancia em tempo real por FFT;

3. Implementar um protocolo de comunicagdo Bluetooth Low Energy (BLE) via ESP32-C3 e o
envio estruturado dos dados espectrais a aplicacdo em computador;

4. Desenvolver uma aplicacdo de computador escrita em Python para controle do sistema,
visualizac@o dos espectros e armazenamento das medi¢des em banco de dados local;

5. Integrar e registrar continuamente as varidveis de temperatura e forca de contato aplicada ao

tecido durante as sessoes de medi¢do, para contextualizacao dos dados espectrais;
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6. Caracterizar e validar o desempenho metrolégico do dispositivo por meio de testes de bancada
com cargas de referéncia conhecidas (phantoms RC);

7. Coletar dados em amostras de tildpia (regido do lombo) antes e apés um ciclo controlado de
congelamento e descongelamento, construindo um conjunto de dados estruturado para anélise

estatistica e classificacdo por aprendizado de méaquina.
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2 BIOIMPEDANCIA E METODOS DE CLASSIFICACAO

Este capitulo apresenta os fundamentos tedricos que sustentam o trabalho desenvolvido,
abrangendo os principios da bioimpedancia elétrica, as propriedades dielétricas dos tecidos
bioldgicos, o modelo Cole-Cole utilizado para representar a resposta elétrica de materiais
bioldgicos, os sinais de excitacdo de banda larga empregados em espectroscopia rapida, as
topologias de fontes de corrente para bioimpedancia e os algoritmos de aprendizado de méquina
aplicados a classificacdo de amostras alimentares. Os aspectos bioldgicos do tecido de pescado
e os efeitos do congelamento sdo tratados separadamente no Capitulo 3, e a aplicacdo destes

fundamentos ao projeto desenvolvido € apresentada no Capitulo 4.

2.1 BIOIMPEDANCIA ELETRICA

A bioimpedancia elétrica (Bioelectrical Impedance Analysis — BIA) € a propriedade
que os tecidos bioldgicos apresentam de se oporem ao fluxo de uma corrente elétrica alternada
(Grimnes; Martinsen, 2015). Diferentemente da resisténcia elétrica, que € uma grandeza escalar
associada exclusivamente a dissipagdo irreversivel de energia por conducdo i0nica, a impedancia
¢ uma grandeza complexa que incorpora 0 componente resistivo R € o componente reativo
capacitivo X do tecido. A impedancia complexa Z € expressa na forma retangular, como mostra

a Equagao (1).

Z(0) = R(0) + jX (o), (D

onde R € a resisténcia (parte real), X € a reatancia (parte imagindria, negativa para tecidos com
comportamento predominantemente capacitivo) e @ = 27 f é a frequéncia angular. De forma
equivalente, representa-se Z em coordenadas polares pelo médulo |Z| e pelo angulo de fase ¢,

como mostra a Equacgao (2).

1Z| = VR*+ X2, Q= arctan(%f) . )

A dependéncia de Z com a frequéncia ¢ denominada dispersao dielétrica, e constitui
a base fisica da espectroscopia de impedancia elétrica (EIS). Ao varrer uma ampla faixa de
frequéncias € possivel caracterizar o comportamento elétrico de diferentes compartimentos
celulares, fluidos extracelular e intracelular, membranas, proteinas, fornecendo informagdes
sobre a integridade estrutural do tecido analisado sem destrui-lo (Grimnes; Martinsen, 2015;
Bertemes-Filho, 2002).

Na prética, a medi¢do de bioimpedancia € realizada injetando-se uma corrente alternada
de pequena amplitude na amostra (da ordem de centenas de microamperes, abaixo dos limiares

de estimula¢cdo neuromuscular estabelecidos pelas normas de seguranga para instrumentagao
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biomédica (International Electrotechnical Commission, 2005)) por meio de eletrodos de contato,
e medindo-se a tensdo resultante em outros eletrodos. A relacdo entre a tensdao medida e a

corrente injetada fornece a impedancia complexa em cada frequéncia.

2.1.1 Propriedades Elétricas dos Tecidos Biolégicos

Os tecidos biolégicos sdo compostos por células rodeadas por fluido extracelular e
preenchidas por fluido intracelular. Ambos os compartimentos aquosos contém fons dissolvidos
(s6dio, potdssio, cloro, fosfato) que conferem comportamento predominantemente resistivo, com
condutividade proporcional a concentragdo e mobilidade i6nica (Grimnes; Martinsen, 2015).
A membrana celular € uma bicamada lipidica semipermedvel de espessura nanométrica, da
ordem de 5 nm, que funciona como um dielétrico: separa cargas opostas e confere ao tecido um
comportamento capacitivo (Grimnes; Martinsen, 2015).

Em baixas frequéncias, a corrente elétrica percorre preferencialmente o fluido extra-
celular, uma vez que a alta reatincia capacitiva da membrana celular (X, = 1/®wC,,) impede
a passagem de corrente para o interior das células. A medida que a frequéncia aumenta, a
impedancia da membrana diminui e a corrente comega a penetrar progressivamente no comparti-
mento intracelular (Grimnes; Martinsen, 2015). A Figura 4 ilustra, de forma esquematica, esse
comportamento dual: em baixa frequéncia as linhas de corrente contornam as células pelo fluido
extracelular, enquanto em alta frequéncia a capacitancia da membrana conduz livremente e a
corrente atravessa o interior celular.

Figura 4 — Comportamento da corrente elétrica em tecido bioldgico em funcao da frequéncia:

em baixa frequéncia a corrente contorna as células pelo meio extracelular e em alta
frequéncia atravessa o interior celular.

(a) Baixa frequéncia (b) Alta frequéncia
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Fonte: adaptado de Grimnes e Martinsen (2015).

Esse comportamento frequéncia-dependente € fundamental para a discriminacdo entre
diferentes estados de integridade celular: membranas integras produzem uma resposta capacitiva
pronunciada (reatincia elevada na dispersdo f3), enquanto membranas danificadas, como as
que resultam de ciclos de congelamento e descongelamento, provocam reducdo da componente
reativa e aumento da condutividade global do tecido (Vidacek et al., 2008; Fernandez-Segovia et
al., 2012; Marcondes et al., 2025).
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Além da frequéncia, outros fatores influenciam a bioimpedancia de tecidos biolégicos.
A temperatura afeta a mobilidade idnica e a condutividade dos fluidos, gerando deslocamentos
no espectro que podem ser confundidos com alteracdes estruturais se nao forem controlados ou
registrados (Grimnes; Martinsen, 2015). A forca de contato mecanica aplicada durante a medi¢ao
com eletrodos de contato modifica a interface eletrodo-tecido, altera a espessura efetiva local
e redistribui os fluidos intersticiais, afetando a repetibilidade das medicdes (Bertemes-Filho,
2002).

2.1.2 Interface Eletrodo-Tecido e Configuracoes de Medicao

A medi¢ao da impedancia de tecidos bioldgicos € influenciada pela escolha da confi-
guracdo de eletrodos e do material da interface metal-tecido, que determinam a contribui¢cao
relativa da impedancia da prépria interface ao valor de impedancia medido (Bera, 2014; Grimnes;
Martinsen, 2015). A literatura de bioimpedancia elétrica descreve duas configuracdes principais
de eletrodos para a medi¢ao da impedancia de tecidos. Na configuracdo bipolar (dois eletrodos), o
mesmo par € utilizado tanto para a inje¢@o de corrente quanto para a medi¢ao da tensdo resultante,
de modo que a impedancia da interface eletrodo-tecido participa diretamente do valor medido.
Na configuragao tetrapolar (quatro eletrodos), dois eletrodos externos injetam a corrente de
excitacdo e dois eletrodos internos medem a tensdo. Nessa configuracio, os eletrodos de medi¢do
de tensdo operam em regime de alta impedancia de entrada do amplificador, reduzindo a queda
de tensdo na interface e permitindo que a tensdo medida represente predominantemente o volume
de tecido entre os eletrodos internos (Bera, 2014; Freeborn; Critcher, 2021). A configuracao
tetrapolar ndo elimina completamente o efeito da interface, especialmente em altas frequéncias,
onde capacitincias parasitas podem introduzir artefatos de hook no diagrama de Nyquist, mas
reduz sua contribuicdo em ordens de grandeza comparativamente a configuracio bipolar (Bera,
2014; Freeborn; Critcher, 2021). Por sua vez, a configuracao bipolar apresenta vantagens de
simplicidade construtiva e de posicionamento, € pode ser preferivel em aplicacdes em que a
relacdo entre impedancia de tecido e impedancia de interface se mantém favoravel dentro da
faixa espectral de interesse.

A escolha do material e da geometria do eletrodo também € determinante. Eletrodos de
Ag/AgCl sao amplamente utilizados em aplicagdes clinicas por apresentarem baixa polariza¢ao
de interface, caracteristica que os torna preferiveis em medi¢des prolongadas ou de baixa
frequéncia (Bera, 2014). Em aplicacdes de inspecao alimentar, eletrodos metalicos rigidos
com superficie dourada sao frequentemente adotados em razao da simplicidade construtiva, da
facilidade de limpeza entre medi¢des e do baixo custo, embora introduzam efeitos de polarizagdo
de interface mais pronunciados que os eletrodos ndo polarizdveis, sobretudo na faixa de baixas

frequéncias (Brunnquell, 2018).
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2.1.3 Dispersoes Dielétricas

O fendmeno de variacdo das propriedades dielétricas com a frequéncia é denominado
dispersdo dielétrica, e foram identificadas trés regides principais em tecidos bioldgicos (Grimnes;
Martinsen, 2015; Schwan, 1957; Bera, 2014), ilustradas na Figura 5:

* Dispersao oyjsp: ocorre na faixa de mHz a poucos kHz e estd associada a difusio idnica
na interface eletrodo-tecido e a efeitos de polarizacdo de membrana em baixa frequéncia.
Em aplicagdes de controle de qualidade alimentar, essa faixa é sensivel a qualidade do

contato eletrodo-amostra e a concentracao ionica superficial do tecido,

* Dispersao fq;p: ocorre na faixa de 10 kHz a 100 MHz e € originada pela polarizagdo
capacitiva das membranas celulares. Nessa regido, a corrente comega a penetrar no
interior das células a medida que a frequéncia aumenta, tornando este intervalo sensivel
as alteracdes estruturais celulares, como as causadas pelo congelamento, que rompem as

membranas e aumentam a condutividade intracelular aparente,

* Dispersao ygisp: ocorre acima de 0,1 GHz e estd associada a relaxagdo dipolar das
moléculas de dgua. Esta regido exige instrumentagdo de radiofrequéncia especializada e

geralmente ndo € acessada em dispositivos portateis de espectroscopia de impedancia.

Figura 5 — Gréfico idealizado da permissividade relativa em funcdo da frequéncia para um
tecido bioldgico tipico (tecido muscular). Otgisp, ﬁdisp € Yaisp SA0 as respectivas regioes
de dispersao dielétrica em baixa frequéncia, na faixa de centenas de kilohertz e na
faixa de gigahertz.
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Fonte: adaptado de Dutra (2018).

Para a avaliac@o do estado de congelamento de pescado muscular, a dispersio Bgisp € a
de maior relevancia diagndstica, pois as membranas celulares danificadas pelo crescimento de
cristais de gelo alteram a reatancia capacitiva do tecido nessa faixa de frequéncia (Vidacek et al.,
2008; Fernandez-Segovia et al., 2012; Zhang et al., 2024).
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2.2 MODELO COLE-COLE

2.2.1 Origem Historica e Formulacao Original

A formulagdo original do modelo de Cole-Cole, derivada de estudos sobre permeabilidade
16nica de membranas celulares (Grimnes; Martinsen, 2015; Freeborn; Critcher, 2021), € mostrada

na Equacdo (3).

Ro—R..

Z(®) = Roo + ——— 2
(@) +1+(ja)r)0‘

3)

onde Ry € a resisténcia em frequéncia zero, correspondente a conducao pelo fluido extracelular
quando as membranas bloqueiam a corrente. R., € a resisténcia no limite de alta frequéncia,
correspondente a condu¢do combinada dos fluidos extracelular e intracelular quando as membra-
nas se comportam como curtos-circuitos. T € a constante de tempo caracteristica da dispersao,
associada a frequéncia caracteristica f, = 1/(277) no pico da reatincia do diagrama de Nyquist,
e o ¢ um parametro adimensional de depressdo (0 < o < 1) que reflete a distribuicao de tempos
de relaxacdo no tecido heterogéneo. Para o = 1 a equacgdo se reduz ao modelo de Debye, com
semicirculo perfeito. J4 valores ¢ < 1 produzem o semicirculo deprimido caracteristico da
heterogeneidade estrutural de tecidos bioldgicos reais (Freeborn; Critcher, 2021; Bera, 2014;
Sirtoli, 2018).

2.2.2 Circuito Equivalente e Elemento de Fase Constante

A equacdo de Cole-Cole pode ser representada pelo circuito equivalente da Figura 6,
composto por trés elementos: uma resisténcia R.. em série com o paralelo entre uma resisténcia
R e um elemento de fase constante (CPE, Constant Phase Element) (Freeborn; Fu, 2018).
Considerando que R = Ry — R, a impedancia total do modelo pode ser escrita a partir dessa

associacdo. A impedancia do CPE ¢ calculada segundo a Equagao (4).

1

Zcpg(w) = W7

“4)

onde C é o parimetro de pseudo-capacitincia, com unidades de F-s*~!

, € a € 0 expoente
fraciondrio do elemento (Freeborn; Critcher, 2021). Substituindo (4) na expressdo do circuito

equivalente, a impedancia total pode ser calculada segundo a Equacao (5).

Z(®) = R+ T 0)“R, C )

A Equacao (5) é matematicamente equivalente a formulagdo original de Cole (3) com
a correspondéncia T = (R;C )1/ % (Freeborn; Critcher, 2021). O CPE funciona como uma re-

presentacdo compacta do comportamento coletivo de uma rede de elementos RC distribuidos,
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Figura 6 — Circuito equivalente do modelo de Cole-Cole, composto por uma resisténcia R em
série com o paralelo entre uma resisténcia Ry = Ry — R. € um elemento de fase
constante (CPE) de expoente «.
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Fonte: adaptado de Freeborn e Fu (2018).

reproduzindo de forma econdmica a heterogeneidade das membranas celulares e da interface
eletrodo-tecido sem a necessidade de multiplos elementos discretos (Bera, 2014; Freeborn;
Critcher, 2021).

2.2.3 Significado Fisico dos Parametros

Os quatro parametros do modelo de Cole-Cole tém interpretacdes fisicas diretas que os
tornam indicadores objetivos do estado do tecido (Freeborn; Critcher, 2021; Marcondes et al.,
2025):

* R estd associado a geometria do segmento medido e a condutividade combinada dos
fluidos intra e extracelular em paralelo. Correlaciona-se com a massa magra € com o

volume efetivo de tecido interrogado pelos eletrodos (Freeborn; Critcher, 2021),

* R = Ryp— R reflete a diferenca entre os caminhos de condu¢do em baixa e alta frequéncia
e representa a contribui¢do exclusiva da membrana celular como barreira capacitiva. Em
tecidos com membranas danificadas, Ry diminui (Marcondes et al., 2025; Leng et al.,
2024),

* (¢ apseudo-capacitancia do CPE e reflete a capacitancia efetiva das membranas celulares
integradas no volume medido. Danos estruturais tendem a aumentar C aparente devido a

redistribui¢do de cargas acumuladas nas membranas rompidas (Marcondes et al., 2025),

* o ¢ a ordem fraciondria e estd associado a distribui¢do de tempos de relaxacdo no tecido.
Valores préximos de 1 indicam comportamento proximo de Debye (pouca dispersao),
enquanto valores menores indicam maior heterogeneidade estrutural. Estudos em musculo
esquelético reportam valores tipicos na faixa 0,52 < o < 0,97, com varia¢ao dependente

da geometria dos eletrodos, tipo de fibra e estado fisiolégico (Freeborn; Critcher, 2021).
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Em particular, Arnold et al. (2017) reportaram que os parametros Cole-Cole medidos
em gastrocnémio de camundongos apresentam variagdo significativa entre animais jovens e
envelhecidos, sugerindo que esses descritores podem carregar informagao diagndstica sobre
alteracdes estruturais do tecido muscular. Essa hipétese, transposta para o contexto de qualidade
alimentar, motiva a avaliacdo dos parametros Cole-Cole como candidatos a caracteristicas
discriminativas do estado de congelamento em filé de tildpia, anélise retomada no Capitulo 6.
Cabe ressaltar que a literatura especifica sobre os parametros Cole-Cole medidos em pescado é
escassa. Estudos consolidados sobre bioimpedancia de filé congelado e descongelado, como o
de Vidacek et al. (2008) em robalo, costumam reportar resisténcia, reatancia e angulo de fase em
frequéncias discretas, sem ajuste do modelo de Cole-Cole. Essa lacuna motiva a avaliacdo de «
conduzida neste trabalho, cujo alcance e cujas limitacdes sdo estabelecidos na Subsecdo 6.2.2
do Capitulo 6. A faixa ampla de valores reportada na literatura justifica a necessidade de
padronizagdo rigorosa do protocolo experimental quando se pretende utilizar & como indicador

discriminativo entre classes.

2.2.4 Modelagem da Interface Eletrodo-Tecido e Acoplamento AC

A medi¢ao de bioimpedancia requer a transferéncia de corrente elétrica de um circuito
eletronico para o interior de um tecido biolégico, processo que ocorre em uma interface fisico-
quimica entre a conducao eletronica nos eletrodos metdlicos e a condu¢ao idnica no meio
bioldgico. As propriedades dessa interface determinam a faixa de frequéncia em que a medi¢do
¢ informativa. A representacdo cldssica, consolidada nos trabalhos de Schwan (1968) e refinada
nos tratados subsequentes de bioeletricidade (Webster, 2009; Grimnes; Martinsen, 2015), modela
cada eletrodo como uma impedancia Z,;; composta pelo paralelo entre uma capacitancia de
dupla camada Cy; e uma resisténcia de transferéncia de carga R.;, de modo que a impedancia

total medida pode ser expressa como a soma das contribuicdes em série:

Ziotal (JO) = Zoar,1 (jO) + Ziec(JO) + Zogr 2(j@). (0)

A relevancia dessa modelagem para o presente trabalho estd em duas consequéncias
praticas. A primeira é que Z,4; varia com a frequéncia: em baixa frequéncia a impedancia da
interface pode ser dominante e mascarar o sinal do tecido, enquanto acima de aproximadamente
10kHz a reatancia de Cy; torna-se pequena e a medigdo reflete predominantemente as proprie-
dades do tecido. A segunda € que a aplicacdo de corrente DC sustentada sobre essa interface
produz eletrélise, polarizacao do eletrodo e dano eletroquimico ao tecido (Grimnes; Martinsen,
2015; Webster, 2009). A solucao padrdao em instrumenta¢do de bioimpedancia € o acoplamento
AC (Bera, 2014; Grimnes; Martinsen, 2015), no qual capacitores em série com cada caminho
de sinal bloqueiam o componente DC e preservam o componente AC dentro da banda util de
medicao. Essa estratégia, em conjunto com a excitagdo por sequéncia bindria de comprimento
maximo descrita na Se¢do 2.3, completa a abordagem de medi¢do em banda larga sem deriva

DC residual adotada neste trabalho.
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2.3 EXCITACAO POR SEQUENCIAS BINARIAS DE COMPRIMENTO MAXIMO

A aquisi¢do do espectro de impedancia em uma ampla faixa de frequéncias pode ser
realizada de dois modos fundamentais: varrendo frequéncias individualmente (modo monofre-
quencial sequencial) ou excitando multiplas frequéncias simultaneamente (modo de banda larga).
O modo sequencial garante alta relacdo sinal-ruido em cada frequéncia, mas € lento, tornando-se
inadequado quando a amostra evolui durante a medi¢cdo ou quando se requer inspecao rapida
de grandes volumes (Grimnes; Martinsen, 2015; Sirtoli, 2018). O modo de banda larga reduz o
tempo de aquisi¢do ao distribuir a excitagdo entre multiplas componentes harmonicas que sao
injetadas simultaneamente e separadas posteriormente por transformada de Fourier. Entre as
alternativas disponiveis para excitacao de banda larga, destacam-se as sequéncias bindrias de
comprimento maximo (MLS), as sequéncias bindrias de intervalo discreto (DIBS), os chirps e os
sinais multisseno. As MLS sdo atrativas para implementacao em microcontroladores devido a
sua geracdo computacionalmente econdmica, a cobertura espectral aproximadamente uniforme
em toda a banda util e a sua consolidacao na literatura de bioimpedancia (Grimnes; Martinsen,
2015; Sirtoli, 2018; Arnold et al., 2017). As caracteristicas dessa técnica sdo apresentadas a
seguir.

As sequéncias bindrias de comprimento maximo (Maximum Length Binary Sequences,
MLS, também denominadas MLBS ou PRBS) sao sinais bindrios pseudoaleatdrios periddicos,
gerados por registradores de deslocamento com retroalimentacdo linear (LFSR, Linear Feedback
Shift Register) (Grimnes; Martinsen, 2015; Sirtoli, 2018). Uma sequéncia de ordem n tem
comprimento N = 2" — 1, percorre todos os estados bindrios nao nulos de n bits antes de se
repetir e € caracterizada por duas propriedades que a tornam adequada a identificacdo de sistemas
lineares: sua autocorrelagdo circular aproxima um trem de impulsos periddico e seu espectro
discreto € aproximadamente plano sobre a maior parte da banda até a frequéncia de Nyquist,
com amplitudes moduladas por um envelope do tipo |sinc(7 f7;)| decorrente da forma retangular
de cada bit (Grimnes; Martinsen, 2015; Sirtoli, 2018).

O periodo temporal do sinal é Tyyps = N T, onde T, = 1/ fory € a duracéo de cada bit e fy
¢ a frequéncia de atualizacdo do LFSR. A geracdo do sinal depende da escolha de um polindmio
primitivo sobre o corpo finito GF(2), cujos coeficientes definem os taps da realimentacdo. Para
uma sequéncia de ordem #n, o polindmio primitivo deve ter grau n e ser irredutivel sobre GF(2),
garantindo que o LFSR percorra os 2" — 1 estados nao nulos antes de se repetir. Do ponto de
vista de implementacdo, a MLS € atraente em microcontroladores porque seu cardter bindrio, de
apenas dois niveis, dispensa conversores digital-analogico de alta resolugdo (Sirtoli, 2018). A
forma de geracdo adotada neste trabalho € detalhada no Capitulo 4.

A relagdo entre a frequéncia de atualizacdo, o comprimento da sequéncia e a resolucao
espectral € direta. O espagamento entre raias no espectro é Af = fyy/N, que também € a
resolucdo minima em frequéncia apds a FFT. A amplitude espectral das raias segue um envelope

|sinc(mfT;)|, consequéncia direta da forma retangular de cada bit, com primeiro zero em f = fy
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e decréscimo progressivo a medida que a frequéncia se aproxima desse ponto (Sirtoli, 2018).
Na pratica, a faixa de frequéncias em que a amplitude do espectro se mantém dentro de —3 dB
do valor mdximo € da ordem de 0,45 fa, (Sirtoli, 2018). Portanto, a selecdo da ordem n e da
frequéncia de atualizacdo fyy traduz um compromisso entre resolucao espectral, banda util e
tempo de aquisi¢do, que deve ser ajustado conforme os requisitos da aplicacao.

A resposta em frequéncia do sistema € obtida aplicando-se a transformada rdpida de
Fourier ao sinal de tensdo v[n] medido na amostra e ao sinal de corrente i[n] injetado, calculando-
se a impedancia complexa em cada harmonica excitada, como mostra a Equagao (7).

F{vin]}

Z(fi) = Tl (7

onde o indice k representa a k-€sima raia do espectro discreto e f = kAf. Esse cdlculo pode ser
executado em microcontroladores de 32 bits com unidade de ponto flutuante de precisao simples,

viabilizando a aquisi¢do de espectros em tempo real (Sirtoli, 2018).

2.4 TOPOLOGIAS DE FONTE DE CORRENTE PARA BIOIMPEDANCIA

A excitacao do tecido em medi¢des de bioimpedancia € geralmente realizada por uma
fonte de corrente controlada em tensdo (VCCS, Voltage-Controlled Current Source), de modo
que a elevada impedancia de saida da fonte garanta que a corrente injetada seja aproximadamente
independente das variacdes de impedancia de carga. A topologia mais difundida para essa
funcdo em instrumentacao de bioimpedancia € a fonte de corrente de Howland, em particular
a sua versao aprimorada (EHCS, Enhanced Howland Current Source), baseada em um tinico
amplificador operacional com redes de realimentacdo positiva e negativa balanceadas (Grimnes;
Martinsen, 2015; Sirtoli, 2018; Bertemes-Filho, 2002; Morcelles et al., 2017). Na topologia
classica, a condi¢do de alta impedancia de saida depende criticamente do casamento entre as
razdes de resistores. O desbalanceamento real dos componentes, somado a largura de banda
finita do amplificador operacional, degrada a impedancia de saida efetiva da fonte, sobretudo em
altas frequéncias.

A topologia EHCS cldssica é organizada em torno de um tnico amplificador operacional
e de duas malhas de realimentacdo simétricas. A malha negativa, ligada a entrada inversora,
€ composta por um par de resistores idénticos de valor elevado. A malha positiva, ligada a
entrada nao inversora, € composta por um resistor do mesmo valor em série com um resistor
de transcondutancia Ry, de valor reduzido, sobre o qual circula a corrente entregue a carga
(Morcelles et al., 2017; Sirtoli, 2018). A Figura 7 apresenta duas variantes da topologia. Na
configuracio discreta basica (Figura 7a), o circuito utiliza um tnico amplificador operacional e a
corrente Ifeedhack que circula pelos resistores da malha positiva contribui como erro a corrente
entregue a carga. Na configuracdo com buffer (Figura 7b), um segundo amplificador operacional
configurado como seguidor de tensdo € introduzido entre a saida do circuito e o n6 de realimenta-

cdo positiva. A elevada impedancia de entrada do buffer elimina praticamente a corrente Ifeedpacks
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permitindo que valores menores sejam adotados nos resistores da malha sem comprometer a

impedancia de saida efetiva da fonte (Lam, 2023).

Figura 7 — Topologias EHCS cléssicas. (a) Configuracdo discreta basica com um unico
amplificador operacional. A corrente Igeedpack pelos resistores da malha positiva
limita a impedancia de saida efetiva. (b) Configuracao com buffer, em que um
segundo amplificador operacional como seguidor de tensao isola a malha de
realimentacao positiva da carga, reduzindo Ifeeqhack @ valores praticamente nulos.

R1 R2 R1 R2
%7 Ul ‘ R wans Tout %7 U1l R trans Tout
Iy — \ . >
+ ) * ‘ \/
R3 R3 Lteedback &0
V'V R4 z, v R4 z,
+ +
( Vin I Vin
— feedback —
N N N NS

(a) Configuracao discreta basica (b) Configuracao com buffer

Fonte: elaborado pelo autor com base em (Morcelles et al., 2017; Lam, 2023).

Em uma variante avancada da topologia, frequentemente adotada em sistemas modernos
de espectroscopia de bioimpedancia (Morcelles et al., 2017; Bertemes-Filho, 2002), o ampli-
ficador de buffer da configuragdo com isolamento (Figura 7b) é reorganizado para cumprir
simultaneamente duas fungdes. A primeira € a de sense de tensiao no lado da carga do resistor
de transcondutancia Ry,ps, permitindo a reconstrucao indireta da corrente injetada na amostra a
partir da queda de tensdo sobre Ryans medida em ambas as suas extremidades. A segunda € a de
realimentacdo cruzada da rede positiva: a saida desse buffer-sense retorna ao né de realimentacao
positiva da fonte, fechando a malha que confere a topologia a alta impedéncia de saida carac-
teristica da EHCS aprimorada. Essa configuracao elimina o componente de erro Ifeedback S€m
introduzir um amplificador adicional além do j4 requerido para a medida da corrente. Portanto,
ela é adequada a sistemas embarcados em que o nimero de amplificadores operacionais é uma
restri¢do relevante de projeto.

Sob a condicdo de ganho em laco aberto elevado e razdes de resistores perfeitamente
casadas, a corrente injetada I,y por qualquer das duas variantes é proporcional a tensdao de

entrada Vj, e independente da impedancia de carga Z;, como mostra a Equacao (8).

Vi

Rtrans

®)

Tout =

onde o valor de Ryans define o ganho de transcondutancia do circuito e, junto com a amplitude
de Vi, fixa a corrente nominal injetada na amostra. Para a aplicacdo em bioimpedancia, esse
valor € selecionado de modo a manter a corrente abaixo dos limiares de seguranca estabelecidos

pelas normas para instrumentag¢@o biomédica (International Electrotechnical Commission, 2005),
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preservando ao mesmo tempo amplitude suficiente para uma boa relacio sinal-ruido na medi¢ao
da queda de tensdo sobre o tecido.

A impedancia de saida da EHCS € idealmente infinita quando as razdes de resistores
das duas malhas estdo exatamente casadas. Na pritica, o desbalanceamento relativo AR /R entre
essas razoes e a largura de banda finita do amplificador operacional limitam a impedancia de

saida efetiva, que pode ser aproximada segundo a Equacao (9).

R
Zou(0) = | A;/R‘ 9)

expressao obtida a partir da andlise de pequenos sinais da topologia sob desbalanceamento
residual (Morcelles et al., 2017). A equacdo (9) mostra que, para garantir Zy, > 100k, valor
frequentemente adotado como limite minimo aceitdvel em sistemas de bioimpedancia de quatro
eletrodos (Bertemes-Filho, 2002; Morcelles et al., 2017), a tolerancia das razoes de resistores
deve ser controlada em niveis compativeis com o valor desejado de Ryans. Em altas frequéncias,
a reducdo do ganho em laco aberto do amplificador operacional acrescenta uma contribui¢ao
capacitiva a impedéncia de saida, que se traduz em queda progressiva de |Zoy| € estabelece o
limite superior da faixa util da fonte (Morcelles et al., 2017; Sirtoli, 2018).

2.5 APRENDIZADO DE MAQUINA APLICADO A CLASSIFICACAO DE ALIMENTOS

O aprendizado de maquina (Machine Learning, ML) compreende um conjunto de al-
goritmos capazes de identificar padrdes em dados e realizar predi¢des ou classificagdes sem
programacdo explicita das regras de decisdo (Murphy, 2012; Kuhn; Johnson, 2013). Em com-
binacdo com dados de espectroscopia de impedancia, algoritmos de ML t€ém demonstrado
desempenho superior as técnicas estatisticas cldssicas na classificacdo da qualidade de alimentos
(Zhang et al., 2024; Marcondes et al., 2025; Ibba et al., 2021). Este trabalho adota a combinagdo
de anélise de componentes principais, para redu¢cdo de dimensionalidade, com o classificador de k
vizinhos mais préximos, abordagem recorrente no processamento de espectros de bioimpedancia
(Ibba et al., 2021; Kuhn; Johnson, 2013). As proximas subsecdes descrevem os fundamentos de
cada etapa e a estratégia de validacdo; a justificativa da escolha frente a abordagens alternativas

¢ apresentada ao final do capitulo.

2.5.1 Analise de Componentes Principais

A anélise de componentes principais (Principal Component Analysis, PCA) é uma
técnica linear de reducdo de dimensionalidade que projeta os dados originais em um novo espaco
de coordenadas ortogonais, denominadas componentes principais, ordenadas pela quantidade
de variancia que capturam (Murphy, 2012; Kuhn; Johnson, 2013). Dado um conjunto de N

observacdes representadas como vetores X; € R”, previamente centrados pela média amostral, a
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matriz de covariancia pode ser calculada segundo a Equacao (10).

S:—Z(Xi—i)(xi—i)T. (10)

onde os componentes principais correspondem aos autovetores u; de S, ordenados pelos respec-
tivos autovalores A; em ordem decrescente. O j-ésimo componente principal de uma observacao
€ a projegdo z;; = ujTXi, earazio A;/ Zle A quantifica a fracdo da variéncia total explicada por
aquele componente (Murphy, 2012).

A PCA ¢ especialmente adequada a espectroscopia de impedancia por trés razdes. Pri-
meiro, os espectros geram vetores de caracteristicas de alta dimensionalidade, tipicamente com
dezenas a centenas de valores complexos, e muitas frequéncias vizinhas apresentam forte corre-
lacdo, o que gera redundancia no espago original (Vidacek et al., 2008; Fernandez-Segovia et al.,
2012). Segundo, em geral o nimero de amostras biolégicas disponiveis em estudos de qualidade
de alimentos € muito inferior ao numero de variaveis, cenario em que a PCA atua na redugao
da dimensionalidade efetiva, atenuando o risco de sobreajuste dos classificadores subsequentes
(Kuhn; Johnson, 2013; Baldi; Brunak, 2001). Terceiro, a projecdo nos primeiros componentes
facilita a inspecao visual e a interpretacdo, apoiando a verificacdo da separagdo entre classes
antes do treinamento do modelo (Ibba et al., 2021).

Um aspecto metodoldgico critico € o pré-processamento. Como a PCA € sensivel a escala
das variaveis, as caracteristicas devem ser padronizadas, tipicamente por remocdo da média
e divisdo pelo desvio-padrido de cada frequéncia, antes do calculo da matriz de covariancia
(Kuhn; Johnson, 2013; Murphy, 2012). Além disso, tanto a padronizacdo quanto a propria PCA
devem ser ajustadas exclusivamente sobre as observacdes do conjunto de treino em cada parti¢do
da validacao cruzada, nunca sobre o conjunto completo. Caso contrario, ocorre vazamento de
informacdo do conjunto de teste para o modelo, o que superestima o desempenho aparente
(Kuhn; Johnson, 2013). Esse cuidado deve ser incorporado a metodologia experimental sempre
que a PCA seja empregada como etapa de pré-processamento para classificagdo supervisionada.

Em geral, o nimero de componentes retidos € escolhido de modo a preservar uma fragdo
minima da variancia total, frequentemente entre 90% e 99%, ou a partir de graficos de cotovelo
(scree plots) (Murphy, 2012; Kuhn; Johnson, 2013). Em bioimpedancia de alimentos, Ibba et
al. (2021) reportaram que dois a trés componentes foram suficientes para separar classes de

maturagdo em morangos, padrao também observado em salmdo (Fernandez-Segovia et al., 2012).

2.5.2 Classificacao por k Vizinhos Mais Préximos

O método de k vizinhos mais proximos (k-Nearest Neighbors, KNN) € um classificador
ndo paramétrico baseado em instancias. Para classificar uma observagao de teste x*, o KNN
localiza os k exemplares do conjunto de treino com menor distancia a x* segundo uma métrica

previamente definida e atribui a x* a classe majoritéria entre eles (Murphy, 2012; Kuhn; Johnson,
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2013). A métrica mais comum € a distancia euclidiana, como mostra a Equacgao (11).

(1)

embora outras métricas como Manhattan ou Mahalanobis possam ser preferiveis em situagdes
especificas (Murphy, 2012).

Apesar da simplicidade conceitual, o desempenho do KNN depende criticamente de
trés escolhas. A primeira € a padronizagdo das varidveis. Em espectroscopia de impedancia,
os valores de resisténcia e reatancia apresentam ordens de grandeza diferentes em frequéncias
distintas, e sem padronizacdo as varidveis de maior magnitude dominam o célculo da distancia,
degradando a classificagdo (Kuhn; Johnson, 2013). A segunda € o valor de k, que controla o
compromisso entre viés e variancia. Valores pequenos de k produzem fronteiras de decisio
irregulares e alta variancia, enquanto valores grandes suavizam as fronteiras mas aumentam
o viés, podendo absorver exemplos de classes vizinhas. A escolha 6tima é determinada por
validagdo cruzada (Murphy, 2012; Kuhn; Johnson, 2013). A terceira é a dimensionalidade do
espaco de entrada. A medida que p cresce, as distAncias euclidianas entre pares de pontos
tendem a se igualar, fendbmeno conhecido como curse of dimensionality, que esvazia a nog¢ao de
vizinhanga e compromete o desempenho do KNN (Murphy, 2012; Baldi; Brunak, 2001). Por
essa razao, a combinacdo PCA seguida de KNN € uma escolha metodoldgica consolidada para
dados de espectroscopia (Kuhn; Johnson, 2013; Ibba et al., 2021).

Essa fragilidade em espacos de alta dimensdo € a razdo técnica pela qual o KNN ¢é
raramente aplicado diretamente sobre espectros e quase sempre precedido de uma etapa de
reducdo de dimensionalidade. A avaliacdo comparativa que fundamenta a ado¢dao de PCA
seguida de KNN neste trabalho, frente as alternativas reportadas na literatura de bioimpedancia

aplicada a alimentos, € apresentada ao final da Subsecdo 2.5.3.

2.5.3 Protocolo de Validacao e Métricas de Avaliacao

A estimativa do desempenho de classificagdo em conjuntos de dados limitados exige uma
estratégia de validacdo que evite tanto o sobreajuste ao conjunto de treino quanto a variabilidade
excessiva associada a uma unica parti¢ao de teste (Murphy, 2012; Kuhn; Johnson, 2013; Baldi;
Brunak, 2001). A valida¢do cruzada com k parti¢cdes (k-fold cross-validation) divide o conjunto
de dados em k subconjuntos aproximadamente iguais, treina 0 modelo em k — 1 deles e o avalia no
restante, repetindo o procedimento k vezes de modo que cada subconjunto seja utilizado uma vez
como teste. A estimativa final de desempenho € a média das k avaliacOes parciais. Em problemas
de classificagdo com classes desbalanceadas, a divisao aleatdria pode produzir particdes com
proporcdes distintas de classes, o que introduz variancia artificial nos resultados. A variante
estratificada preserva a proporcao original de cada classe em cada particdo, reduzindo essa
variancia e fornecendo estimativas mais representativas (Kuhn; Johnson, 2013; Baldi; Brunak,
2001).
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Um aspecto essencial, refor¢cado por Kuhn e Johnson (2013) e por Baldi e Brunak (2001),
€ que todas as etapas de pré-processamento dependentes dos dados, como padronizagdo, cdlculo
da PCA e selecao de hiperparametros, devem ser executadas separadamente em cada parti¢ao de
treino, nunca sobre o conjunto completo. Em bioimpedancia, esse cuidado € importante porque
multiplas medi¢des de uma mesma amostra tendem a ser mais semelhantes entre si do que medi-
coes de amostras distintas. Tratar medidas repetidas como observacdes independentes inflaciona
o desempenho aparente, um caso particular de vazamento de informacao (data leakage), termo
que designa qualquer situacdo em que informac¢@o do conjunto de teste influencia o modelo trei-
nado. Em estudos de classificacdo de pescado por estado de congelamento, recomenda-se manter
todas as medi¢des de uma mesma amostra na mesma particao para evitar essa contaminacao.

Um caso particular desse problema merece aten¢ao, por ser recorrente em bioimpe-
dancia de tecidos. Denomina-se pseudorreplicacdo a situagdo em que medidas que ndo sao
estatisticamente independentes entre si sdo tratadas como se fossem (Kuhn; Johnson, 2013;
Baldi; Brunak, 2001). Ela ocorre sempre que os dados t€m estrutura hierdrquica, isto €, quando
vdrias observacdes provém de uma mesma unidade bioldgica: trés medidas do mesmo filé, duas
condi¢des da mesma porcao, vdrias por¢cdes do mesmo individuo. Medidas que compartilham a
mesma unidade tendem a ser mais parecidas entre si do que medidas de unidades distintas, e um
classificador treinado sobre algumas delas reconhece a unidade, e ndo apenas a classe.

O efeito pratico é uma superestimacao do desempenho. Duas estratégias de particiona-
mento delimitam a magnitude desse efeito. A primeira, aqui denominada estimativa otimista,
retém como teste apenas as medidas pareadas de uma sub-unidade e mantém no treino as demais
sub-unidades do mesmo individuo. A segunda, a estimativa conservadora, retém integralmente
todas as medidas de uma unidade biol6gica, deixando o individuo inteiro fora do treino.

Portanto, a diferenca entre as duas estimativas é um diagndstico empirico: ela quantifica
o quanto o desempenho aparente excede aquele que se pode esperar sobre unidades bioldgicas
jamais vistas. Apresentar as duas lado a lado € a pratica recomendada em estudos com n reduzido,
pois oferece ao leitor uma medida direta da robustez do resultado em vez de um niimero Gnico
(Kuhn; Johnson, 2013; Baldi; Brunak, 2001). Os dois protocolos correspondentes adotados neste
trabalho, LOFiO e LOPO, sdo definidos na Subse¢do 5.5.3 do Capitulo 5.

A avaliacdo de um classificador ndo pode basear-se exclusivamente na acurdcia global,
que ndo revela como acertos e erros se distribuem entre as classes (Murphy, 2012; Baldi; Brunak,
2001). Por isso, emprega-se um conjunto complementar de métricas obtidas a partir da matriz de
confusdo. A matriz de confusdo C tem elementos C;; iguais ao nimero de observacoes da classe
verdadeira i atribuidas pelo classificador a classe j. A partir dela definem-se, para cada classe c,
a precisdo F., a sensibilidade (ou recall) R. e o F1-score Fj ., segundo a Equagdo (12).

P.= Cor ., R.= Cor ,  Fle= 2FRe
Y Cic Y;Cej P.+R.

(12)

A média aritmética do FI-score sobre as classes, conhecida como FI-macro, fornece um

indicador global que pondera igualmente ambas as classes e € frequentemente adotada em
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problemas de classificacao biolégica (Murphy, 2012; Baldi; Brunak, 2001).

Cabe registrar que, além de PCA seguida de KNN, a literatura de bioimpedancia aplicada
a alimentos emprega abordagens alternativas como andlise discriminante linear (Vidacek et al.,
2008; Fernandez-Segovia et al., 2012), maquinas de vetores de suporte (Zhang et al., 2024), flo-
restas aleatorias (Zhang et al., 2024) e redes neurais convolucionais unidimensionais (Marcondes
et al., 2025). A escolha de PCA seguida de KNN neste trabalho deve-se a interpretabilidade direta
da projecdo em termos de variancia espectral retida, a baixa complexidade de implementagao
compativel com a possivel migracdo para execu¢do embarcada (Warden; Situnayake, 2020) e a
compatibilidade com o tamanho moderado de amostras bioldgicas tipicamente disponiveis em
estudos de qualidade de alimentos (Kuhn; Johnson, 2013).

Essa escolha apoia-se em duas evidéncias empiricas convergentes. Em discriminagao
bindria de maturacdo em morangos por bioimpedancia na faixa de 20Hz a 300kHz, Ibba et al.
(2021) compararam seis classificadores supervisionados e reportaram o KNN como o de maior
estabilidade entre treinamento e teste. Em dados de EIS com ndmero reduzido de amostras,
Cavalieri (2022) comparou a PCA a métodos ndo lineares de reducdo de dimensionalidade e

reportou compromisso favoravel entre desempenho e custo computacional.
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3 TECIDO MUSCULAR DO PESCADO E EFEITOS DO CONGELAMENTO

Este capitulo apresenta os fundamentos biolégicos que sustentam a aplicagcdo da espec-
troscopia de bioimpedancia a avaliacdo de qualidade do pescado. S@o abordadas a estrutura do
tecido muscular de peixes, com atencdo a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), 0s mecanismos
de dano celular induzidos pelo congelamento e as alteragdes estruturais e elétricas documentadas
na literatura para diferentes espécies submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento.
A descricao desses fendmenos fornece a base interpretativa para os resultados experimentais
apresentados nos capitulos subsequentes, em que medidas de impedancia sdo correlacionadas

com o histérico de congelamento das amostras.

3.1 ESTRUTURA DO TECIDO MUSCULAR DO PESCADO

O tecido muscular do pescado é composto majoritariamente por fibras musculares estria-
das envolvidas pelo sarcolema, organizadas em feixes paralelos e separadas por septos de tecido
conjuntivo. Diferentemente dos mamiferos terrestres, a musculatura do peixe apresenta uma
organizagdo segmentar caracteristica, em que blocos musculares denominados miétomos sao
separados por mioseptos de tecido conjuntivo dispostos transversalmente ao eixo longitudinal do
animal (Grimnes; Martinsen, 2015). Essa organizacdo confere ao filé sua textura caracteristica
em lascas e influencia a propagacdo de correntes elétricas no tecido, uma vez que os septos
representam interfaces de descontinuidade composicional e elétrica.

Do ponto de vista celular, as fibras musculares contém o liquido intracelular separado
do meio extracelular pelas membranas plasmaticas, que atuam como barreiras semipermedveis
governando o fluxo idnico entre os compartimentos. E essa compartimentaliza¢do que torna
a resposta elétrica do tecido dependente da frequéncia: o comportamento dual da corrente em
baixas e altas frequéncias, descrito na Subsecdo 2.1.1 do Capitulo 2, € a base fisica do modelo
Cole-Cole e do contraste entre tecido integro e tecido com membranas danificadas (Grimnes;
Martinsen, 2015; Pliquett, 2010).

A composi¢do quimica do filé de pescado é dominada por 4gua, em propor¢des tipica-
mente entre 70% e 80% da massa total, seguida por proteinas estruturais, em especial actina e
miosina, lipidios em propor¢do varidvel conforme a espécie e minerais dissolvidos no fluido
intersticial e citoplasmético (NEPA-UNICAMP, 2011). Essa elevada propor¢ao aquosa torna o
tecido sensivel a fendmenos de redistribui¢do hidrica, que constituem o mecanismo central das
alteracdes induzidas pelo congelamento. A condutividade elétrica em baixas frequéncias reflete
a concentracdo e a mobilidade dos fons dissolvidos no meio extracelular, principalmente sédio,
potéssio e cloreto, enquanto a resposta em altas frequéncias incorpora também a contribui¢do do

meio intracelular (Grimnes; Martinsen, 2015; Vidacek et al., 2008).
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3.2 MECANISMOS DE DANO CELULAR PELO CONGELAMENTO

O congelamento é amplamente empregado na conservacao de pescado por inibir o
crescimento microbiano e retardar reagdes enzimaticas e oxidativas. Entretanto, o processo
de formacdo e crescimento de cristais de gelo no tecido muscular provoca danos estruturais
progressivos que afetam as propriedades elétricas, mecanicas e sensoriais do material (Li; Zhu;
Sun, 2018; Hu; Xie, 2021; Vidacek et al., 2008; Zhang et al., 2024).

O dano celular resulta de trés mecanismos principais, descritos em detalhe na revisao
de Li, Zhu e Sun (2018). Primeiro, a formagao e crescimento de cristais de gelo, nucleados
inicialmente no meio extracelular (que possui menor concentracio de solutos e ponto de congela-
mento mais elevado) e que crescem podendo exceder o volume celular original e exercer pressdo
mecanica sobre as membranas plasméticas adjacentes. Segundo, a migragao e redistribui¢ao de
dgua: o gradiente osmatico induzido pelos cristais extracelulares causa a saida de dgua do interior
das células, provocando encolhimento celular, aumento da concentracao de solutos intracelulares
e desnaturacdo progressiva de proteinas estruturais. Terceiro, a recristalizacdo de Ostwald durante
ciclos repetidos, em que cristais menores se fundem formando cristais maiores a cada ciclo,
causando dano mecanico progressivamente mais severo (Li; Zhu; Sun, 2018; Hu; Xie, 2021).
A velocidade de congelamento determina o tamanho dos cristais formados e a magnitude do
dano: o congelamento lento (—18 °C) favorece cristais extracelulares grandes com dano osmético
pronunciado, condi¢ido predominante nas cadeias produtiva e doméstica e por isso adotada como
cendrio representativo no protocolo experimental deste trabalho (Li; Zhu; Sun, 2018).

A Figura 8 sintetiza os trés mecanismos descritos. O painel (a) representa o tecido fresco,
com células musculares integras, membranas continuas e espago intercelular minimo. O painel
(b) ilustra a etapa inicial do congelamento, em que cristais de gelo extracelulares comecam
a se formar e a 4gua migra do meio intracelular para o extracelular por gradiente osmotico,
provocando contragdo celular e ampliacdo dos espacos intercelulares. O painel (c) mostra o
estado ap6s multiplos ciclos ou armazenamento prolongado, com cristais maiores resultantes da
recristalizacao de Ostwald e ruptura das membranas celulares, configurando o dano estrutural

irreversivel que se manifesta nas alteracdes elétricas discutidas na sec¢do seguinte.
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Figura 8 — Mecanismos de dano celular induzidos pelo congelamento e descongelamento em
tecido muscular. (a) Tecido fresco com células integras. (b) Formacao de cristais de
gelo extracelulares e migracao osmotica de dgua. (c) Recristalizacio e ruptura de
membranas apos ciclos repetidos ou armazenamento prolongado.

(a) Tecido fresco (b) Formacao de gelo e migracdo osmética (c) Recristalizacdo e dano celular
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Membrana Célula Espaco Cristais de Migragdo Aumento do Recristalizagio Ruptura de Cristais
integra muscular extracelular gelo osmoética espaco de Ostwald membranas maiores

reduzido extracelulares de agua intercelular

Fonte: elaborado pelo autor com base em (Li; Zhu; Sun, 2018; Hu; Xie, 2021).

3.3 ALTERACOES ESTRUTURAIS E ELETRICAS DOCUMENTADAS NA LITERATURA

Trabalhos experimentais recentes quantificam o dano progressivo em musculo de peixe
submetido a multiplos ciclos de congelamento e descongelamento. Hu e Xie (2021) investigaram
o efeito de cinco ciclos sucessivos em filé de jurel-chileno (7Trachurus murphyi), utilizando
microscopia eletronica de varredura, microtomografia computadorizada por raios-X e anélises
fisico-quimicas. Os autores reportam que a estrutura secundéria das proteinas musculares se
altera progressivamente, com o teor de ¢-hélice reduzindo de 59,05% para 51,83% apés cinco
ciclos, enquanto as estruturas f3-folha, 3-volta e aleatéria aumentam, indicando desnatura¢io
proteica cumulativa. O volume de poros, a porosidade e o diametro médio dos cristais de gelo
também aumentam com o nimero de ciclos, evidéncia direta do dano estrutural progressivo as
fibras musculares. Paralelamente, a perda por gotejamento (drip loss) e a perda por cozimento
crescem monotonicamente com o nimero de ciclos, enquanto o valor-K (indice de degradacao
do ATP) e o TVB-N (nitrogénio volatil total basico) também se elevam, indicando degradacao
progressiva do frescor (Hu; Xie, 2021).

Essas alteragdes estruturais traduzem-se em mudangas mensurdveis no espectro de
impedancia elétrica. A ruptura das membranas celulares aumenta a condutividade efetiva do
tecido, pois o fluido intracelular passa a contribuir para a condu¢cao mesmo em baixas frequéncias,
sem ser bloqueado pela membrana (Vidacek et al., 2008; Fernandez-Segovia et al., 2012;
Marcondes et al., 2025). Em consequéncia, o parametro Ry do modelo Cole-Cole, que representa
a resisténcia em baixas frequéncias, tende a diminuir. A perda de integridade das membranas
celulares reduz a componente capacitiva do tecido e comprime o arco de Cole-Cole no diagrama
de Nyquist, especialmente na regido de dispersdo 8 (Vidacek et al., 2008; Fuentes et al., 2013).
O parametro R, que reflete a condug¢do combinada dos fluidos intra e extracelular em alta
frequéncia, apresenta comportamento varidvel entre estudos, em fun¢do da composi¢do i6nica

residual dos compartimentos apds a ruptura das membranas (Marcondes et al., 2025). Por sua
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vez, o parametro fraciondrio ¢ tende a diminuir, uma vez que a homogeneizacao estrutural
reduz a distribui¢do de tempos de relaxacdo caracteristica do tecido integro (Marcondes et al.,
2025). A frequéncia caracteristica f. também se desloca, refletindo alteracdes na constante de
tempo das membranas residuais e na composicao ionica dos compartimentos (Zhang et al., 2024;
Marcondes et al., 2025). Como resultado global, o médulo |Z| apresenta-se inferior ao da amostra
fresca em toda a faixa de frequéncias analisada (Ferndndez-Segovia et al., 2012; Zhang et al.,
2024; Leng et al., 2024).

Estudos experimentais em diversas espécies corroboram esses efeitos e a sua utilidade
diagnostica. Em robalo (Dicentrarchus labrax), Vidacek et al. (2008) demonstraram que a re-
atancia medida em frequéncias acima de S00kHz € o indicador mais sensivel para diferenciar
amostras com diferentes histéricos de congelamento. Em salmdo atlantico, Fernandez-Segovia et
al. (2012) mostraram que espectroscopia de impedancia combinada com andlise de componentes
principais e anélise discriminante € capaz de distinguir amostras frescas de amostras congeladas
e descongeladas. Mais recentemente, Zhang et al. (2024) aplicaram bioimpedancia multifrequen-
cial a amostras de salm@o e obtiveram acurdcias de até 98% na classificacdo em trés categorias
(fresco, um ciclo e multiplos ciclos), empregando floresta aleatéria. Em lombo suino, Leng et
al. (2024) confirmaram que os efeitos do congelamento se acumulam progressivamente com o
nimero de ciclos, tornando a discrimina¢do de multiplos ciclos vidvel por espectroscopia de
impedancia. Convergentes entre espécies e protocolos, essas evidéncias sustentam a abordagem
adotada neste trabalho, em que a bioimpedancia € empregada para discriminar tecido fresco
de tecido submetido a um tnico ciclo de congelamento e descongelamento. A caracteriza¢ao
da progressao sob multiplos ciclos documentada na literatura aqui revisada permanece como
extensao natural para trabalhos futuros.

O Quadro 2 sintetiza as principais alteragdes reportadas nos parametros do modelo
Cole-Cole apds congelamento, consolidando o padrao geral observado em diferentes espécies e

estudos.

Quadro 2 — Sintese das alteracdes nos parametros Cole-Cole apds congelamento e
descongelamento, segundo a literatura consultada.

Parametro Tendéncia Interpretacao fisica

Ro Diminui Aumento da condutividade extracelular efetiva

R Variavel Depende da composicao i6nica residual

o Diminui Homogeneizacdo estrutural do tecido

fe Desloca-se  Alteracdo das constantes de tempo das membranas
|Z| global ~ Diminui Perda de integridade das barreiras celulares

Fonte: elaborado pelo autor a partir de (Vidacek et al., 2008; Ferndndez-Segovia et al., 2012;
Zhang et al., 2024; Leng et al., 2024; Marcondes et al., 2025).
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4 DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

Este capitulo descreve a implementacdo do dispositivo portatil de espectroscopia de bio-
impedancia elétrica em banda larga proposto. O Capitulo 2 estabeleceu a base tedrica do modelo
Cole-Cole, da técnica de excitagao por sequéncias bindrias de comprimento maximo (MLS)
e da topologia EHCS cléssica de fonte de corrente e o Capitulo 3 apresentou os fundamentos
bioldgicos do tecido de pescado e os efeitos do congelamento. O presente capitulo apresenta
as escolhas de projeto especificas, a estratégia de aquisi¢do e processamento embarcado, o
algoritmo de extracdo dos parametros Cole-Cole executado no firmware, o procedimento de

calibrag@o empregado e as limitagGes conhecidas da implementagado atual.

4.1 VISAO GERAL DO DISPOSITIVO

A arquitetura do sistema € organizada em torno de um microcontrolador STM32F303CBT®6,
que executa todas as etapas da medicdo. A geracao do estimulo ocorre simultaneamente a aquisi-
cdo sincronizada dos sinais analégicos. Concluida a aquisi¢ao, o microcontrolador calcula sobre
os dados adquiridos a transformada discreta de Fourier (DFT) por meio de uma implementacao
répida (FFT) e a partir do espectro resultante realiza o ajuste do modelo Cole-Cole. Um front-end
analégico de quatro estiagios construido com amplificadores operacionais OPA4354 faz a inter-
face entre o pino digital do microcontrolador e os eletrodos de medi¢@o. Dois sensores auxiliares
registram a temperatura da amostra sem contato e a forca de contato do dispositivo sobre a
superficie do filé. Um mddulo ESP32-C3 retransmite os dados via Bluetooth Low Energy (BLE)
a uma aplicacdo Python em computador, na qual ocorrem a visualizacido e o armazenamento

local. A Figura 9 apresenta a visdo conceitual do sistema.

Figura 9 — Diagrama conceitual do dispositivo desenvolvido.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2 FRONT-END ANALOGICO

O front-end analédgico foi concebido para atender a trés requisitos simultaneos. O primeiro
¢ a injecdo de uma corrente alternada de amplitude controlada na amostra, com impedancia
de saida suficientemente elevada para preservar a constancia da corrente diante das variagdes
de impedancia do tecido ao longo da banda de medicao. O segundo € a aquisi¢do da tensao
diferencial desenvolvida sobre a amostra com resolu¢do compativel com a faixa dindmica do
ADC interno do microcontrolador. O terceiro € a operacao com fonte unica de 3,3 V e referéncia
DC virtual centrada em Vi = 1,65 V, dispensando fontes simétricas e reduzindo o consumo
total.

A topologia adotada é organizada em torno de quatro amplificadores operacionais do
circuito integrado OPA4354 da Texas Instruments, que reline quatro amplificadores em en-
capsulamento tinico. O OPA4354 foi escolhido pelo elevado produto ganho-banda e slew rate
(100 MHz e 150 V/us), suficientes para reproduzir as transi¢des da excitacdo MLS em toda a
banda qtil, pelo baixo ruido de entrada e pela operagao rail-to-rail a partir de fonte tnica de
3,3 V. A combinag¢do de produto ganho-banda na ordem de duas décadas acima da frequéncia
maxima de interesse e de slew rate adequado € necessdria para preservar a integridade do sinal
MLS na faixa que se estende até pouco abaixo de fu, de aproximadamente 1,95 MHz, na qual
as transicoes de borda do estimulo bindrio, com amplitude préxima a 3,3 V e duracdo inferior a
0,5 us, exigem capacidade de excursdo temporal compativel. A Figura 10 apresenta o diagrama

em blocos com a numeracao dos quatro amplificadores empregados.

Figura 10 — Diagrama em blocos do front-end analdgico: estimulo MLS do DAC, fonte de
corrente EHCS (Ug 1, Ryrans = R4y = 820Q), injec@o na amostra e par diferencial de
medi¢do de tensdo (U 3, Ug 4). A corrente € reconstruida por software a partir da
queda de tensdo sobre Ryns.

ADC
12 bits
BIA_OUT+
EHCS C

U9.2 (buffer inversor) + U9.1 10 uF
RT =820 Q

ADC
12 bits
BIA_OUT-

Fonte: elaborado pelo autor.

A Figura 11 apresenta o esquematico elétrico completo do front-end analdgico, com
a numerac¢do dos componentes empregada ao longo desta secdo. O esquematico evidencia a
topologia EHCS organizada em torno de Uy, complementada por Uy, como amplificador
de leitura de corrente (current sense) no lado da amostra do resistor de transcondutancia Ry».
O termo sense designa em eletronica analdgica um amplificador de entrada de alta impedan-

cia cuja fungdo € amostrar a tensao de um no interno sem perturba-lo, permitindo que essa
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tensdo seja simultaneamente lida por um conversor analdgico-digital e reinjetada como sinal
de realimentagdo no estagio ativo subsequente. No presente projeto, Uy » acumula essas duas
funcdes, atuando como seguidor de tensdo unitario de alta impedancia de entrada que bufferiza o
né da amostra de R4 tanto para a leitura pelo canal ADC do microcontrolador quanto para a
realimentacdo cruzada caracteristica da topologia Howland aprimorada (Secédo 2.4). O par de
amplificadores ndo-inversores Ug 3 € Ug 4 condiciona a tensdo diferencial sobre a amostra para
os canais BIA_QUT+ e BIA_QOUT- do microcontrolador. Os trés capacitores de bloqueio DC Cjg,
Cy e Cy3 e arede de polarizagdo em Vier = 1,65V aparecem identificados sobre o diagrama. As
subsec¢des seguintes discutem em detalhe cada um dos quatro subcircuitos, com referéncia direta

aos designadores e valores indicados nesta figura.

4.2.1 Caminho de Excitacao e Amplificador de Leitura de Corrente

O caminho de excitagdo parte do DAC interno do microcontrolador STM32F303CBT6
(instancia DACI, canal 1) e termina na entrada nao-inversora da fonte de corrente EHCS descrita
na Subsecao 4.2.2. O DAC opera em modo de duas tensdes, correspondente a natureza bindria
da sequéncia MLS: nivel baixo fixado em 0 V e nivel alto fixado no fundo de escala do DAC
de 12 bits, correspondente a uma tensao de saida proxima a 3,3 V. Essa configuracao ¢é a
condicao necessdria para preservar a simetria AC do estimulo em torno da referéncia DC virtual
Vet = 1,65V adotada pela rede de polarizacao do EHCS. Qualquer nivel alto inferior a 3,3 V
deslocaria o valor médio da onda bindria para fora de Vi, introduzindo uma componente DC
residual que, embora bloqueada pelo capacitor de acoplamento Czg (Subsecdo 4.2.3), geraria
um transiente de carga de longa duracdo sobre o capacitor a cada modificagdo do nivel, com
consequente perda de amostras uteis durante a janela de aquisi¢do. Portanto, o nivel alto do
DAC ¢ mantido no fundo de escala do conversor. A escolha do DAC, em vez de um pino GPIO
comutado por software, justifica-se por trés motivos. O primeiro € a baixa impedancia de saida
do buffer interno do DAC1 (opc¢ao DAC_OutputBuffer_ENABLE), que alimenta diretamente a
EHCS sem estdgio de isolamento. O segundo € o slew rate dedicado, suficiente para reproduzir
as transicdes da MLS (tempo de subida da ordem de 0,3 is) sem o jitter e as assimetrias de
borda tipicos da comutagdo por software. O terceiro € a possibilidade de disparo pelo mesmo
sinal TIM2_TRGO que arma os ADCs, estabelecendo uma cadeia de temporizacdo Unica por
hardware que garante a coeréncia de fase exigida pela DFT. A saida do DAC (pino PA4) alimenta
a entrada nao-inversora da EHCS através do resistor Rs3 = 10 k€2, integrante da rede de Howland

balanceada detalhada na Subsecdo 4.2.2.

4.2.1.1 Amplificador de Leitura de Corrente (Uy )

O amplificador Ug » exerce duas funcdes simultaneas que justificam sua presenca no
circuito apesar da auséncia de um estigio de buffer no caminho de excitagdo. A primeira fungio €

a de seguidor de tensdo de alta impedancia de entrada, conectado ao né da amostra do resistor de
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Figura 11 — Esquematico elétrico do front-end anal6gico: fonte de corrente EHCS (Uy 1) com
resistor de transcondutincia Ryqans = R40 = 820Q, amplificador de leitura de
corrente Uy » e par diferencial de medi¢ao de tensdo (Uy 3 e Uy 4, ganho
Gy ca = 2,0). Os capacitores C39, Cy4o € Cy3 realizam o acoplamento AC.
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Fonte: elaborado pelo autor.

transcondutancia Ry4,. Sua saida (BIA_C_ADC2) € entregue diretamente ao canal ADC4_IN4 do
microcontrolador (pino PB14), sem capacitor de bloqueio interposto. Essa configuracdo permite
a leitura da tensdo no lado da amostra de R4, sem carregar o nd, caracteristica essencial para
a reconstrugdo fiel da corrente injetada na amostra. A segunda fun¢do € a de realimentagao
cruzada da rede da EHCS: a saida de Uy ; retorna a entrada nao-inversora de Uy | pelo resistor
Rs4, fechando a malha que distingue a topologia Howland aprimorada da Howland cléssica,
conforme discutido na Sec¢do 2.4 do Capitulo 2. O ganho de Uy, € unitdrio, estabelecido por
curto-circuito entre a saida e a entrada inversora.

A leitura da tensdo no outro lado de R4;, correspondente a saida direta de Uy 1, € encami-
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nhada pelo canal BIA_C_ADC1 ao ADC3_INS5 do microcontrolador (pino PB13). A corrente que

atravessa a amostra € entdo reconstruida em software como a diferenca normalizada por Rizans:

Vi t)—V; t
i) = BIA_C_ADCI () — VBIA_C_aDC2( )7 (13)
Rtrans

operagdo implementada bin a bin no firmware a partir das amostras adquiridas simultaneamente
por DMA pelos dois ADC.

4.2.2 Fonte de Corrente EHCS

O estagio Ug 1 implementa a fonte de corrente de Howland aprimorada cuja fundamen-
tacdo foi apresentada na Se¢do 2.4 do Capitulo 2. A topologia adotada é a EHCS de um unico
amplificador operacional, alimentada diretamente pela saida do DAC do microcontrolador atra-
vés do resistor Rs3 = 10 k€, conforme descrito na Subsecdo 4.2.1. A rede de realimentagdo €
fechada pelo amplificador de leitura Uy » (Subsubsecdo 4.2.1.1), que retorna a tensdo do lado da
amostra de R4, a entrada ndo-inversora de Uy | pelo resistor Rs4, caracterizando a realimentacdo
cruzada que distingue a topologia Howland aprimorada da Howland cléssica. O arranjo resultante
consiste em duas malhas resistivas balanceadas em torno de Uy 1, em configuracdo anédloga a
um amplificador de instrumentacdo modificado, conforme descrito na nota de aplicacdo de
Pease (2008) da Texas Instruments. A condi¢do de balanceamento exige que as razdes entre
os resistores das duas malhas sejam iguais, o que € garantido na implementacdo adotada pela
escolha de pares idénticos com tolerancia de 1% nos componentes do mesmo lote.

O resistor de transcondutancia R ans = 820 Q define o ganho de corrente da fonte. Para
uma tensao de excitacao bindria de Vief = 1,65V em cada terminal do par diferencial, isto &,
2Viet = 3,3V, entre os dois terminais da rede de Howland, a corrente de pico-a-pico injetada

na carga é dada por

. _ 2V 2165V
pp Rtrans 820 Q

~ 4,0mA, (14)

correspondendo a uma corrente de pico Iyic, de aproximadamente 2,0mA. Este valor € o limite
tedrico maximo da corrente entregue a carga, correspondente ao maximo nivel da excitacao
bindria. Quando avaliada como valor RMS sobre o espectro ttil da MLS, a energia se distribui
entre as N /2 raias do espectro unilateral, aproximadamente 512.

A medicao da corrente efetivamente entregue a amostra € realizada de modo indireto,
por meio da queda de tensdo sobre o préprio resistor de transcondutancia Ryqns = 820Q. A
tensdo em cada uma das duas extremidades de R4, € amostrada simultaneamente por dois
canais distintos do microcontrolador: a extremidade do lado de Uy ; € lida diretamente pelo
canal BIA_C_ADC1 (ADC3_INS, pino PB13), e a extremidade do lado da amostra € lida pelo
canal BIA_C_ADC2 (ADC4_IN4, pino PB14) através do amplificador de leitura Ug; descrito
na Subsubsecdo 4.2.1.1. A corrente que atravessa Riraps € entdo reconstruida em software pela

equacao (13), o que dispensa instrumenta¢do dedicada e elimina o uso de resistores shunt de
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baixo valor e estdgios diferenciais adicionais que seriam necessarios em topologias com medi¢ao
direta de corrente.

O resistor R7g = 10kQ retorna a entrada néo inversora de Uy ; a referéncia Vier, em vez de
a GND, escolha que preserva a simetria de trilho da saida e assegura comportamento bipolar do
sinal de corrente em torno de zero. Esta configuracio corresponde a recomendacao candnica da
topologia “Howland Aprimorada” (Improved Howland) detalhada na nota de aplicacio AN-1515
da Texas Instruments (Pease, 2008), onde se demonstra que o retorno do resistor de polarizacao
ao mesmo né de referéncia DC adotado pela entrada inversora é condi¢do necessdria para que a

corrente de saida atinja excursdo bipolar completa.

4.2.3 Acoplamento AC e Capacitores de Bloqueio

Os trés capacitores de bloqueio Czg, C4p € C43 aparecem identificados na Figura 11. Uma
caracteristica essencial do projeto do front-end é o uso de acoplamento AC entre a fonte de
corrente EHCS, os eletrodos de contato e os amplificadores de medida de tensdao, abordagem
padrao em instrumentacdo de bioimpedancia (Bera, 2014; Grimnes; Martinsen, 2015) pelos
motivos discutidos na Subsec¢do 2.2.4 do Capitulo 2. Esta subse¢do descreve a topologia adotada

e suas implicacdes espectrais sobre a banda de operagdo util do dispositivo.

4.2.3.1 Topologia e Componentes

O acoplamento AC € implementado por trés capacitores cerimicos multicamada de
dielétrico X5R, encapsulamento 0402, valor nominal 10 uF (Csg, C4p, C43, todos da familia
Samsung Electro-Mechanics CLOSAIO6MPSNUNC). Czg € posicionado em série com a saida de
corrente da fonte EHCS, e Cy; e Cy43 sdo posicionados em série com cada um dos dois caminhos
de medicao de tensdo sobre a amostra, alimentando respectivamente os estagios Ug 3 € Uy 4 que
entregam os canais BIA_OUT+ e BIA_QOUT- ao microcontrolador. Esta disposi¢do garante que,
em regime permanente, nenhuma componente DC flua através dos eletrodos de contato com o
tecido, independentemente das tensdes de polarizacdo internas do front-end ou da deriva térmica
dos amplificadores operacionais.

A escolha de capacitancia nominal 10 uF foi orientada pela necessidade de que a frequén-
cia de corte do filtro passa-altas equivalente ao acoplamento AC se situe abaixo da extremidade
inferior da banda tutil da MLS, de aproximadamente 1 kHz. Para um capacitor em série com a im-
pedancia equivalente do caminho, dada pela soma do resistor de transcondutancia Ryyans = 8202
e da impedancia do tecido tipicamente inferior a 400Q na dispersdo 3, a frequéncia de corte

nominal é

1 1
nom = ~ ~ 13H 15
<HP = D7CReq  27- 10UF-12kQ “ (15)

o que estabelece margem da ordem de duas décadas em relag¢do ao limite inferior da banda util.



57

4.2.3.2 Derating de Capacitdancia em Dielétrico X5R

Capacitores ceramicos de classe 2 (X5R) apresentam redugdo da capacitincia efetiva com
a tens@o DC de polarizacdo aplicada, fendmeno conhecido como DC bias derating, tipicamente
entre 30% e 70% sob polarizacido da ordem da tensdo nominal do componente (Murata Manufac-
turing Co., 2020). Para os capacitores CLOSAI06MP5SNUNC adotados (10 V nominais, operando
sob Vier = 1,65V), estima-se Cer =~ 5 UF, reducdo de cerca de 50%, o que eleva a frequéncia de

corte efetiva do passa-altas para

1

eff

~ ~26H 16
¢HP ™ 50 SR -1 ,2kQ “ (16)

ainda comodamente abaixo da extremidade inferior da banda 1til. O derating foi caracterizado
experimentalmente sobre cargas R || C passivas (Subsegio 4.4.3.2), e suas demais contribui¢des a

resposta espectral sdo discutidas na Subsecdo 4.5.1.

4.2.4 Front-end de Tensao

Os amplificadores Uy 3 € Uy 4, posicionados a direita da Figura 11, realizam a medi¢ao
diferencial da tensdo sobre a amostra. Cada um deles amplifica o sinal de tensdo de um dos dois
eletrodos de medida, acoplado em AC pelos capacitores Cy; e Cy3 respectivamente e a tensao
diferencial sobre a amostra € reconstruida em software como a diferenca entre as duas leituras.
Trata-se de dois amplificadores nao-inversores idénticos, cujo ganho é determinado pela razdo
entre os resistores de realimentagdo R37 = R33 = 680Q e os resistores de polarizagao do n6

inversor R74 = R75 = 680Q:

R 680Q
Gy=1+-2=1+ =

—— =20. 17
R74 6802 0 {17

A entrada ndo inversora de cada estdgio € polarizada em V;.f por uma rede de alta impedancia
composta pelos resistores Rg7 € Rgg de 100k, o que centraliza o sinal AC na metade da faixa
do ADC e maximiza o aproveitamento da faixa dindmica disponivel. A escolha de uma topologia
ndo inversora simples, em vez de um amplificador de instrumentac¢io dedicado, explora a baixa
tensdo de offset de entrada e a impedancia de entrada elevada do OPA4354.

O valor Gy = 2,0 € uma escolha de projeto que em conjunto com o resistor de trans-
condutancia Ryrans = 820€2 (Subseg¢do 4.2.2), estabelece o produto Gy - Ryrans - Ipico de modo a
manter o canal de tensdao operando dentro da regido linear do amplificador, com margem inferior
de pelo menos 50% em relacao ao trilho, para a faixa de impedancia bioldgica esperada no
Capitulo 3, tipicamente entre 200Q e 400 Q na dispersido 3. A constante INST_GANHO, definida
em cfg.h, corresponde a esse ganho no firmware. As saidas BIA_OUT+ de Ug 3 € BIA_OUT- de
Uy 4 alimentam respectivamente os canais ADC2_IN4 (pino PA7) e ADCI1_INT1 (pino PAO) do
microcontrolador, lidos simultaneamente por DMA na mesma janela de aquisicdo em que ocorre

a leitura dos canais de medida de corrente (Subsubsecdo 4.2.1.1).
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4.2.5 Configuracao de Eletrodos

A discussiao sobre as configuragdes bipolar e tetrapolar foi apresentada na Subse¢do 2.1.2
do Capitulo 2. A configuracdo adotada na versdo experimental do dispositivo € a bipolar. Essa
escolha foi orientada por trés fatores principais.

O primeiro € a simplicidade construtiva da ponteira de medicao. O dispositivo foi conce-
bido como um instrumento de inspec¢ado rdpida, em que o operador pressiona a ponteira contra a
superficie do filé por intervalo da ordem de um segundo. Reduzir o niimero de eletrodos de quatro
para dois facilita a fabricacdo mecanica, a montagem em campo e a limpeza entre medic¢des,
requisitos operacionais relevantes em ambiente de processamento de pescado.

O segundo € o regime de impedancia da amostra. O tecido muscular de til4pia, a tem-
peratura de medicdo de 4 + 1°C, apresenta médulo de impedancia tipicamente no intervalo
de centenas de Ohms na dispersao 3, conforme reportado para tecidos andlogos (Vidacek et
al., 2008; Marcondes et al., 2025). Com eletrodos de niquel de drea controlada e bom contato
mecanico, a impedancia de polarizagdo da interface eletrodo-tecido nessa faixa é dominada pela
componente capacitiva da dupla camada e tende a ser baixa em comparacdo com a impedancia
do tecido (Bera, 2014; Grimnes; Martinsen, 2015). Nessa condi¢ao, a informagao espectral sobre
o estado do tecido continua sendo recuperdvel a partir de uma medicao bipolar, especialmente
para a aplicacdo proposta neste trabalho, em que o objetivo € a discriminacdo entre estados
(fresco versus descongelado), e ndo a determinacdo absoluta de propriedades elétricas.

O terceiro € a coeréncia com a literatura mais proxima desta aplicacdo. Trabalhos de
bioimpedancia aplicada a pescado utilizam frequentemente configuragdo bipolar com eletrodos
de contato superficial (Vidacek et al., 2008; Fuentes et al., 2013), e os modelos preditivos
relatados nessas publicacdes operam justamente sobre os pardmetros extraidos desse tipo de
medicao. Portanto, a escolha bipolar do dispositivo desenvolvido é a que melhor preserva a
comparabilidade dos resultados aqui obtidos com a literatura de referéncia.

A versao atual do hardware permanece compativel com operacao tetrapolar: o esquema
com quatro eletrodos pode ser implementado pela simples conexdo de eletrodos adicionais aos
pontos de medicao Uy 3 e Uy 4, sem alteragdo da PCB. Essa alternativa € registrada como linha

de evolucgdo futura.

4.2.5.1 Eletrodos Fisicos

Os eletrodos da versdo experimental do dispositivo sdo duas pegas retangulares de niquel
sem revestimento, com dimensoes uteis de 9,5 X 2,7mm cada. As duas pecgas sao montadas em
paralelo na ponteira do dispositivo, com separacao de 15 mm medida entre as bordas internas
voltadas uma para a outra. Essa distancia foi escolhida para que o volume amostrado seja
compativel com a espessura tipica do filé de tildpia na regido de medi¢do, mantendo o trajeto
de corrente predominantemente dentro do tecido e contribuindo para reduzir o peso relativo

da impedancia da interface eletrodo—tecido sobre o médulo total medido em comparacdo com
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arranjos mais densamente espacgados.

A fixagdo dos eletrodos utiliza 0 mecanismo de ponteira mola-carregada descrito na
Secao 4.8, cuja funcao é manter for¢ca de contato controlada entre os eletrodos e a superficie da
amostra ao longo da medi¢do, mensurada em paralelo pela célula de carga DYHW-116 acoplada
ao conjunto. A drea nominal de contato de cada eletrodo € 9,5 x 2,7 mm, ou aproximadamente
25,65mm?, com a expectativa de que a pressdo aplicada pelo mecanismo produza contato
superficial razoavelmente uniforme ao longo dessa drea quando a ponteira € pressionada contra o
filé.

A escolha do niquel foi orientada por critérios de disponibilidade, facilidade de usinagem,
custo e resisténcia a corrosao em meios aquosos, configurando solu¢do adequada a etapa de pro-
totipagem. As limita¢des conhecidas desse material, incluindo a polarizacdo capacitiva da dupla
camada em baixas frequéncias (parcialmente atenuada pelo acoplamento AC, Subsecdo 4.2.3)
e a inadequacao para contato com tecido destinado ao consumo humano por liberagao de fons
Ni?*, sdo enderecadas na Se¢do 6.9 como linha de evolucio para versdes subsequentes, com

substitui¢cdo por eletrodos ndo polarizdveis como Ag/AgCl (Grimnes; Martinsen, 2015).

4.3 MICROCONTROLADOR E FIRMWARE

O microcontrolador empregado no dispositivo € o STM32F303CBT6 da STMicroelec-
tronics, baseado no nicleo ARM Cortex-M4 de 32 bits operando a 72 MHz com unidade de
ponto flutuante de precisdo simples (FPU). O dispositivo dispde de memoria interna suficiente
para o armazenamento simultaneo dos buffers de aquisi¢ao, dos vetores intermedidrios da FFT e
dos vetores de saida do ajuste Cole-Cole, distribuidos entre SRAM convencional e a memoria
acoplada ao nicleo (CCMRAM). A escolha do modelo CBT6 em encapsulamento LQFP-48 foi
orientada pela compactacdo da PCB e pelo custo unitario inferior, sem perda dos periféricos

criticos para a aplicacao.

4.3.1 Recursos Empregados

O Quadro 3 lista os periféricos do STM32F303CBT6 efetivamente empregados pelo
firmware desenvolvido e a fun¢do correspondente.

Os canais de tensdo e de corrente sdo convertidos por dois ADC independentes (ADC3 e
ADC4), em vez do modo interleaved de um unico par, para preservar a coeréncia de fase entre
eles. No modo intercalado, as amostras dos dois canais sdo tomadas em instantes ligeiramente
distintos, introduzindo um erro de fase proporcional a frequéncia. O disparo simultaneo dos dois
ADC pelo mesmo evento do TIM2 elimina esse erro na origem, ao custo de mais pinos e canais
de DMA.
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Quadro 3 — Periféricos do STM32F303CBT6 utilizados pelo firmware.

Periférico Instancia Funcao no dispositivo

Timer base de tempo TIM2 Define fy, da MLS e dispara conversdes do
ADC

DAC DAC1_OUT1 (PA4) Entrega a sequéncia MLS ao front-end com
amplitude fixa préxima ao fundo de escala do
DAC

ADC (tensdo) ADCI, ADC2 Digitalizam o par diferencial de tensao do

front-end: ADC1 em BIA_OUT- (PAO) e ADC2
em BIA_QUT+ (PA7)

ADC (corrente) ADC3, ADC4 Digitalizam os canais BIA_C_ADC1 (PB13) e
BIA_C_ADC2 (PB14) para reconstrucdo da cor-
rente sobre Rians

DMA DMA1, DMA2 Transferem amostras dos quatro ADC para a
SRAM sem interven¢do do nucleo

FPU integrada Acelera FFT, médulo, fase e ajuste de Cole em
ponto flutuante de precisdo simples

I°C 12C1 Comunica¢do com o sensor de temperatura
MLX90615

GPIO + bit-banging  PA10, PA11 Comunicag¢do com o conversor HX711 da cé-
lula de carga

UART USART1 Enlace serial com o médulo ESP32-C3

Memoéria CCMRAM 8 kB Armazena FFT_Saida_Buff e varidveis criti-

cas em laténcia de acesso

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.2 Geracao da MLS pelo DAC

A sequéncia MLS € construida em software pelo microcontrolador e entregue ao front-end
pelo DAC interno do STM32F303CBT6 (instancia DACI, canal 1, pino PA4). O LFSR de ordem
10 com polinémio primitivo p(x) = x'% + x> + 1, descrito na Segdo 2.3 do Capitulo 2, é gerado
uma dnica vez na inicializa¢do e armazenado em um vetor de 1023 amostras de 12 bits, com
taps nas posicoes 9 e 2 do registrador (0-indexado).

Cada bit da sequéncia é mapeado para dois niveis do DAC: nivel baixo em zero e nivel alto
€ 3,3 V, tnica configuracdo compativel com a simetria AC do estimulo em torno de Vief = 1,65V,
conforme detalhado na Subsecdo 4.2.1. O vetor € entregue ao DAC por DMA disparado por
TIM2, eliminando a intervencao do nicleo durante a emissao.

A frequéncia de atualizagdao do DAC, fixada pelo auto-reload de TIM2, € fy, =~ 1,95 MHz.
O periodo da sequéncia é Tyis = N/ farn &= 525 Us e a resolugdo espectral Af = fyr, /N ~ 1,9 kHz.
A banda a —3 dB estende-se até cerca de 861 kHz e a banda a —6 dB até 1,17 MHz, delimitando
a regido com energia espectral significativa para o ajuste do modelo de impedancia.

A Figura 12 apresenta a sequéncia MLS real gerada pelo firmware, nos dominios do

tempo e da frequéncia. O tracado temporal evidencia a natureza bindria pseudoaleatdria, com
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transi¢des rapidas entre 0 e 3,3 V. O espectro de amplitude, obtido por FFT sobre um periodo
completo, confirma o comportamento tedrico: amplitude aproximadamente plana nas baixas
frequéncias e queda progressiva a partir de algumas centenas de kHz, com um zero em torno de
fau € um segundo 16bulo de amplitude reduzida acima dessa frequéncia, descartado na anélise

por relagdo sinal-ruido insuficiente.

Figura 12 — Sinal MLS gerado pelo firmware do dispositivo. (a) Dominio do tempo nos
primeiros 100 us, com transi¢des bindrias entre 0 e 3,3 V. (b) Espectro de amplitude
unilateral (cinza) e envolvente tedrica |sinc(fT;)| (preto), ambos normalizados
pelos respectivos maximos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.3 Aquisicao Sincronizada

Cada ciclo de medi¢do adquire Napc = 1024 amostras por canal, valor fixado pela
constante FFT_BUFF_TAMANHO do firmware. A taxa de amostragem por canal € igual a frequéncia
de atualizac¢do do DAC, f; = faw ~ 1,95 MHz, de modo que o intervalo de aquisi¢ao Tpqs =
Napc/ fs = 525 us cobre aproximadamente um periodo completo da sequéncia MLS de N =
1023 chips. As amostras sao transferidas diretamente para a SRAM por dois canais de DMA
configurados em modo circular, sem interven¢ao do niicleo durante a aquisi¢do. Nesse intervalo,

a FPU permanece livre para concluir o processamento do espectro anterior.
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A sincronizacdo entre estimulo e aquisi¢do € garantida pelo fato de que tanto a atualizagdo
do DAC quanto o disparo dos ADC sdo originados no mesmo timer (TIM2), em modo slave-
master com sinal TRGO. Esse arranjo elimina o jitter relativo entre a sequéncia MLS e a janela
de amostragem, e preserva a coeréncia de fase necessaria ao célculo correto da impedancia
complexa. A consequéncia metrolégica direta dessa arquitetura é que a banda de Nyquist do
sistema de aquisicdo coincide com a faixa de 0 a fyr, /2, ou seja, aproximadamente 975 kHz,
dentro da qual esta contida toda a energia espectral significativa da MLS, conforme a discussao da
banda util apresentada na Subsecdo 4.4.3.2. As componentes do segundo 16bulo do envelope sinc,
situadas acima de f,, no espectro continuo da MLS ideal, ndo fazem parte do sinal efetivamente
amostrado pelo dispositivo.

Para incrementar a SNR sem aumentar a duracio de cada medi¢do individual, o firmware
permite configurar o nimero de médias temporais (N,yg) por meio de comando UART. O valor
padrdo adotado nas medi¢oes deste trabalho € Naye = 20, 0 que corresponde, em uma medigdo
tipica, a tempo total inferior a 20 ms para a aquisi¢ao bruta dos ciclos a serem promediados,

antes do processamento.

4.3.4 Calculo do Espectro da Impedancia

Sobre cada par de buffers promediados, o firmware aplica a transformada rapida de Fourier
por meio da funcdo arm_rfft_fast_£32 da biblioteca CMSIS-DSP. Os fasores complexos

V(fx) e I(f) sdo utilizados para o cdlculo da impedancia em cada raia espectral

V(fi)
I(fi)’

com a corrente derivada da queda de tensdo sobre R4y pela relagdo I(fy) = AVr,...(fx)/Rians

Z(fx) = fx € Fuglido, (18)

contraparte no dominio da frequéncia da Equagao (13). O conjunto .%,4jiqo corresponde as raias
situadas dentro da banda util da MLS, em que a densidade espectral da corrente de excitagdo
¢ diferente de zero, condicdo necessdria para que o quociente da Equacdo (18) esteja bem
condicionado numericamente. Raias fora desse conjunto sao excluidas do cdlculo da impedancia,
conforme a defini¢do operacional apresentada a seguir. As partes real e imagindria de Z(f;) séo
armazenadas em vetores intercalados (Z_carga), com a convengio de indices pares para Re(Z)
e fmpares para Im(Z).

Apenas as raias situadas dentro da banda ttil da MLS sao utilizadas no ajuste poste-
rior. O limite superior € imposto pela propria frequéncia de Nyquist do sistema de aquisi¢ao,
fatu/2 =~ 975 kHz (Subseg¢do 4.3.3): o primeiro I6bulo do envelope sinc estd contido abaixo dessa
frequéncia, ao passo que o segundo 16bulo, situado acima de f,,, ndo é amostrado e portanto ndo
comparece ao espectro. O firmware fixa ainda um teto configuravel, COLE_FIT_MAX_FREQ_HZ
= 1 MHz, que nesta versao permanece acima de Nyquist e ndo exclui raias adicionais. Raias com
Re(Z) <0, atribuidas a ruido ou a polarizagéo residual, sdo igualmente descartadas (Freeborn;
Critcher, 2021). Esses critérios definem operacionalmente o conjunto .%y4jiqo introduzido na

Equacao (18).
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4.3.5 Implementacao da Busca Coordenada para Cole-Cole

Em geral, o ajuste dos pardmetros Cole-Cole sobre um espectro experimental € formulado
como um problema de minimos quadrados néo lineares no vetor (R, R, &, f). Na literatura,
esse problema ¢ tradicionalmente resolvido em ferramentas de computagdo de bancada com
bibliotecas de otimizac@o ndo linear de uso cientifico (Freeborn; Critcher, 2021; Sirtoli, 2018),
que exigem memoria e suporte a ponto flutuante de precisdo estendida tipicamente indisponiveis
em microcontroladores embarcados de baixo custo. O sistema desenvolvido neste trabalho
executa a estimativa diretamente no STM32F303 por meio de uma busca coordenada (coordinate
search) sobre o vetor (Ry, R, &, fc). A escolha desta estratégia, em vez de algoritmos baseados
em gradiente ou em populagdes, € motivada por trés fatores: implementabilidade em aritmética
de ponto flutuante simples com uso reduzido de memoria; robustez a descontinuidades e ruidos
pontuais do espectro; e ndo exigéncia de célculo de derivadas analiticas ou jacobianas da funcdo
Cole-Cole.

O procedimento, implementado na rotina MBIA_ColeFitEstimate do firmware, organiza-
se em cinco etapas. A primeira é a sele¢ao das raias do conjunto .%4jiqo definido na Subse-
¢d0 4.3.4, o ajuste é executado apenas se restarem pelo menos oito pontos validos. A segunda é a
inicializa¢@o heuristica com R(()O) = maxgRe(Z(fy)), RY = ming Re(Z(fi)), ® = 0,70 (valor
tipico para tecido muscular (Freeborn; Critcher, 2021)) e fc(o) na raia de |Im(Z)| méaximo. A
terceira € a busca coordenada propriamente dita: o algoritmo perturba individualmente cada
parametro nas duas dire¢cdes, mantendo os demais fixos e aceita apenas as perturbagdes que
reduzem o erro, quando nenhuma das oito perturbacdes da vizinhanga corrente melhora o ajuste
0s passos sao contraidos por fatores fixos inferiores a unidade. A variacao de f. é conduzida
em escala logaritmica, uma vez que a frequéncia caracteristica varia em ordens de grandeza
entre tecidos. O procedimento encerra quando todos os passos caem abaixo de limiares de
estabilidade ou ao atingir o teto de 45 iteracdes, raramente alcangado na prética. A quarta € a
imposi¢do de restri¢des fisicas, com Ry > Rw > 0, & € [0,05; 1,00] e f € [0,1 funin; 10 fimax]s
que evitam solucdes degeneradas numericamente validas mas fisicamente implausiveis. A quinta
¢ a funcdo-erro a ser minimizada, dada pelo erro quadrédtico médio relativo no plano complexo,

normalizado por |Z(f;)|?:

§r (RelZmal )} ~Re(Z())’ + (In{Zoa( )} ~Im{ZAD)° g
k=1

Z(fx)I?

Essa normalizagdo equaliza a contribui¢do de raias de diferentes ordens de grandeza, evitando

1
g2 =—
n

que bins de baixa frequéncia com moédulo elevado dominem o erro em detrimento das raias de
alta frequéncia, mais sensiveis a R. € & (Freeborn; Critcher, 2021; Sirtoli, 2018). A saida do
procedimento é o quadruplo (Ry, R, @, f.) associado a0 minimo erro e o valor numérico do erro
residual €2 é transmitido junto com os pardmetros para que a aplicagiio Python possa avaliar a
qualidade do ajuste de cada espectro adquirido.

Os parametros Cole-Cole estimados pelo firmware sobre a banda util do dispositivo,
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delimitada inferiormente pela resolucdo espectral Af ~ 1,9kHz e superiormente pela frequéncia
de Nyquist ~ 975kHz, correspondem ao ajuste do arco de dispersdo f3 tal como observado pelo
prototipo nessa janela espectral. Tecidos bioldgicos apresentam adicionalmente, em frequéncias
inferiores a banda de operacao do dispositivo, um arco de polarizacdo eletrodo-tecido associado
a dupla camada de Helmholtz e a dispersdo o (Subsecdo 2.2.4 do Capitulo 2), cuja contribuig¢do
domina o médulo da impedancia em frequéncias da ordem de hertz a kilohertz. Esse arco nao
é capturado pelo ajuste por situar-se fora da banda de operagdo, decisdo de projeto compati-
vel com a aplicag@o proposta, na qual o efeito do congelamento sobre o tecido se manifesta
predominantemente na dispersdo 8 (Vidacek et al., 2008; Marcondes et al., 2025).

Em consequéncia, os pardmetros (R, R, ¢, f.) emitidos pelo firmware ndo devem ser
interpretados como medidas absolutas dos parametros fisicos do tecido em uma janela espectral
completa, mas como descritores numéricos compactos do arco 8 tal como amostrado pelo
dispositivo. Esses descritores sao reprodutiveis entre réplicas independentes da mesma amostra
bioldgica, conforme demonstrado na Subseg¢io 4.5.2.1 pelo coeficiente de variagdo CV(Ry) < 5%
adotado como critério de qualidade. Nao obstante essa reprodutibilidade, o mau condicionamento
do ajuste do arco na banda do protétipo (residuo do mddulo superior a 25% em baixa frequéncia e
R resultante de extrapolacdo para além da banda util) conduziu a exclusao desses parametros do
vetor de caracteristicas do classificador, decisdo fundamentada empiricamente na Subsecdo 6.2.2
do Capitulo 6. Portanto, a discriminacao entre os estados fresco e descongelado apoia-se nas
caracteristicas espectrais diretas (modulo, fase e razdes entre médulos) derivadas do mesmo

espectro.

44 CALIBRACAO

A medi¢do de impedancia produzida pelo dispositivo esta sujeita a fatores de escala
sistemadticos que se originam de trés fontes principais: a tolerancia real dos resistores que definem
o ganho do front-end de tensdo e o ganho de corrente da EHCS, o desbalanceamento residual
entre os dois canais Uy 3 e Uy 4 € a variagdo do produto ganho-banda do OPA4354 ao longo do
espectro. Em uma medi¢@o néo calibrada, esses fatores deslocam o médulo de Z(f) por um
valor aproximadamente constante na faixa intermedidria e introduzem desvios mais expressivos
proximos aos extremos da banda. O procedimento de calibragdo descrito a seguir corrige a

parcela dominante desse erro sistematico.

4.4.1 Carga de Referéncia

A calibragdo € executada com cargas RC passivas conhecidas substituindo a amostra
bioldgica entre os eletrodos do dispositivo. Em sua forma mais simples, uma unica resisténcia de
precisao de tolerancia 1%, com valor nominal préximo a mediana das impedancias esperadas
no tecido, fornece um ponto de calibracdo puramente real e independente da frequéncia. Para

verificacdo adicional do comportamento espectral, sdo utilizados conjuntos paralelos R || C com
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valores de R e C projetados para produzir frequéncias caracteristicas f. = 1/(2nRC) situadas
dentro da dispersdo 3 esperada para o tecido. As cargas RC sdo montadas em soquetes dedicados,
de modo a manter as condi¢des de contato e de cabeamento aproximadamente iguais as adotadas

na medi¢do da amostra bioldgica.

4.4.2 Fator de Ganho Global

O firmware armazena dois fatores de calibragdo relevantes para a magnitude da impe-
dancia: o ganho de instrumentacdo Gy ¢y = 2,0, que corresponde a razao Vapc/Viecido aferida
no front-end de tensdo (Subsegdo 4.2.4), e o fator Zg,;, com valor padrao 0,885 que captura o
erro residual de escala da cadeia completa de medig@o. O valor de Zg,;, € ajustado pelo operador,
por meio do comando UART IRxxxxF, de modo que a impedancia medida sobre uma carga de
referéncia coincida com o valor nominal.

Portanto, a calibracdo € do tipo fator de ganho global multiplicativo. O operador inicia a
sessdo medindo uma carga conhecida, calcula a razao entre o valor nominal e o valor medido e
atualiza Zg,;, por meio do comando UART correspondente. Em medigOes posteriores realizadas
na mesma sessao experimental, o fator armazenado € aplicado a todas as raias do espectro de

modo idéntico.

4.4.3 Validacao Experimental do Procedimento de Calibraciao

A validade do procedimento de calibracdo e a faixa em que o dispositivo preserva
linearidade aceitavel foram avaliadas com dois conjuntos complementares de cargas passivas:
quatro resistores puros de tolerancia 1% com valores nominais 10, 47Q, 91Q e 216, e oito
combinagdes R || C formadas pelo produto cartesiano destes resistores com capacitores ceraimicos
de 11nF e 43nF. As cargas RC produzem frequéncias caracteristicas f. = 1/(27RC) distribuidas
entre 17kHz e 1,45MHz, abrangendo a banda util do instrumento. Cada carga foi medida em

trés aquisi¢cdes independentes do tipo IZ no protétipo, sem remog¢do dos cabos entre aquisicoes.

4.4.3.1 Linearidade com Cargas Resistivas Puras

A Figura 13 apresenta o0 médulo de impedancia médio na banda 100-200kHz medido
pelo protétipo para os quatro resistores puros, juntamente com o ajuste linear |Z| = a- R+ b por
minimos quadrados. O coeficiente de determinacio resultante é > = 0,9984, com inclinacéo
a = 0,892 e intercepto b = 1,81 Q.

A Tabela 1 apresenta os valores numéricos correspondentes, com a coluna |Z|eq represen-
tando a média na banda 100-200kHz e a coluna de erro relativo computada como (|Z|meq — R) /R.

O erro relativo mantém-se entre —11% e —3,6% em toda a faixa (Tabela 1, Figura 13),
indicando desvio sistematico dominantemente multiplicativo. O fator atual Zg,;, = 0,885 sub-
compensa em aproximadamente 10,8% a cadeia em relag@o ao inverso da inclinagdo a = 0,892,

um ajuste fino de Z,;, para aproximadamente 0,992 aproximaria a inclinagdo da unidade. Esse
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Figura 13 — Linearidade do médulo de impedancia medido em funcdo da resisténcia nominal, na
banda 100-200 kHz. Os pontos correspondem a média das trés aquisicdes do tipo
IZ. A reta tracejada indica a resposta ideal |Z| = R.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 1 — Medi¢dao do médulo de impedancia sobre resistores puros, na banda 100200 kHz,
ap0s calibragdo com fator Zg,;, = 0,885.

Ruom () |Z|mea ()  Erro absoluto (Q)  Erro relativo (%)

10 8,89 1,11 11,1
47 42,46 —4.54 —9,7
91 87,73 —327 ~3,6

216 192,82 —23,18 ~10,7

Fonte: elaborado pelo autor.

refinamento nao foi aplicado por duas razdes: o desvio remanescente € sistemético e reprodutivel,
portanto invisivel a classificacdo PCA seguida de KNN apo6s a normalizacdo z-score (Capitulo 5),
e um fator otimizado sobre cargas resistivas puras ndo captura a componente capacitiva da

interface eletrodo-tecido, podendo introduzir desvio distinto em tecido biolégico.

4.4.3.2 Resposta a Cargas R||C e Banda Util

A Figura 14 apresenta a comparagdo entre o0 modulo de impedancia medido pelo protétipo
e 0 médulo tedrico de quatro combinagdes R || C representativas, em escala bilogaritmica.

A inspecdo da Figura 14 permite identificar trés regimes distintos. Na faixa de baixa
frequéncia abaixo de f., o protétipo segue o plato resistivo das cargas com erro inferior a 15%.
Na vizinhanca de f., em uma janela aproximada de meia década em torno do polo, a resposta
acompanha o decaimento tedrico com erro relativo entre 1% e 15%. Acima de aproximadamente
300kHz, surgem desvios mais expressivos, atribuidos a capacitancia parasita dos cabos, que

introduz um polo adicional préximo a 500kHz nao contido no modelo tedrico simples. A Tabela 2
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Figura 14 — Resposta espectral a quatro cargas R || C representativas. A curva continua em
vermelho indica o médulo tedrico e os pontos azuis correspondem a média de trés
aquisicdes IZ do protétipo. A linha vertical pontilhada marca a frequéncia
caracteristica f. = 1/(2nRC).
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Fonte: elaborado pelo autor.

sintetiza para cada uma das oito cargas medidas o erro médio em trés bandas representativas.

Tabela 2 — Erro relativo entre |Z|meq € |Z]teo das cargas R || C, em trés bandas representativas.

Carga R(Q) CmF) f.(kHz) Erro relativo médio (%)

5-50kHz 50-200 kHz
10 || 11 nF 10 11 1447 —12,2 —11.,8
10 || 43 nF 10 43 370 —12,2 —12,1
47 || 11 nF 47 11 308 —134 -7,9
47 || 43 nF 47 43 79 —13.3 +1,6
91 || 11 nF 91 11 159 -7,8 +0,5
91 || 43nF 91 43 41 —6,3 +5,7
216 || 11nF 216 11 67 —13,5 +1,9
216 || 43nF 216 43 17 —12,8 +9,6

Fonte: elaborado pelo autor.

O desvio sistematico observado na Tabela 2 foi quantificado por um ajuste linear em
escala bilogaritmica sobre os pontos vélidos das oito cargas, na faixa de 5 a 200kHz. A inclinagdo

log-log préxima da unidade e o fator multiplicativo global da ordem de 1,02 indicam desvio
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sistemdtico médio inferior a 3% e auséncia de viés multiplicativo relevante na cadeia analdgica
como um todo. Porém, o fator individual varia de 0,9 a 1,17 entre cargas, em correlacdo com
o valor de C, o que evidencia que a componente capacitiva (em aplicacdao bioldgica, a da
interface eletrodo—tecido) ndo é capturdvel por um tnico fator escalar, combinando diferenca de
magnitude com um pequeno deslocamento da frequéncia caracteristica efetiva. Por essa razdo,
ndo se aplica correcao a posteriori por fator unico aos resultados reportados, em coeréncia com
a Subsubsecado 4.4.3.1. A pertinéncia desse desvio para a classificacdo por bioimpedancia é
discutida no Capitulo 6 sob a perspectiva da invariancia dos atributos espectrais a normalizacao
z-score e sua manifestacdo sobre a carga 91 Q|| 43 nF € ilustrada na Figura 15.

A faixa util empirica em tecido bioldgico, definida como o intervalo de frequéncia
em que o erro relativo se mantém abaixo de 15% tanto em mdédulo quanto em fase, abrange
aproximadamente 5S0kHz a 200kHz, conforme consolidado na Subsec¢do 4.5.4. Essa banda é
mais estreita que a banda espectral —3dB do envelope sinc da MLS (até cerca de 861kHz,
Secdo 2.3 do Capitulo 2): abaixo de 5S0kHz a polarizacdo da interface eletrodo—tecido degrada a
medicdo, e acima de 200kHz a comparagdo quantitativa fica limitada pela faixa do instrumento
de referéncia. A Figura 15 apresenta o diagrama de Nyquist da carga R = 91 Q paralela com

C = 43nF, em comparagdo com o comportamento teérico do circuito R || C ideal.

Figura 15 — Diagrama de Nyquist da carga R = 91 Q paralela com C = 43nF. Curva vermelha:
comportamento tedrico do circuito R || C ideal. Pontos azuis preenchidos: espectro
medido pelo protétipo na faixa de 1kHz a 800kHz. Pontos azuis abertos: medigdes
multiplicadas por um fator escalar 1,09 obtido como a razdo entre o médulo tedrico

e o médulo medido na extremidade de baixa frequéncia do semicirculo.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.5 VALIDACAO EXPERIMENTAL DO DISPOSITIVO

Esta secdo apresenta a caracterizacio experimental do dispositivo desenvolvido, organi-
zada em quatro etapas. A primeira examina a resposta do sistema em dominio do tempo sobre
cargas passivas conhecidas (Subse¢do 4.5.1), com o objetivo de identificar os polos dominantes
da cadeia analdgica e estabelecer em que regime a medida em dominio da frequéncia preserva
a impedancia da carga. A segunda compara o dispositivo desenvolvido com um instrumento
comercial de referéncia (Emstat4R, PalmSens BV) sobre amostras bioldgicas de sardinha (Sub-
secdo 4.5.2). A terceira registra as limitagdes conhecidas do procedimento de calibragdo e da
cadeia de medigdo (Subsecdo 4.5.3). A quarta sintetiza em base quantitativa a banda util de

operacdo resultante destes ensaios (Subse¢do 4.5.4).

4.5.1 Analise das Formas de Onda em Dominio do Tempo

A andlise da resposta do dispositivo em dominio do tempo, sobre cargas passivas conhe-
cidas, complementa a caracterizacao espectral apresentada na Subse¢do 4.4.3 ao tornar visiveis
efeitos do front-end que nao se manifestam diretamente no ajuste linear do médulo de impe-
dancia, mas que estabelecem o regime fisico de operacdo do sinal. A Figura 16 apresenta o
sinal de corrente /() e o sinal de tensdo V() adquiridos pelos canais ADC do microcontrolador
durante o comando IT sobre a carga R = 47 €2 pura, em uma janela temporal intermediaria de
aproximadamente 131 us posterior ao transitorio inicial da aquisi¢do. Essa janela € representativa
do regime estacionario da MLS e contém um ndmero suficiente de transi¢cdes bindrias para tornar
visiveis as trés observacgdes relevantes ao entendimento do regime de operacao do dispositivo
discutidas a seguir.

A inspecdo da Figura 16 estabelece trés observagdes relevantes ao regime de operacao
do dispositivo. A primeira é que a forma temporal pseudoaleatdria das formas de onda € uma
propriedade intrinseca do sinal MLS, gerado pelo polindmio primitivo x' +x* 41 com N = 1023
chips, e nao constitui artefato de medi¢ao: o espectro de poténcia aproximadamente plano da
MLS apresentado na Secdo 2.3 do Capitulo 2 € indissocidvel da aparéncia visualmente irregular
no dominio do tempo. A segunda é que, sobre cargas reativas R || C, V (¢) apresentaria suavizagio
das transi¢des rapidas (constante de tempo 7 = RC), enquanto /(¢) permaneceria préxima da
observada sobre carga puramente resistiva, evidéncia da elevada impedancia de saida da fonte
EHCS, conforme confirmado quantitativamente na Subsubsecdo 4.4.3.2.

A terceira observagdo € a mais relevante metodologicamente. A medida de impedancia
€ executada no dominio da frequéncia via FFT (Subsecao 4.3.4), pela razao entre os fasores

complexos dos canais de tensdo e corrente, conforme a Equacgdo (20):

_ Vapc (fe) _ Hy(fi)
Inpc(fy)  Hi(fi)

onde Hy e Hj representam as funcdes de transferéncia totais dos canais. Quando os dois canais

Z(fx) Zput(fx), (20)

apresentam fun¢des de transferéncia idénticas a razdo Hy /H; se cancela, justificativa do uso de
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Figura 16 — Formas de onda em dominio do tempo sobre carga R = 47 Q pura. Painel esquerdo:
corrente /() injetada pela fonte EHCS, lida pelo canal de medida de corrente do
dispositivo. Painel direito: tensdo Vpyr(t) correspondente sobre a carga, lida pelo
front-end de tensdo. Os sinais apresentados correspondem a uma janela temporal de
aproximadamente 131 us extraida do interior da aquisicao IT.
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Fonte: elaborado pelo autor.

[front-end simétrico com componentes pareados (Subsecoes 4.2.4 e 4.2.3). Distor¢des comuns
aos dois canais, como as oscilacdes amortecidas das transicdes rdpidas, a quantizacdo do ADC e
polos parasitarios comuns, sdo assim suprimidas no cdlculo da impedancia. Pequenas diferencas
entre os capacitores de bloqueio C4y e Cy3 traduzem-se em diferengas de fase entre Hy e Hj
que se acentuam em frequéncias proximas a do passa-altas (ordem de 10Hz a 1kHz), efeito
quantitativamente compativel com a discrepancia observada na faixa 1-10kHz na comparacao
com o instrumento de referéncia (Subsecao 4.5.2.2). Portanto, a aparéncia irregular das formas
de onda no dominio do tempo ndo constitui critério de qualidade da medi¢do de impedancia: a
qualidade é avaliada pela conformidade espectral contra cargas conhecidas (Subsecdo 4.4.3) e
pela discriminacdo preservada entre amostras (Subsecdo 4.5.2), e a banda titil empirica do dispo-
sitivo (Subsec¢do 4.5.4) reflete o intervalo em que o pareamento entre Hy e H; € suficientemente

preciso.

4.5.2 Validacao Cruzada com Instrumento Comercial

Para avaliar o desempenho do dispositivo em amostra biolégica, foram realizadas me-
di¢Oes preliminares sobre quatro espécimes individuais de sardinha (Sardinella brasiliensis),
adquiridos congelados em mercado e descongelados a temperatura ambiente antes da medicao.
Cada amostra foi medida em sequéncia pelo protétipo desenvolvido neste trabalho e pelo instru-
mento de referéncia Emstat4R (PalmSens BV) na configurag@o de espectroscopia de impedancia,

com os mesmos eletrodos de niquel e a mesma posicao de inserc¢ao no filé.
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4.5.2.1 Critérios de Controle de Qualidade da Medigdo

A medicdo em tecido bioldgico estd sujeita a variabilidade de contato entre os eletrodos
e a superficie da amostra, decorrente da heterogeneidade local do tecido, da pressdo aplicada
pela ponteira e da presenca de fluidos superficiais. Para selecionar as medi¢des vélidas, sao
adotados trés critérios objetivos, aplicados em todas as medi¢des bioldgicas deste trabalho. Os
dois primeiros, corrente de excitacdo e fase do espectro, dependem de um unico varrimento
e aplicam-se tanto ao conjunto principal de tildpia (Capitulo 6) quanto a validagdo cruzada
com sardinha descrita a seguir. O terceiro, consisténcia inter-réplica, requer réplicas da mesma
amostra e aplica-se ao conjunto de tildpia, em que cada por¢ao foi medida em triplicata. A

Figura 17 apresenta os dois primeiros critérios sobre as quatro amostras de sardinha medidas.

Figura 17 — Critérios de controle de qualidade aplicados as quatro amostras medidas. A
esquerda, o pico-a-pico da corrente de excitacao: valores inferiores ao limiar de
3mA indicam perda de compliance da fonte EHCS por impedancia de contato
elevada. A direita, a fase do espectro a 100kHz: valores fora da faixa [—10°,0°]
indicam artefato de contato. Amostras em verde foram aprovadas. Em vermelho,

reprovadas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O primeiro critério verifica se a corrente de excitagdo preserva o valor esperado de I,
de aproximadamente 4 mA pico a pico, gerado pela fonte EHCS com Ryans = 8202 e excursdo
diferencial de +V,r. Quando a impedancia da carga vista pela fonte ultrapassa o limite de
compliance do amplificador, a corrente efetivamente entregue a amostra € reduzida do valor
nominal. Adota-se como limiar pratico I,,, > 3mA.

O segundo critério verifica a coeréncia da fase do espectro com a expectativa biofisica. O
tecido muscular na dispersdo 3 apresenta fase de impedancia pequena e negativa, tipicamente
na faixa [—10°,0°] na regido de 100kHz, conforme reportado por Vidacek et al. (2008) e



72

Marcondes et al. (2025). Fase positiva ou muito negativa nesta faixa indica artefato de contato
ou acoplamento espurio.

Adicionalmente, exige-se que as réplicas independentes de uma mesma amostra sejam
autoconsistentes, com coeficiente de variacdo do parametro Ry do ajuste Cole-Cole inferior a 5%
entre réplicas, condi¢do que descarta medi¢des afetadas por deriva temporal do contato durante a
sequéncia de aquisi¢ao.

A aplicacdo dos critérios as quatro amostras de sardinha medidas resultou na classificacio
apresentada na Tabela 3. Como cada espécime foi caracterizado por um dnico varrimento
espectral, apenas os dois primeiros critérios sao avalidveis neste experimento. As amostras Al e
A2 foram reprovadas por corrente de excita¢do inferior ao limiar de 3 mA, sintoma de impedancia
de contato elevada, com Al exibindo adicionalmente fase positiva em 100kHz, indicativa de

artefato de contato; as amostras A3 e A4 foram aprovadas.

Tabela 3 — Resultado da aplicag@o dos critérios de controle de qualidade as quatro amostras de
sardinha medidas na validacao cruzada.

Amostra  I,, (LA) @100k (°) Status

Al 939 46,6 Reprovada
A2 983 —3,5 Reprovada
A3 3883 —3,2 Aprovada
A4 3887 —3,6 Aprovada

Fonte: elaborado pelo autor.

4.5.2.2 Comparagdo Espectral com o Instrumento de Referéncia

A Figura 18 apresenta a comparacio dos espectros de médulo e de fase entre o prototipo
e o Emstat4R, para duas das trés amostras aprovadas pelo controle de qualidade (A3 e A4),
escolhidas por disporem de trés réplicas IZ independentes e por apresentarem os indicadores de
qualidade mais consistentes da Tabela 3.

Antes da andlise dos resultados, é relevante explicitar uma diferenca conceitual entre os
dois instrumentos que contribui para a interpretacio das discrepancias observadas. O Emstat4R é
um potenciostato, classe de instrumentos que opera por excitacdo em tensdo controlada e leitura
da corrente resultante. O protétipo desenvolvido neste trabalho, em contraste, opera por excitagao
em corrente controlada por meio da fonte EHCS (Subsecao 4.2.2) e leitura da tensdo sobre a
amostra. Em amostras bioldgicas, cuja resposta € ndo linear em maior ou menor grau dependendo
da amplitude da excitacdo e da composi¢do idnica do meio, a modalidade de excitacdo ndo é
neutra. A andlise por FFT, aplicada por ambos os instrumentos para a obtencdo do espectro
de impedancia, pressupde linearidade da resposta na amplitude empregada e decomposi¢ao
harmonica do sinal sem mistura intermodal entre raias. Diferencas entre a amplitude efetiva

injetada pelo potenciostato e a amplitude controlada pela fonte de corrente, em particular em
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faixas de frequéncia em que a impedancia da amostra se aproxima dos limites da faixa de
operacdo dos amplificadores de cada instrumento, podem contribuir para diferencas sisteméticas
observadas no médulo do espectro independentemente da qualidade metroldgica individual de
cada equipamento.

Figura 18 — Comparacgdo dos espectros de mddulo (linha superior) e de fase (linha inferior)
medidos pelo protétipo e pelo Emstat4R em amostras de sardinha. A esquerda, a
Amostra 4. A direita, a Amostra 3.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A Tabela 4 apresenta os valores numéricos correspondentes em quatro frequéncias repre-
sentativas, incluindo um ponto (10kHz) abaixo da banda util estabelecida na Subse¢do 4.4.3.2,
para evidenciar o comportamento nessa regiao.

A inspecao da Tabela 4 estabelece trés observacdes relevantes. A primeira é que na banda
50-200kHz o protétipo reproduz a tendéncia espectral medida pelo Emstat4R com diferenca
de fase inferior a 1° em ambas as amostras, € erro relativo no médulo da ordem de —10% na
amostra A4 e da ordem de —19% na amostra A3, indicando subestimacao sistematica do médulo
que se mantém aproximadamente estdvel ao longo da banda util. A segunda € que abaixo de
10kHz o comportamento da diferenca depende fortemente da amostra individual, efeito atribuido

a interacdo entre os capacitores de bloqueio X5R do front-end e a contribuicao da dupla camada
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Tabela 4 — Comparacgao ponto a ponto entre o médulo de impedancia medido pelo protétipo
desenvolvido e pelo instrumento de referéncia Emstat4R sobre as duas amostras de
sardinha selecionadas para a comparagado espectral.

Amostra  f (kHz) |Z|prot () |Z|Emstar () Razdo  Erro relativo (%)

10 416,7 365,5 1,140 +14,0

Ad 50 320,2 349,8 0915 -85
100 310,0 345,7 0,897 -10,3

200 301,7 341,3 0,884 —-11,6

10 418,0 434,7 0,962 -3,8

A3 50 3329 412,0 0,808 —19,2
100 326,4 406,3 0,803 —19,7

200 328,9 399,9 0,822 —-17,8

Fonte: elaborado pelo autor.

eletroquimica, que o Emstat4R captura integralmente por operar até frequéncias mais baixas
e sem capacitores em série no caminho do sinal. A terceira é que a discriminagdo entre as
duas amostras na banda 50-200kHz € preservada. Na Figura 19, a razdo |Z|43/|Z|s4 entre os
modulos médios das duas amostras nessa banda vale 1,09 no protétipo e 1,17 no Emstat4R, o
que corresponde a uma diferenga relativa de 6,9% entre os dois instrumentos. Assim, embora o
protétipo subestime o médulo absoluto, ele preserva o ordenamento e a separagao relativa entre

as amostras.

Figura 19 — Modulo de impedancia médio na banda 50-200kHz para as duas amostras validas
(A3 e A4), medido pelo protétipo desenvolvido e pelo instrumento de referéncia
Emstat4R.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A preservacdo da razio de discriminagdo entre amostras € o resultado mais relevante para
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a aplicacdo proposta neste trabalho. O classificador PCA seguida de KNN definido no Capitulo 5
opera sobre caracteristicas derivadas do espectro e sua sensibilidade depende em primeiro lugar
da capacidade do instrumento de preservar diferencas relativas entre classes, e nao do valor
absoluto de impedancia. A proximidade entre os fatores de discriminacdo dos dois instrumentos
indica que o desempenho de classificagdo esperado é compativel com o do instrumento comercial

em banda util equivalente.

4.5.3 Limitacoes Conhecidas

A calibragdo implementada apresenta cinco limitagcdes relevantes que sio registradas
aqui para garantir a transparéncia metodoldgica do trabalho.

A primeira € a auséncia de correcdo de fase. O fator Zyy;, € estritamente real € atua sobre
o médulo de Z( f;) sem alterar a fase. Erros de fase introduzidos pelo front-end, que se acentuam
nos extremos da banda, ndo sdo compensados pelo procedimento atual. Esse efeito € aceitavel
para a aplicacdo proposta neste trabalho porque os atributos de fase utilizados pelo classificador
(Capitulo 5) sao amostrados em 50, 100 e 200 kHz, integralmente dentro da banda util em que
o erro relativo de fase se mantém abaixo de 15% (Subsecdo 4.4.3.2), e porque a padronizagao
z-score aplicada antes da classificagdo reduz o impacto de desvios sistemdticos constantes.

A segunda € a auséncia de memoria nao volatil dedicada. O dispositivo nao dispde de
FRAM, EEPROM externa ou setor reservado de Flash para armazenamento dos coeficientes de
calibracgdo, decisao tomada para reduzir o custo total da PCB. Os fatores de calibragdo precisam
ser reaplicados pelo operador, via comando UART, sempre que o dispositivo é energizado, ou
definidos em tempo de compilacdo como valores padrao no arquivo de configuracio do firmware.

A terceira € a auséncia de recalibracdo automdtica no campo. O dispositivo ndo executa
nenhuma rotina interna de verificacao periddica do fator de ganho. A integridade da calibracao
entre sessdes experimentais distintas depende exclusivamente da estabilidade térmica e mecanica
do hardware e da disciplina do operador em recalibrar com a carga RC de referéncia sempre que
o ambiente de medicao for alterado.

A quarta € a incapacidade estrutural do fator escalar real Zg,;, de corrigir desvios ndo
puramente multiplicativos. A Figura 15 evidencia que o semicirculo medido sobre cargas
reativas apresenta, além de diferenca de magnitude, um pequeno deslocamento da frequéncia
caracteristica efetiva, atribuivel a componentes parasitas residuais dependentes da frequéncia.
Sua corregao rigorosa demandaria um fator complexo H(f) = a(f) + jb(f), ndo implementado
nesta versao em coeréncia com o escopo do estudo de viabilidade e com o fato de que as razdes
entre modulos adotadas como atributos do classificador (Capitulo 5) cancelam o componente
multiplicativo do desvio em primeira ordem. A calibracdo complexa dependente de frequéncia
fica registrada como item prioritdrio de evolucao, detalhado na Secdo 6.9.

A quinta € a natureza agregada do procedimento. A calibracdo atual é executada sobre o
quociente Z =V /I e produz um tnico fator escalar, o que impede atribuir o desvio residual a

um dos dois canais em particular. Nos termos da Equagéo (20), o fator Zg,;, estima o produto
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Hy /Hj agregado em uma unica frequéncia de referéncia, sob a hipdtese de que esse quociente é
aproximadamente constante na banda. Uma alternativa metodologicamente superior € a calibra-
¢do independente dos dois caminhos, com a determinacdo separada de Hy (f) e H;(f): o canal
de corrente pode ser aferido contra um resistor de transcondutancia de referéncia com tolerancia
conhecida, medindo-se diretamente a queda sobre Ry,ps cOm instrumento externo, e o canal de
tensdo pode ser aferido injetando-se um sinal de amplitude conhecida na entrada dos estigios
Uy 3 e Ug 4 com a amostra substituida por uma carga de referéncia. Dessa separacdo resultariam
dois vetores de corre¢do complexos, armazenados por raia, capazes de corrigir simultaneamente
magnitude e fase e de identificar qual dos dois canais domina o desvio observado nos extremos da
banda. Esse procedimento nio foi executado nesta versao por exigir instrumentacao de referéncia
com faixa compativel com a banda de aquisicao do protétipo, indisponivel durante o desenvolvi-
mento, e fica registrado na Secdo 6.9 em conjunto com a calibracdo complexa dependente da

frequéncia, da qual constitui a etapa de caracteriza¢ao necessaria.

4.5.4 Sintese e Banda Util de Operaciio

Os resultados experimentais apresentados nesta se¢do estabelecem, em base quantitativa,
a banda util de operagdo do dispositivo desenvolvido para a aplicacdo proposta. A banda
compreendida entre S0kHz e 200kHz apresenta erro relativo no médulo entre —10% e —20%
em comparacdo com o Emstat4R, com tendéncia sistemdtica a subestimacao que se mantém
aproximadamente estavel dentro da banda, diferenca de fase inferior a 1° e preservacao da
razao de discriminac¢do entre amostras dentro de margem de 7%. Esta banda é compativel com
a dispersdo B do tecido muscular de pescado e suficiente para a aplica¢do de classificagdo
fresco/descongelado proposta neste trabalho, condicionada a dependéncia da classificagdo sobre
diferengas relativas entre classes e ndo sobre valores absolutos de impedancia.

Abaixo de 50kHz, o comportamento do erro depende fortemente da amostra individual: o
efeito conjunto dos capacitores de bloqueio X5R do front-end e da contribui¢do da dupla camada
eletroquimica produz desvios cujo sinal e magnitude variam com a impedancia de interface
eletrodo—tecido, que por sua vez depende de fatores nio controlados como rugosidade local da
superficie do filé e distribuic@o de fluidos intersticiais. Para uso na classificacdo, a regido abaixo
de 50kHz permanece parcialmente informativa, uma vez que esses desvios sao sistematicos por
aquisi¢do e reprodutiveis entre réplicas da mesma amostra. Contudo, essa regiao nao permite
comparagdo quantitativa direta com instrumentos de referéncia sem corre¢do complexa adicional,
registrada como linha de evolugdo para a proxima versdo do dispositivo na Se¢do 6.9.

A delimitacao superior em 200kHz da banda de validacdo cruzada decorre da faixa de
operacdo do instrumento de referéncia Emstat4R e ndo de uma limitacao intrinseca do dispositivo
desenvolvido. O protétipo gera e amostra sinais até aproximadamente 970kHz, mas a auséncia
de instrumento comercial de referéncia comparavel nessa extensao impede a quantificagdo direta
do erro acima de 200kHz. A confirmacdo experimental da banda metrologicamente util para

além de 200kHz fica registrada como linha de evolugdo para trabalhos futuros (Secdo 6.9),
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condicionada a disponibilidade de instrumentacdo de referéncia com faixa de operagcdo ampliada.

A banda 100-200kHz adotada para o ajuste linear da Subsecdo 4.4.3.1 foi escolhida por
situar-se integralmente dentro da banda qtil de validacdo cruzada, o que permite correlacionar
diretamente o fator de calibracao reportado com o desempenho frente ao instrumento de referén-
cia. Nessa banda, o desvio sistemdtico sobre cargas resistivas ¢ dominantemente multiplicativo e
estdvel entre resistores (erro relativo entre —3,6% e —11%, Subsecdo 4.4.3.1), o que sustenta o

uso de um fator de calibracdo escalar tnico.

4.6 SENSORES AUXILIARES

De forma recorrente, a literatura de bioimpedancia aplicada a tecidos biolégicos relata que
a temperatura local da amostra e a for¢a de contato exercida pelos eletrodos sobre o tecido sdo as
duas varidveis ambientais que mais influenciam a repetibilidade das medicoes (Bertemes-Filho,
2002; Grimnes; Martinsen, 2015). O dispositivo desenvolvido integra dois sensores dedicados ao

registro simultaneo dessas grandezas a cada aquisi¢do de espectro.

4.6.1 Temperatura Sem Contato (MLX90615)

A temperatura da superficie do filé € medida por um sensor infravermelho MLX90615
da Melexis, posicionado préximo a ponteira de medi¢do com seu campo de visdo direcionado a
regido onde os eletrodos fazem contato com a amostra. O sensor opera por leitura passiva da
radiacdo térmica emitida pelo tecido, sem necessidade de contato fisico o que evita perturbacao
mecanica da medicdo elétrica e elimina o risco de contaminacao cruzada entre amostras.

A comunicag@o com o microcontrolador é realizada por barramento I1>C, no endereco de
7 bits 0x5B. Em resposta ao comando INF de telemetria, o firmware executa uma unica leitura do
registrador de temperatura do objeto (0x27), com timeout de 100 ms, sem realizar média entre
amostras sucessivas. A conversdo da leitura bruta N, em graus Celsius segue a equacdo de
fabrica do sensor, T[°C] = 0,02 - Nraw — 273,15, conforme fornecida pelo fabricante. O firmware
ndo aplica calibrag¢do adicional sobre o valor convertido. A emissividade do tecido muscular
umido € préxima da unidade na faixa do infravermelho médio, o que permite o uso direto da
temperatura calculada pelo sensor como estimativa da temperatura superficial da amostra, com a
ressalva de que o valor reportado serve estritamente como metadado de medi¢do e ndo como
referéncia metroldgica absoluta. Esse valor € transmitido junto com o espectro de impedancia

para a aplicagdo Python, que o registra como metadado da medicao.

4.6.2 Forca de Contato (HX711 + Célula de Carga)

A forca aplicada pela ponteira do dispositivo sobre a superficie do filé € medida por uma
célula de carga resistiva por extensometria, conectada a um conversor analogico-digital dedicado

HX711. O HX711 € um conversor sigma-delta de 24 bits especifico para sensores de ponte, com



78

amplificador de instrumentacdo interno de ganho programdvel e taxa de conversao tipica de
80 SPS na configuracio utilizada.

A interface com o STM32F303CBT6 € realizada por dois pinos GPIO em modo bit-
banging: um de saida (HX711_SCK), que gera o reldgio serial do conversor e um de entrada
(HX711_DOUT), que recebe o fluxo de dados. Em resposta ao comando INF de telemetria, o
firmware executa uma Unica leitura de 24 bits do conversor, com timeout de 200 ms, sem realizar
média entre amostras sucessivas. A leitura bruta Ny, € entdo subtraida de um offset de tara
armazenado na variavel hx711_offset, e o valor resultante Ny, —hx711_offset é transmitido
como segundo elemento da tripla de telemetria. A tara é zerada na inicializa¢do do dispositivo
com a ponteira no ar e pode ser refeita a qualquer momento por comando UART (IwxxxxF).

A conversao da leitura bruta para unidades fisicas de for¢ca emprega um fator de escala
obtido empiricamente por calibragdo com pesas-padrdo. O procedimento de calibragido consistiu
em adquirir leituras estdveis da célula de carga com massas de referéncia de 10, 20, 50, 100 e
200 g aplicadas individualmente sobre a ponteira, com a tara previamente estabelecida. Os pares
(massa aplicada, leitura bruta) resultantes foram submetidos a regressao linear, da qual se extraiu

o fator de escala definido no firmware como
FORCE_SCALE_G_PER_COUNT = 5,682 x 10~ g/conta, (1)

ou, equivalentemente, 5,572 x 107> N/conta quando a aceleracdo da gravidade local é conside-
rada. O comando INF transmite apenas a leitura bruta descontada da tara, em unidades de contas
do conversor, sem aplicar o fator de escala no microcontrolador. A conversiao para gramas e
newtons € executada pela aplicagdo Python em computador, que mantém os fatores de escala
da Equacdo (21) em varidveis locais e aplica a multiplicacio no momento da exibi¢ao e do
registro do metadado de cada aquisicdo. Essa separacdo preserva a possibilidade de recalibragao
a posteriori sem necessidade de reprogramacdo do firmware e elimina perda de precisdo pela
conversao em ponto fixo no microcontrolador.

A presenca simultanea da temperatura e da forca de contato como metadados permite,
em estudos posteriores, avaliar a sensibilidade dos parametros do modelo Cole-Cole a essas
varidveis e incorporar corre¢des multivaridveis no estdgio de classificacdo por aprendizado de

maquina.

4.7 COMUNICACAO E APLICACAO EXTERNA

A cadeia de comunicagdo do dispositivo € organizada em dois trechos. No primeiro, um
enlace UART local entre o STM32F303CBT6 e o mdédulo ESP32-C3 transporta comandos e
dados estruturados em ASCII delimitado. No segundo, um enlace Bluetooth Low Energy entre o
ESP32-C3 e o computador de operagdo transporta as mesmas estruturas como notificagdes GATT.
Uma aplicagdo Python em computador concentra a interface com o operador, a visualizagdo em

tempo real e o armazenamento dos dados.
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A UART entre o microcontrolador e o ESP32-C3 opera a 115200 baud, sem controle de

fluxo. O protocolo é baseado em mensagens ASCII delimitadas pelos caracteres ‘I’ (inicio) e

‘F’ (fim), com um caractere de comando entre os delimitadores e, quando aplicdvel, parametros

numéricos. O Quadro 4 lista os comandos efetivamente utilizados na operagdo do dispositivo

neste trabalho.

Quadro 4 — Comandos do protocolo serial STM32-ESP32-C3 utilizados.

Comando Descricao

Parametro / Resposta

IZxxxxF

INF

IMxxxxF
IRxxxxF
IGxxxxF
IgxxxxF
TwxxxxF
IKF

Solicita aquisi¢do de espectro

Solicita telemetria dos sensores auxiliares

Define nimero de médias temporais
Ajusta o fator de ganho de calibragdo Zgi,
Define Gy cq

Define Ryang no firmware

Refaz tara da célula de carga

Imprime configuragdo corrente

xxxx define a frequéncia base em Hz
(faixa de 20kHz a 1 MHz). Resposta
com vetor Z(f;) = (Re,Im) seguida
pelo bloco CFIT com os parametros
Cole-Cole

Resposta com a tripla obtida por leitu-
ras Unicas (sem média): (i) temperatura
superficial em °C lida pelo MLX90615,
(ii) leitura bruta do HX711 descontada
do offset de tara, e (iii) leitura bruta do
HX711 sem tara

Inteiro 1-99 (padrdo Nyy, = 20)

Real em ponto fixo

Ganho de instrumentacao aferido
Resistor de transcondutancia efetivo
Atualiza hx711_offset

Resposta ASCII com parametros vigen-
tes

Fonte: elaborado pelo autor.

A escolha de um protocolo ASCII delimitado, em vez de um protocolo binario mais

compacto, foi motivada pela facilidade de inspecao e depuracdo com um terminal serial padrao

durante o desenvolvimento. O custo em laténcia e em largura de banda € desprezivel para

a aplicacdo proposta, em que cada espectro corresponde a algumas centenas de pares (real,

imagindria) por medigdo.

Como atalho ergonémico, o ESP32-C3 monitora o botdo de boot embarcado em sua

placa de desenvolvimento, com antirrebote por software de 40 ms, e dispara automaticamente

o comando IZ1000000F ao detectar a borda de subida. Isso permite ao operador solicitar

uma aquisicao de espectro pressionando um botao fisico, sem necessidade de interacao com a

aplicacdo Python, recurso ttil em ensaios em que o computador esteja a alguma distancia do

ponto de medicao.
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4.7.2 Conectividade BLE

O ESP32-C3 da Espressif Systems ¢ um SoC com ntcleo RISC-V de 32 bits que
implementa no firmware deste trabalho trés fun¢des principais. Primeiro, recebe via UART as
mensagens emitidas pelo STM32 e as encapsula em notificagdes GATT sobre caracteristicas
BLE especificas. Segundo, retransmite os comandos provenientes da aplicagao Python no sentido
inverso, permitindo o ajuste remoto da configuracao do dispositivo. Terceiro, gerencia a conexao
BLE com a aplicacdo, incluindo advertising inicial sem autentica¢do, negocia¢ao de tamanho de
unidade de transmissdao (MTU, Maximum Transmission Unit) e reconexao automatica em caso
de perda de sinal.

O perfil GATT proprietario implementado € organizado em torno de um tnico servi¢o de
bioimpedancia, identificado pelo UUID 6ebf5001-8765-4£67-8f4f-95f56ac3ala0, sob o
qual estdo expostas duas caracteristicas complementares. A primeira caracteristica (6ebf5002-. . .
opera no sentido dispositivo — aplica¢do, com permissdes de leitura e notificagdo e transporta os
dados emitidos pelo STM32, incluindo espectros de impedancia, pardmetros Cole-Cole, leituras
dos sensores auxiliares e respostas de configuracdo. A segunda caracteristica (6ebf5003-. . .)
opera no sentido inverso, com permissao de escrita e recebe os comandos do protocolo serial
discutido na Subsecdo 4.7.1. A separa¢do em duas caracteristicas distintas para trafego de subida
e descida € a prética padrdo para servicos GATT proprietarios e simplifica o tratamento de buffers
em ambas as pontas do enlace.

O ESP32-C3 solicita, no momento da conexao, MTU de até 517 bytes e o payload util
por notificacdo € fixado em MTU — 3 bytes descontando o cabegcalho ATT. Quando a negocia¢ao
produz MTU inferior, o firmware aplica como padrido o valor minimo de 20 bytes do BLE,
fragmentando mensagens longas em multiplas notificagdes sucessivas. Essa estratégia permite
o transporte de espectros completos em poucas notificagcdes quando o sistema operacional do
computador suporta MTU estendido, e mantém compatibilidade funcional em conexdes mais
restritas. Adicionalmente, o firmware do ESP32-C3 atende localmente o comando ASCII bat,
que retorna a tensao da bateria do préprio médulo medida por um divisor resistivo simétrico de
10 MQ ligado a um pino ADC, sem repassar a solicitacdo ao STM32.

A escolha do BLE em detrimento do Wi-Fi foi orientada pelo consumo médio inferior do
BLE no modo de notificagdo periddica, caracteristica relevante para a operagao por bateria, e
pela penetragcdo consolidada do protocolo em sistemas operacionais de desktop sem necessidade

de driver especifico.

4.7.3 Aplicacao Python em Computador

A interface de operacdo do dispositivo é uma aplicacdo desenvolvida em Python e
executada em computador pessoal. A aplicagdo se conecta ao dispositivo por BLE através da
biblioteca Bleak, gerencia o loop de eventos assincronos em segundo plano e expde ao operador

uma interface grafica organizada em quatro abas, cada uma associada a uma etapa distinta do
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fluxo de uso.

A primeira aba, Control, concentra os controles de configuragdo do dispositivo corres-
pondentes aos comandos do protocolo serial descrito na Subsecado 4.7.1, permitindo ajustar
parametros como nimero de médias, fatores de calibragdo e diretério de armazenamento sem
que o operador precise digitar comandos ASCII manualmente.

A segunda aba, Live sensors, apresenta as leituras correntes do sensor de temperatura
MLX90615 e do conjunto célula de carga DYHW-116 mais conversor HX711 com atualizacao
continua, e mantém uma janela rolante das ultimas amostras em grafico de tendéncia. A aplicagdo
exibe a forca de contato simultaneamente em trés representagdes, leitura bruta em contas do
conversor, valor convertido em gramas e valor convertido em newtons, obtidas pela aplica¢ao
dos fatores de escala da Equacgdo (21) sobre as contas recebidas do firmware. Essa visualizacao
permite verificar a estabilidade das condi¢des de contato antes de disparar a aquisi¢do do espectro.

A terceira aba, Spectrum + Cole, € o nicleo da operacao. Ela exibe simultaneamente
cinco painéis sobre o espectro mais recente: a parte real Re(Z) e a parte imagindria Im(Z) versus
frequéncia em escala logaritmica, dois painéis com a por¢do dessas mesmas componentes restrita
a banda util do dispositivo, e o diagrama de Nyquist. Sobre o painel de Nyquist a aplicacao
sobrepde, quando disponivel, o ajuste do modelo Cole-Cole emitido pelo firmware, calculado
pela busca coordenada descrita na Subse¢do 4.3.5. Quando o firmware envia apenas 0s quatro
pardmetros (R, R, @, f.) sem os vetores correspondentes, a aplica¢do reconstréi localmente
as curvas de ajuste pela equacdo Cole-Cole. Essa aba também € responsavel por persistir cada
medicdo em formato JSON estruturado, contendo o espectro completo, os pardmetros Cole-Cole,
o erro residual do ajuste, a temperatura registrada pelo MLX90615, a forca de contato registrada
pela célula de carga DYHW-116 através do conversor HX711, e metadados informados pelo
operador (identificador da amostra, ciclo de congelamento, anotagdes livres). A Figura 20 mostra
a aba durante uma medicao da carga RC11 utilizada na validacdo experimental (Subsecdo 4.4.3).

A quarta aba, Console, expoe o trafego serial bruto entre o computador, o ESP32-C3 e o
STM32, e permite ao operador enviar comandos manuais e salvar o histérico de uma sessao de
depuracdo em arquivo de texto. Essa aba foi mantida na versdo atual da aplicacdo como recurso
de diagnostico, e seu uso rotineiro nao € necessdrio.

A escolha de uma aplicacdo em computador, em lugar de aplicacdo mével, foi orientada
pelo perfil do operador alvo deste trabalho: pesquisador ou inspetor em ambiente de laboratério
ou de processamento, e pela necessidade de integracdo imediata com as ferramentas de andlise
estatistica e de aprendizado de maquina no mesmo ambiente computacional em que ocorre a

classificagcdo posterior.
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Figura 20 — Captura da aba Spectrum + Cole da aplicacao Python durante a medicao de uma
carga R || C de validagdo. A esquerda, o painel de metadados da captura. Ao centro,
os cinco subplots simultaneos do espectro de impedancia e do diagrama de Nyquist
com o ajuste Cole-Cole sobreposto. A direita, a lista de registros da sessdo corrente.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.8 IMPLEMENTACAO FISICA E INTEGRACAO MECANICA

A integracdo das partes eletronica, sensorica € mecanica do dispositivo € apresentada
nesta se¢do em dois niveis complementares: o arranjo fisico interno em corte longitudinal e a
fotografia do dispositivo ap6és montagem completa. O esquematico elétrico do estigio analdgico
foi discutido em detalhe na Secdo 4.2 e estd representado na Figura 11. O arranjo mecanico
interno do dispositivo € apresentado na Figura 21 em corte longitudinal, com indicac¢do dos cinco
elementos principais. O conjunto é alojado em uma caixa desenvolvida em modelagem CAD e
fabricada por impressdo 3D em material polimérico, projetada para acomodar simultaneamente a
placa de circuito impresso, o mecanismo de ponteira mola-carregada e os dois sensores auxiliares.

A PCB foi projetada em quatro camadas (duas camadas de sinal externas e duas camadas
internas dedicadas a planos de massa e de alimenta¢ao) e fabricada com componentes SMD de
encapsulamento 0402 nas resisténcias e capacitancias dos estdgios analdgicos, escolha orientada
pela compactacio exigida pelo volume interno disponivel e pela manutencdo de baixa indutancia
parasita nas trilhas de alta frequéncia do estagio de excitagao.

A Figura 22 apresenta o dispositivo apds montagem e integracdo mecanica completa, com
a ponteira de medicao na configuracao de uso. A integracdo demonstra a viabilidade do conjunto
como instrumento portdtil, € os ensaios experimentais de validacdo descritos na Subsecdo 4.4.3

foram realizados sobre essa mesma versiao do hardware.
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Figura 21 — Corte longitudinal do dispositivo, com identificacao dos elementos principais: (A)
PCB que aloja o STM32F303CBT6, o médulo ESP32-C3 e o front-end analdgico;
(B) mecanismo de contato mola-carregada; (C) célula de carga DYHW-116, lida
pelo conversor HX711; (D) termdmetro infravermelho MLX90615; (E) eletrodos
retangulares de niquel (Subsubsecdo 4.2.5.1).

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 22 — Fotografia do dispositivo de bioimpedancia apds montagem mecanica completa.

Fonte: elaborado pelo autor.

4.8.1 Consumo Energético e Estimativa de Autonomia

Esta subsecdo apresenta a caracterizagdo energética do dispositivo desenvolvido, comple-
mentando os aspectos eletronicos e mecanicos da Secdo 4.8 com a estimativa de autonomia da
alimentacao por bateria.

O dispositivo € alimentado por uma bateria de fons de litio de polimero (Li-Po) de tnica
célula, com tensdo nominal 3,7V e capacidade Cp,;. A tensdo da bateria € regulada para 3,3V
pelo LDO AP2112K-3.3, que alimenta os subsistemas digital (STM32 e ESP32) e analdgico
(OPA4354 e REF2033). A fun¢do de carregamento € implementada pelo controlador MCP73831,
configurado para corrente mdxima de carga de aproximadamente S00mA via USB-C.

O consumo de corrente do dispositivo foi caracterizado em dois modos operativos

distintos, descritos a seguir.
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4.8.1.1 Metodologia de Medicdo

A medi¢do do consumo foi realizada com o multimetro USB Fnirsi FNAC-28 inserido
em série entre uma fonte regulada de 5V e o conector USB-C da placa (resolu¢do 1 mA, taxa
nominal 1Hz), com a bateria desconectada para que toda a corrente medida correspondesse
ao consumo do circuito. O dispositivo foi caracterizado em dois regimes: idle (ligado, BLE
conectado, sem aquisi¢do, periféricos analdgicos energizados) e aquisicdo continua (execucao
repetida do comando IZ, pior caso de consumo). Cada regime foi caracterizado por uma janela
minima de 30 s, com célculo da corrente média I sobre o periodo estdvel e, na aquisi¢io continua,

do pico instantineo Iy;c, durante os transientes de transmissdo BLE.

4.8.1.2 Resultados

A Figura 23 apresenta o perfil temporal de corrente registrado pelo Fnirsi FNAC-28
ao longo de uma sessdo que cobre os regimes operacionais (standby, conectado e medicao
com transmissao BLE). As transicdes e duragdes sao identificadas por inspecao visual, pois o
instrumento ndo registra marcadores de instante exato. O perfil evidencia o aumento de consumo
durante a transmissdo BLE dos resultados e a flutuagdo caracteristica do regime idle associada

aos eventos periddicos de advertising.

Figura 23 — Perfil temporal da corrente consumida pelo dispositivo nos trés regimes
operacionais (standby, conectado e medi¢do com transmissdo BLE), registrado pelo
Fnirsi FNAC-28 em série com a entrada USB-C a 5V. As duragdes de cada regido

sdo estimadas por inspecdo visual, pois o instrumento ndo fornece marcadores de
instante exato.

Fonte: elaborado pelo autor.

A Tabela 5 apresenta os resultados quantitativos obtidos sobre as regides identificadas na

Figura 23.
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Tabela 5 — Consumo de corrente do dispositivo nos dois modos operativos caracterizados,
medido com Fnirsi FNAC-28 em série com a entrada USB-C a5 V.

Modo I[mA] Iy, [MA] P [mW]
Idle (BLE conectado, sem aquisi¢@o) 150 — 750
Aquisicdo continua (IZ ciclado) 175 200 875

Fonte: elaborado pelo autor.

4.8.1.3 Estimativa de Autonomia

Considerando uma bateria Li-Po de Cp,; = 1200mAh, com profundidade de descarga

tipica de 80% para preservar o ciclo de vida da célula, a autonomia estimada em cada regime é
dada por

0,8C
tows = ’ - bat ' (22)

Aplicando os valores medidos da Tabela 5, obtém-se as estimativas apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Estimativa de autonomia para bateria de 1200 mAh e profundidade de descarga de
80%, em cada regime operativo.

Modo I [mA] 4 [h]
Idle 150 6,4
Aquisi¢do continua 175 5,5

Fonte: elaborado pelo autor.

Em uso experimental tipico, o regime alterna entre idle predominante e aquisi¢cdes breves.
Para um duty cycle de ~10% de aquisicdo, a corrente média I,,5, é de aproximadamente 153 mA,
correspondendo a autonomia tedrica proxima a 6,3h. A autonomia observada em uso continuado
€ inferior, da ordem de 3 h, diferenca atribuivel a profundidade de descarga util efetiva da célula,
abaixo dos 80% nominais. Os caminhos de reducao de consumo, em particular a substitui¢ao
do médulo de comunicagdo por SoC dedicado a BLE de ultrabaixa poténcia, sdo discutidos nos
trabalhos futuros.
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5 METODOLOGIA, EXPERIMENTOS E ANALISE DE DADOS

Este capitulo descreve os procedimentos experimentais adotados para construir o con-
junto de dados de bioimpedancia de filés de tildpia (Oreochromis niloticus) submetidos a um
ciclo de congelamento e descongelamento, conforme os fundamentos biol6gicos discutidos no
Capitulo 3. O presente trabalho € caracterizado como um estudo de viabilidade do dispositivo
portatil desenvolvido para a discriminagdo entre tecido fresco e tecido descongelado, adotando
delineamento pareado intra-por¢ao em nimero reduzido de individuos, em linha com o prece-
dente metodolégico de Dell’Osa et al. (2021) para carne bovina. O protocolo foi estruturado
para garantir reprodutibilidade dentro do escopo do estudo de viabilidade, permitir comparagdo
direta com resultados da literatura de referéncia e fornecer dados de qualidade adequada para a
avaliacdo preliminar do classificador por aprendizado de maquina. As etapas metodoldgicas, o
protocolo de aquisi¢do em amostras bioldgicas e a andlise dos dados sdo apresentados de forma
sequencial. A caracteriza¢do metroldgica do dispositivo com cargas de referéncia foi descrita no
Capitulo 4.

5.1 VISAO GERAL DO FLUXO EXPERIMENTAL

O fluxo experimental adotado neste trabalho compreende quatro etapas encadeadas, do
recebimento das amostras de tildpia até a obtenc¢do das métricas de classificagdo. A Figura 24

apresenta o diagrama de etapas, e cada bloco é detalhado nas secdes subsequentes deste capitulo.

Figura 24 — Diagrama de etapas do fluxo experimental adotado neste trabalho. O lago sobre a
etapa de medicao indica o ciclo tnico de congelamento e descongelamento que
separa as duas aquisicdes pareadas sobre cada porcao.

Preparo Medicao pareada Processamento Classificacao
6 filés — 18 porgdes fresco e descongelado curadoria, mediana, KNN, LOFIO + LOPO
4x4x1cm 3 réplicas por estado fearures, PCA métricas
*

ciclo de congelamento (-18 °C, 24 h)
e descongelamento (4 °C, 18 h)

Fonte: elaborado pelo autor.

A primeira etapa, Preparo, compreende a recepg¢ao dos filés frescos, a excisdo das trés
porg¢des padronizadas por filé na musculatura epaxial dorsal e a identificacdo individual de cada
por¢ao, conforme detalhado na Secao 5.2. Vinte e quatro horas de equilibrio térmico antes da

primeira sessdo de medicao garantem condig¢des iniciais uniformes entre porgoes.
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A segunda etapa, Medicdo pareada, é executada duas vezes sobre cada por¢do, separada
pelo ciclo unico de congelamento e descongelamento representado pelo laco da Figura 24. A
primeira passagem registra o espectro em estado fresco, trés medicoes repetidas sobre o mesmo
ponto de contato, com intervalo de aproximadamente trinta segundos entre elas e os metadados
de temperatura superficial pelo MLX90615 e de forca de contato pelo HX711. Apds o ciclo de
congelamento a —18 £2°C por vinte e quatro horas e descongelamento subsequente a 4 °C por
dezoito horas (Secdo 5.3), a segunda passagem repete a aquisicao sobre a mesma por¢ao e na
mesma posi¢ao anatdomica, configurando o pareamento intra-porcao.

A terceira etapa, Processamento, abrange a curadoria das aquisi¢des por critérios de
qualidade (coeficiente de variagdo de Ry entre réplicas e fase em 100 kHz dentro da faixa
esperada), a agregacao das trés réplicas pela mediana, a constru¢@o do vetor de caracteristicas
descrito na Se¢do 5.5 e a reducdo dimensional por analise de componentes principais.

A quarta etapa, Classificacdo, aplica o classificador KNN sob dois protocolos de validacao
cruzada complementares, LOFiO e LOPO, descritos na Subsecdo 5.5.3, com as métricas de

desempenho consolidadas para apresentacido no Capitulo 6.

5.2 AMOSTRAS DE TILAPIA

5.2.1 Origem e Preparo

Foram utilizados filés de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) obtidos de criagao
comercial na regido de Joinville, Santa Catarina, Brasil, adquiridos junto a peixaria de bairro no
dia do abate para garantir o estado fresco no momento da primeira medi¢do. Seis filés foram
adquiridos, eviscerados e filetados no estabelecimento de origem com a regido do lombo dorsal
limpa, sem pele e sem espinhas. Os filés foram embalados separadamente, sem etiquetagem
individual ao peixe de origem. Portanto, o filé é tratado como a unidade bioldgica do estudo.

De cada filé foram excisadas trés por¢des na musculatura epaxial dorsal, delimitada
superiormente pela linha de insercao da nadadeira dorsal e inferiormente pelo septo horizontal.
As trés por¢des por filé foram tomadas em posi¢des anatomicamente equivalentes, ordenadas
de anterior para posterior ao longo do eixo longitudinal, totalizando dezoito por¢des Unicas.
As porg¢oes foram padronizadas em dimensodes aproximadas de 4 X 4 x 1 cm, comprimento por
largura por espessura, com o eixo maior orientado paralelamente ao sentido das fibras musculares.
A Figura 25 ilustra a localizacao anatdmica das porcdes na tildpia e o plano de corte adotado.
A padronizagdo anatomica minimiza a variabilidade associada a heterogeneidade do filé, e a
padronizacdo dimensional garante que o volume de tecido amostrado pelo arranjo de eletrodos
seja semelhante entre por¢des, condi¢cao necessdria para a comparabilidade dos espectros de

impedancia (Grimnes; Martinsen, 2015).
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Figura 25 — Localizac¢do anatdomica e plano de corte na tildpia. A musculatura epaxial dorsal é
delimitada pela base da nadadeira dorsal e pelo septo horizontal. Trés cortes
transversais por filé geram dezoito por¢des no total, padronizadas em 4 x 4 x 1 cm
com o eixo maior alinhado as fibras musculares.
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Fonte: ilustracdo da tildpia em dominio publico, obtida de Wikimedia Commons (arquivo
ChromisNiloticus. jpg). Anotacdes de plano de corte elaboradas pelo autor.

Imediatamente apds o preparo, cada porcao foi identificada com etiqueta tinica no formato
P#.#, em que o primeiro numero identifica o filé (P1 a P6) e o segundo a posicdo da porcao
dentro do filé (1, 2 ou 3, ordenadas de anterior para posterior). As por¢des de cada filé foram
agrupadas em embalagem identificada. As medi¢des de bioimpedancia em estado fresco foram
realizadas dentro de quatro horas apds a aquisi¢ao, periodo no qual o rigor mortis ainda ndo se

instalou completamente e a degradagao autolitica € minima (Vidacek et al., 2008).

5.2.2 Delineamento Experimental

O delineamento adotado € pareado intra-por¢do, em que cada por¢ao estudada é medida
em duas condicdes experimentais sucessivas. A primeira € o estado fresco, antes do congelamento,
com a porcdo mantida a 4 £ 1°C em refrigerador até o momento da medi¢do. A segunda é o
estado descongelado, apds um ciclo de congelamento a —18 +=2°C por vinte e quatro horas e
subsequente descongelamento a 4°C por dezoito horas. Cada por¢ao atua como seu proprio
controle, e a comparacgdo fresco versus descongelado € feita intra-por¢do, o que remove a

variabilidade bioldgica inter-individuo da estimativa do efeito do congelamento.
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A escolha por nimero reduzido de unidades bioldgicas (n = 6 filés) e por delineamento
pareado intra-porcao segue a légica do estudo de viabilidade adotado por Dell’Osa et al. (2021),
que reporta a discriminagao entre carne bovina fresca e congelada-descongelada em longissimus
dorsi com delineamento pareado intra-musculo e ndmero reduzido de unidades biol6gicas. No
presente trabalho, a unidade bioldgica garantida pelo procedimento de aquisicdo na peixaria é o
filé, e ndo o peixe, em razdo da auséncia de rastreabilidade individual durante o fileto, conforme
descrito na Subsec¢do 5.2.1. O delineamento pareado intra-por¢ao € estatisticamente mais potente
que comparagdes independentes para 0 mesmo n, uma vez que controla todas as varidveis
intrinsecas a porcao. Como o presente trabalho € caracterizado como estudo de viabilidade do
dispositivo portétil, e ndo como validagao populacional generalizdvel a toda a producdo de tildpia,
o n adotado € compativel com o escopo, e as limitacdes estatisticas associadas sio discutidas no
Capitulo 6.

5.3 PROTOCOLO DE CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

O congelamento foi realizado em freezer doméstico convencional ajustado para —18 4
2°C, temperatura representativa das condi¢cdes de armazenamento comercial de pescado con-
gelado no Brasil. A escolha por congelamento lento, em oposicao a métodos criogénicos, é
deliberada e reflete o regime térmico predominante nas cadeias produtiva e doméstica de tilapia,
conforme discutido na Secdo 3.2 do Capitulo 3. Esse regime promove a formacdo predominante
de cristais de gelo extracelulares grandes, com dano osmético pronunciado, condi¢do que se quer
caracterizar eletricamente neste trabalho. Cada por¢do foi acondicionada individualmente em
embalagem identificada antes do congelamento, sem contato direto entre por¢des, para garantir
a rastreabilidade individual ao longo de todo o protocolo. O tempo de congelamento adotado
foi de vinte e quatro horas, intervalo suficiente para a formacio completa dos cristais de gelo
extracelulares e o estabelecimento do dano osmético, conforme reportado por Dell’Osa et al.
(2021) em carne bovina e por Vidacek et al. (2008) em pescado.

O descongelamento foi conduzido em camara refrigerada a 4 + 1°C por periodo de
dezoito horas, garantindo a fusdo completa dos cristais de gelo antes da medi¢do seguinte.
Esse protocolo de descongelamento lento em refrigerador reproduz as condicdes préticas de
descongelamento utilizadas no varejo e € consistente com o adotado por Vidacek et al. (2008) e
Zhang et al. (2024), o que facilita a comparacdo dos resultados com a literatura.

Antes de cada medicao de bioimpedancia, a temperatura superficial de cada por¢ao
foi registrada com o sensor infravermelho MLX90615 integrado ao dispositivo, descrito na
Subsecdo 4.6.1 do Capitulo 4. Para uniformizar as condi¢Oes térmicas entre por¢does € minimizar
o efeito da temperatura sobre os espectros de impedancia, que poderia ser confundido com o
efeito do congelamento (Grimnes; Martinsen, 2015), todas as medi¢des foram realizadas sob a
mesma condicdo térmica controlada de 4 4= 1 °C, tanto no estado fresco quanto no descongelado,

de modo que as aquisi¢des dos dois estados nao diferem quanto a temperatura de medicao.
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5.4 PROCEDIMENTO DE MEDICAO EM AMOSTRAS DE TILAPIA

5.4.1 Configuracao do Dispositivo

As medi¢des de espectroscopia de bioimpedancia foram realizadas com o dispositivo
portatil descrito no Capitulo 4, configurado com os parametros padrao estabelecidos no firmware.
O sinal de excitacao adotado € a sequéncia MLS de ordem n = 10, com N = 1023 bits e frequéncia
de atualizacdo fyy ~ 1,95 MHz, gerando uma resolugdo espectral Af ~ 1,9 kHz e largura
espectral do sinal de excitagdo a —3 dB que se estende até aproximadamente 861 kHz, com o
nimero de médias temporais por espectro fixado em 20, conforme detalhado nas Se¢des 4.3 e 4.1
do Capitulo 4. A banda util metrolégica do dispositivo, estabelecida pela validagido experimental,
€ mais estreita (50-200 kHz, Subse¢ado 4.5.4 do Capitulo 4).

5.4.2 Posicionamento da Ponteira e Padronizacao da Orientacao

O contato entre os eletrodos e a superficie da porcao € estabelecido pelo mecanismo de
ponteira mola-carregada integrado ao dispositivo, descrito na Se¢do 4.8 do Capitulo 4. A forga
de contato é monitorada em tempo real pela célula de carga DYHW-116 acoplada ao mecanismo,
lida pelo conversor HX711, e o valor € registrado como metadado de cada espectro adquirido.

A orientacdo da ponteira em relagc@o ao eixo das fibras musculares foi padronizada para
todas as porcdes, com a linha definida pelos dois eletrodos posicionada paralelamente ao eixo
longitudinal do filé. Essa padronizagdo € necessaria em razdo da anisotropia elétrica do tecido
muscular: a organizagdo paralela das fibras faz com que a condutividade varie com a direcio de
medicao em relagdo ao eixo longitudinal, fendmeno documentado por Damez et al. (2008) em

carne bovina.

5.4.3 Protocolo de Medicao e Repeticoes

Antes de cada série de medicoes, a superficie da por¢ao foi seca com papel absorvente
para remover o excesso de liquido exsudado (drip loss) decorrente do processo de descongela-
mento, etapa relevante sobretudo para o estado descongelado, em que a ruptura das membranas
celulares durante a transicao de fase libera fluido intersticial sobre a superficie do filé, que
poderia contaminar a interface eletrodo—tecido e introduzir variabilidade na medicao. Para cada
por¢do e em cada estado experimental, fresco ou descongelado, foram realizadas trés medicoes
de espectro consecutivas sobre o mesmo ponto de contato, com a ponteira mantida em posicao
fixa e um intervalo de aproximadamente 30 segundos entre medi¢des sucessivas. O intervalo
entre medi¢des permite a estabilizacdo da interface eletrodo—tecido e a dissipacdo de efeitos
transitorios de polarizacdo e de acomodac¢@o mecanica do tecido sob a ponteira mola-carregada,
de modo que as trés aquisicdes amostram a repetibilidade de curto prazo da medi¢do sobre um
mesmo ponto, € nao pontos anatdmicos distintos. O espectro representativo da por¢ao naquele

estado € calculado como a mediana das trés medicdes, reducio robusta a artefatos transitérios da
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cadeia de medicdo, como instabilidades momentaneas de contato e ruido eletronico, que preserva
o valor central caracteristico do ponto medido (Vidacek et al., 2008). A Figura 26 documenta as

trés etapas-chave do procedimento experimental.

Figura 26 — Documentacao fotografica do procedimento experimental: (a) tildpias inteiras
frescas identificadas. (b) filé cortado em por¢des padronizadas de 4 x 4 X 1 cm. (c)
medi¢ao em andamento com o dispositivo aplicado sobre a porcao.

(a) Tilapias inteiras frescas (b) Filé cortado em porgdes (c) Medig¢do em andamento

Fonte: elaborado pelo autor.

Durante cada medicio, os seguintes dados sdo automaticamente registrados pela aplicagdo
Python em computador, conforme descrito na Subsecao 4.7.3 do Capitulo 4: identificador da
porc¢do (filé e posicdo do corte), estado experimental (fresco ou descongelado), temperatura
superficial registrada pelo sensor MLLX90615, forca de contato registrada pela célula de carga,
espectro de impedancia completo, parametros Cole-Cole extraidos pelo firmware, erro residual
do ajuste, data e hora. Esse conjunto de metadados, persistido em formato JSON estruturado
para cada aquisicao, € a unidade béasica de dados que alimenta a andlise computacional descrita
na secao seguinte.

5.5 ANALISE DE DADOS E CLASSIFICACAO POR APRENDIZADO DE MAQUINA

A Figura 27 sintetiza o pipeline de andlise adotado, da aquisi¢ao bruta até a decisao
bindria. Cada etapa € detalhada nas subsecdes seguintes: a construcdo do vetor de caracteristicas
e o pré-processamento na Subsecdo 5.5.1, o classificador na Subsecdo 5.5.2 e os protocolos de
validacdo cruzada na Subsecdo 5.5.3.
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Figura 27 — Pipeline de andlise adotado neste trabalho. Dos 512 pontos complexos brutos do
espectro unilateral, extraem-se oito caracteristicas na banda util (50-200 kHz).
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.5.1 Curadoria e Pré-processamento

Os espectros de impedancia adquiridos foram organizados em uma matriz de caracteristi-
cas em que cada linha corresponde a uma por¢ao biolégica em um dos dois estados experimentais
(fresco ou descongelado), com o espectro representativo dado pela mediana das trés medigdes
individuais, e cada coluna corresponde a uma caracteristica derivada do espectro. O vetor de
caracteristicas que alimenta o classificador € composto por oito caracteristicas espectrais diretas,
extraidas das raias situadas dentro da banda metrologicamente til do dispositivo: o médulo |Z|
e a fase @ em 50, 100 e 200 kHz, complementados por duas razdes entre médulos em frequén-
cias distintas, |Z|(50kHz)/|Z|(200kHz) e |Z|(100kHz)/|Z|(200kHz). Os quatro pardmetros
Cole-Cole (Ry, R, &, f.) extraidos pelo firmware, embora reprodutiveis entre réplicas, foram
avaliados como representagdo alternativa e posteriormente excluidos do vetor de classificacdo em
razdo do mau condicionamento do ajuste do arco na banda do protdtipo, conforme fundamentado
na Subsecdo 6.2.2 do Capitulo 6. As razdes entre frequéncias t€ém o papel de cancelar o erro
sistematico multiplicativo do dispositivo, caracterizado no Capitulo 4 e formalmente registrado
entre as limitagdes conhecidas da calibracio escalar real na Subsecao 4.5.3. Adicionalmente, a
padronizacdo z-score aplicada a cada caracteristica antes da proje¢cdo PCA normaliza independen-
temente a escala de cada raia espectral, conferindo ao pipeline robustez a desvios multiplicativos
constantes da cadeia de medic¢do. Essa combinagdo, razdes entre frequéncias mais padronizacgdo
z-score, € o mecanismo pelo qual o classificador opera de forma invariante ao fator multiplicativo
do dispositivo dentro do escopo deste estudo de viabilidade. A justificativa empirica para a
adocdo da representacdo espectral compacta em detrimento dos pardmetros do modelo Cole-Cole
¢ detalhada na andlise exploratdria do Capitulo 6.

A curadoria dos dados precede o pré-processamento e compreende trés passos. O primeiro
€ a inspec¢ao visual dos espectros adquiridos na aba Spectrum + Cole da aplicagdo Python, com
descarte das aquisi¢des que apresentem artefatos manifestos, como descontinuidades abruptas
no dominio da frequéncia ou valores andmalos de forca de contato registrados pelo HX711. O

segundo € o filtro automatico por erro residual do ajuste Cole-Cole, em que aquisi¢des cujo
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€% exceda um limiar pré-estabelecido sdo marcadas como suspeitas e revistas individualmente.
O terceiro € a verificacdo de outliers multivariados pela distancia de Mahalanobis em relacao
ao centro de cada estado experimental, com descarte de pontos cuja distancia exceda trés
desvios-padrio da distribuic@o correspondente (Kuhn; Johnson, 2013).

O pré-processamento dos dados curados segue duas etapas. A primeira € a padronizacdo
z-score de cada caracteristica, com subtracdo da média e divisdo pelo desvio-padrdo calculados
exclusivamente sobre o conjunto de treinamento de cada particdo da validacdo cruzada. A
segunda € a aplicacdo da andlise de componentes principais (PCA), também com parametros
estimados exclusivamente sobre o conjunto de treinamento, para reduzir a dimensionalidade da
representacdo espectral e atenuar a forte correlacdo entre frequéncias vizinhas, caracteristica dos
espectros de bioimpedancia (Ibba et al., 2021). O nimero de componentes retidos € selecionado
para preservar pelo menos 90% da variincia total, valor consistente com o escopo de estudo de
viabilidade e com o adotado por Fernandez-Segovia et al. (2012) em salmao e por Ibba et al.

(2021) em morangos.

5.5.2 Algoritmo de Classificacao

O classificador adotado neste trabalho € o de k vizinhos mais préximos (KNN), aplicado
sobre as projecdes fornecidas pela PCA. Essa escolha foi justificada na Se¢ao 2.5 do Capitulo 2
pela interpretabilidade da projecao, pela baixa complexidade compativel com a futura execugao
embarcada (Warden; Situnayake, 2020) e pela adequacgdo a conjuntos de tamanho moderado
com varidveis fortemente correlacionadas.

O hiperpardmetro k, nimero de vizinhos consultados na predi¢do, é selecionado por
busca em grade sobre o intervalo k € {1, 3, 5, 7}, com valida¢do cruzada interna sobre cada
particdo de treinamento. A métrica de distincia entre amostras € a euclidiana, calculada sobre as
projecdes padronizadas pela PCA. A predicao da classe é dada pela votacdo majoritaria entre os k
vizinhos mais préximos no espago transformado, sem ponderagdo por distincia na configuragao

principal.

5.5.3 Protocolo de Avaliacao

A avaliacdo do classificador adota dois protocolos de validacdo cruzada complementares,
em coeréncia com a recomenda¢io metodologica apresentada na Subsecao 2.5.3 do Capitulo 2
para estudos com n reduzido de unidades bioldgicas. O primeiro protocolo € a validagdo cruzada
leave-one-fillet-out (LOF10), em que cada iteragdo retém integralmente as trés por¢oes de um
filé como conjunto de teste e treina o classificador sobre as por¢des dos cinco filés restantes,
gerando seis particdes. Esta € a estimativa conservadora, em que o teste ocorre sobre filés jamais
vistos pelo classificador. A nomenclatura adota o filé e ndo o peixe, como unidade biolégica
do esquema de valida¢do, em coeréncia com a unidade efetivamente rastredvel no protocolo de

aquisicao descrito na Subsec¢ao 5.2.1.
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O segundo protocolo € a validacdo cruzada leave-one-portion-out (LOPO), em que cada
iteracdo retém uma porcao como conjunto de teste e treina sobre as dezessete por¢des restantes,
gerando dezoito particdes. Esta € a estimativa otimista, em que multiplas por¢cdes de um mesmo
filé podem ocorrer simultaneamente em treinamento e teste. Como discutido no Capitulo 2, essa
condi¢do viola a hipdtese de independéncia entre observagdes e tende a inflacionar o desempenho
aparente. Portanto, a comparacao entre LOFiO e LOPO opera como o diagndstico empirico de
pseudorreplicacao para este conjunto de dados especifico, com os resultados apresentados no
Capitulo 6.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta e discute os resultados obtidos com o dispositivo portatil de
espectroscopia de bioimpedancia elétrica aplicado a discriminagdo entre filés de tilapia em
estado fresco e descongelado, seguindo o protocolo experimental descrito no Capitulo 5. Os
resultados sdo apresentados em ordem ascendente de complexidade analitica, do conjunto de
dados bruto até as métricas finais do classificador. Primeiro caracteriza-se o conjunto de dados
em termos de amostras vélidas apds o controle de qualidade, em seguida apresenta-se a analise
exploratdria dos espectros e dos parametros Cole-Cole por classe, depois a reducao dimensional
por andlise de componentes principais e finalmente os resultados da classificag@o por k vizinhos
mais proximos sob os dois protocolos de validagdo cruzada definidos na Subsecdo 5.5.3 do
Capitulo 5. O capitulo encerra com a comparacao dos resultados obtidos contra a literatura
de referéncia e com a discussdo das limitacdes estatisticas associadas ao nimero reduzido de

individuos do estudo de viabilidade.

6.1 CARACTERIZACAO DO CONJUNTO DE DADOS

O conjunto de dados final compreende dezoito por¢des pareadas, trés porcoes por filé em
seis filés, medidas em dois estados experimentais consecutivos: fresco, antes do congelamento
e descongelado, apds um ciclo de congelamento e descongelamento conforme descrito no
Capitulo 5. Para cada porcao em cada estado foram registradas trés medicdes independentes,
totalizando cento e oito aquisicdes brutas. As aquisicdes que apresentaram coeficiente de variag@o
de Ry entre as trés réplicas superior a cinco por cento, ou fase em 100 kHz fora da faixa esperada
para tecido muscular de tilapia, foram repetidas com reposicionamento integral da ponteira
sobre a mesma porcao e a versao repetida substituiu a original no conjunto de dados. Em fresco,
foram repetidas seis por¢des no total. Em descongelado, foram repetidas trés por¢des. Apds esse
processo de curadoria por repeti¢cdo, todas as dezoito por¢des pareadas atingiram os critérios de
qualidade em ambos os estados, conforme apresentado na Tabela 7. O conjunto final, com cento
e oito aquisicOes brutas vélidas distribuidas igualmente entre os dois estados, alimenta a andlise
exploratdria e a classificagdo descritas nas se¢oes subsequentes.

A repeti¢do como estratégia de curadoria, em oposi¢do ao descarte, foi viavel neste
estudo porque o protocolo permite manter as por¢des intactas entre tentativas de medi¢do, dado
que o método de bioimpedancia € ndo destrutivo. Essa propriedade permitiu recuperar todas
as porcodes para o conjunto final sem comprometer o pareamento intra-porcdo. As repeti¢oes
foram motivadas predominantemente por coeficiente de variacdo de Ry elevado, indicativo
de instabilidade de contato durante a aquisicdo original. A inspecao das medi¢des repetidas
confirmou o retorno aos critérios de qualidade sem alteracdo sistemdtica dos valores médios dos

parametros, evidéncia de que a fonte de variabilidade era operacional e nao tecidual.
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Tabela 7 — Composi¢ao do conjunto de dados apds controle de qualidade por repeticao.

Filé  Porcoes Porcoes validas (fresco) Porcoes validas (descong.) Validas (%)

P1 3 3 3 100
P2 3 3 3 100
P3 3 3 3 100
P4 3 3 3 100
P5 3 3 3 100
P6 3 3 3 100
Total 18 18 18 100

Fonte: elaborado pelo autor. Cada aquisi¢do corresponde a mediana de trés réplicas
independentes da mesma por¢ao, conforme protocolo descrito na Subse¢do 5.4.3 do Capitulo 5.

6.2 ANALISE EXPLORATORIA DOS ESPECTROS

Antes de qualquer etapa de reducao dimensional ou de classificagdo, os espectros vali-
dados sdo examinados diretamente, com dois objetivos. O primeiro € verificar se o efeito do
congelamento se manifesta de forma visualmente identificdvel e coerente com os mecanismos de
dano celular descritos no Capitulo 3, o que caracteriza qualitativamente a natureza do contraste
entre as classes. O segundo € avaliar quais descritores sao candidatos legitimos a compor o
vetor de caracteristicas, decisao que antecede e condiciona todo o pipeline subsequente. Esta
secdo percorre os trés niveis dessa inspecdo: os espectros médios por classe, a distribuicao dos
parametros do modelo de Cole-Cole e os testes estatisticos pareados sobre as caracteristicas

candidatas.

6.2.1 Espectros Representativos por Classe

O efeito do congelamento sobre o espectro de bioimpedancia é apresentado na Figura 28,
com a mediana e o intervalo interquartil sobreposto para cada estado, em escala logaritmica
de frequéncia. O efeito é qualitativamente assimétrico entre médulo e fase. No médulo |Z|, as
curvas de fresco e descongelado sdo quase coincidentes ao longo de toda a banda observada,
com leve aproximagao em baixas frequéncias e leve afastamento em altas frequéncias, dentro
da banda util entre 50 e 200 kHz (faixa sombreada). Na fase ¢, a separac@o entre estados ¢é
nitida e sistemadtica na banda intermedidria e alta: o tecido fresco apresenta fase mais capacitiva,
atingindo mediana préxima de —15° em torno de 100 kHz, enquanto o tecido descongelado
apresenta fase cerca de 2,5 vezes menor em médulo, com mediana préxima de —6° na mesma
frequéncia. Esse comportamento € coerente com a teoria de ruptura da membrana celular durante
o congelamento, descrita na Sec¢do 3.2 do Capitulo 3, segundo a qual a destrui¢do da bicamada
lipidica reduz a contribui¢do capacitiva da membrana ao espectro e aproxima a resposta do
tecido ao limite resistivo (Grimnes; Martinsen, 2015; Vidacek et al., 2008). A faixa interquartil
estreita em ambos os estados indica baixa variabilidade entre por¢des e entre filés, evidéncia da

reprodutibilidade do efeito.
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Figura 28 — Espectros de bioimpedancia representativos: médulo |Z| e fase ¢ em fungdo da
frequéncia, para os estados fresco e descongelado. Linha continua: mediana das
porcoes vdlidas. Faixa sombreada (curva): intervalo interquartil. Faixa cinza (eixo):
banda 1til 50200 kHz estabelecida no Capitulo 4.
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Fonte: elaborado pelo autor.

6.2.2 Distribuicao dos Parametros Cole-Cole

A distribui¢do dos quatro parametros Cole-Cole extraidos pelo firmware é apresentada na
Figura 29. Conforme antecipado no Capitulo 4, esses parametros sdo tratados como descritores
reprodutiveis entre réplicas, ndo como medidas absolutas das propriedades intrinsecas do tecido.
Empiricamente, o parametro que exibe maior separacdo aparente entre os estados € R.,, com
mediana de cerca de 100  em fresco e de cerca de 154 Q em descongelado. O parametro c,
que descreve a depressao do arco, apresenta tendéncia decrescente de fresco para descongelado,
com mediana de 0,56 para 0,47, ainda que haja sobreposi¢do entre as classes. Os parametros R

e f. ndo apresentam separac¢do discernivel entre as classes.

Figura 29 — Distribuicdo dos pardmetros Cole-Cole por classe. (a) Ry, (b) R, (¢) &, (d) f. em
escala logaritmica.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Essas distribui¢des sdo condicionadas por uma limitagdo metrolégica que afeta os quatro
parametros Cole-Cole. A estimacdo decorre do ajuste de um arco dnico ao espectro medido,

cujos dois limites assint6ticos situam-se fora da banda metrologicamente confidvel do protétipo,
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caracterizada na Subsecdo 4.5.4 do Capitulo 4. A frequéncia caracteristica medida, com mediana
em torno de 130 kHz, encontra-se de fato dentro da banda util, de modo que o apice do arco
€ amostrado. J4 as duas extremidades das quais derivam R( e R.. situam-se fora dessa faixa.
A Figura 30 compara para uma porcao representativa o espectro medido e o arco ajustado:
na extremidade inferior, o médulo medido excede o proprio R estimado, comportamento
incompativel com um arco Cole-Cole simples e atribuivel a polarizacdo de eletrodo e ao erro
sistematico dependente da amostra. Na extremidade superior, R.. situa-se em torno da metade
do mdédulo ainda medido em 200 kHz, evidenciando que o arco ndo se fecha dentro da faixa
confidvel e que R. resulta de extrapolagdo para além dela. O residuo mediano do ajuste em
modulo ultrapassa 25% na banda de 2 a 20 kHz, contra cerca de 3% na banda de 50 a 200 kHz, e
os parametros variam de forma errdtica entre por¢des, sinais conjuntos de mau condicionamento
do ajuste (Marcondes et al., 2025; Freeborn; Critcher, 2021).

Figura 30 — Espectro medido (marcadores) e arco Cole-Cole ajustado (linha tracejada) para uma
porcao representativa, em modulo e fase. A faixa sombreada indica a regido de
baixa frequéncia em que o ajuste se afasta do dado medido.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Esse condicionamento instrumental recomenda cautela na interpretacao biofisica da
separacdo aparente em R... O marcador cldssico do dano de membrana € a queda de Ry, a medida
que a ruptura das membranas torna o meio intracelular acessivel a corrente em baixa frequéncia
(Grimnes; Martinsen, 2015). Nos dados deste trabalho, Ry permanece praticamente invariante
entre os estados e a variacdo concentra-se em R, padrio atipico para a interpretacao canonica
e mais coerente com o mau condicionamento do ajuste do que com um mecanismo biofisico.
Conclui-se que nenhum dos quatro parametros Cole-Cole constitui descritor quantitativo confia-
vel neste protétipo. Por esse motivo, eles foram excluidos do vetor de caracteristicas da etapa
de classificacdo, que passa a apoiar-se exclusivamente nas caracteristicas de fase e de médulo
medidas diretamente nas raias da banda util. O critério de exclusdo € a qualidade metroldgica do
ajuste, estabelecida de modo independente do rétulo de classe, e ndo o desempenho do classifi-

cador, de forma que nao configura selecdo de varidveis enviesada. Além disso, o desempenho
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reportado na Sec¢do 6.4 é obtido sem esses parametros, o que indica que sua eventual contribui¢dao
discriminante seria, na melhor das hipdteses, redundante com a informagao ja contida nas raias

diretas.

6.2.3 Testes Estatisticos Iniciais

A Tabela 8 apresenta o teste de Wilcoxon pareado intra-por¢ao para cada caracteristica
medida diretamente que compde o vetor de classifica¢do, dado que a hipétese de normalidade ndo
foi assumida em razdo do nimero reduzido de pares (n = 18). Os valores reportados confirmam
quantitativamente o padrdo observado na analise visual. As fases em 50 e em 100 kHz sao
as caracteristicas de maior separacdo, ambas com W exatamente igual a zero e p < 1074, o
que indica que todas as dezoito por¢des apresentaram desvio no mesmo sentido (fase menos
capacitiva no estado descongelado). Entre as duas, a de 100 kHz apresenta a maior magnitude
de efeito, com a mediana passando de —15,12° para —5,87°, contra —7,61° para —4,12° em
50 kHz. A fase e o médulo em 200 kHz apresentam separacao significativa ao nivel p < 0,05.
Em contraste, o médulo em 50 e 100 kHz ndo apresenta evidéncia estatistica de separacdo ao
nivel usual. O teste é empregado em cardter confirmatério e ndo filtra as caracteristicas que
entram no pipeline, de modo a preservar a independéncia entre a selecao de caracteristicas e a

estimacao de desempenho.

Tabela 8 — Testes pareados intra-porcao (Wilcoxon, n = 18) para caracteristicas candidatas.

Caracteristica Med. fresco Med. descong. W p-valor

1Z| @ 50 kHz 305,8 304,0 80,0 0,832
1Z| @ 100 kHz 277.0 285,1 490 0,119
1Z| @ 200 kHz 232.4 252.5 340  0,024*
¢ @ 50 kHz —~7.,61 —4.12 0,0 <107
¢ @ 100 kHz —15,12 —5,87 0,0 <1074
¢ @ 200 kHz —10,49 —5,78 350  0,027*

Fonte: elaborado pelo autor. Significancia: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

6.3 REDUCAO DIMENSIONAL POR ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

6.3.1 Variancia Explicada

A andlise de componentes principais foi aplicada sobre o vetor de caracteristicas composto
pelos médulos e fases em 50, 100 e 200 kHz e pelas razdes entre mdédulos em frequéncias distintas,
totalizando oito caracteristicas medidas diretamente, apds a exclusdo dos pardmetros Cole-Cole
justificada na Subsecdo 6.2.2. A Figura 31 apresenta a variancia explicada cumulativa em fung¢ao
do nimero de componentes principais retidos. O primeiro componente principal captura cerca
de 64% da variancia total, o segundo cerca de 18% e o terceiro cerca de 12%, de modo que a

soma dos trés primeiros componentes ultrapassa 90% da variancia. Esse decaimento acentuado
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reflete a forte correlac@o entre as caracteristicas de modulo e de fase amostradas em frequéncias
vizinhas e indica que a estrutura do conjunto se concentra em poucas direcdes no espaco de
caracteristicas. O nimero de componentes selecionado para a etapa de classificacao € trés, de

modo a satisfazer o critério de preservacdo de 90% da variancia estabelecido no Capitulo 5.

Figura 31 — Variancia explicada cumulativa em fun¢ao do nimero de componentes principais.
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Fonte: elaborado pelo autor.

6.3.2 Projeciao nos Componentes Principais

A Figura 32 apresenta a projecao das trinta e seis amostras em dois planos do espago
de trés componentes principais. No plano PC1xPC2, as classes fresco e descongelado se
separam ao longo do eixo PC1, com o tecido fresco concentrado na regido de PC1 negativo a
moderadamente positivo e o tecido descongelado na regiao de PC1 positivo, enquanto o eixo
PC2 ndo exibe separagdo entre estados, captando predominantemente variabilidade intra-classe
entre porcoes e entre filés. O plano PC1 xPC3 evidencia que a estrutura discriminante nao se
restringe ao PC1: o terceiro componente também contribui para a separacdo, de modo que as
classes se distinguem com maior nitidez quando PC3 € considerado em conjunto com PCI.
A separacdo ndo € estritamente linear, pois algumas por¢des de tecido fresco situam-se na
regido ocupada pelo grupo descongelado, evidéncia de variabilidade bioldgica que € discutida na
andlise da classificacdo. A marcagdo dos pontos por filé revela que por¢des de um mesmo filé se
distribuem amplamente ao longo de PC1, sem tendéncia a agrupamento, padrdo consistente com
a expectativa de que o efeito do congelamento, que atua intra-por¢do pelo pareamento, domina

sobre a variabilidade inter-filé no espaco reduzido pela PCA.
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Figura 32 — Projecao das amostras em dois planos do espaco de componentes principais:
PC1xPC2 (esquerda) e PC1xPC3 (direita), coloridas por classe (fresco e
descongelado) e marcadas por filé (P1 a P6).
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Fonte: elaborado pelo autor.

6.4 CLASSIFICACAO FRESCO VERSUS DESCONGELADO

6.4.1 Selecao do Hiperparametro k

A Figura 33 apresenta a acurdcia LOFiO em funcao do valor de k, calculada por busca
exaustiva no intervalo k € {1,2,...,9}. O melhor desempenho ¢ obtido em k = 1, com queda
monodtona da acurdcia a medida que k aumenta. O processo de validacio cruzada externa adotado
na sequéncia seleciona k separadamente em cada particdo, dentre os valores k € {1, 3,5, 7},
por validagdo cruzada interna LOFiO sobre o conjunto de treinamento. Em todas as parti¢cdes
externas o valor de k = 1 foi selecionado, padrdo coerente com a separagdo visual nitida entre
classes observada na Figura 32. Esse comportamento € discutido na Se¢do 6.8 como uma
caracteristica esperada de conjuntos pequenos com efeito bioldgico dominante, € como limitagdo
a ser enderecada em estudos com n ampliado, em que valores intermedidrios de k tipicamente

passam a fornecer melhor compromisso entre viés e varidncia (Kuhn; Johnson, 2013).

Figura 33 — Acurdcia LOFiO em fung¢do do valor de k (1 a 9 vizinhos).
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Fonte: elaborado pelo autor.
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6.4.2 Validacao Cruzada Leave-One-Fillet-Out

A classificagdo sob o protocolo LOFiO foi avaliada com seis parti¢des, retendo as trés
porcdes de um filé como conjunto de teste a cada iterag@o e treinando o classificador KNN sobre
as quinze porg¢des dos cinco filés restantes. As Tabelas 9 e 10 consolidam a matriz de confusao
e as métricas sobre as seis particdes combinadas. O desempenho do classificador € elevado,
com acurdcia de 97,2% e Fl-score macro idéntico. O tunico erro de classificagdo ocorre em
uma porc¢do que pertence a um filé cujo estado fresco se mistura com por¢des descongeladas no
espaco PCA, conforme antecipado pela andlise visual da Figura 32. Esse erro € assimétrico, na
dire¢do em que uma porg¢ao fresca foi classificada como descongelada. Tratando-se de um tnico
erro, essa assimetria nao permite inferir um viés sistemético do limite de decisdo, e € atribuida
a variabilidade biolégica de uma porc¢ao fresca atipica, cujo espectro se aproxima do padrao
caracteristico do tecido descongelado. A andlise por particdo mostra que o erro se concentra em

um unico filé, sem padrdo sistemdtico entre os demais.

Tabela 9 — Matriz de confusdo consolidada sob o protocolo LOFiO.

Predito fresco Predito descongelado
Real fresco 17 1
Real descongelado 0 18
Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 10 — Métricas de classifica¢do sob o protocolo LOFiO.

Métrica Valor
Acuricia global 0,972
Precisio (fresco) 1,000
Sensibilidade (fresco) 0,944
Precisdo (descongelado) 0,947
Sensibilidade (descongelado) 1,000
Fl1-score macro 0,972

Fonte: elaborado pelo autor.

6.4.3 Validacao Cruzada Leave-One-Portion-Out

A classificacdo sob o protocolo LOPO foi avaliada com dezoito parti¢des, retendo a cada
iteracdo as duas aquisi¢cdes pareadas de uma mesma porgao (estados fresco e descongelado)
como conjunto de teste e treinando o classificador KNN sobre as dezessete por¢des restantes.
Cabe observar que, nesse esquema, a aquisicdo pareada da porcdo em teste € removida em
conjunto do treinamento, evitando o vazamento direto de informacgao entre os pares. Contudo,
as demais por¢des do mesmo filé permanecem no conjunto de treinamento, o que confere ao
protocolo cardter menos conservador que o LOFiO, em que o filé inteiro € retido. As Tabelas 11

e 12 apresentam a matriz de confusdo e as métricas globais, consolidadas sobre as trinta e seis
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aquisi¢des classificadas ao longo das dezoito parti¢des. Sob o pipeline PCA seguida de KNN,
o protocolo LOPO atinge acuracia de 91,7%, com trés por¢odes de tecido fresco classificadas
como descongeladas e nenhum erro na classe descongelado. Portanto, o desempenho ¢ inferior
ao do protocolo LOFiO, ainda que o LOPO seja o protocolo menos conservador. Essa diferenca,
equivalente a dois erros adicionais sobre trinta e seis classificagdes, situa-se dentro da margem
de incerteza esperada para um conjunto de n = 18 porcdes e € discutida na subsecao seguinte.
Os trés erros mantém a mesma dire¢do observada no LOFiO, incidindo sobre porcdes de tecido

fresco cujo espectro se aproxima do padrao do tecido descongelado.

Tabela 11 — Matriz de confusdo consolidada sob o protocolo LOPO.

Predito fresco Predito descongelado
Real fresco 15 3
Real descongelado 0 18
Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 12 — Métricas de classificagdo sob o protocolo LOPO.

Métrica Valor
Acurécia global 0,917
Precisio (fresco) 1,000
Sensibilidade (fresco) 0,833
Precisdo (descongelado) 0,857
Sensibilidade (descongelado) 1,000
Fl1-score macro 0,916

Fonte: elaborado pelo autor.

6.4.4 Comparacio entre os Protocolos

A Tabela 13 apresenta a comparagdo direta entre os protocolos LOFiO e LOPO. Sob o
pipeline PCA seguida de KNN, os dois protocolos ndo produzem resultados idénticos: o LOFiO
atinge 97,2% de acuricia e o LOPO 91,7%, diferenga equivalente a dois erros sobre trinta e seis
classificagdes. A primeira vista o sentido dessa diferenca é contraintuitivo, pois 0 LOPO é o
protocolo menos conservador e seria de esperar desempenho igual ou superior ao do LOFiO. A
explicacdo ndo € metodoldgica, mas estatistica: com n = 18 porg¢des, a incerteza associada a
estimativa de acurdcia é ampla, e diferencas da ordem de um a trés erros entre protocolos nao
sdo estatisticamente distinguiveis. O que se pode afirmar € que ambos os protocolos situam o
desempenho do classificador na faixa de 0,92 a 0,97 e ndo que um protocolo seja superior ao
outro. A estimativa de referéncia adotada neste trabalho permanece a do protocolo LOFiO, por
ser o mais conservador e por eliminar a pseudorreplicacio intra-filé ao reter o filé inteiro do

conjunto de treinamento.
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Neste contexto, a redu¢do dimensional pela PCA cumpre papel de regularizagdo. Uma
andlise auxiliar sem aplica¢do da PCA, com o vetor de oito caracteristicas em sua dimensio-
nalidade plena, eleva a acuricia para 100% sob LOFiO e 97,2% sob LOPO. Esse desempenho
aparentemente superior € sintoma de sobreajuste favorecido pela elevada dimensionalidade frente
ao numero reduzido de amostras, € ndo uma estimativa robusta de generalizacdo. A projecao
sobre os trés primeiros componentes principais descarta as direcdes de menor variancia, nas quais
reside boa parte do ruido de ajuste, e produz uma estimativa mais conservadora de desempenho.
Essa propriedade tem ainda implicacao prética para a evolucao do sistema: o vetor compacto
de trés componentes principais impde carga computacional inferior ao vetor de caracteristicas
original, favorecendo a transposicao futura do classificador para execucao embarcada no proprio
microcontrolador, dire¢do discutida na Secao 6.9.

Tabela 13 — Comparagdo entre os protocolos de validag¢ao cruzada LOFiO e LOPO.

Métrica LOFiO LOPO Diferenca
Acuricia global 0,972 0,917 0,055
F1-score macro 0,972 0,916 0,056
Precisao (fresco) 1,000 1,000 0,000
Sensibilidade (fresco) 0,944 0,833 0,111
Precisdo (descongelado) 0,947 0,857 0,090

Sensibilidade (descongelado) 1,000 1,000 0,000
Fonte: elaborado pelo autor.

6.5 ANALISE POR BANDA ESPECTRAL

A andlise da contribuicdo relativa de diferentes regidoes do espectro a classificacao foi
conduzida treinando o classificador KNN apenas sobre subconjuntos de caracteristicas extraidas
de cada banda espectral. A Tabela 14 apresenta a acurdcia LOFiO obtida em cada configuracgao.
A banda alta, integralmente contida na banda til (50-200 kHz) metrologicamente caracterizada
no Capitulo 4, atinge isoladamente acurécia de 97,2%, idéntica ao desempenho do classificador
completo. A banda intermedidria atinge 91,7% e a banda baixa, fora da banda util, atinge 86,1%.
A combinacgdo de todas as bandas atinge acurdcia de 100% nesta representagdo, sugerindo
informacdo complementar entre regides do espectro, ainda que a maior parte da capacidade
discriminante esteja concentrada na banda alta. Esse valor exige duas qualificagdes. Primeiro,
a andlise por banda emprega uma representacdo baseada exclusivamente em raias espectrais
(moddulo e fase amostrados dentro de cada banda), distinta do vetor de caracteristicas completo
utilizado na Secao 6.4, por essa razdo a configuracdo de banda completa nao é diretamente
compardvel a acurdcia de 97,2% do classificador principal. Segundo, dado o nimero reduzido
de por¢des (n = 18), uma acuracia de 100% deve ser interpretada como limite otimista sujeito
a sobreajuste e ndo como estimativa robusta de desempenho generalizdvel. A estimativa de

referéncia deste trabalho permanece os 97,2% obtidos sob LOFiO com o vetor de caracteristicas
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completo. O resultado por banda é portanto evidéncia qualitativa de complementaridade espectral,
nao um ganho de desempenho a ser reportado como métrica principal. Esse achado € coerente
com a interpretacdo biofisica do efeito do congelamento: a ruptura das membranas celulares
reduz o caréter capacitivo do tecido, observdvel como a queda do angulo de fase na regido da
dispersao 3, que se estende pela banda intermedidria e alta caracterizada metrologicamente no
dispositivo. A maior capacidade discriminante da banda alta deve ser interpretada com cautela:
ela coincide com a banda metrologicamente confidvel do protétipo, de modo que parte do
contraste entre as bandas reflete a qualidade da medic¢do, e ndo apenas a localizagcdo do efeito
biofisico. Achado direcionalmente compativel € reportado por Vidacek et al. (2008) em robalo,
em que a reatancia acima de 500kHz € apontada como a varidvel mais sensivel a histéria de
congelamento, tendéncia coerente com a maior capacidade discriminante observada aqui nas

frequéncias mais altas da banda caracterizada.

Tabela 14 — Acuricia do classificador por banda espectral, sob LOFiO.

Banda Faixa de frequéncia Acuracia LOFiO
Baixa 2a20kHz 0,861
Intermedidria 20 a 100 kHz 0,917
Alta 100 a 200 kHz 0,972
Banda completa 22200 kHz 1,000

Fonte: elaborado pelo autor.

6.6 COMPARACAO COM A LITERATURA

A Tabela 15 posiciona os resultados deste trabalho no contexto da literatura de discri-
minacdo de pescado fresco versus congelado-descongelado por bioimpedancia. A acuricia de
97,2% sob LOFiO refere-se a discriminagdo bindria fresco/descongelado, tarefa que os estudos
de referéncia identificam como consistentemente vidvel por bioimpedancia. A classificagdo em
mais grupos, por tempo de armazenamento ou nimero de ciclos, mostra-se sensivelmente mais
dificil e esté fora do escopo deste trabalho.

Os estudos de Vidacek et al. (2008) e Ferndndez-Segovia et al. (2012) ilustram esse
contraste. Em robalo, com equipamento comercial de laboratério, Vidacek et al. (2008) clas-
sificaram amostras em cinco grupos por PCA seguida de andlise discriminante, obtendo 78%
de classificacdo correta sob validacdo cruzada e identificando a reatincia acima de 500kHz
como a varidvel mais sensivel a histéria de congelamento. Esse achado € direcionalmente consis-
tente com o observado aqui, em que as frequéncias mais altas concentram parte expressiva do
poder discriminante, ainda que a banda caracterizada se limite a 200kHz pela faixa do instru-
mento de referéncia. Em salmao, Ferndndez-Segovia et al. (2012) alcangaram a discriminacao
bindria fresco/descongelado pela primeira fun¢ao discriminante, embora a classificacdo nas
cinco classes consideradas tenha atingido 71,93%, sem separagdo entre os diferentes tempos de

armazenamento.
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Ja Zhang et al. (2024), também em salmdo e com n = 30 individuos, reportam acurécia
proxima de 98% em discriminacdo multiclasse (fresco, um ciclo e multiplos ciclos) usando
floresta aleatdria sobre caracteristicas extraidas em duas frequéncias discretas (1 e 16 kHz),
evidéncia adicional de que a bioimpedancia suporta classificadores supervisionados de elevada
acurécia em pescado.

Portanto, o posicionamento dos resultados deste trabalho em relagdo a literatura € fa-
voréavel, com a ressalva de que o n aqui adotado € reduzido frente aos demais estudos e que a
generalizacdo populacional do classificador requer validagao adicional, conforme discutido na
Sec¢do 6.8.

Tabela 15 — Comparacdo com trabalhos da literatura.

Referéncia Espécie n Faixa de freq. Classificador Classes Acuracia
Vidacek et al. (2008) Robalo 100 individuos 1HzalMHz PCA+DA 5 grupos 0,78
Fernandez-Segovia et al. (2012) Salmdo 30 amostras 1HzalMHz PCA +DA 5 grupos 0,72
Zhang et al. (2024) Salmido 30 individuos 1e 16 kHz RF 3 classes 0,98
Este trabalho (LOFiO) Tildpia 6 filés 50a200kHz PCA + KNN 2 classes 0,972
Este trabalho (LOPO) Tilapia 6 filés 50a200kHz PCA +KNN 2 classes 0,917

Fonte: elaborado pelo autor com base nas referéncias citadas.

6.7 CENARIO DE USO PREVISTO E REGIME DE TREINAMENTO

Os resultados apresentados até aqui foram obtidos em regime de laboratério, com o
classificador executado em computador sobre os espectros transmitidos pelo dispositivo. Esta
se¢do explicita como o mesmo pipeline operaria em uso de inspe¢do, questdo levantada durante
a avaliaca@o do trabalho e relevante para dimensionar o alcance pratico da contribuicao.

O treinamento € uma etapa offline e nao recorrente. Ele € executado uma tnica vez sobre
um conjunto de referéncia rotulado, construido nas condi¢des de operacgdo pretendidas, e produz
trés artefatos de dimensao reduzida: o vetor de médias e desvios-padrao da padronizagdo z-score
com oito pares de valores, a matriz de projecdo da PCA de dimensao 8 x 3, e o conjunto de treino
ja projetado no espaco de trés componentes, com um ponto por aquisi¢do. A predi¢do por KNN
reduz-se ao cdlculo de algumas dezenas de distincias euclidianas em R3. Portanto, o dispositivo
em campo nao treina: ele apenas aplica um modelo ja ajustado, e a decisao fresco/descongelado
pode ser emitida no préprio instrumento, conforme a dire¢do de evolucdo discutida na Secao 6.9.

O modelo treinado ndo € universal, e a delimitacdo de sua validade € parte da resposta.
Um modelo ajustado sobre tildpia nao se transfere diretamente a outra espécie, uma vez que
a composicao do musculo e a geometria do filé alteram o espectro de referéncia. Do mesmo
modo, alteragdes no protocolo de medi¢do que modifiquem a interface eletrodo—tecido, como
a substitui¢do do material do eletrodo, a mudanga da geometria da ponteira ou a operagao em
temperatura distinta da faixa de 4 + 1°C adotada neste trabalho, deslocam sistematicamente
as caracteristicas de entrada e exigem novo treinamento. O mesmo se aplica a uma revisao de

hardware que altere a resposta do front-end. Ja a variabilidade esperada dentro do escopo de
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treinamento, entre individuos, lotes e safras da mesma espécie, é a que o préprio conjunto de
treino deve cobrir, o que refor¢ca a recomendacao de ampliacdo amostral com diversificagdo de
origens registrada na Secdo 6.9.

Em operagao de rotina, o regime previsto combina um treinamento tinico por configuragdo
(espécie, eletrodo, faixa térmica, revisdo de hardware) com uma verificagdo metrologica periddica
de baixo custo: a medi¢do de uma carga RC de referéncia no inicio de cada sessdo, conforme o
procedimento da Secdo 4.4 do Capitulo 4, confirma que a cadeia de medi¢dao permanece dentro
da faixa em que o modelo treinado € valido. Um desvio sistemdtico dessa verificacdo em relagdo
ao valor esperado € o indicador prético de que o modelo requer recalibracio ou retreinamento, e

nao uma decisdo a ser tomada por inspecdo dos resultados de classificacao.

6.8 LIMITACOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste capitulo s@o consistentes com a hipétese de viabilidade
do dispositivo portétil para discriminagdo entre tildpia fresca e descongelada e devem ser
interpretados dentro do escopo declarado do estudo, com aten¢do as limitagdes descritas a seguir.

Uma limitacdo de natureza distinta das demais diz respeito a relacdo entre a premissa
tecnoldgica do trabalho, a espectroscopia em banda larga com descritores do modelo Cole-Cole,
e o resultado efetivamente entregue, uma classificagdo apoiada em caracteristicas espectrais
diretas dentro de uma banda de 50 a 200kHz. Essa distancia € decomposta a seguir em suas
causas, uma vez que as implicacdes sdo diferentes em cada caso.

Quanto a banda larga, é necessdrio separar a arquitetura de sua validacdo. A cadeia
de excitacdo e aquisicdo em banda larga foi integralmente implementada e opera conforme
projetado: a MLS de ordem 10 € gerada a f,, ~ 1,95 MHz, o sistema amostra até a frequéncia de
Nyquist de aproximadamente 975kHz e o espectro completo € obtido em uma tinica aquisi¢ao
de 525 us, requisito que motivou a escolha da técnica e que nenhum instrumento de varredura
sequencial atende. A banda de 50 a 200kHz ndo é a banda de operacdo do dispositivo, mas
a banda em que foi possivel certificar a medi¢do, e seus dois limites t€m origens externas
e identificadas: o limite superior decorre da faixa de operagdo do instrumento comercial de
referéncia disponivel, o Emstat4R, e ndo de limitacao do protétipo. O limite inferior decorre da
polariza¢do da interface eletrodo—tecido dos eletrodos de niquel nu combinada aos capacitores
de acoplamento de dielétrico X5R, ambos enderecaveis pelas substituicdes de componente ja
detalhadas na Secdo 6.9. Portanto, o que permanece nao demonstrado nio € a viabilidade da
abordagem de banda larga, e sim a extensdo da faixa metrologicamente certificada até os limites
da arquitetura.

Quanto ao modelo Cole-Cole, o trabalho o adota como referencial de projeto e o entrega
implementado: o ajuste é executado no firmware, os quatro parametros sao estimados a cada
aquisi¢do, sua distribuicdo por classe € caracterizada e sua reprodutibilidade entre réplicas

¢é verificada (Subsecdo 6.2.2). A exclusdo desses pardmetros do vetor de classificagdo € um
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resultado metrolégico do trabalho, obtido por critério independente do rétulo de classe: o arco
ndo se fecha dentro da banda certificada, de modo que R e R.. resultam de extrapolagdo. Trata-se
de uma constatacdo sobre a banda do protétipo, € ndo sobre a adequacao do modelo ao problema,
e ela é diretamente reversivel pela ampliacdo da banda ttil. Reconhece-se, ainda assim, que a
caracterizacao sistematica de o em filé de tilapia, anunciada no Capitulo 2 como contribui¢do
original, permanece condicionada a essa ampliac@o e ndo pode ser considerada estabelecida a
partir dos dados aqui apresentados.

A limitagdo de maior impacto sobre a generalizacdo € o tamanho amostral reduzido, com
seis filés e auséncia de rastreabilidade individual ao peixe de origem. Esse limite estabelece
a unidade biolégica do estudo no filé, e a generalizacdo populacional a individuos nao vistos
requer validacdo adicional com n ampliado, conforme detalhado na Se¢do 6.9. O n deste trabalho
€ compativel com o adotado por Dell’Osa et al. (2021) em estudo de viabilidade equivalente em
carne bovina.

A homogeneidade da matéria-prima constitui uma segunda limitagdo. As tildpias foram
adquiridas de uma unica fonte comercial, em uma unica esta¢do do ano, com regime alimentar e
idade ao abate aproximadamente uniformes. A transferéncia dos resultados para outras origens,
estagcdes ou regimes de criagdo ndo € direta, e a inclusdo de multiplas origens e safras em estudos
subsequentes ampliaria a robustez do classificador.

A faixa metroldgica util do dispositivo, conforme caracterizado no Capitulo 4, € limitada
a banda de 50 a 200 kHz, com erro relativo do médulo entre —10% e —20% e diferenca de
fase inferior a um grau. A andlise por banda (Secdo 6.5) mostra que essa banda concentra o
poder discriminante e que o uso de razdes entre frequéncias mitiga o impacto do erro sistemdtico
multiplicativo nas caracteristicas usadas pelo classificador.

O delineamento adotado contempla um tnico ciclo de congelamento e descongelamento.
A avaliacdo de multiplos ciclos consecutivos foi deixada para trabalhos futuros em razdo da
janela temporal do estudo, e a literatura sugere que efeitos cumulativos sdao detectaveis por
bioimpedancia em produtos pesqueiros (Dell’Osa et al., 2021; Vidacek et al., 2008).

O estudo ndo inclui comparacgdo direta com métodos de referéncia tradicionais para de-
teccdo de fraude de descongelamento, como dosagem de histamina, valor-K ou anélise sensorial.
Tal compara¢@o ampliaria a confianca nos resultados, mas estaria fora do escopo de um estudo
de viabilidade de dispositivo e € deixada como dire¢cdo complementar para a validacao futura do

método.

6.9 TRABALHOS FUTUROS

A continuidade natural deste estudo de viabilidade envolve melhorias instrumentais no
hardware do dispositivo, refinamento dos procedimentos de calibracdo e ampliacdo do escopo
experimental, organizadas a seguir em ordem de impacto esperado sobre a qualidade do espectro

de bioimpedancia e sobre a validade externa do estudo.
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A direcdo de maior impacto sobre a qualidade do espectro € a substituicao dos eletrodos
bipolares de niquel nu, escolhidos no Capitulo 4 por simplicidade construtiva, por eletrodos
de prata clorada (Ag/AgCl). O par redox Ag/AgCl permite troca livre de ions cloreto com
o eletrdlito, caracterizando-se como nado polarizavel (Mirtaheri; Grimnes; Martinsen, 2005;
Kurniawan et al., 2022). O impacto esperado € a reducgdo do erro sistematico do médulo abaixo
de 50 kHz e a ampliacdo da banda metrologicamente ttil para a dispersdo 8 completa, o que
permitiria recuperar a estimagdo confidvel dos parametros Cole-Cole, invidvel na banda atual
conforme discutido na Subsecao 6.2.2, com implementacdes descartdveis em substratos téxteis
ou em filmes flexiveis compativeis com a aplicagdo em pescado (Kurniawan et al., 2022).
Complementarmente, a substitui¢ao dos capacitores de acoplamento (C39, C42, C43, dielétrico
X5R) por capacitores de dielétrico COG ou NP0, com coeficiente de tensdo essencialmente
nulo, eliminaria distor¢ao residual de fase e contribuiria para a reducao do erro sistemético
multiplicativo da magnitude.

A evolugd@o metroldgica subsequente € a substitui¢do da calibragao escalar real Zg,;, por
um fator complexo dependente da frequéncia H(f) = a(f) + jb(f), ajustado por caracterizagio
estendida com multiplas cargas R || C de referéncia cobrindo a faixa dtil do dispositivo, conforme
indicado na Subsecdo 4.5.3 do Capitulo 4. Essa correcao endere¢a simultaneamente a variagdo de
fase do front-end nos extremos da banda e o pequeno deslocamento da frequéncia caracteristica
efetiva observado sobre cargas reativas, permitindo a comparagdo quantitativa direta de valores
absolutos de impedancia entre dispositivos e sessdes experimentais distintas.

Uma direcdo complementar ao refinamento da plataforma computacional é o redesenho
da sequéncia MLS com base na informacao extraida pela PCA durante a etapa de classificagao.
A andlise dos loadings das componentes principais retidas identifica as raias espectrais que
concentram o poder discriminante entre os estados fresco e descongelado, em coeréncia com o
achado da Sec¢do 6.5 de que a banda alta (100-200 kHz) responde por parte expressiva da acuracia
do classificador. Uma MLS futura projetada para concentrar poténcia nessa banda especifica, por
meio de redu¢do da ordem, deslocamento da banda util ou substituicao por excitagdo multitonal
sincronizada, simplificaria a etapa de excitacdo, reduziria o tempo total de aquisicdo e elevaria a
relacdo sinal-ruido nas raias relevantes. Em conjunto com a transposicado do classificador PCA
seguida de KNN para execucdo embarcada, vidvel dado o vetor compacto de trés componentes
principais, essa otimiza¢do aproxima o dispositivo de uma versao de campo auténoma, capaz de
emitir decisdo de classificacio on-device sem necessidade da aplicagdo gateway em computador
para a etapa de aprendizado de maquina.

No nivel da plataforma computacional, a migracdo do STM32F303CBT6 para a familia
STM32G4, em particular o STM32G474, preserva a arquitetura de quatro ADCs com DMA
e amplia recursos criticos: 512 kB de flash, 128 kB de SRAM e resolucao efetiva estendida
a 16 bits no modo oversampling mantendo taxa de amostragem equivalente. Em paralelo, a
substituicdo do médulo ESP32-C3 por um SoC dedicado a BLE de ultrabaixa poténcia, como
0 nRF52840 da Nordic Semiconductor (corrente de 6,4 mA em transmissdo a0 dBme 0,4 uA
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em modo System OFF (Nordic Semiconductor, 2024), contra 5 A em deep sleep no ESP32-C3
(Espressif Systems, 2024)), permitiria reduzir o consumo em idle em mais de uma ordem de
grandeza, com impacto direto sobre a autonomia de aproximadamente trés horas caracterizada
na Subsecdo 4.8.1.2. A perda do Wi-Fi é compensada pela aplicagdao gateway em computador ja
implementada neste trabalho.

A continuidade metodoldgica passa pela ampliacao do conjunto amostral para n compati-
vel com inferéncia populacional (na ordem de 30 a 50 individuos), com rastreabilidade individual
ao peixe e diversificacdo de origens, safras e regimes alimentares. A validacdo cruzada deve
entdo ser executada sob o protocolo LOFO (leave-one-fish-out) genuino, com agrupamento por
individuo identificado e os resultados confrontados com método de referéncia laboratorial para
deteccdo de descongelamento. Em paralelo, a caracterizacdo do efeito de multiplos ciclos de
congelamento e descongelamento constitui uma direcao experimental de interesse aplicado, dado
que a literatura sugere que ciclos adicionais intensificam o dano celular cumulativamente, e
a possibilidade de distinguir entre um e multiplos ciclos por bioimpedancia amplia o alcance

pratico da técnica para a deteccdo de fraude na cadeia de distribuigdo.

6.10 DECLARACAO DE USO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL GENERATIVA

Durante a preparagdo desta dissertacdo, foram utilizadas ferramentas de inteligéncia
artificial generativa, principalmente como auxilio a revisdo gramatical e a padronizac¢do da
linguagem do texto. O autor revisou, verificou e editou todo o texto assim produzido, assumindo

integral responsabilidade pelo conteddo apresentado e pela validade académica do trabalho.
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APENDICE A - APENDICE
A.1 LISTA DE MATERIAIS DA PLACA PRINCIPAL

A placa principal foi fabricada em formato retangular com dimensdes aproximadas de
60mm x 30mm e quatro camadas de cobre, utilizando o servigo de prototipagem comercial
JLCPCB. A Tabela 16 apresenta a lista de materiais sintetizada por fungao do dispositivo. O total
de 43 linhas distintas corresponde a 114 componentes individuais montados.

Tabela 16 — Lista de materiais (BOM) da placa principal, organizada por fun¢@o no sistema.

Componentes passivos resumidos por valor.

Funcio Componente Designador Qtd.
Microcontroladores

Principal STM32F303CBT6 (ST) Us 1
BLE ESP32-C3 (Espressif) Ul 1

Front-end analogico

Quad op-amp OPA4354ATPWT (TD) U9 1
Refer. tensdo REF2033AIDDCT (TD), V,.;=1,65V U13 1

Sensores auxiliares

ADC forga HX711 (Avia Semicon.) Ul1 1
Temperatura MLX90615 (Melexis, ext. via JST) — 17

Gestdo de energia

LDO 33V AP2112K-3.3 (MSK Semi) us 1
Carregador Li-ion MCP73831 (Microchip) U6 1
MOSFET PFET AO3401A (AOS) Ql1, Q5 2
Transistor PNP MMBTAS6LT1G (onsemi) Q2 1
Diodo protecao IN4148WS (CJ) D1, D2 2
Comunicagdo e relogios

Antena 2,4 GHz 2450AT42A100E (Johanson) U2 1
Cristal MCU 8 MHz (Murata) X3 1
Cristal BLE 40 MHz (SJK) X1 1
Cristal RTC 32,768 kHz (Seiko) X4 1
USB-C TYPE-C 16P USB1 1
Conector JST B4B-PH-K-S (JST) CN1, CN2, CN3 3
Conector PH 2P PH2.0-2P U7,U015 2
Interface com usudrio

Botio tictil YTS1T0102BUJOO (Yiyuan) U3, U4

LED 0402 YLEDO0402G ul0,U14 2

Passivos — capacitores (todos 0402)

continua na proxima pdgina
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Funcao Componente Designador Qtd.
1,2 pF COG 0402CG1R2C500NT (Fenghua) C19, C20 2
22 pF COG CGA0402C0G220J500GT C4, C5, C67, C68 4
100 pF COG GRM1555C1H101JAO01D (Murata) C24, C25, C40, C41 4
100 nF X7R GRM155R71H104KE14D (Murata) C17,C21, C48-C59 14
1 uF X5R CLO5A105KP5NNNC (Samsung) C62, C63, C64 3
10 uF X5R CLO5A106MP5SNUNC (Samsung) C39, C42, C43, C4o6, 7
C47, C65, C66
22 uF X5R GRM158R61A226ME15D (Murata) C60, Co1 2
Passivos — resistores (todos 0402, 1%)
0Q — R44 1
10 Q — R39, R40 2
22 Q — R22, R23 2
100 Q — R13, R24, R50, R51 4
140 Q — R55, R56 2
470 Q — R69 1
680 Q front-end V (ganho Gy =2) R33, R37, R74, R75 4
820 Q Ry (transcondutancia EHCS) R42 1
2 kQ — R70 1
5,1kQ — R20, R21 2
7,5 kQ polariz. HX711 R49 1
10 kQ rede Howland balanceada R12, R14, R15, R28, 13
R53, R54, R59, R62—-
R66, R78
100 kQ polariz. entrada front-end V R67,R68, R71 3
10 MQ — R57, R58 2
Indutores e demais
2,2 nH LQGI15HS2N2S02D (Murata) L1,L3 2
Total 114

T Sensor MLX90615 externo, conectado via conector JST CN3

Fonte: elaborado pelo autor a partir do BOM exportado pela ferramenta EasyEDA
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Towards a Feasible and Robust Technique for
Non-invasive Food Analysis

Paulo Quispe!, and Pedro Bertemes-Filho!”

!Santa Catarina State University, Dept. Electrical Engineering, Joinville, Brazil

Abstract. Growing requirements for food safety have driven the
development of non-invasive monitoring technologies. Among these,
electrical bioimpedance (BIA) has emerged as a method for assessing
freshness, composition, and adulteration while preserving sample integrity.
This work presents a systematic analysis of 259 Scopus-indexed
publications from the last 10 years in order to strength and encourage new
agricultural applications on food analysis. It was found 21 works on food
quality using bioimpedance spectroscopy (BIA), which is the most non-
destructive analysis. Due to measurement variability caused by product
heterogeneity and environmental factors, standardizing protocols, accurate
hardware designs and machine learning (ML) technique are the keys factors
towards a feasible BIA system. It was also observed that portability will
improve the supply chain management by enabling real-time quality control.
It can be concluded that BIA data with ML is a robust and safe tool for the
daily basis of consumers, farmers and industry, while supporting industry
requirements for sustainable and efficient operations.

1 Introduction

As production and quality demands increase, the agri-food sector is turning to rapid, non-
destructive and portable analytical tools to monitor food quality and safety along the whole
supply chain [1]. According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations
[2], globalization and extended supply chains have increased demand for technologies that
ensure real-time food quality and safety.

In this context, multiple non-invasive techniques have emerged as viable analytical tools,
including ultrasound, capacitive sensing, electromagnetic methods, spectrometry, and
colorimetry. Among these, ultrasound methods have proven particularly effective for
tracking physicochemical changes in products like ham [3] and potatoes [4], where wave
propagation velocity and acoustic impedance correlate directly with moisture loss and
structural modifications. Capacitive and dielectric methods have been used for liquid
analysis, where parallel-plate and resonator-based sensors with chemometric models detect
common milk adulterants [5], while NFC-based systems have demonstrated potential for
packaged milk freshness detection [6]. Colorimetric techniques, such as progress-bar strip
indicators inside packaging, provide visual freshness information for packaged fish [7].
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However, these methods face inherent limitations, including temperature dependence [3], the
need for frequency-sweep instrumentation and calibration [5], and lighting interference and
visual interpretation [7], highlighting the need for robust non-invasive alternatives in food
analysis.

Electrical bioimpedance has emerged as a promising technology for non-invasive food
analysis. This technique measures resistance (R), which reflects fluid conductivity, and
capacitive reactance (Xc), which indicates the capacitive properties of cell membranes [8, 9],
enabling real-time monitoring of key parameters like freshness, moisture content, and
adulteration [10, 11].

Variability in food properties, as heterogeneity and environmental factors like temperature
and humidity complicate measurement standardization and device reliability [12, 13].
Combining bioimpedance measurements with data analysis techniques helps reduce the
impact of these limitations and offers a practical substitute for laboratory-based methods [11].
The selection process identified 259 Scopus-indexed publications from 2016-2025 that
examined food quality assessment techniques. A bibliometric analysis was conducted on
these publications to identify research trends. From this group, 29 papers were selected for
detailed review based on their contribution to the field. In this selection process, additional
sources were considered beyond Scopus, including master's and doctoral dissertations from
institutional repositories. The selected papers focus on key non-invasive methods, including
electrical bioimpedance spectroscopy (21 studies in total), ultrasound, capacitive sensing,
electromagnetic methods, spectrometry, and colorimetry.

The article aims to explore recent advances in portable bioimpedance devices and other non-
invasive food analysis techniques, emphasizing emerging technologies, practical
applications, and future opportunities.

2 Bibliometric Analysis

This study employed SciMAT (Science Mapping Analysis Software Tool) for bibliometric
analysis to systematically map research trends in non-invasive food quality monitoring. 259
articles were identified in the Scopus database based on a structured query combining
keywords related to food quality, non-invasive techniques and sensor technologies, as it
follows:

("food" OR "agri-food" OR "food quality" OR "food safety" OR "food propert*") AND
("non-destructive" OR "non-invasive" OR "contactless") AND ("sensor*" OR "transducer™"
OR "biosensor*" OR "impedance" OR "bioimpedance" OR "spectroscop*" OR "optical
sensor*" OR "ultrasound" OR "acoustic") AND ("dielectric propert*" OR "conductivity" OR
"capacitance") AND PUBYEAR > 2015 AND PUBYEAR < 2026 AND (LIMIT-
TO(SUBJAREA, "AGRI")) AND (LIMIT-TO(DOCTYPE, "ar") OR LIMIT-
TO(DOCTYPE, "re")) AND (LIMIT-TO(EXACTKEYWORD, "Quality Control") OR
LIMIT-TO(EXACTKEYWORD, "Food Safety") OR LIMIT-TO(EXACTKEYWORD,
"Food Quality") OR LIMIT-TO(EXACTKEYWORD, "Food Analysis") OR LIMIT-
TO(EXACTKEYWORD, "Food Storage") OR LIMIT-TO(EXACTKEYWORD, "Food
Products") OR LIMIT-TO(EXACTKEYWORD, "Food"))

These publications from 2016 and 2025 represent the major developments in the domain of
non-invasive food analysis. From this dataset, emerging trends, keyword clusters, and author
networks were visualized using SciMAT.

The strategic diagram Fig,1 reveals key research clusters in non-invasive food monitoring,
with "food-quality", "bioimpedance-spectroscopy" and "machine-learning" emerging as
dominant motor themes (high centrality and density). These established areas demonstrate
strong interdisciplinary connections, validating current research priorities.
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Fig. 1. Strategic diagram of bibliometrics about food analysis from 2016 to 2025. Quadrant 1: motor
themes. Quadrant 2: basic and transversal themes. Quadrant 3: emerging or declining themes. Quadrant
4: highly developed and isolated themes.

The thematic network Fig.2 provides a detailed visualization of the intellectual structure and
interconnections among key research themes in non-invasive food quality monitoring. At its
core, the network highlights "bioimpedance" as a foundational concept, closely connected to
wider concepts such as "non-destructive-analysis" and "food-quality". However, the analysis
reveals a notable gap in the integration of "Artificial-Intelligence" with core bioimpedance
methodologies, as evidenced by weak or peripheral connections between these domains.
Bridging this gap could lead to major advancements by enabling the creation of smarter,
adaptive systems that support real-time monitoring and decision-making.

These findings highlight three key strategic priorities: Develop clearer guidelines, models, or
principles that explain how Artificial Intelligence can process and interpret data obtained
from bioimpedance spectroscopy measurements, address environmental interference to
enhance the performance of portable devices, and advancing sensor fusion to incorporate
other non-invasive technologies for food evaluation. Together, these insights provide a clear
direction for future research, emphasizing the need to combine bioimpedance spectroscopy



precision with advanced technological approaches to enhance real-time food monitoring
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Fig. 2. Thematic network structure of the cluster “FOOD-QUALITY”.

3 Basic non-Invasive methods for Food Analysis

Recent advancements in non-invasive food analysis methods (Table 1) have transformed
quality monitoring by allowing the evaluation of both structure and composition without
damaging the sample, making them suitable for real-time supply chain applications. Among
these technologies, ultrasound-based methods have demonstrated exceptional capability for
monitoring physicochemical changes in different kinds of food. Studies on cured ham [3],
potatoes [4], and edible oils [14] have established reliable correlations between acoustic
parameters (propagation velocity, attenuation, and impedance) and critical quality indicators
including moisture content, density, and viscosity. While these ultrasonic techniques show
promise, their accuracy can be compromised by material anisotropy and temperature
variations [4], with additional limitations observed in dehydrated products due to signal
attenuation.

Complementary to ultrasonic approaches, capacitive measurement methods have emerged as
cost-effective solutions for liquid food analysis. Research on milk quality assessment has
demonstrated the effectiveness of parallel-plate and cylindrical capacitor configurations for
product differentiation [5, 6]. However, the precision of these techniques is still limited by
their sensitivity and vulnerability to environmental factors.

Similarly, colorimetric sensing platforms, such as progress-bar strip indicators for fish
packaging [7], provide quick visual freshness checks based on volatile amine accumulation
and can be easily interpreted by non-specialists. However, their performance still depends on
controlled lighting conditions and standardized color reading, and they remain slower and
less precise than fully quantitative analytical methods.



Table 1. Overview of non-invasive methods in quality control of different types of food

Technique Food Results Limitations
Correlation established between ultrasound Meat anisotro
Ultrasound Ham | velocity (1 MHz) and salt/oil concentration py

variations during curing [3, 16]. effects.

Air-coupled ultrasound (250 kHz) monitored
drying processes, correlating acoustic

High attenuation

Ultrasound Potato parameters with moisture, density, and in dehydrated
products.
texture [4].
Ultrasound inspection (2.25 MHz)
discriminated against pure and adulterated Temperature
Ultrasound  [Edible oil| oils by correlating velocity, attenuation, and p
A . . dependence
frequency components with viscosity/density
[14]
Parallel-plate and resonator sensors with Requires
Capacitive Milk |chemometric models detected common milk [frequency-sweep
adulterants [5]. RF equipment
NFC capacitive tags detected packaged milk
Capacitive Milk freshness via smartphone capacitance Low sensitivity
measurements [6]
Progress-bar colorimetric strip indicated
Colorimetric Fish | packaged fish freshness via volatile amines | Slow response

[7].
Broadband electromagnetic sensors detected
Electromagnetic | Sugar | contaminants and packaging defects using High cost
microwaves/THz waves [17].

Hyperspectral infrared analysis predicted High cost,
Spectrometry Bread . . complex
fat/moisture content in bakery products [15] calibration

Spectroscopic techniques, particularly hyperspectral infrared analysis [15], have shown
remarkable potential for non-destructive measurement of compositional parameters like fat
and moisture content in baked goods. However, the adoption of these systems remains limited
due to high equipment costs and the need for complex calibration procedures.

Among all non-invasive methods, electrical bioimpedance has distinguished itself as a
particularly versatile analytical tool [9]. Bioimpedance measures a biological material's
opposition to alternating current (AC), quantifying its resistance and capacitive properties,
which are directly influenced by cellular structure, fluid content, and chemical composition
[8]. This non-destructive method is revolutionizing food quality analysis by enabling real-
time assessment of ripeness, freshness, and adulteration across diverse products, from fruits
to meats and beverages [1], as further detailed in Figure 3.

4 Bioimpedance Applications in Food Analysis

The versatility of electrical bioimpedance for food quality assessment has been demonstrated
across a wide range of products, with particularly notable applications in agricultural
products, meat, and liquid food analysis (Figure 3). For agricultural products, bioimpedance
has enabled precise detection of internal defects and quality parameters. Studies using
specific frequency impedance spectroscopy have successfully predicted internal browning in
apples [18]. Similar approaches have proven effective for monitoring moisture dynamics
during dehydration processes [19] and assessed seed vigour in rice by correlating impedance
parameters with bound-water content and microstructural changes [20]. Advanced
implementations combining impedance spectroscopy with equivalent circuit modelling have



shown strong performance in detecting freeze damage in citrus fruits [21] and blueberries
[22]. The technique's versatility extends to diverse agricultural applications, from non-
invasive freezing injury assessment in potatoes [23] to dry matter content prediction and
varietal classification using machine learning-enhanced systems [24]. Optimized electrode
configurations have further expanded applications, achieving reliable maturity detection in
tomatoes [25] and bruise identification for quality control [26].
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Fig. 3. Classification of bioimpedance applications in food quality control by product category, key
metric, spectroscopy frequency range and system portability.

In meat and seafood products, bioimpedance has emerged as a reliable tool for non-
destructive quality evaluation across multiple species. The integration of impedance
spectroscopy with image classification techniques has significantly improved predictive
accuracy for meat freshness [10]. This method is also effective for processed meat. Recent
applications include assessing freeze-thaw cycles in pork using Cole impedance modelling
[27], evaluating mutton tenderness through ensemble learning algorithms [28], and
measuring body fat composition in live chickens using specialized electrode configurations
[29]. In seafood applications, bioimpedance has been used to estimate salt content in canned
tuna [30]. Correlations between bioimpedance spectrum and morphological parameters in
sardines have been established, offering non-lethal monitoring solutions [31]. The method
also shows strong correlation with organoleptic quality indicators in fish [32], demonstrating
its versatility across diverse animal protein applications.

Liquid food analysis represents another important application domain, where bioimpedance
has proven valuable for both composition monitoring and adulteration detection. Studies
have successfully employed the method for alcohol content determination in distilled water
[33] and for identifying olive oil blending fraud [12], showcasing its sensitivity to
compositional changes in high-value liquid products. In dairy applications, the method has
demonstrated effectiveness in characterizing yogurt varieties through impedance profiling
[34] and detecting urea adulteration in raw milk with high accuracy [11]. This method is also
effective for environmental monitoring, particularly in detecting microplastic contamination



in water sources [35]. These diverse applications benefit from the method's ability to detect
subtle changes in electrical properties while requiring minimal sample preparation

5 Challenges and Future Opportunities

Despite significant advances in portable bioimpedance devices and other non-invasive
techniques, several challenges must be addressed before this tool can be fully implemented
in the food industry. A primary challenge is the inherent variability in the physical and
chemical properties of foods, such as compositional heterogeneity in agricultural products,
meats, and liquid products [11, 12]. This variability makes it difficult to standardize
measurements, which can affect accuracy and repeatability.

Environmental factors, including temperature, humidity and contaminants, affect the
bioimpedance measurements [13, 25]. For instance, temperature fluctuations significantly
alter impedance readings in bovine milk [11] and edible oils [4], while freeze-thaw cycles
affect the electrical properties of meat and produce [22, 27]. To address these points, future
devices should include real-time compensation systems that adjust for external conditions.
Improving sensitivity and resolution remains another critical hurdle. While capacitive
techniques have demonstrated utility in milk freshness assessment [6], their limited precision
restricts high-resolution applications. New approaches use machine learning to improve how
data is understood, as seen in tomato bruise detection [26] and mutton tenderness
classification [28]. Integrating ML analytics with multi-frequency bioimpedance systems
could help overcome these limitations [13, 23].

In addition, the integration of IoT-enabled digital platforms and wireless connectivity will
facilitate real-time monitoring across supply chains. These innovations, coupled with ML
techniques, could revolutionize food safety by enabling rapid, data-driven interventions.

6 Discussions and Conclusion

Non-invasive techniques, particularly electrical bioimpedance, provide a reliable tool for
evaluating a wide range of food products, including fruits, vegetables, meats and liquids by
offering fast and non-destructive alternatives to traditional laboratory methods. The ability
of these technologies to assess critical parameters like freshness, moisture content, and
adulteration in real time has created new possibilities for food quality monitoring throughout
supply chains.

However, reaching its full potential requires addressing key challenges including food
property variability, external factor influences, and the need for improved measurement
sensitivity and precision.

The future of these technologies is promising, with significant advances in hardware,
software, and data analysis techniques. The integration of Artificial Intelligence (AI) and
machine learning is improving bioimpedance-based prediction and classification capabilities,
while the miniaturization and cost reduction of specialized integrated circuits are enabling
more accessible and efficient portable devices. Furthermore, combining bioimpedance with
other non-invasive techniques like infrared spectroscopy and electromagnetic sensors offers
unprecedented potential for comprehensive food quality monitoring systems.

In conclusion, recent advances in portable bioimpedance devices and other non-invasive
technologies have the potential to transform the food industry. By providing more efficient
and precise methods for food quality monitoring, these technologies can not only ensure food
safety but also optimize production and distribution processes to meet growing global
demands for high-quality food.
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