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Resumo

Atualmente, a monitorizacao das variaveis maritimas, tais como, o pH, o fitoplancton, a salinidade
e a temperatura, assumiu um papel preponderante ndo s6 na compreensao de muitos processos fisicos
e biologicos do oceano, bem como na influéncia que estes tém nas alteracoes climatéricas e em todas
as modificacbes que ameacam a biodiversidade marinha. Devido a importancia do fitoplancton na
sustentabilidade maritima, a presente dissertacao visa o desenvolvimento de um circuito de leitura para

a detecao do fitoplancton.

Visto que a clorofila se encontra presente em todos 0s organismos fotossintéticos, a quantificacao
de fitoplancton na agua do mar é efetuada através das propriedades fluorescentes da clorofila-a. O
grande problema associado a este sinal de fluorescéncia, é a sua baixa amplitude, sendo por isso
facilmente afetado por ruido, comprometendo a viabilidade das medicdes. E entdo de extrema
importancia, a implementacao de um mecanismo de leitura de alta sensibilidade, imune a ruido e capaz
de efetuar a medicao dos dados pretendidos debaixo de dgua. Este mecanismo sera implementado com

um detetor sincrono (/lock-in).

Os detetores sincronos extraem o sinal embebido em ruido, permitindo maior sensibilidade e maior
relacdo sinal/ruido. Posto isto, afastando o sinal util do ruido, ¢ aumentada a relacdo sinal/ruido,
permitindo a detecado de sinais de amplitude mais reduzida, como é o caso da medicao da fluorescéncia
da clorofila. O dispositivo que usa esta técnica é chamado de amplificador /ock-in, propondo-se esta

dissertacao ao seu estudo e implementacéo para quantificacao de fitoplancton /n-situ.

O dispositivo desenvolvido, demonstrou que a relacdo estabelecida entre as diluicoes da cultura
de fitoplancton e a tensao de saida, apresenta um decréscimo do valor de tensao a medida que a diluicdo
aumenta. Comparando os resultados obtidos, com um equipamento laboratorial de medicdo de
fluorescéncia, a razao entre os valores é praticamente constante, validando assim o funcionamento do

sistema desenvolvido.

Palavras-chave:

Amplificador /ock-in, Clorofila, Fluorescéncia, Ruido, Sensibilidade.
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Abstract

Nowadays, the monitoring of maritime variables, such as pH, the phytoplankton, the salinity and
temperature, assumed a leading role not only in understanding of many physical and biological processes
of the ocean, as well as the influence their have on climate change and in all the changes that threaten
the marine biodiversity. Due to the importance of phytoplankton on maritime sustainability, this thesis

aims at the development of a reading circuit for the phytoplankton detection.

Once the chlorophyll is present in all photosynthetic organisms, the quantification of phytoplankton
in sea water is made through the fluorescence properties of the chlorophyll-a. The major problem
associated with this sign of fluorescence, is its low amplitude, and for this reason, it is easily affected by
noise, compromising the viability of measurements. So, it is of paramount importance, the development
of a reading mechanism with high sensitivity, immune to noise and able to make the measurement of
required data under the water. This mechanism will be implemented with a synchronous detector (lock-

in).

The synchronous detectors extract the signal embedded in noise, allowing greater sensitivity and
higher signal-to-noise ratio. Therefore, removing the useful sign of the noise, is increased the signal/noise
ratio, allowing the detection of signals with less amplitude, as is the case of the measurement of
chlorophyll fluorescence. The device that uses this technique is called lock-in amplifier, being the aim of

this dissertation its study and development for the quantification of phytoplankton in-situ.

The developed device demonstrated that the relationship established between dilutions of the
phytoplankton culture and the output voltage shows a decrease in the voltage value as the dilution
increases. Comparing the obtained results with the laboratory fluorescence measurement equipment, the

ratio between the values is practically constant, validating the operation of the developed system

Keywords:

Lock-in Amplifier, Chlorophyll, Fluorescence, Noise, Sensitivity.
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Capitulo 1

Introducao

Neste capitulo é contextualizado o ambito desta dissertacéo, definindo os objetivos propostos. O capitulo

finaliza com a organizacao tematica de todo o documento.

1.1 Contextualizacao

A monitorizacao da distribuicao de fitoplancton, assume um papel preponderante na compreensao
de muitos processos fisicos e bioldgicos do oceano. Por exemplo, 0 excesso de algas pode causar a
morte de peixes (por falta de oxigénio ou por intoxicacao), de animais que deles se alimentem, e constitui
um perigo para 0 homem, ja que as toxinas produzidas por algumas algas sao letais. Ja a escassez de
fitoplancton ¢ de igual modo preocupante, dado ser a base de alimentacao de muitas espécies ou mesmo
porque 98% do oxigénio presente na atmosfera ¢ obtido com microalgas, dada a sua eficiéncia na
producao do mesmo [1]. Esta dissertacéo enquadra-se no projeto Mext-Sea, que se propde a desenvolver
solucdes capazes de inovar na monitorizacao das variaveis maritimas, com o desenvolvimento de
equipamentos de monitorizacao subaquatica, e em particular nesta dissertacao, através do
desenvolvimento de um circuito de leitura para a medicao de fitoplancton. A monitorizacao de microalgas
na agua do mar é um dos métodos utilizados para a quantificacao de fitoplancton, uma vez que o interior
das suas células contém clorofila-a, e esta é relativamente simples de quantificar devido as suas
propriedades oticas de fluorescéncia [2].

Historicamente, a fluorescéncia emitida pela clorofila-a era medida in vitro, i.e., retirava-se uma
amostra de agua de lagos, rios ou mares, que posteriormente era analisada em laboratoério [2]. Com os
avancos tecnologicos das Ultimas décadas, comecaram a ser desenvolvidos métodos de medicao /n-situ.
Hoje em dia, ja € possivel monitorizar a quantidade de clorofila-a através de naves e satélites [2], contudo,
esta monitorizacao s6 pode ser efetuada durante a luz do dia e na superficie. Por este motivo, os
fluorimetros de medicao /n-situ assumiram um papel importante na quantificacao de clorofila na agua
em geral e mais especificamente na oceanografia [2]. Um dos grandes entraves deste equipamento além
do seu preco, ¢ a incapacidade de monitorizar autonomamente debaixo de agua, no entanto, com a
constante evolucéo tecnoldgica, muitos dos componentes eletronicos utilizados estao constantemente a

ver reduzidos o seu tamanho, consumo e custo. Pelos motivos referidos, o desenvolvimento de um
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circuito de leitura de baixo custo, elevada sensibilidade, imune a ruido e capaz de quantificar a clorofila

em meio maritimo tornar-se-a uma mais valia para a area da oceanografia.

1.2 Objetivos

O tema desta dissertacédo tem como objetivo principal a concecao tedrica e desenvolvimento
pratico de um circuito de leitura para a detecéao da clorofila, capaz de efetuar uma leitura efetiva, viavel
e autonoma.

Deste modo, sao apresentados os objetivos para a realizacao da presente proposta de dissertacao:

e Estudo bibliografico, com levantamento do estado da arte, relativo aos equipamentos ja
comercializados e aos mecanismos de leitura utilizados para a aquisicdo do sinal de
fluorescéncia da clorofila;

e [Estudo e validacao do processo de medicao da clorofila;

e Desenvolvimento do circuito eletronico de leitura;

e Desenvolvimento do sistema de medicéo de fitoplancton, através do acoplamento do
circuito eletronico de leitura com o sistema de detecao, quantificacao e classificacao de
fitoplancton.

e Testes em ambiente controlado, com a utilizacao de amostras de fitoplancton cultivadas

em laboratério:

1.3 Organizacao da Tese

O trabalho desenvolvido nesta tese esta organizado em sete capitulos. No Capitulo 1 esta
apresentada uma breve introducao, onde é contextualizado o trabalho a desenvolver, apresentados os
objetivos e descrita a estrutura da presente dissertacao.

No Capitulo 2 esta apresentado o estudo bibliografico, através do levantamento do estado da arte
relativo aos equipamentos ja comercializados e aos mecanismos de leitura utilizados para a aquisicao
do sinal de fluorescéncia da clorofila. Além dos conceitos teoricos, é justificada a abordagem e escolha
do método de leitura apresentado. Por fim, é apresentado um planeamento detalhado dos métodos
utilizados para a realizacao da dissertacao proposta.

No Capitulo 3 estao apresentados os fundamentos teoricos, relativamente ao principio de medicao
da clorofila, com o objetivo de perceber o método de detecao, e fundamentalmente quais os fatores que
poderéo afetar a viabilidade da sua leitura. E também efetuado um estudo tedrico do mecanismo de

leitura que seréa utilizado, explicando detalhadamente o funcionamento dos varios blocos constituintes.
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No Capitulo 4 estd demonstrado o estudo e desenvolvimento do circuito eletronico de leitura,
através da realizacdo de simulagdes computacionais, verificando a resposta do mecanismo
implementado, a sinais com caracteristicas semelhantes ao da fluorescéncia da clorofila. Também ao
longo do capitulo, séo apresentadas varias alteracoes aos blocos eletronicos constituintes do circuito de
leitura, de forma a perceber a sua influéncia na viabilidade do resultado final, permitindo com isto, um
aperfeicoamento do sistema.

No Capitulo b esta apresentado o fabrico, teste e resultados do circuito de leitura nas varias versoes
implementadas. Neste capitulo, € também efetuado o estudo e aquisicao dos componentes eletronicos
que melhor se adequam as caracteristicas estipuladas (offset, sensibilidade e ruido), bem como, é
apresentada uma comparacao entre os circuitos de leitura desenvolvidos, com a apresentacao dos
resultados obtidos e as possiveis alteracdes para a atenuacao dos erros encontrados.

No Capitulo 6 esta demonstrado o desenvolvimento do protoétipo, acoplando o mecanismo de
leitura desenvolvido ao sistema de detecao, quantificacao e classificacao de fitoplancton. Neste capitulo
sao também apresentados os resultados alcancados.

O documento termina com o Capitulo 7, onde sao exibidas as principais conclusdes do trabalho
realizado, assim como algumas sugestdes para o trabalho futuro, que visam a melhoria e expansao do

trabalho desenvolvido.
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Capitulo 2

Estado da Arte

Este capitulo apresenta uma visdo geral dos principais conceitos abordados nesta dissertacéo.
Sendo o principal objeto de estudo o desenvolvimento de um circuito de leitura para a detecao da
clorofila, revela-se de extrema importancia a clarificacdo e explicacao dos conceitos fundamentais das
principais tematicas que serao abordadas. Posto isto, numa primeira fase serao apresentados os
principais equipamentos comercializados, bem como os mecanismos de leitura utilizados para a
aquisicao do sinal de fluorescéncia da clorofila. Numa segunda fase, sera demonstrada e fundamentada

a abordagem escolhida para a realizacao da presente dissertacao.

2.1 Sistemas de medicado de clorofila

A monitorizacédo da flora nos mares e oceanos é um dos temas mais em voga na atualidade,
devido a sua importancia para o equilibrio dos ecossistemas. A quantificacao da clorofila, pigmento
constituinte do fitoplancton, efetua-se até duzentos metros de profundidade, devido a necessidade da luz
solar para a realizacao da fotossintese [3]. Além da capacidade fotossintética, o fitoplancton é a base da
cadeia alimentar, uma vez que ¢ o alimento dos organismos de origem animal. Devido a importancia da
quantificacao de clorofila, desenvolveram-se varios mecanismos para a sua monitorizacdo. Alguns dos
mecanismos comercializados serao apresentados, descrevendo as suas vantagens e desvantagens,
guando comparados com a implementacao de um sistema de baixo custo para monitorizacao /n-sifu da

clorofila no mar [2].

Andlise em laboratdrio através de extragdo de amostras - apresenta como principal vantagem, o uso dos
equipamentos ja existentes nos laboratorios para as analises das amostras. Contudo, para cada analise
€ necessario a recolha da amostra, o transporte para o local de recolha e o posterior envio para o
laboratorio para analise. Este tempo despendido na recolha e transporte, afetara a viabilidade da leitura,
dado que o fitoplancton podera reproduzir-se ou morrer, nao sendo possivel com isto, obter a

concentracao exata de clorofila do local de recolha.

Desenvolvimento de Circuito de Leitura para Medicéo de Clorofila in-situ

Claudio Duarte Campos da Silva - Universidade do Minho 27



Capitulo 2

Medicao remota - este tipo de monitorizacao realiza-se através de naves ou satélites, e tem como
vantagem abranger uma maior area de analise. As principais desvantagens sao que a analise esta
limitada as horas de luz solar, a baixa resolucao espacial e a analise superficial [2]. Na Figura 2.1 esta

representado um exemplo de medicao remota da concentracao da clorofila-a.

Concentracao de clorofila-a (mg/m?)

0.01 0.03 01 03 1 3 10

Figura 2.1 - Mapa de clorofila obtido por satélite, respetivo ao més de Outubro de 2016 [4].

Sondas multiparamétricas - apresentam como principal caracteristica a diversidade de parametros de
analise. Contudo, a relacdo custo-beneficio, a manutencado, a elevada dimensdo e o consumo,
apresentam-se como os grandes entraves deste equipamento. Na Figura 2.2 esta ilustrado um exemplo

de uma sonda multiparamétrica. Ex: Aquadam [5].

Figura 2.2 - Sonda multiparamétrica Aquadam [6].
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Sistema SIMPATICO - consiste num sistema automatico para medicao de caudais e propriedades da
agua, através de uma boia, ancorada ao fundo do mar, e equipada com uma sonda multi-pardmetros e
um correntdmetro (ADCP - Acoustic Doppler Current Profiler), que comunicam com um computador
central (Figura 2.3). Apresenta como principais vantagens a aquisicao de dados de diversos parametros
e o facto da alimentacao de todo o sistema ser realizado por painéis solares. Contudo, € uma tecnologia
bastante dispendiosa, devido ao equipamento necessario para aquisicao e tratamento de dados e de
elevada dimensao para os locais de analise [/].

Antena

. - Painel de navegacdo
Painel Solar

@'.

Figura 2.3 - Sistema SIMPATICO [7].

Fluorimetro digital - Dos equipamentos mencionados anteriormente, ao nivel da aquisicao de dados, este
¢ 0 que mais se aproxima do projeto que se pretende desenvolver. Tem como principais diferencas e
desvantagens o facto de as medicoes serem realizadas com o equipamento fora de agua e da
monitorizacado nao ser autonoma, necessitando da deslocacao e intervencao do utilizador ao local de
medicao [8]. Na Figura 2.4 esta representado um exemplo de um equipamento com as caracteristicas

mencionadas.

# Recording Now

-

Figura 2.4 - Fluorimetro Digital AlgaeCheck Ultra [9].
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Todos os equipamentos mencionados anteriormente, efetuam medicoes viaveis da presenca de
clorofila, apresentando um mecanismo de leitura com uma relacéo sinal/ruido elevada, devido a(s)
elevada(s) poténcia(s) da(s) fonte(s) de excitacao. Estas caracteristicas, permitem que os mecanismos
utilizados sejam bastante simplistas, visto que a fluorescéncia detetada pelo fotodetetor possuira uma
elevada relacédo sinal/ruido, evitando com isto, o uso de circuitos eletronicos que isolem o sinal das
interferéncias que o afetam. Contudo, nenhum apresenta as caracteristicas pretendidas para o
equipamento a desenvolver, tais como, as pequenas dimensoes, 0 baixo custo, o baixo consumo e a
monitorizacdo autonoma. Estas caracteristicas, acarretam alguns problemas de aquisicdo de sinal,
nomeadamente, a suscetibilidade do sinal ao ruido, devido a baixa amplitude da fluorescéncia,
diminuindo com isto a relacao sinal/ruido, comprometendo a viabilidade das leituras.

Dado que a clorofila se encontra presente em todos 0s organismos fotossintéticos, a quantificacéo
de fitoplancton na agua do mar sera efetuada através das propriedades fluorescentes da clorofila-a [2].
A clorofila-a naturalmente absorve luz na gama espectral visivel e fluoresce na gama espectral vermelha.
Para a sua detecao e quantificacao, excita-se a amostra, que contém clorofila-a, com uma luz
monocromatica com o comprimento de onda de 440 nm (azul) e deteta-se a luz emitida pela amostra
na gama espectral dos 685 nm (vermelha). A luz emitida é proporcional a concentracdo da clorofila-a,
sendo esse 0 método usado para a sua quantificacao [2].

Tal como mencionado anteriormente, o grande problema associado a este sinal de fluorescéncia,
¢ a sua baixa amplitude, sendo por isso facilmente afetado por ruido. Dado que, numa fase futura, a
monitorizacao sera efetuada debaixo de agua do oceano, com boa condutividade, grande parte do ruido
externo serd atenuado. Posto isto, a principal fonte de ruido advém dos componentes utilizados. E entao
de extrema importancia, a implementacdo de um mecanismo de leitura de elevada sensibilidade, imune
a ruido e capaz de efetuar leituras extremamente viaveis da presenca de clorofila. Este mecanismo sera
implementado com um detetor sincrono.

Os detetores sincronos extraem o sinal embebido em ruido, permitindo maior sensibilidade. Na
maioria dos componentes, o ruido aumenta a medida que a frequéncia se aproxima de zero [10].
Afastando o sinal util do ruido de baixa frequéncia, ¢ aumentada a relagao sinal/ruido, permitindo a
detecao de sinais de amplitude mais reduzida, como € o caso da medicao da fluorescéncia da clorofila.
Isto & conseguido com a modulagao da luz de excitacao. Varios sao os métodos para modulagao da
fonte de excitacao, sendo a abordagem mais simples, pulsa-la na ordem dos kHz, deslocando o sinal de
interesse para frequéncias de menor ruido intrinseco [10]. A implementacdo de um filtro passa-banda,
permitira isolar o sinal pulsado, removendo as frequéncias indesejadas de ruido e potenciando que o
sinal original seja recuperado. Este sinal original de baixa frequéncia é recuperado através de um

desmodulador sincrono que deslocara o sinal de alguns kHz para o DC (dominio continuo), rejeitando
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todos os sinais que nao estejam sincronizados com a referéncia de excitacao. Isto permitira a leitura da
fluorescéncia da clorofila-a com maior sensibilidade [11].

O dispositivo que usa esta técnica de modulacdo é designado na literatura por amplificador
Lock- in, propondo-se esta dissertacao ao seu estudo e implementacao para quantificacao de fitoplancton

in-situ. Na Figura 2.5 esta ilustrada uma possivel arquitetura do equipamento de medicao a implementar.

Clorofila

/ \ _ Filtro
\\/
1 = * 1
A W Mecanismo de Leitura
‘ Lente Convexa \
/
LED Fotodetetor

Figura 2.5 - Exemplo de arquitetura do equipamento a implementar, através do acoplamento do sistema de

detecdo, quantificacao e classificacao do fitoplancton com o mecanismo de leitura proposto na presente dissertacao [2].

2.2 Metodologias

De forma a perceber qual a melhor abordagem a optar para a elaboracdo do projeto, €
imprescindivel identificar todas as tarefas para uma realizacao concisa e eficaz de todo o processo de
desenvolvimento.

Posto isto, numa primeira fase, sera realizado o estudo bibliografico, com o levantamento do
estado da arte, dos equipamentos ja comercializados, tendo como objetivo a identificacdo das
caracteristicas unicas de cada um, bem como, os mecanismos de leitura utilizados para a detecao e
quantificacao da clorofila. Numa segunda fase, sera efetuado o estudo do principio de medicao de
clorofila, com o objetivo de compreender o funcionamento do processo de detecao e quantificacéo da
clorofila. Nesta etapa, € crucial a identificacao das caracteristicas oticas da clorofila, através da
determinacao dos comprimentos de onda de excitacao e emissao. Dado que o sinal de fluorescéncia €
de baixa amplitude, e por isso, facilmente suscetivel a interferéncias, é preponderante a identificacao da
ordem de grandeza do sinal, bem como os fatores que poderao afetar a viabilidade das leituras. Estas

interferéncias podem ser inerentes ao circuito de leitura, através do ruido caracteristico dos circuitos
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integrados e dos componentes eletronicos, ou ao ruido externo provocado pelo meio envolvente, sendo
por isso extremamente importante a sua identificacdo e resolucao. A terceira fase da dissertacéao,
correspondera ao estudo e desenvolvimento do circuito eletronico de leitura, através da realizacao de
simulacdes computacionais com recurso aos softwares PSIM e MULTISIM, verificando a resposta do
mecanismo implementado a sinais com as caracteristicas identificadas nas tarefas anteriores. Ainda
nesta fase, sera efetuado o estudo e aquisicao dos componentes eletronicos que melhor se adequam as
caracteristicas estipuladas (sensibilidade, ruido e offsef), bem como a implementacao e validacédo do
circuito eletronico de leitura implementado, através da realizacao de testes com os equipamentos
disponibilizados em laboratorio. Por fim, sera desenvolvido o protétipo, acoplando o mecanismo de
leitura desenvolvido ao sistema de detecao, quantificacéo e classificacéo de fitoplancton. Ainda nesta
Ultima fase, serdo efetuados testes em ambiente controlado, de forma a verificar a resposta do sistema

a amostras previamente quantificadas de clorofila.
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Fundamentos Tedricos

O capitulo anterior permitiu expor 0s conceitos basicos ao enguadramento da presente
dissertacao, através da apresentacao dos equipamentos comercializados, bem como da abordagem e
metodologia a adotar para o desenvolvimento do mecanismo de leitura. Neste capitulo, por sua vez,
serao detalhados os conceitos essenciais para a melhor percecao da tematica da dissertacao. Numa
primeira fase, sera apresentado um estudo bibliografico sobre o fitoplancton e a sua detecéo, e dos
principais fatores que poderao inviabilizar as medicdes. Por ultimo, sera demonstrada a constituicao
detalhada da abordagem adotada para o desenvolvimento do circuito de leitura, através da exposicao e

elucidacao dos varios blocos eletronicos constituintes.

3.1 O Fitoplancton

Em biologia marinha designa-se por fitoplancton, o conjunto de organismos aquaticos de escala
microscopica, que possuem capacidade fotossintética, e que flutuam dispersamente na coluna de
agua [3]. Tal como os vegetais, as microalgas possuem clorofila, pigmento de coloracao esverdeada, que
lhes permite realizar fotossintese. Este processo, € responsavel pela producao de matéria orgénica a
partir de sais inorganicos, agua e didxido de carbono, utilizando como fonte de energia a luz solar [3]. A
clorofila-a € um dos pigmentos que esta presente em todos os seres que executam fotossintese, e visto
que, o fitoplancton ¢ a Unica matéria em suspensdo nos oceanos que a contém, este pigmento sera
utilizado como marcador de biomassa fitoplancténica [2].

Como foi mencionado no Capitulo 2, o método utilizado para a quantificacdo da clorofila é através
da espectrofotometria por fluorescéncia. Este método consiste na incidéncia monocromatica de um feixe
de luz num espectro previamente determinado (440 nm), e na consequente detecdo da luz emitida num
outro comprimento de onda (685 nm). Contudo, a baixa amplitude resultante do sinal de fluorescéncia,
acarreta varios fatores que inviabilizam a leitura correta do sinal, nomeadamente o ruido embebido nas
variadissimas frequéncias. Devido as caracteristicas condutoras da agua do mar, o ruido elétrico externo
¢ fortemente atenuado. Assim, grande parte do ruido responsavel pela interferéncia sera inerente aos
circuitos eletronicos utilizados para a sua detecdo, sendo por isso extremamente importante o

desenvolvimento do circuito de leitura proposto na presente dissertacao.
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3.2 Ruido

E designado por ruido, qualquer disturbio indesejado no sinal pretendido [11], como representado
na Figura 3.1. Boas praticas na implementacao dos circuitos, podem reduzir estas fontes de ruido,
melhorando a estabilidade e precisao das medicoes. No entanto, existem variadissimas formas destas

fontes de ruido interferirem no sinal eletronico, inviabilizando-o.

O que é observado Sinal isolado do ruido

Sinal + Ruido Sinal

Ruido
A AN MMAANAM MM AN

Figura 3.1 - A interferéncia do ruido no sinal de interesse [12].

Ao ruido que é adquirido do exterior do circuito eletronico designa-se por extrinseco. O ruido
extrinseco € induzido por uma fonte externa, causando o mau funcionamento do equipamento. Esta
fonte de ruido, pode manifestar-se num outro circuito eletrénico acoplado ao equipamento ou até mesmo
através da interacdo com um circuito externo (Figura 3.2). Esta interacdo podera ser elétrica, magnética
ou eletromagnética, manifestando-se periodicamente ou aleatoriamente na leitura de dados
efetuada [13]. No entanto, esta interferéncia pode ser suprimida através das boas praticas de
desenvolvimento de circuitos eletronicos, como por exemplo, a utilizacdo de shields nos circuitos
eletronicos mais sensiveis ao ruido, filtragem das fontes de alimentacdo ou caso seja possivel, através

do uso de componentes menos suscetiveis ao ruido [13].
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Ruido de comutacgao

Ruido RF e
50/60 Hz \/-\ ATATAVAY, Alimentacgdo

Ruido
GND ’_\/
Figura 3.2 - Exemplo de fontes de ruido extrinseco [14].

E designado por ruido intrinseco, toda a interferéncia causada no sinal de interesse pelos
componentes eletronicos constituintes do circuito de leitura [13]. Este ruido é maioritariamente gerado
nos equipamentos constituidos por amplificadores e resisténcias. Existem inumeros tipos de ruido
intrinseco, tais como o termal noise, shot noise e o flicker noise, no entanto, cada tipo tem uma gama
de frequéncias predominante. Na Figura 3.3, € possivel verificar que o flicker noise se manifesta numa

gama de frequéncias mais baixas, enquanto que o #hermal noise ou o shot noise, se apesenta distribuido

pelas varias frequéncias.

1000 |
. Flicker and
S Burst noise
N 100 - St -Johson and _
S el shot noise
£ region
]
2 10 ",ﬁ
: .
Gl v o
White noise level ™.
14 B,
1 100 10000 1000000
Frequéncia (Hz)
Figura 3.3 - Distrinuicao do ruido nas variadas frequéncias [11].
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3.2.1 White noise

A uma densidade espectral uniforme ao longo das frequéncias designa-se por white noise [15]. O
nome provém da luz branca (white /ight), pois tal como esta, é formada por um aglomerado de
frequéncias com a mesma intensidade. Portanto, o nivel de ruido serd independente da frequéncia. Esta
interferéncia esta presente em todas as resisténcias e semicondutores, sendo por isso designada de
thermal noise quando se manifesta numa resisténcia e de shot noise num semicondutor [11].

Dado que, o flicker noise é insignificante em elevadas frequéncias comparativamente ao white

noise, & possivel eliminar este ruido utilizando um amplificador /ock-in nessa mesma gama [11].

3.2.2 Thermal Noise (Johnson Noise)

O Thermal noise é conhecido por variadissimos nomes, tais como, Johnson-Nyquist noise, Johnson
noise ou Nyquist noise. Esta miscelanea, deriva do facto da sua detecao e medicao ter sido realizada em
1926 pelo engenheiro Johin B. Johnson, mas apenas ter sido fundamentado o seu aparecimento
posteriormente por Harry Myquist [16]. Este ruido é gerado pela interacdo térmica entre os pares de
eletroes livres em consequéncia da tensao aplicada aos terminais da resisténcia [11]. Com o aumento
da tensao aplicada, aumenta a temperatura e consequente agitacao dos eletroes, elevando o nivel do
ruido.

Este nivel depende unicamente da temperatura e do valor da resisténcia, por isso, de forma a
reduzi-lo, € necessario alterar o tipo de resisténcia ou diminuir a temperatura através da tensao aplicada

nos terminais [16]. O nivel de ruido em tensédo pode ser calculado através da seguinte expressao:

Vioise(tms) = (4'kTRAf)1/2 ’ (3.1)

Onde k é a constante de Boltzmann (1,38x10= J/K), T a temperatura em Aelvin, R a resisténcia que gera
ruido em ohms e Af a gama de frequéncias da medicdo em Hz [11]. A poténcia do ruido é constante ao

longo das frequéncias, conforme apresentado na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Densidade espectral caracteristica do #hermal noise ao longo da gama de frequéncias [14].

3.2.3 Shot noise

Este tipo de ruido é introduzido pela corrente elétrica, devido a nao uniformidade das cargas
elétricas nos semicondutores [11]. A sua densidade espectral ¢ proporcional a corrente média e é
caracterizada por um espectro constante até determinada frequéncia de corte (Figura 3.5) [17]. Em
0posi¢ao ao thermal noise, o shot noise nao pode ser eliminado pela diminuicao da temperatura. Um
circuito fotoelétrico, onde a corrente gerada resulta da excitacao dos eletrdes que fluem através do anodo,

é um exemplo de circuito que contribui para a distorcao do sinal de interesse [18]. O nivel de ruido ¢

dado em corrente por:

Lyyise(rms) = (ZIqu)l/Z ’ (3.2)

Onde q é a carga do eletrao (1,6x10 Coulomb), | € o valor eficaz da corrente em continuo ou alternado

dependendo do circuito e Af é a largura de banda em Hz [11].
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Figura 3.5 - Densidade espectral caracteristica do s#ot noise ao longo da gama de frequéncias [14].

3.2.4 Flicker noise (1/f noise)

O efeito deste ruido ¢ presenciado a baixa frequéncia, com uma distribuicao espectral conforme
apresentado na Figura 3.6. E inversamente proporcional a frequéncia e diretamente proporcional &
temperatura [11]. Ocorre em todos os dispositivos eletronicos, sendo causado essencialmente pelo fluxo
continuo de corrente. A sua densidade espectral diminui com o aumento da frequéncia, sendo que em
intervalos proporcionais tem o mesmo valor de poténcia. Isto significa, que o nivel de ruido no intervalo
de frequéncia de 50 a 70 Hz e na gama de 5000 Hz a 7000 Hz tera o mesmo valor [19]. O nivel de

ruido é dado por:

1%
Lyise(rms) = (KFAf)I/Z ’ (3.3)

Onde K é uma constante, a € uma constante no intervalo de 0,5 a 2, b é uma constante unitaria e Af é

a gama de frequéncia em Hz [11].
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Figura 3.6 - Densidade espectral caracteristica do flicker noise ao longo da gama de frequéncias [14].

3.2.5 Signal-to-Noise Ratio (SNR) e Noise Figure (NF)

A detecao e medicao da qualidade do sinal é limitada pela presenca de ruido, sendo designada
essa relacao por signal-to-noise ratio (relacao sinal /ruido) [20]. Assim, quanto maior a relacdo do sinal
com a interferéncia indesejada, maior a qualidade do sinal.

O ruido introduzido no primeiro bloco eletronico, sera adicionado ao sinal de interesse, e
consequentemente amplificado nos blocos seguintes, distorcendo-o, e com isso diminuindo o SNR. De
forma a reduzir este ruido introduzido na primeira fase, ¢ aconselhavel a utilizacdo de componentes
low noise [20]. Posto isto, 0 SNR ndo é mais que a relacdo entre as poténcias do sinal pretendido e do

ruido, podendo ser matematicamente calculado por:

Poténcia do Sinal _ Ps

= = — 34
SNR Poténcia do Ruido  Pn’ 34
Sendo expresso em dB através de:
SNR = 10 log (L2 35)
=10log(5). :

Onde Ps, é o valor eficaz poténcia do sinal e Pn o valor eficaz de poténcia de ruido [20].
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Quanto menor for o SNR, maior sera a dificuldade de isolar o sinal de interesse do ruido. Assim,
de forma a calcular o quao ruidoso € um componente em decibéis é usado o Noise Figure, sendo este
expresso atraves de:

NF =10 log [S—i_/s—o] — 10log(NR) (36)
Ni/ No
Onde (Si/Ni) ¢ a relacdo sinal ruido & entrada do equipamento e (So/No) é a relacdo & saida. A divisao
entre estas duas relacdes mencionadas anteriormente, ¢ dado o nome de noise ratio (NR) [11].

A relacao sinal/ruido pode ser melhorada através da utilizacdo de um amplificador /ock-in.
Deslocando o sinal para frequéncias nao tao suscetiveis a ruido, ¢ possivel filtrar as interferéncias
existentes, amplificar o sinal e posteriormente recuperalo para o valor de frequéncia original. Na
Figura 3.7, esta demonstrada a relacao sinal/ruido pretendida, através da utilizacdo do amplificador
lock-in. O sinal que inicialmente se encontrava embebido em ruido, foi recuperado e amplificado,

aumentando a qualidade do sinal (maior relacao sinal/ruido).

0 Sinal Recuperado Amplitude do Sinal
)
z ~ ot .
o i Relagdo Sinal/Ruido
>
= —_
a '50
5 Sinal inicial
-100
T kHz Frequéncia (Hz) 2 GHz
Figura 3.7 - Signal to Noise Ratio (SNF) pretendida com a utilizagdo do fock-in [21]
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3.3 Amplificador Lock-in (LIA)

O amplificador /ock-in (ou amplificador sincrono) é usado para detetar e medir sinais de amplitude
bastante reduzida, mesmo quando estes estao embebidos em ruido de valor superior ao sinal

pretendido [22], como apresentado em exemplo na Figura 3.8.

Amplitude

Ruido

Sinal

f

Frequéncia

Figura 3.8 - Exemplo ilustrativo de um sinal embebido em ruido [11].

No amplificador /ockin, o sinal de entrada é originalmente modulado a uma frequéncia fixa
(designada Fg; na Figura 3.9). Isto consegue-se, por exemplo, alimentando uma ponte de wheatstone
com um sinal alternado, ou no presente caso de fluorescéncia, alimentando a fonte de luz de excitacao
com um sinal alternado. O sinal a medir estara portanto, presente em frequéncias em torno da frequéncia
de modulacado. Este amplificador usa uma técnica designada por phase-sensitive detetion de forma a
isolar o sinal através de uma referéncia com determinada frequéncia e fase. Assim, todo o ruido presente
em frequéncias diferentes do sinal de referéncia sera rejeitado, nao afetando as medicoes [22].

O primeiro passo para a recuperacao do sinal, consiste na eliminacao do ruido indesejado. No
entanto, este processo nao consegue ser efetuado convenientemente apenas com filtragem, possuindo

o amplificador /ock-in um bloco adicional designado de multiplicador [11].

Desenvolvimento de Circuito de Leitura para Medicéo de Clorofila in-situ

Claudio Duarte Campos da Silva - Universidade do Minho 4



Capitulo 3

Amplitude

Ruido

..{1 L |

o

Frequéncia Frer
Sinal pulsado

Figura 3.9 - Representacéo do efeito de modulacao no sinal de ruido [11].

O bloco multiplicador tem a funcao de deslocar o sinal modulado novamente para frequéncias
mais baixas, e deslocar ruido para frequéncias mais elevadas. Isto acontece, devido a multiplicacao no
dominio dos tempos corresponder a uma convolucdo em frequéncias. Para sinais continuos, o
multiplicador pode ser visto como um retificador de onda completa, retificando o sinal modulado de
entrada. A saida deste bloco possui uma componente continua proporcional ao sinal continuo de entrada.

Apos esta fase de recuperacao e deslocacao do sinal para a gama de frequéncia original, ¢
necessaria a eliminacao do ruido que se encontra nas elevadas frequéncias, sendo utilizado para esse
efeito um filtro passa-baixo sintonizado a F,. A Figura 3.10, demonstra o funcionamento do amplificador
lock-in, onde o sinal inicalmente modulado a frequéncia F (Figura 3.9)é recuperado para a frequéncia
original, e todo o ruido deslocado para as altas frequéncias, € eliminado pelo filtro passa-baixo sintonizado

a frequéncia F..

Amplitude
Ruido Ruido

| [
1
Sinal

4 I
| 3

Fo Frer
Frequéncia
Figura 3.10 - Espectro do sinal e ruido apos o multiplicador e filtro passa-baixo [11].
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Posto isto, o amplificador /ock-in apresenta duas caracteristicas Unicas que o distingue dos restantes
amplificadores:
e Apesar de a grandeza fisica a medir ser de baixa frequéncia o sinal de entrada ¢ modulado em
frequéncias mais elevadas, o que tira proveito da reducéo do ruido ficker.
e De forma global, este amplificador pode ser visto como um filtro passa banda de elevado fator
de qualidade, com frequéncia central sincronizada com o sinal de entrada, cuja implementacao

de outra forma seria impraticavel, como é demonstrado mais a frente.

3.3.1 Arquitetura do Lock-in

Tal como mencionado anteriormente, a presente dissertacao encontra-se inserida no projeto
Next- Sea. O modulo de medicao, € constituido por uma parceria com a proposta de dissertacao do
sistema de detecdo, quantificacao e classificacao do fitoplancton. Esta proposta, além do estudo do
fitoplancton, € responsavel pela escolha da fonte de excitacao e do dispositivo de detecao do sinal de
fluorescéncia. O produto final consistira no acoplamento do circuito de leitura (Figura 3.11) com o

sistema acima referido.

Amplificador
Transimpedancia Passa-Banda Amplificador Multiplicador Passa-Baixo
YN
¥ ) Vot } Voz . /A A\ Vout Vout dc
V| n (fo )@ Sensor VS “:,;\ 4—d>
+ + +

= - vertf)[ | [ | — | /\

Passa-Banda

Circuito de Leitura

Figura 3.11 - Diagrama de blocos tipico de um amplificador /ock-in [23].

O sinal usado para a referéncia, seréa 0 mesmo que pulsa a fonte de excitacdo, de forma a que ambos
se encontrem em fase no multiplicador [23]. Sendo assim, o sistema de detecao de fitoplancton sera
constituido por cinco principais blocos, estando detalhada a sua contribuicao neste capitulo. Os principais

sinais expectaveis no circuito sao apresentados na Figura 3.12.
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Ventrada
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Figura 3.12 - Exemplo das formas de onda de tenséo expectaveis nos varios blocos do amplificador /ock-in [11].

3.3.1.1 Amplificador de Transimpedéancia

A corrente obtida no sensor (fotodetetor) é convertida em tensédo através de um amplificador de
transimpedancia, conforme apresentado na Figura 3.13. O sinal embebido em ruido, além de convertido,
serd também amplificado para um nivel adequado a entrada do multiplicador. O “ganho” aplicado pode
ser calculado através da divisao da tensao de saida pela corrente de entrada.

Vo
A= == Rf (3.7)

Onde A é o0 ganho, V, a tensao de saida, Is a corrente de entrada e R: a resisténcia de amplificagao [11].
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C
|1
I
Rt
Vss
Q
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<
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6 |
3 |+
LT
Amplificador de transimpedancia
]
% Di 4
y
Fotodetetor Vdd
e =
Vss

Figura 3.13 - Configuracdo do amplificador de transimpedancia acoplado ao fotodetetor [11].

O uso do condensador C, previne o aparecimento de oscilacdes ou de picos de tensdo a saida do
amplificador [11]. Em conjunto com Rf, é implementado um filtro passa-baixo, dimensionado para
atenuar sinais acima da frequéncia de excitacdo dos LEDs (Light Emitting Diode) de iluminacao da
amostra.

De forma a reduzir a introducao de ruido intrinseco nesta fase, é aconselhavel a utilizacdo de

componentes de baixo ruido [23].

3.3.1.2 Filtro Passa-Banda

Na maioria dos componentes eletronicos baseados em semicondutores, o ruido intrinseco
aumenta a medida que a frequéncia se aproxima de zero [10]. Afastar o sinal Util destas baixas
frequéncias, possibilita a detecao de sinais de amplitude reduzida, como € o caso da fluorescéncia da
clorofila. Isto é conseguido através da modulacao da fonte de excitacao, pulsando-a na ordem dos kHz,
deslocando o sinal de interesse para frequéncias de menor ruido intrinseco [10].

A implementacao do filtro passa-banda, através do circuito da Figura 3.14, permitira isolar o sinal

pulsado, removendo as frequéncias indesejadas e potenciando a recuperacao do sinal.
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l #—0 Saida
C4
R1
Entrada

Figura 3.14 - Exemplo de configuracéo do filtro passa-banda [24].

3.3.1.3 Amplificador

O bloco de amplificacdo tem como principal propoésito a diminuicdo do ganho aplicado no
amplificador de transimpedancia. A necessidade da sua utilizacado, esta relacionada com o nivel de ruido

introduzido, mais especificamente #ermal noise, pela resisténcia R.no primeiro bloco do /ock-in.

Fotodetetor

Saida

Figura 3.15 - Equivalente elétrico do fotodetetor [25].

O aumento da temperatura provoca uma diminuicao do valor de R.... De forma a colmatar este
problema, é necessaria que a tensao aplicada a resisténcia R diminua. Diminuir este parametro,
possibilita ndo s6 a reducao do valor da resisténcia, como do nivel de ruido introduzido no circuito. A
expressao matematica seguinte, permite compreender a relacéo entre os valores de R...e Rr com o ruido

adicionado ao sinal [25].

Rf
Noi i = _— 3.8
oise Gain@DC = 1+ RShunt (3.8)
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3.3.1.4 Multiplicador

O “cérebro” de todo o amplificador /ock-in esta presente neste bloco. Os detetores sincronos,
extraem o sinal embebido em ruido, permitindo maior sensibilidade e relagao sinal/ruido. O sinal original
de baixa frequéncia sera recuperado através do multiplicador. Este, deslocara o sinal que se encontrava
pulsado a alguns kHz, para o dominio continuo (DC), rejeitando todos os sinais que ndo estejam
sincronizados com a referéncia de excitacéo. Isto permitira a leitura da fluorescéncia da clorofila-a com

maior sensibilidade [11].

3.3.1.5 Filtro Passa-Baixo

O filtro passa-baixo é eficaz na supressao do ruido em frequéncias superiores a frequéncia de
corte. Assim, apds a deslocacao do sinal Util para o dominio continuo (DC), é necessaria a remocao dos
harmonicos de ruido. Implementando o filtro passa-baixo, tal como apresentado na Figura 3.16, e
sintonizando a frequéncia de corte para o mais baixo possivel, permitird que os restantes sinais (ruido e

harmonicos) sejam atenuados [23].

Cy

5

R

entrada o—AAA—— AN ,
ntrada s o Saida

C, ==

Figura 3.16 - Exemplo da configuracao do filtro passa-baixo [26].
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Projeto e Simulacao

Este capitulo descreve o desenvolvimento do circuito de leitura especificado no capitulo anterior.
Na primeira fase, serao demonstradas as abordagens adotadas, o dimensionamento dos componentes
e 0s resultados obtidos computacionalmente com a ferramenta de simulacédo PSIM. Posteriormente,
serao efetuadas alteracoes em determinados blocos eletronicos, de forma a compreender a sua influéncia
na leitura do sinal. Estas alteracoes permitirdo aperfeicoar o /ock-in, com as especificacoes pretendidas,

estando todos os resultados detalhadamente especificados neste capitulo.

4.1 Implementacdo e Simulagdo Computacional

No estudo bibliografico efetuado sobre o circuito de leitura a adotar, foram definidos cinco
principais blocos constituintes do amplificador /ock-in, conforme Figura 4.1. Para cada bloco eletronico,
¢ necessario o dimensionamento dos componentes constituintes com base nas caracteristicas

identificadas no capitulo anterior. Os calculos matematicos efetuados, estao demonstrados no presente

capitulo.
Amplificador
Transimpedancia Passa-Banda Amplificador Multiplicador Passa-Baixo
YN
<7 V B V, A\ Vout Vout_dc
V|n (f0)® Sensor VS o1 0z ‘_:’1:_ 4_d>
+ i Ts s
) ) Vref(fo)l | | | — ‘ /\
Passa-Banda Circuito de Leitura
Figura 4.1 - Diagrama de blocos do amplificador /ock-in implementado [22].
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4.1.1 Amplificador de transimpedéancia

O sinal de corrente proveniente do fotodetetor, é convertido em tensao, através da configuracao
de transimpedancia deste amplificador (Figura 4.2). Sendo expectavel um sinal de fluorescéncia de baixa
amplitude, este sera dimensionado para uma entrada na ordem dos nano-amperes. Devido a relagao
existente entre o ruido intrinseco e o valor da resisténcia, o ganho (A) aplicado neste bloco, sera
parcialmente dividido, com o ganho do amplificador seguinte, para evitar resisténcias de elevado valor,
que originam um aumento do ruido intrinseco. O sinal de tensao pretendido sera em milivolts, sendo

calculado o valor da resisténcia necessaria através de:

_ Vsaida — Rf <=> Rf = 1mV_1MQ 4.1)
" Ientrada f <= f= 1nd ’

‘%_V_Pre_ﬂmpliﬂcadnr

lentrada

Figura 4.2 - Configuracao do amplificador de transimpedancia com as caracteristicas estipuladas.

O uso do condensador de 6pF, sugerido pela ferramenta de simulacdo da Analog Devices
“Photodiode Circuit Desjgn”, previne o aparecimento de oscilagdes ou picos de tensao a saida do
amplificador, através da diminuicao do ganho a partir da frequéncia 26 kHz, determinada pela malha
RC. A resisténcia de 1 MQ introduz um ruido intrinseco (#hermal noise) de 20,7 |V, calculado através

de:
Vnoise(rms) = (4kTRAf)Y? = (4 x k x (273,15 + 25) * 1MQ * 26k)V/2 = 20,7 pv (4.2)

Onde k & a constante de Bo/tzmann (1,38x10= J/K), T a temperatura em Aelvin, R a resisténcia que gera

ruido em ohms e Af a gama de frequéncias da medicdo em Hz [11].
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4.1.2 Filtro Passa-Banda

A topologia de multiplo feedback, apresentada na Figura 4.3, é amplamente utilizada nos filtros
passa-banda, pois oferece uma implementacéo de facil configuracéo e viavel para fatores de qualidade
inferiores a 20 [24]. Para o dimensionamento dos componentes, foi selecionada uma frequéncia
passante (f,) sintonizada nos 1000 Hz, permitindo o isolamento do sinal pulsado, removendo as
frequéncias indesejadas e potenciando a recuperacdo do sinal. Quanto ao fator de qualidade (Q), foi
escolhido 0 Q = 5, devido a dificuldade de implementacao real dos filtros, para valores de Q superiores,

tendo em conta a tolerancia dos componentes. As expressdes matematicas para o calculo do valor dos

componentes estao apresentadas abaixo.

C =C1=0,15pF e H (Ganho) =1 (4.3)

R1 =

=
=

Onde K = 2rf,C [27].

¢ (4.5)

K- ee-m-k

2Q
(4.6)
Usando os valores comerciais de resisténcias e condensadores existentes no mercado e

analisando as tolerancias dos componentes, a configuracao utilizada para o filtro passa-banda esta

ilustrada na figura seguinte.

a a

o
c1s L S R3
o 1y
0.0068u_~= VPassa_Banda

Ventrada 5.1k c2 @
AN

R1 ﬁ%m I

Figura 4.3 - Configuracéo do filtro passa-banda com frequéncia central de 1 kHz e fator de qualidade Q = 5.
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4.1.3 Amplificador

O bloco de amplificacdo tem como principal proposito a diminuicdo do ganho aplicado no
amplificador de transimpedancia, devido a necessidade de reducado do ruido introduzido. Para tal, foi
implementado um amplificador inversor (Figura 4.4). Dado que a saida do primeiro amplificador existira
um sinal de unidades de milivolts, sera aplicado um ganho (x1000), ampliando o sinal para valores que
possam ser adquiridos por um ADC, caso seja pretendido. O dimensionamento das resisténcias

necessarias para a amplificacao, pode ser expressa através de:

A= Vo (4.7)
Vi '
14 R2 Vi (4.8)
= —_——k .
] R1 l

Onde A, corresponde ao valor de ganho [11].

. 1eb
—AAN—
R2 VAmplificador
Ventrada 1e3 @
R1 N

Figura 4.4 - Configuracao do ampliticador com as caracteristicas estipuladas.

4.1.4 Multiplicador

O sinal original de baixa frequéncia sera recuperado através do multiplicador. O multiplicador,
multiplica o sinal de fluorescéncia modulado a 1 kHz, pela portadora de 1 kHz que serviu para a excitacéo
do LED que iluminou a clorofila. Este, deslocara o sinal pulsado a alguns kHz, para o DC, rejeitando
todos os sinais que nao estejam sincronizados com a referéncia de excitacdo. Para garantir o correto
funcionamento deste bloco, € necessario que o sinal de referéncia esteja sincronizado com o sinal que
pulsa a fonte de excitacao. Assim, sera implementado um circuito de comutacao comum aos dois sinais,

tal como ilustrado na Figura 4.5.
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lentrada
) Amplificador_Transimpedancia

Sinal Original '
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Sinal_Referéncia®
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Figura 4.5 - Configuracao do sinal de entrada e de referéncia do amplificador /ock-in.

O sinal de corrente de baixa frequéncia e amplitude, serd pulsado por uma onda quadrada
de 1kHz, simulando o sinal de entrada do amplificador de transimpedancia, proveniente do fotodetetor.

O sinal de referéncia utilizado, & 0 mesmo que pulsa a fonte de excitacdo, garantindo assim o sincronismo

de ambos os sinais a entrada do multiplicador.

O multiplicador implementado, serad simulado através de um bloco de multiplicacdo analdgico,
estando ilustrada a sua configuracao na Figura 4.6.

Yidultiplicadar

Ventrada | @
hed C/p

=]

Sinal_Heferéncia

Figura 4.6 - Configuracdo do multiplicador analégico.
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4.1.5 Filtro Passa-Baixo

A topologia Sa/len-Key é implementada por um circuito ndo-inversor, sendo geralmente utilizada
quando é pretendido um fator de qualidade baixo (Q < 3), um ganho unitdrio e uma elevada
precisdo [28]. Estas caracteristicas permitirao isolar o sinal (til, das frequéncias superiores a frequéncia
de corte configurada. Dado que, o sinal proveniente do bloco de multiplicacdo tem uma componente
continua, proporcional ao sinal de entrada, o filtro sera sintonizado com uma frequéncia de corte de
1 Hz, visto que nao se preveem alteracoes rapidas do valor de clorofila ao longo do tempo. O fator de
qualidade, tera o valor de 0,707, para evitar ripp/e no ganho. As expressdes matematicas para o

dimensionamento dos componentes estdo apresentadas abaixo.
Definindo os valores das constantes m e n, temos que:

R1=mR,R2=R,C1=CC2=nCeK=1 (4.9)

Onde K, é o ganho aplicado [29]. A frequéncia de corte e o fator de qualidade podem ser calculados

através de:
f 1 4.10
c= —— .
2nRCvVmn (.10
0= vmn (4.11)
m+1

Onde fc, é a frequéncia de corte em Hz e Q, o fator de qualidade [29].

A configuracao do filtro passa-baixo pode ser visualizada na Figura 4.7.

10u
—] VSaida
VEntrad 30k 18k C1
ntrada - o
AN AN
R1 R2
47u —

C2

Figura 4.7 - Configuracao do filtro passa-baixo Sa/fen-Key de 2%ordem.
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4.1.6 Resultados da simulagdo computacional do amplificador /fock-in

Dimensionados o0s blocos eletronicos, estabelecem-se as ligacoes entre eles, e verifica-se 0
funcionamento do amplificador implementado. Na Figura 4.8, esta apresentado o circuito de leitura

implementado na ferramenta de desenvolvimento PSIM, utilizando os circuitos acima detalhados.

Pre_Amplificador (I-V) Passa-Banda 1000Hz, =5 Amplificador (G=1000)

fpF
@ ' E’I
1e6

A pre_amplifier

e D%

Multiplicador Passa-Baixo 1Hz, @=0,707

L e
’—M/\’—‘ _Amplifier W mutiplier -
e @ n R @ 30k

LIV ' «DD_ = ‘ .

< I )

Sy

Sinal_Referéncial

Sinal_Referdncial
Sinal_Referdncia

ChH

§inal_Refergnoial

Circuito de comutagéo

Figura 4.8 - Circuito para a simulagéo do amplificador /ock-in.

O principio de funcionamento do amplificador proposto na presente dissertacéo, consiste em recuperar
um sinal util embebido em ruido. De forma a simular o circuito de leitura com variaveis de valor proximo
ao real, as condicoes de teste selecionadas, basearam-se nos sinais reais expectaveis.

Como sinal util, foi configurada uma corrente sinusoidal, de frequéncia 1 Hz e amplitude de 1 nA.

A forma de onda resultante esta apresentada na figura seguinte.

Sinal_util
0.001u
0.0005u
—
s Ou
[}
©
S5
2 o0k
a
E  -0.001u
<<
-0.0015u
-0.002u
0 0.5 1 15 2
Tempo (s)

Figura 4.9 - Sinal util de entrada antes do circuito de comutacao.

1 1
f=$=1=1Hz (4.12)
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O sinal util sera modulado a 1 kHz, pelo circuito eletronico apresentado na Figura 4.5, simulando

o sinal proveniente do fotodetetor, quando utilizada uma fonte de excitacao pulsada. A Figura 4.10 ilustra

0 sinal resultante.

Amplitude (A)

I_pre_amplificador

0.0015u

0.001u

0.0005u

Ou

-0.0005u

-0.001u

0:5 1.5
Tempo (s)
Figura 4.10 - Sinal util de entrada apos o circuito de comutacéo.

Uma visualizacao no dominio das frequéncias, permite identificar o sinal de interesse de 1 Hz,

pulsado a frequéncia 1 kHz, através da Figura 4.11.

Amplitude (A)

0.00035u

I_pre_amplificador

11 I T T S T

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

0.00025u

0.0002u

0.00015u

0.0001u

5e-005u

Ou
1002

998 1000

Frequéncia (Hz)

Figura 4.11 - Sinal pulsado no dominio das frequéncias.

Para o correto funcionamento do /ock-in, as entradas do multiplicador devem estar sintonizadas.
Para isso, o circuito de comutacao da fonte de excitacao, sera 0 mesmo que gera o sinal de referéncia,
ilustrado na Figura 4.12. Um bloco adicional, mais especificamente um filtro passa-banda com as
mesmas caracteristicas do dimensionado anteriormente, filtrara ambos os sinais do multiplicador (sinal

de entrada e a referéncia), garantindo que as deslocacdes de fase provocadas pela adicdo do bloco de
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filtragem sejam iguais em ambos os sinais, reforcando o sincronismo das duas formas de onda a entrada
do modulo de multiplicacao.

Sinal_Referencia

Il m
1 1

o
o

Amplitude (V)

s
o

0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
Tempo (s)

Figura 4.12 - Sinal de referéncia antes do passa-banda.

1 1

A Figura 4.13 apresenta a forma de onda resultante do sinal de referéncia apds filtragem do passa-banda.

Sinal_Referencia_PB

I

0.5

Amplitude (V)

AB e T

0.022 0.023 0.024 0.025 0.026

0.02 0.0I21
Tempo (s)

Figura 4.13 - Sinal de referéncia apos filtragem do passa-banda.

Este sinal filtrado correspondera a uma das entradas do modulo de multiplicacao.

A forma de onda ilustrada na Figura 4.10, sera amplificada e convertida pelo circuito de
transimpedancia, e o sinal de nano-amperes proveniente do fotodetetor convertido em milivolts na saida.
Sendo o ruido o fator determinante para a utilizacdo e dimensionamento do amplificador /ock-in, para

simular a presenca de ruido intrinseco, a uma das entradas do amplificador de transimpedancia foi
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adicionada uma fonte sinusoidal de frequéncia e amplitude diferentes do sinal. A implementacao deste

mecanismo, esta apresentada na figura seguinte.

6pF
N ||
|

1e6 \_pre_amplificador

Sinal de entrada

Figura 4.14 - Simulacéo do ruido (exemplo de 100 pV, 1003 Hz) no amplificador de transimpedancia.

A interferéncia inserida distorcera o sinal, dificultando a leitura. A Figura 4.15, demonstra o aspeto da
onda de saida do amplificador, em que ao sinal de entrada de 1 nA, 1 Hz, modulado a 1 kHz

(correspondente a 1 mV, 1 Hz na saida do amplificador) foi adicionado um sinal de 100 uV, 1003 Hz.

V_pre_amplificador

0.0015
0.001

0.0005

-0.0005 -

Amplitude (V)

-0.001

-0.0015

Tempo (s)

Figura 4.15 - Simulcéo do sinal a saida do circuito de transimpedéancia, em que a entrada é 1 nA, 1 Hz, modulado a 1 kHz

com ruido adicionado de 100 uV, 1003 Hz.

mV
(4.14)

Uma visualizacdo aproximada do sinal no dominio das frequéncias (Figura 4.16), permite verificar que a

fonte de ruido se encontra proxima do sinal de interesse, mais especificamente nos 1003 Hz. Este valor
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da frequéncia de ruido (1003 Hz), € um exemplo dos varios testados. Neste caso, por se situar proxima

da frequéncia de sinal (1000 Hz) a atenuacéo do ruido é reduzida.

V_pre_amplificador
L e T T
S S S
—_— |
= !
D T T T B I T B
() !
© ;
S 00002 | N
D 00002 [ ;
e Ruido
I L L T S S T
< :
T T E A — G - B i eee- B - L
L et M S e R S
0
1000 1002 1004

955 958
Frequéncia (Hz)
Figura 4.16 - Espectro do sinal a saida do circuito de transimpedancia, com um sinal de entrada de 1 nA, 1 Hz, modulado

a 1 kHz com ruido adicionado de 100 pV, 1003 Hz.

Apos esta amplificacao o sinal € filtrado pelo passa-banda. Devido a proximidade do sinal de ruido
com o sinal util, este ndo conseguira ser eliminado com esta filtragem. Os restantes sinais presentes em

frequéncias superiores ou inferiores ao raio de acao do filtro serao atenuados significativamente. A

Figura 4.17 apresenta a forma de onda a saida do filtro passa-banda.

VPassa_Banda

0.0008
0.0006
—  0.0004
>
<
o 00002
©
S
2 0
g— 0.0002
< o0004

-0.0006

-0.0008

2
Tempo (s)
Figura 4.17 - Visualizagao do sinal a saida do bloco de filtragem.

Verificando as componentes de frequéncia existentes, permite confirmar a existéncia da componente de

1003 Hz ainda presente no sinal (Figura 4.18).
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VPassa_Banda
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0.0003

0.00025

0.0002

0.00015

Amplitude (V)

0.0001

5e-005

996 998 1000 1002 1004

Frequéncia (Hz)
Figura 4.18 - Espectro do sinal a saida do filtro passa-banda, com um sinal de entrada de 1 nA, 1 Hz, modulado a 1 kHz

com ruido adicionado de 100 pV, 1003 Hz.

Posteriormente a esta filtragem, o sinal entra no amplificador, deslocando o sinal dos milivolts

para volts (Figura 4.19).

V_Amplificador
1 ......................................................................................
0.5
0
-0.5
Al N
0 1 2 3 4
Tempo (s)

Figura 4.19 - Sinal a saida do bloco de amplificacéo.

O sinal de baixa frequéncia (1 Hz) inserido a entrada, sera recuperado através do multiplicador,
que deslocara o espectro do sinal pulsado a 1 kHz para DC. O sinal apresentado na Figura 4.13 sera
uma das entradas deste modulo, correspondendo ao sinal de referéncia, enquanto que a outra entrada
correspondera ao sinal amplificado, ilustrado na Figura 4.19. Para garantir o correto funcionamento do

lock-in é necessario garantir que os dois sinais de entrada estao em fase. A figura seguinte demonstra o

pretendido.
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Amplitude (V)

V_Amplificador Sinal_Referencia_PB
1.5
1
0.5
0
05 |-
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0.004 0.005 0.006 0.007 0.008 0.009 0.01
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Figura 4.20 - Sinais de entrada do bloco de multiplicacéo. A vermelho o sinal proveniente do fotodetetor, apos a

amplificacdo e filtragem e a azul o sinal de referéncia, através da filtragem do sinal de excitacao do LED.

Constatado o sincronismo dos sinais de entrada, a Figura 4.21 apresenta a saida do multiplicador.

Amplitude (V)

V_multiplicador

Tempo (s)

Figura 4.21 - Sinal de saida do bloco de multiplicagéo.

Na Figura 4.22 ¢ apresentado em detalhe 0 mesmo sinal, entre os 100 ms e os 110 ms. Verifica-se que
o multiplicador funciona como um retificador de onda completa, duplicando a frequéncia do sinal de

1 kHz. A saida deste bloco possui uma componente continua proporcional ao sinal de entrada (1 Hz).
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V_multiplicador
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Figura 4.22 - Sinal de saida do bloco de multiplicacao no dominio dos kHz.
Além desta retificacdo, o multiplicador possui outra vantagem mencionada no presente capitulo, que
consiste no deslocamento do sinal Util das altas frequéncias (1 kHz), para DC. Na visualizacdo do sinal,
no dominio dos tempos, tal como ilustrado nas figuras anteriores, este deslocamento ndo é ¢bvio. No

entanto, quando apresentado o dominio das frequéncias, ¢ possivel constatar este deslocamento

(Figura 4.23).

V_multiplicador

0.5

04

0.3

0.2

Amplitude (V)

0.1

0 2 4 6 10

Frequéncia (Hz)

Figura 4.23 - Visualizacao do sinal de saida do multiplicador no dominio das frequéncias. O sinal original de 1 Hz é visivel,

assim como o ruido de 1003 Hz introduzido.

Apesar de o sinal ter sido deslocado tal como pretendido, a componente de ruido de 1003 Hz
inserida no circuito de transimpedancia, foi deslocada para DC aparecendo no sinal com o valor de 3 Hz.
Por fim, a utilizacao do filtro passa-baixo sintonizado com uma frequéncia de corte de 1 Hz, Q = 0,707,

ira atenuar o ruido acima desta frequéncia. A Figura 4.24 apresenta o sinal de saida.
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Figura 4.24 - Sinal de saida do amplificador /ock-in.

Frequéncia = ﬁ = (4.15)

Embora no sinal acima apresentado nao seja percetivel a existéncia da componente de 3 Hz, uma

visualizacao no dominio das frequéncias permite verificar que o ruido nao foi totalmente atenuado.

VSaida

Amplitude (V)

Frequéncia (Hz)
Figura 4.25 - Sinal de saida do amplificador /ock-in no dominio das frequéncias, onde ainda é visivel o ruido 3 Hz,
proveniente do sinal de ruido original introduzido a 1003 Hz.
De forma a aperfeicoar o circuito e perceber a influéncia dos blocos eletronicos no sinal final, serdo

redimensionados alguns circuitos, estando os resultados apresentados na seguinte secgao.
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4.2 Redimensionamento dos circuitos eletronicos do amplificador /ock-in

O amplificador implementado na presente dissertacao, para além do bloco de multiplicacao,
possui dois blocos amplificadores e dois de filtragem. Dado que, tanto o multiplicador como os circuitos
de amplificacao, nao alteram significativamente o sinal final, as alteracoes efetuadas serao nos filtros.
Estes, sao os principais responsaveis pelo isolamento do sinal Util e eliminacao das interferéncias. Para
testar a sua influéncia no circuito de leitura, serao introduzidos ruidos em varias frequéncias no

amplificador de transimpedancia tal como ilustrado na figura seguinte.

6pF
|
[

1e6

+—ANN—s V_pre_amplificador

|

o

Ruido de
A/ frequéncia
2e-6 .,
1Hz variavel

Ruido

Figura 4.26 - Mecanismo de introdugéo de ruido no circuito de leitura.

Assim, variando a frequéncia do sinal de ruido num intervalo de 1 a 1000 Hz sera obtida por
simulacao a tensao de saida do amplificador /ock-in. Dividindo a amplitude de saida pela amplitude do
ruido de entrada, ¢ calculado e apresentando graficamente um “pseudo” diagrama de bode. E designado
“pseudo”, pois a frequéncia do sinal de saida ndo corresponde a frequéncia do sinal de entrada. Nos
exemplos anteriores, um sinal de ruido de 1003 Hz na entrada proporcionava um sinal de ruido 3 Hz na
saida. Como o amplificador de transimpedancia € o bloco onde o ruido intrinseco é mais relevante para
o ruido total, apenas foi analisado o ruido neste bloco.

Em funcao desta analise, serao reequacionadas as especificacdes dos circuitos de filtragem, tais
como, a frequéncia de corte, o fator de qualidade ou a ordem de grandeza do filtro, tornando possivel a

selecéo da melhor configuracao para a atenuacao de ruido no circuito.

4.2.1 Filtro Passa-Banda

O primeiro teste efetuado no circuito de leitura, consiste na alteracdo do fator de qualidade dos

filtros passa-banda. Alterando a frequéncia do sinal de ruido (de 1 Hz a 1 kHz), foram registados os
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valores dos sinais de saida do /ock-in, para filtros com fator de qualidade (Q) entre 1 e 5, estando ilustrada

a atenuacao do ruido do circuito em decibéis na Figura 4.27.

Vsaida

Ganho(dB) = 20 log (5, —

(4.16)

Fator Q
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L] ] il ] 10000
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——05 —e—0d Q3 —g—02 —g—01 -—a—>5em Ffiltro
Figura 4.27 - Influéncia do fator de qualidade do passa-banda na atenuacéo do ruido e comparagdo com a inexisténcia de

filtro passa-banda.

Através dos resultados obtidos, é possivel constatar que a melhor opcao consiste na utilizacao de um
filtro passa-banda com fator de qualidade 5, devido a maior atenuacdo de ruido para frequéncias
inferiores a 1000 Hz.

De modo compreender a influéncia da frequéncia central do filtro no resultado final, sintonizou-se
este valor para +5% do valor original (1 kHz). Esta simulacdo destina-se a prever o efeito da tolerancia
dos componentes do filtro (e do gerador do sinal de 1 kHz) no resultado final do amplificador /ock-in. Os

resultados obtidos estao apresentados na Figura 4.28.
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Fator Q =5 (950, 1000 e 1050 Hz)
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Figura 4.28 - Influéncia da frequéncia passante do passa-banda na atenuacao do ruido (as linhas de 950 Hz e 1050 estéo

sobrepostas).

Dado que, tanto para a frequéncia passante de 950 Hz como 1050 Hz a resposta do circuito de
leitura no resultado final € idéntica, a sintonizacdo manual do filtro sera opcional. No entanto, o valor
adotado sera de 1010 Hz, tendo em conta os valores comerciais e tolerancias dos componentes. A nova

configuracao do filtro passa-banda esta apresentada na Figura 4.29.

Passa-Banda 1010Hz, Q=5

] o

120k

0 VVPassa_Banda

Sinal de Entram 0.0068u gf)

=]

Figura 4.29 - Implementacao do filtro Passa-Banda com valores comerciais de resisténcias e condensadores.

4.2.2 Filtro Passa-Baixo

O filtro passa-baixo € o principal responsavel na supressao de ruido no amplificador /ock-in. Posto
isto, o primeiro teste efetuado, sera o de verificagao da influéncia da frequéncia de corte no sinal de

saida. Dimensionando o filtro para as frequéncias de 1, 5 e 10 Hz verificou-se 0 comportamento do

Desenvolvimento de Circuito de Leitura para Medicao de Clorofila /n-sif.

66 Claudio Duarte Campos da Silva - Universidade do Minho



Ganho(dB)

Capitulo 4

circuito de leitura relativamente a frequéncia do ruido introduzido no amplificador de transimpedéancia

(Figura 4.30).
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Figura 4.30 - Influéncia da frequéncia de corte do passa-baixo na atenuacéo de ruido.

Constata-se desta analise, que o amplificador /ock-irn pode ser considerado como um filtro passa-banda

com um fator de qualidade muito elevado (Q > 500) (na Figura 4.27, apresenta um ganho de cerca de

10 dB a frequéncia central de 1 kHz e uma atenuacao superior a 30 dB a frequéncia de 900 Hz). Isto é

um reflexo da utilizacdo do filtro passa-baixo final (1-10 Hz), mas deslocado para 1 Hz através do

multiplicador. Uma vez que é pretendida uma elevada atenuacgao do ruido para frequéncias superiores a

DC, a configuracao que melhor corresponde a este requisito ¢ a de 1 Hz.

Selecionada a frequéncia de corte, e sendo este o filtro responsavel pela eliminacao do restante

ruido presente no sinal, realizaram-se simulacdes para determinar como a ordem deste influencia a

filtragem do ruido. Assim, foram dimensionados trés filtros passa-baixo de 2¢,3% e 4* ordem, todos com

frequéncia de corte de 1 Hze Q = 0,707, estando apresentados os resultados obtidos na figura seguinte.
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Figura 4.31 - Influéncia da ordem do filtro passa-baixo na atenuagéo de ruido.
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Os resultados demonstram uma maior atenuacao quando utilizado o filtro de 4°ordem, relativamente ao
inicialmente proposto (2*ordem). Verificada a influéncia dos principais parametros do filtro no /ock-in, a

nova configuracao adotada esta ilustrada na Figura 4.32.

Passa-Baixo 4°ordem (1Hz, Q=0,707)

, 3|-|3” VSaida
I
36k 22k
AN n
Sinal de Entrada l _
10u I

Figura 4.32 - Filtro passa-baixo de ordem 4 implementado.

4.3 Circuito de Leitura Final

O circuito otimizado foi simulado na sua totalidade, com o objetivo de avaliar o nivel de ruido
intrinseco, estando os resultados apresentados nesta seccdo. Um dos problemas encontrados na
abordagem anterior, foi a baixa atenuacao da componente de ruido de 3 Hz, sendo esta ainda visivel no
espectro de frequéncias da Figura 4.25. Assim, utilizando novamente o sinal de entrada de 1 Hz e
amplitude 1 nA, e colocando a fonte de ruido no bloco de transimpedancia sintonizado a 1003 Hz

(Figura 4.14), sera visualizada a saida o resultado da atenuacéo.

V8aida
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Figura 4.33 - Sinal de saida do amplificador /ock-in.
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Tal como no primeiro teste realizado, a componente de 1 Hz inserida a entrada do circuito é isolada e
recuperada. No entanto, contrariamente ao resultado anterior, quando verificadas as componentes de

frequéncia presentes, a interferéncia de 3 Hz ¢ eliminada, como demonstrado na figura seguinte.

VS8aida

0.03  frremrmemmreneesneenn s e RSeREITEI SRR SRR I RITEI e
S S — b - i
L e — b T Ll - i sl

0015 | e, R e i it L2

Amplitude (V)

001 foreesmmmmseesfomnncdo T T

T R — e

4 6
Frequéncia (Hz)

Figura 4.34 - Novo sinal de saida do amplificador /ock-in no dominio das frequéncias.

Testado o circuito de leitura para este sinal, nesta segunda fase, serao introduzidas distorcoes em
varias frequéncias, de modo a ser possivel caracterizar a atenuacao de ruido do /ock-in. Assim,
configurando novamente o bloco de transimpedancia, como apresentado na Figura 4.26, e registando
os valores a saida do circuito, foi possivel tracar o diagrama apresentado na figura abaixo, que representa

0 nivel de ruido presente na saida, em funcao do ruido introduzido no amplificador de transimpedancia.

Atenuacao de ruido total

25,00 I ———— 4::; ;
5.00 \‘ a0, UUQI] 9 9 9 9 1&] 1020 1040 1060 1080 1100
15,00 15 100 1000 | 10000 _ .., s e
-35,00 } g o
_55‘00 ] ' : ;:'rlzn.m
-75,00 1 - & 160,00 ¥ &
?15 -95,00 - 200,00
& -115,00 il ,’ 240,00
£ -135,00 -
§ -155,00 I’_‘ = o o Frequéncialtiz)
-175,00 A
-195,00 . )
21500 B [
235,00 —_ n ﬁ
255,00 = il 1 |
-275,00 ———L
Frequéncia(Hz)
Figura 4.35 - Diagrama de atenuacéo de ruido do amplificador /ock-in, relativamente ao sinal de ruido na entrada do
amplificador de transimpedancia.
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Toda a interferéncia causada no sinal de interesse pelos componentes eletronicos constituintes do
circuito de leitura, é designado de ruido intrinseco. Dado que, o ruido introduzido no primeiro bloco
eletronico se apresenta como uma das principais fontes de distorcao, é aconselhavel a utilizacao de um
amplificador de baixo ruido. Efetuado o teste para a fonte de ruido de frequéncia variavel e tracada a
curva de atenuacao de ruido total, o ultimo teste consistira na introducao de ruido real de um circuito
integrado amplificador. Para isso, foi selecionado um amplificador com as caracteristicas pretendidas
(low offset, low noise e Jow input bias current), e retirada da sua ficha técnica, a relacao do nivel de ruido

com a frequéncia. O integrado selecionado para o circuito de transimpedancia é o ADA4522-2 estando

a sua curva de ruido caracteristico apresentado na figura seguinte.

100
Ay =100 =5V
e FOV
55V
~
=
= 10
c -
~ S .
_8 T
\S .\'.
o L
() -
©
— 1
()
=
P
0.1 =
10 100 1k 10k 100k 1M 3

Frequéncia (Hz)

Figura 4.36 - Curva caracteristica de ruido do integrado ADA4522-2 [30].

O grafico apresenta um nivel de ruido constante, para frequéncias inferiores a 10 kHz. Estando o
funcionamento do circuito de leitura sintonizado em alguns kHz, a introducao de interferéncia deste
componente sera de aproximadamente 6 nV/v Hz. Com a curva de atenuacdo de ruido do amplificador
tracada, € possivel simular a introducdo do nivel deste ruido no circuito. Através das equacdes abaixo
indicadas foi calculado o valor de saida de ruido para as varias frequéncias de teste.

Vsaida
(4.17)

B)=2 —
Ganho(dB) 0log (Ventra da)

Ganho(dB)

Ganho(V) = 10C 20 ) (4.18)

Ganho(dB)
Output noise(V/VHz) = VND x 10 z0 ) (4.19)
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Onde VND, é o valor de nivel de ruido caracteristico do componente acima mencionado em nV/v Hz [25].

O resultado obtido esta apresentado na Figura 4.37.
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Figura 4.37 - Diagrama de atenuacéo de ruido quando introduzido o integrado ADA4522-2.

De modo a calcular matematicamente o valor total de ruido RMS introduzido pelo circuito integrado

foram utilizadas as seguintes expressoes:

Ruido (rms) = (4.20)

Onde f,e f,, sdo o intervalo de frequéncias em Hz e SDf o valor médio do nivel de ruido entre esse intervalo
em V/v Hz [25]. Assim, o valor total de ruido inserido para este componente eletrénico, no intervalo de

frequéncias entre f,=1 Hz e f, = 2000 Hz é de:

2
Ruido total (rms) = Z (SDf)2df = 26,06 nV (4.21)

f1
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Capitulo 5

Fabrico, Teste e Resultados do Amplificador

No capitulo anterior foi apresentado o desenvolvimento do circuito de leitura, com o
dimensionamento dos componentes necessarios e a realizacao de testes comprovativos do
funcionamento do mecanismo implementado.

Neste capitulo sera demonstrada a implementacdo do /ock-n. Serdo implementados dois
prototipos do circuito de leitura, alterando os componentes constituintes e testados com as mesmas
condicoes. Os resultados obtidos, serdo usados como termo comparativo entre os circuitos

desenvolvidos, permitindo a selecao do melhor prototipo.

5.1 Protétipo experimental

Foram implementados dois prototipos, baseados no projeto e simulacao apresentada.
Selecionados os componentes, foi desenhado o circuito impresso (PCB), fabricado e caracterizado,

conforme apresentado nas proximas seccoes.

5.1.1 Escolha dos componentes

Sendo expectavel um sinal de fluorescéncia de baixa amplitude e devido a relacao existente entre
o0 ruido inserido e o valor da resisténcia de amplificacdo, o amplificador operacional utilizado neste
primeiro bloco serd um dos mais importantes de todo o amplificador. Quanto menor a intensidade do
sinal, maior sera a sua suscetibilidade ao ruido, diminuindo o SNR e dificultando a recuperacao do sinal
util. Para melhorar os resultados obtidos, & fundamental que os circuitos usados nao interfiram na
qualidade do sinal. Para isso, é necessario selecionar um amplificador operacional com baixo ruido, baixa
tensdo de offset e uma corrente de polarizacao (bias) menor que a intensidade do sinal expectavel. O

ADA4522-2 apresenta as caracteristicas pretendidas, estando os valores detalhados na tabela seguinte.

Desenvolvimento de Circuito de Leitura para Medicéo de Clorofila in-situ 73
Claudio Duarte Campos da Silva - Universidade do Minho



Capitulo 5

Tabela 5.1. Especificacdes elétricas do amplificador operacional ADA4522-2[30].

Parametro Valor (Tipico) Unidade
Tensao de offset Vs 0,7 v
Corrente /bias A 50 pA

Nivel de ruido e, 58 nV/v Hz
Corrente offset de entrada L 80 PA

-
i

OUTA[1][= B
-INA[2]||ADA4522-2\[7] OUT B

TOP VIEW ]
*INA E (Not to Scale) §]-IND

V-[4] +IN B

Figura 5.1 - Configuracao dos pinos do integrado ADA4522-2[30].

Selecionado o amplificador operacional do bloco de transimpedancia, também € necessario selecionar
componentes para a amplificacao e filtragem do sinal. Para a implementacao do circuito de leitura, seréo
testados dois amplificadores, de forma a averiguar o que possui melhores caracteristicas para o circuito
pretendido. Dada a vasta utilizacdo do integrado 72084 nas aplicacbes mencionadas, este sera um dos

amplificadores usados para implementar os filtros passa-banda, passa-baixo e o circuito de amplificacao.

Tabela 5.2. Especificacdes elétricas do amplificador operacional 72054A [31].

Parametro Valor (Tipico) Unidade
Tensao de offset v, 3 mV
Corrente /bias /, 20 PA
Nivel de ruido e, 15 nV/v Hz
Corrente offsetde entrada /, 5 pA
10UT [] 1 U 14]] 40UT
1IN=[] 2 13]] 4IN-
1IN+ 3 12[] 4IN+
Vee+[]4 111 Vee-
2IN+[] 5 10]] 3IN+
EIN—[ B 2 ] 3IN=-
200T [ 7 E] JOUT

Figura 5.2 - Configuracao dos pinos do integrado 72084A [31].
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Para comparacao de resultados, o outro circuito integrado selecionado foi o OFP0/CSZ, estando as

principais caracteristicas ilustradas na tabela abaixo. A principal diferenca, relativamente ao anterior

7L084, encontra-se numa tensao de offsettipica de 30uV, comparativamente a 3mV no 7L054.

Tabela 5.3. Especificacdes elétricas do circuito integrado OP0O/CS7[32].

Parémetro Valor (Tipico) Unidade
Tensao de offset Vs 30 W\
Corrente /bias /, 1,2 nA
Nivel de ruido e, 10,3 nV/v Hz
Corrente offset de entrada L 05 nA
N\
VosTRM[ 1| ® OP07 [ 8] Vos TRIM
N [Z] v
+IN [3] 6 ] ouT
v-[& =N

NC = NO CONNECT

Figura 5.3 - Configuracao dos pinos do integrado OP0/CSZ[32].

Os pinos representados por “ 7R/M” permitem a introducdo de uma resisténcia variavel, possibilitando
ainda o ajuste manual da tensao de offset.

Quanto ao bloco de multiplicacao, os parametros de interesse consistem na frequéncia maxima
da resposta do circuito, tensao de offset e o ruido introduzido. Dado que gama de frequéncias de
operacao do circuito de leitura é nos kHz, ¢ importante que o multiplicador analégico selecionado
mantenha a resposta a esta frequéncia. Um circuito integrado que cumpre estas exigéncias é o AD633

(Figura 5.4) estando detalhadas as suas principais caracteristicas na tabela seguinte.

Tabela 5.4. Especificacdes elétricas do circuito integrado AD633ARZ [32].

Parametro Valor (Tipico) Unidade
Tensao de offset - 15 mV
Largura de Banda - 1 MHz
Nivel de ruido - 08 uV/v Hz
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Figura 5.4 - Configuracao dos pinos do integrado AD633AR/[31].

O valor de saida do multiplicador é calculado matematicamente através dos valores nas entradas:

X1-X2)(Y1-Y2
wo EoXDI-TD

(5.1)
Onde W, ¢ valor da tensao de saida em Volts e X e Y os valores de entrada do multiplicador e Z um valor

de tensao a somar ao resultado [31]. Selecionados os componentes, a préxima etapa é o desenho do

circuito impresso com auxilio da ferramenta de desenvolvimento A/tium.

5.1.2 Desenho e Implementacao

Amplificador de Transimpedancia

< Filtro Passa-Banda
_“r_l |
0.1 5uF L
= 1 = wr Al v Ve
b ' N KL j— 2 (e v 1T - N v T
o = N v 2 I [ o ] - tand_Fas s i ol = : &
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15V ADAASLL - GRD aND iNI
Sinal de Entrada i 3
'l Filtro Passa-Banda Amplificador
L - Multiplicador
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Hu) AHE J_ e ] 8 i = Sigral Om
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Figura 5.5 - Esquema do amplificador /ock-in na ferramenta de desenvolvimento A/fium.
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Relativamente ao circuito de leitura implementado, a versdo do esquema acima ilustrada, utiliza os
amplificadores OP0/CSZ tendo sido também implementado o mesmo circuito com o amplificador
operacional 7,084, apresentado ao longo deste capitulo. Outra caracteristica diferenciativa relativa a
versao do circuito impresso com os amplificadores 7L054, ¢ a configuracdo do filtro passa-baixo de
ordem 4 (Figura 5.6) com um ganho de 16, de forma a compensar a atenuacéao (divisao por 10) do sinal

a saida do multiplicador.

Filtro Passa-baixo 4%ordem 1Hz, Q=0,707

| . 33 vsaida
|

¥

36k
e AvATAY

Sinal de entrada

Figura 5.6 - Configuracao do filtro passa-baixo de 4° ordem do circuito de leitura cc;m valor de ganho 16.

Projetaram-se entradas para cabo coaxial, para reduzir as interferéncias de sinais externos. Para
alimentar estes componentes, foi utilizada uma entrada comum, com a tensao de alimentacao positiva,
negativa e o ground. Nesta entrada, ha dois condensadores de igual valor, de forma a reduzir os ruidos

inseridos pela fonte de alimentacao e fornecer eventuais picos de corrente ao circuito. O esquema esta

GND-l”iL
C10

100nF

apresentado na Figura b.7.

Alimentacéo +15V
g
2
! =
GND
C11
GND| |—|
100nF -15V

Figura 5.7 - Condensadores de desacoplamento na entrada da tensao de alimentagao.

Estabelecidas as ligacdes, a proxima fase é a colocacdo dos componentes e desenho das pistas no
circuito impresso. As imagens seguintes demonstram o circuito resultante a 2D e 30, Figura 5.8 e
Figura 5.9 respectivamente. Uma das faces da PCB contém um plano de massa em quase toda a

superficie.
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P4

Supply
C10

C11

ClC '. .

R5 oi=te

Figura 5.9 - Esquema do amplicador Lock-in com os amplificadores OP0/CSZ a trés dimensdes.

Desenhado o circuito impresso e soldados os componentes, serdao realizados testes com o0s
equipamentos presentes no laboratério, de forma a caracterizar o funcionamento do circuito de leitura e

comparar a influéncia dos dois circuitos integrados apresentados, na qualidade do sinal.
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5.1.3 Teste de caracterizagao do funcionamento do circuito de leitura

0O teste realizado com o amplificador consistird na recuperacao de um sinal de baixa amplitude
embebido em ruido, comprovando assim o principio de funcionamento deste mecanismo. Para diminuir
a introducao de ruido, ndo foi usada uma fonte de alimentacao ligada a corrente elétrica, mas sim um
circuito composto por duas pilhas de 9V (situacdo equivalente a utilizacao real). O protétipo do circuito

de leitura durante a realizacao dos testes esta apresentado na Figura 5.10.

Figura 5.10 - Esquema das ligacées do protdtipo do amplicador Lock-in.

|u

Recorrendo ao gerador de sinais, foi gerado um sinal “ramp up” de frequéncia 200 mHz, com uma

amplitude de 7 mVpp, modulado por uma onda sinusoidal de 1 kHz. Como sinal de referéncia, foi
utilizada uma tensao sinusoidal de frequéncia 1 kHz e amplitude 2 Vpp. Nas figuras seguintes é

demonstrada a configuracédo do equipamento (Figura 5.11 e Figura 5.12)

on CH2|  Hignz

Freq  1.000,000,000 kHz
Ampl - 2.000,0 vpp i:?,l.,

Offset  (0.000,0 voc Offset
Phase 00.000°

NivAIto

Fase

Alinhar

Figura 5.11 - Configuracao do sinal de entrada no channe/ 1 e do sinal de referéncia no channel 2.
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RIGOL
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MFreq  200.000 mHz

Shape UpRamp
Depth  100.000 %

Prof AM

DSsSC

Des!

Figura 5.12 - Configuracao do sinal de entrada no channe/ 1 com a modulacédo a 1 kHz e do sinal de referéncia, 1kHz, 2
Vpp.

Para que o sinal de entrada do amplificador de transimpedancia seja em corrente, ao sinal de

tensao gerado no channel 1é acrescentada uma resisténcia de 470 KQ, gerando idealmente como sinal

de entrada uma corrente de:

Ientrada = =14,89n4 (5.2)

7
470k
Na Figura 5.13, é apresentada a forma de onda do sinal do channe/ I antes da introducdo desta
resisténcia. Idealmente seria expectavel uma amplitude do sinal de 7 mVpp, mas devido a introducao de
ruido no circuito, mas principalmente no osciloscépio, o sinal visualizado apresenta diferencas em

amplitude e offsetde 2.96 mV. No entanto, é possivel verificar que a frequéncia de interesse, 200 mHz,

esta presente no sinal.

Horizontal

Freq=1.92 Hz 3 ) Phaf1-+2=ssxxs

Figura 5.13 - Sinal de entrada antes da introducao da resisténcia.
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Estando a escala temporal definida para 2 segundos/divisao, e constatando que o sinal se repete

periodicamente a cada 2,5 divisdes, é possivel afirmar que:

T = 2segundos * 2,5 divisdes = 5 segundos (5.3)

-
Il

1
—==200mH
T mHz

Na figura seguinte, € apresentada uma visualizacdo com menor base de tempo do sinal “ramp up”,

modulado. Utilizando a amplitude do sinal, & possivel calcular a corrente de entrada no amplificador de

transimpedancia.

18,4mV
(5.5)

Ientrada = A0k ~ 39,15 nA

\
oo

Fall Time

=110.0us Phaf1-s2=ssxxs

Figura 5.14 - Sinal de entrada do amplificador de transimpedancia visualizado a 1 kHz.

Como sinal de referéncia, foi gerado através do cAanne/2 um sinal sinusoidal de 1 kHz com uma
amplitude de 2 Vpp. Visualizando no osciloscopio, verifica-se que o sinal de referéncia é caracterizado

por uma amplitude de 2,08 Vpp, com um offset de introduzido de 14,4 mV (Figura 5.15).
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Freg=110 Hz

Figura 5.15 - Sinal de referéncia do amplifcador /ock-in.

Antes da entrada do sinal no médulo do multiplicador, este percorre um filtro passa-banda de segunda
ordem, com frequéncia passante localizada nos 1010 Hz, garantindo que as deslocacoes de fase
provocadas pela adicdo do bloco de filtragem sejam iguais em ambos os sinais, dado que o modulado
proveniente do amplificador de transimpedancia atravessa também um filtro equivalente. O sinal de
referéncia resultante esta apresentado na Figura 5.16. O sinal obteve uma ligeira atenuacdo em
amplitude para os 1,92 Vpp, sendo que o offset introduzido aumentou para os 30,6 mV.
Comparativamente ao prototipo constituido pelo o amplificador 72054, a utilizacdo do amplificador
operacional OP07CSZ permitiu uma reducao de offset neste modulo, que era de 32 mV, como

apresentado nas figuras seguintes.

Harizontal

Figura 5.16 - Sinal de referéncia do amplifcador /ock-in apés filtragem do passa-banda, utilizando o circuito integrado

OP0/CSZ.
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RIGOL H 1.00m

Horizontal

Fall Time

Figura 5.17 - Sinal de referéncia do amplifcador /ock-in ap6s filtragem do passa-banda, utilizando o circuito integrado

TLOS4.

Estando definidas as entradas, chegado o sinal do channel 1 acoplado a resisténcia mencionada
anteriormente ao bloco de transimpedancia, e utilizando uma resisténcia de 1 MQ de forma a obter um

ganho de 1000000 V/A, sera expectavel obter uma tenséo de saida do amplificador de:

VArransimpedancia = 39, 15nA * 1MQ = 39,15 mVpp (5.6)

No entanto, experimentalmente o verificado foi um sinal com uma amplitude de 27,6 mVpp e um offset
de 141 pV (Figura 5.18).

RIGOL - -30.0000000us

Horizontal

Freg=1.04 Hz

Figura 5.18 - Sinal a saida do amplificador de transimpedéancia.
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Dado que a frequéncia passante do filtro passa-banda esta sintonizada nos 1010 Hz, é esperado que
apenas ocorra a passagem do sinal em frequéncias proximas da frequéncia central. Como o sinal de
200 mHz gerado no channe/ 1 é pulsado a 1 kHz, nao é eliminado pelo filtro. Nas figuras seguintes estao

demonstradas as formas de onda do sinal resultante, apds o filtro passa-banda.

RIGOL

ntal

\
L

Fall Time

Freq>10.0 Hz

Figura 5.19 - Sinal obtido a saida do filtro passa-banda utilizando o circuito integrado OP0/CSZ.

Na Figura 5.19, é visualizada uma perspetiva geral da forma de onda a saida do passa-banda. Devido a
uma ligeira atenuacao do sinal, provocada pela filtragem, resulta um sinal de 16 mVpp na saida. Na
figura seguinte esta ilustrada uma visualizacado mais pormenorizada do sinal, na banda passante. Tal
como no sinal de referéncia, a vantagem do uso do OF0/¢ uma reducao substancial da tensao de offset
introduzida, que é agora de apenas 450 pV (Figura 5.20) quando comparado com os 742 pV obtidos
com a utilizacdo do 72084 (Figura 5.21).

RIGOL Sisae AAAAAAAA] -30.0000000us T £

Harizontal

Freg=1.02kHz - fmax=1.010ms Phaf1-+2=+sxx=

Figura 5.20 - Visualizacao do sinal obtido a saida do filtro passa-banda na banda passante, utilizando o integrado

OPO7CSZ.
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T+s{0

Horizontal

Freg=1.00kHz k ] Ous Phaf1-»2=+s+++

Figura 5.21 - Visualizagao do sinal obtido a saida do filtro passa-banda passante, utilizando o integrado 7.084.

Quanto ao modulo de amplificacdo, o OF0/ apenas contempla um ganho de 50 dB a 1 MHz, ndo
sendo possivel implementar o ganho previsto de 1000 (60 dB). Assim, o ganho implementado neste
bloco, foi reduzido para 100, sendo esperada com esta alteracao uma tensao de saida do amplificador

de:

VAmplificador = 16mV =100 =~ 1,6 Vpp (5.7)

Contudo, através da visualizacdo do sinal (Figura 5.22), é possivel constatar que o ganho medido é

apenas de:

1,24V

—- _~77, 5.8
16mv > 8

Ganho =

RIGOL 2.00s 12 4 T £ 0.00v

Harizontal

i

Period

Freq=500mHz 3 1 0 Phafl»2=+xsxs

Figura 5.22 - Sinal a saida do modulo de amplificacéo utilizando o amplificador OP0O/CSZ.
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Verificada a amplificacdo do sinal, o proximo passo € visualizagdo do funcionamento do
multiplicador. Como ilustrado anteriormente, a tenséo resultante deste bloco, consiste na multiplicacao
do sinal da amplificacdo com a referéncia. No entanto, a esta multiplicacéao é aplicada uma divisao por
10, sendo a amplitude esperada de:

VAmplificador » VReferéncia 1,24V x 1,92V

(5.9)
10 10

VMultiplicador =

VMultiplicador = 238,08 mV (5.10)

Para o correto funcionamento do multiplicador, os sinais provenientes do amplificador e da referéncia
terdo de estar em fase. A Figura 5.23 demonstra que amplitude pico-a-pico resultante tem o valor de
72 mV, valor mais baixo que o esperado. No entanto, através do aspeto do sinal, € visivel que a retificacao
de onda completa proporcionada por este bloco, esta invertida. Se os sinais mencionados anteriormente,

estivessem em fase, o sinal seria positivo.

RIGOL H 200¢ T4 0.00v

Harizontal

i

Period

Freq=1.72 Hz

Figura 5.23 - Sinal de saida do bloco de multiplicagéo.

Uma alteracao da fase da onda de referéncia no channel 2, possibilita o sincronismo dos sinais a
entrada do modulo de multiplicacao. Na figura abaixo, esta demonstrada a configuracao do gerador de

sinais, em que um desfasamento de 20° foi introduzido ao sinal de referéncia.
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Figura 5.24 - Correcao da fase sinal de referéncia no gerador de sinais.

Numa menor base de tempo (Figura 5.25), verifica-se que efetivamente os dois sinais a entrada do
multiplicador, provenientes do amplificador (sinal de cor amarela) e da referéncia (sinal de cor azul) estao

agora em fase.

-1.20000000ms T :f 7

Figura 5.25 - Sinal do amplificador (amarelo) e da referéncia (azul) a entrada do multiplicador apds correcao do

desfasamento.

A figura seguinte apresenta a saida do multiplicador. Em resultado desta correcao de fase, verifica-se a

inversao da forma de onda (Figura 5.26) relativamente a anterior (Figura 5.23).
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RIGOL H 200s |J5omas AT -600.000000us T £ 100my

\
s

Fall Time

Freq=714mHz

Figura 5.26 - Sinal obtido a saida do multiplicador apds correcao da fase.

Com a correcdo da fase, o sinal é visualizado com um formato “ramp up” a saida do amplificador
fock - in, tal como esperado (Figura 5.27). No entanto, a amplificacdo pretendida, através do uso de
ganho nos filtros passa-baixo, ndo é totalmente verificada, embora exista um aumento de amplitude
relativamente ao sinal resultante do multiplicador. Posto isto, para uma corrente de entrada de 39,15 nA,

¢ obtido um sinal com uma amplitude de 560 mVpp. O valor de tensdo de saida expectavel seria de:

VSaida = 4 « (VSaidaMult,-pucador * 4) (5.11)

VSaida = 4 = (84mV «4) = 1,344V (5.12)

RIGOL H 200s o D -600.000000us T4£ 100my

Horizontal

Fall Time

e

—

+Width

k=1

-Width

Freq=202mHz 4 {4 S Phaf1-+2=sxxxs

Figura 5.27 - Sinal de saida do amplificador /ock-in utilizando o circuito integrado OP0O/CSZ.

T = 2segundos * 2,5 divisoes = 5 segundos (5.13)

1
f= 5 =200mHz (5.14)
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Ao passar pelo multiplicador o sinal fara uma “troca” de frequéncias, ou seja, o sinal de interesse
que anteriormente estaria na gama dos kHz devido a modulacéo efetuada, deslocar-se-a para frequéncias
perto de DC, de forma a recuperar o sinal de 200 mHz. Ja o ruido presente nas frequéncias perto de DC,
sera deslocado para a gama dos kHz. Posteriormente e ap6s a filtragem efetuada pelo passa-baixo de
quarta ordem, com frequéncia de corte de 1 Hz, seria previsivel um sinal de saida “ramp up” com
frequéncia configurada.

Os amplificadores operacionais OP0/CSZ, nao eliminaram a introducao de uma tensao de offset
elevada, de cerca de 80 mV (Figura 5.27). No protdtipo com os circuitos integrados 7084, o offset
introduzido foi menor, devido a configuracdo de ganho unitario do filtro passa-baixo de ordem 4. O sinal

de saida do amplificador /ock-in com os circuitos integrados 7L0854, esta apresentado na Figura 5.28.

Fall Time

Sl

—

+Width

=

-Width

Freq=200mHz

Figura 5.28 - Sinal de saida do amplificador /ock-in utilizando o circuito integrado 72084.

5.1.4 Problemas encontrados I/s Possiveis alteracdes

Verificou-se que o amplificador operacional OFP0/ introduz uma tenséo de offsetinferior ao 7L054,
conforme demonstrado nos sinais da seccao anterior. No entanto, devido a reduzida largura de banda
do OF0/, o ganho implementado com este amplificador foi apenas 100, contrariamente ao ganho de
1000 conseguido com o 7L084. Para compensar, foi implementado ganho de 4 em cada um dos dois
filtros passa-baixo a saida do circuito. Este ganho de 16 amplificou a tensdo de offset introduzida pelo
multiplicador, resultando numa tensao de offsettotal na saida do circuito que utiliza o OP0/ de cerca de
80 mV.

Posto isto, para a mitigacéo destas limitagoes, foram estudadas possiveis alteragdes para uma
proxima versao do circuito impresso. O bloco de multiplicacéo € o principal responsavel pela tensao de
offset na saida, visto que, em todos os outros modulos foram utilizados componentes de baixo offset.

Um estudo mais detalhado da ficha técnica, permite constatar que o AD633 introduz cerca de b mV,
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valor muito abaixo 80 mV visualizados a saida. No entanto, a seguir ao médulo de multiplicagao foi
aplicado um ganho de 4 em cada filtro passa-baixo de 2°ordem para colmatar a divisdo por 10 efetuada
pelo multiplicador. A amplificacao da tensao de offset (5 mV) por este ganho (16), confirma o valor final

do offset obtido.

Voffset = 4+ (5m=4) =80mV (5.11)

Uma possivel solucao passa por um ajuste manual da tensao de offset. O circuito da Figura 5.29, permite
obter uma tensao de ajuste (no ponto Z) entre -130mV e +130mV, usando a queda em conducéo dos
diodos como tensao de referéncia. Através da expressdo matematica 5.1 da tensao de saida do
multiplicador, é verificavel que ¢ somada uma variavel Z a restante equacao. Se através de um circuito
eletronico for gerada uma tensao entre -80 mV e +80 mV, acoplado ao pino mencionado, o problema do

deslocamento visualizado sera atenuado.

47k 47K
AVATAY SEAVAVAVESSSSS

. 22k .

—1u —1u
47k 47k

9 £\A/\ B T B W\/%_g
L I

Figura 5.29 - Circuito eletrénico para ajuste manual da tenséao de offset.

Quanto ao problema do ganho, a solucao passara pela substituicdo do circuito integrado utilizado
(OP0/) por um de caracteristicas de ruido e offset semelhantes, mas de maior largura de banda, ou pelo
uso do mesmo componente, mas com dois andares de amplificacéo, perfazendo o ganho de 1000
pretendido.

De forma a melhorar a qualidade do sinal, a substituicdo das resisténcias e condensadores

ceramicos, por filme fino de precisdo, aumentara a precisao e diminuira o ruido introduzido.
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Sistema de Medicao de Clorofila

No capitulo anterior foi demonstrada a implementacao do /ock-in e testadas as diferentes versdes
do circuito impresso. Os resultados obtidos nas varias fases, permitiram nao so6 identificar os problemas,
bem como corrigir alguns dos erros encontrados. Assim, neste capitulo sera utilizada a ultima versao do
circuito de leitura apresentado, acoplando-0 a um sistema ético para, quantificacao e classificacao do

fitoplancton, conforme descrito neste capitulo.

6.1 Arquitetura do sistema

Uma amostra de agua com fitoplancton é excitada com luz, através de um LED de comprimento
de onda de 450 nm, a frequéncia do amplificador /ock-/n. Um fotodetetor, converte a fluorescéncia da
amostra em corrente, a ser medida pelo amplificador. Para reduzir a interferéncia da fonte de luz no
fotodetetor, este é posicionado perpendicularmente a fonte de luz, de forma a diminuir a quantidade da
luz proveniente da fonte de excitacao que atinge o detetor. O uso de um filtro ético na lente do fotodetetor,
sintonizado para o comprimento de onda correspondente a fluorescéncia (685 nm), permitird atenuar os
sinais de comprimentos de onda diferentes do expectavel na fluorescéncia, isolando o sinal de interesse.
O amplificador /ock-in, serd responsavel pela aquisicdo do sinal de baixa amplitude oriundo do
fotodetetor, isolando-0 do ruido e amplificando-o para valores de facil leitura por um eventual ADC

(Analogue-to-Digital Converten. A Figura 6.1 demonstra a arquitetura do sistema pretendido.
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Agua com
fitoplancton

Circuito de
comutagio da TUL g —> | Amplificador Saida
’ . —_— Tensao (Vpc)
fonte de > Lock-in

excitacao

L el
‘1\’\
Sinal de entrada

. Fitroc—>

Fotodetetor

Sinal de referéncia
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Figura 6.1 - Arquitetura do sistema de detecdo da clorofila.

6.2 Teste de detetabilidade da clorofila-a

A detetabilidade do sistema de medicao da clorofila, ou seja, o valor minimo que o circuito
consegue medir, representa um dos parametros fundamentais no desenvolvimento de um dispositivo
capaz de monitorizar o fitoplancton no ambiente maritimo, dada a reduzida concentracao de fitoplancton
esperada (Seccao 2.1, Figura 2.1). Com o intuito de perceber o nivel de detecao do circuito de leitura,
foram realizadas varias diluicdes de uma cultura de fitoplancton, registando os valores de corrente de
fluorescéncia a entrada do /ock-in e visualizando o respetivo valor de tensao a saida.

Como referéncia de medicao, foi utilizada dgua do mar filtrada, garantindo assim a eliminacao de
todo o fitoplancton presente na agua. Utilizando esta referéncia, o valor obtido a saida do circuito de
leitura representa o valor base de medicao, em que fatores como a luz ambiente, a interferéncia da luz
de excitacdo com o fotodetetor, ou outros elementos na dgua que provoguem fluorescéncia (ex. materiais
organicos) possam ser contabilizados. Valores de tensdo acima desta referéncia, demonstram a
existéncia de clorofila. Para tal, foi colocada numa cuvetfe uma amostra da agua do mar filtrada, incidida
a luz de excitacao (LED 450 nm) perpendicularmente ao fotodetetor e medido valor de corrente a saida

deste através de um pico-amperimetro laboratorial. A corrente obtida esta apresentada na figura abaixo.

Figura 6.2 - Valor de corrente a saida do fotodetetor utilizando uma amostra de referéncia (dgua do mar filtrada).
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Apos a medicao da corrente, acoplou-se o fotodetetor ao amplificador /ock-in com o objetivo de
determinar o valor de tensao representativo da fluorescéncia da amostra de referéncia, utilizando agora
a luz pulsada a 1 kHz. Como mencionado no capitulo anterior, o circuito de leitura possui duas entradas.
Uma corresponde ao valor de corrente proveniente do mecanismo de detecdo da clorofila-a, e a outra ao
circuito de comutacao da fonte de excitacdo (sinal de referéncia). O sinal de comutacao, ¢ um sinal
quadrado de frequéncia de 1 kHz e de amplitude 2 Vpp, gerado pelo Arduino apresentado na Figura 6.3,
sendo este utilizado para a comutacédo da fonte de excitacao (constituida por LEDs). Este sinal serve
também de sinal de referéncia (sincronismo) do /ockin. A disposicao do sistema de leitura completo

esta apresentado na Figura 6.3.

.......

Circuito de
comutacao

Amplificador
Lock-in

Setup de
excitagdo e
detec¢do da

fluorescéncia
da clorofila-a

Figura 6.3 - Sefup do sistema de leitura de fluorescéncia da clorofila-a.

Assim, foi obtida uma tensao de saida de 98,4 mV,, sendo este valor a referéncia utilizada.

Obtida a tensao de referéncia (ou tensao de offsel), todo o processo de aquisicao da corrente de
fluorescéncia e consequente tensao correspondente a saida do amplificador /ock-in, foi repetido para
varias diluicées de uma cultura de fitoplancton. A aquisicao do sinal proveniente destas varias amostras,
permitira estudar a capacidade de detecédo do circuito de leitura (detetabilidade).

Para tal, foram recolhidas amostras da cultura de fitoplancton e diluidas em varias quantidades
de dgua do mar filtrada. Assim, 1 mL de fitoplancton (em agua do mar) foi diluido em 9, 99, 999, 9999
e 99999 mL de agua do mar filtrada, perfazendo as proporgoes de 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 e

1/100000. As varias amostras preparadas estao apresentadas na Figura 6.4.
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Figura 6.4 - Cuvettes com as amostras de teste de varias diluicdes da cultura de fitoplancton e respectiva amostra de

referéncia, apenas com agua do mar filtrada.

Em cada cuvette foi medido o valor da corrente de fluorescéncia utilizando o pico-amperimetro (com
excitacdo continua) e posteriormente adquirido o valor de tensao correspondente, utilizando excitacéo a
1 kHz e 0 amplificador /ock-in. E expectavel que com o aumento das diluicdes, a concentracdo da cultura

de fitoplancton diminua, provocando uma reducao da intensidade de fluorescéncia. Os resultados

obtidos, estéo ilustrados na tabela seguinte.

Tabela 6.1. Relacao corrente de entrada/tensao de saida das diversas diluices.

Bt Corrente de Tepséo de

entrada (nA) saida (V)
Amostra original (Diluicao 1) 599,98 1,50
Diluicao 1/10 128,20 0,33
Diluicao 1/100 33,42 0,14
Diluicao 1/1000 18,79 0,11
Diluicdo 1/10000 15,57 0,109
Diluigdo 1/100000 14,43 0,109

A relacao estabelecida entre as diluicdes e a tensao de saida, permite verificar o decréscimo do
valor de tensao a medida que a diluicdo aumenta. Seria expectavel uma reducado proporcional a medida
que a concentracao de clorofila diminui nas amostras. No entanto, o facto de serem organismos vivos e
de se encontrarem dispersos na amostra recolhida e posteriormente diluida, nao garante que as diluicoes
contenham uma razao proporcional entre o nimero de células constituintes do pigmento de clorofila-a e
a diluicao. Por outro lado, apesar do aumento de nimero de células em diluicdes inferiores e aumento
da respetiva fluorescéncia, a luz tem também maior dificuldade em atravessar a amostra e chegar ao

detetor, dada a maior concentracao de células. A Figura 6.5 relaciona a tensao de saida com a diluicao.
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Figura 6.5 - Relacéo das diluicdes com a tensdo de saida do sistema de leitura.

De modo a verificar o funcionamento do sistema de medicao da clorofila, foi tracado o grafico da corrente
de entrada em relacdo a tensdo de saida, garantindo assim que a amplificacao aplicada nas varias

diluicoes é constante. A Figura 6.6 comprova a proporcionalidade esperada.

Corrente de entrada/Tens3o de saida
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Corrente de entrada (nA)

Figura 6.6 - Relacdo da corrente de entrada com a tensdo de saida do sistema de leitura.

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que entre as diluicoes 1/10000 e 1/100000 os valores
de tensao correspondentes a fluorescéncia da clorofila-a séo idénticos. Esta estabilidade permite concluir
que o circuito de leitura, j& ndo consegue detetar pigmentos de clorofila-a na amostra utilizada. No
entanto, seria expectavel que o valor de tensao de saida das diluicdes mencionadas, estivesse proxima
do valor da referéncia, o que nao se verificou.

Um estudo mais pormenorizado da cultura de fitoplancton, mostrou que o meio utilizado para o
crescimento da espécie, poderia conter alguma substancia que influenciaria a medicao da clorofila-a,

apresentando fluorescéncia no mesmo comprimento de onda do pigmento em analise. De modo a
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comprovar este efeito, foi realizado um teste adicional a duas amostras. Uma amostra continha a agua
do mar filtrada e a outra, meio de crescimento composto por dgua do mar filtrada e nutrientes (Figura

6.7).

Figura 6.7 - Amostras da agua do mar filtrada e dgua do mar filtrada com meio de crescimento.

Utilizando o mesmo procedimento de medicao da clorofila-a, foram medidos os valores de corrente
a saida do fotodetetor com o pico-amperimetro e posteriormente os valores de tensao a saida do circuito

de leitura. Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 6.2.

Tabela 6.2. Relacéo corrente de entrada/tensao de saida das amostras.

Corrente de Tensao de
ATTISIES entrada (nA) | saida (Vi) |
Agua do mar filtrada 10,06 0,102
Agua do mar filtrada com meio de crescimento 17,84 0,129

Como ¢é constatado através dos valores apresentados na tabela acima, a agua do mar filtrada com meio
de crescimento, apresenta um valor de fluorescéncia superior ao que seria expectavel, para o
comprimento de onda caracteristico de fluorescéncia da clorofila. Isto comprova que efetivamente o meio
de crescimento fluoresce a 685 nm afetando a medicao de clorofila. No entanto, este problema associado
a medicao, pode ser atenuado ao utilizar como amostra de referéncia uma agua de mar filtrada com
meio de crescimento, tal como é utilizado nas restantes amostras. Este fendmeno ndo devera ocorrer
em ambiente real, uma vez que sera filtrada uma amostra de agua onde o sensor sera colocado, servindo

de referéncia.
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6.3 Comparacdo de resultados entre o sistema de medicao de clorofila
desenvolvido e um fluorimetro laboratorial

De modo a comparar o funcionamento do sistema de medicéo desenvolvido, foram realizados os
testes de detetabilidade descritos na seccao 6.2, com o equipamento laboratorial Fluorolog Horiba Jobin
Yon (Figura 6.8). O principio de funcionamento é semelhante ao desenvolvido, no entanto tem a
capacidade de realizar o varrimento de um intervalo de comprimentos de onda de excitacdo e medir o
espectro de emissao da amostra. Dado que 0 objeto de estudo é a clorofila-a, e que 0s comprimentos de
onda de emissao e excitacao ja foram respetivamente fixados em 450 nm e 685 nm, de forma a que

configuracdo do equipamento seja semelhante ao sistema de medicao desenvolvido.

Figura 6.8 - Fluorimetro laboratorial Fluorolog Horiba Jobin Yvon [34].

Assim, foram realizadas as diluicdes até a proporcao de 1/10000 (esta diluicao atinge a detetabilidade
do dispositivo desenvolvido) e medida a intensidade do pico de fluorescéncia. Os valores obtidos estéo

apresentados na tabela seguinte.

Tabela 6.3. Valor da intensidade de fluorescéncia da clorofila-a das diversas diluicdes.

Pico de
Diluicoes fluorescéncia

(u.a.)
Amostra original (Diluicao 1) 5,28E+06
Diluicdo 1/10 1,29E+06
Diluicdo 1/100 1,65E+05
Diluicdo 1/1000 3,14E+04
Diluicdo 1/10000 1,92E+04

A Figura 6.9, apresenta a comparacao do valor de saida dos dois sistemas para as mesmas diluicdes da

espécie de fitoplancton.
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Relagao entre os valores de saida dos sistemas
de medicao
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0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40 1,60

Tensdo de saida (V)

Figura 6.9 - Relacéo dos valores de saida dos dois sistemas para as diferentes diluicdes da espécie de fitoplancton.

Como ¢ possivel verificar, a razao entre os valores obtidos € praticamente constante, validando o

funcionamento do sistema desenvolvido.
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Capitulo 7

Conclusoes

Neste ultimo capitulo da dissertacédo, sao apresentadas as ilacoes retiradas pelo autor, com base
na implementacao do circuito de leitura /ock-in. Adicionalmente, sao sugeridas algumas alteragdes para

0 aperfeicoamento e expansao do trabalho realizado.

7.1 Conclusao

A presente dissertacao apresenta o estudo bibliografico e a implementacdo de um circuito de
leitura capaz de detetar e medir fitoplancton, através da fluorescéncia da clorofila. Este foi sem duvida
um projeto desafiante pela importancia ambiental do tema, bem como pela interacao com as diversas
areas de investigacao constituintes do projeto Next-Sea. Este contato permitiu adquirir valéncias, para
além da eletronica de baixo ruido, na area da biologia marinha, através do acompanhamento direto do
cultivo e criacdo das diversas espécies de fitoplancton e dos fatores que influenciam todo o processo de
crescimento.

Relativamente aos objetivos do trabalho, estes foram efetivamente cumpridos, dado que o sistema
de medicao de clorofila implementando foi capaz de detetar e medir fitoplancton de forma vidvel, quando
comparado com um fluorimetro laboratorial. O amplificador tem uma largura de banda inferior a 1 Hz,
conseguindo assim uma filtragem efetiva de ruido intrinseco (dos componentes) e extrinseco (como por
exemplo da luz solar). No entanto, ao longo do desenvolvimento do sistema, alguns problemas
encontrados atrasaram a implementacao de um prototipo para utilizacdo em ambiente real, capaz de
monitorizar autonomamente. Um dos grandes entraves a nivel eletronico, foi o ruido presente na rede
elétrica, introduzido pelos equipamentos de medida, que dificultou o estudo mais detalhado dos sinais
presentes nos varios blocos do circuito de leitura, tais como as varias componentes em frequéncia. Este
¢ um problema que nao existe num circuito submerso em agua do mar, alimentado a baterias. O outro
problema foi o facto da aplicagao do circuito de leitura desenvolvido, ser direcionada para a medigao de
um organismo vivo (fitoplancton), que obrigou a efetuar culturas com os respetivos periodos de

crescimento.
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Capitulo 7

Contudo, os resultados obtidos demonstraram que o circuito de leitura desenvolvido cumpre 0s
requisitos impostos, podendo ser utilizado em variadissimas aplicagdes, onde seja requerida a utilizacao

de um amplificador /ock-inn de largura de banda reduzida e modulagdo a 1 kHz.

7.2 Trabalho Futuro

Apesar do cumprimento dos objetivos inicialmente propostos, existem um conjunto de melhorias
e funcionalidades que podem expandir e aperfeicoar o trabalho desenvolvido.

A primeira etapa esta relacionada com os problemas encontrados na fase de testes do Capitulo 5.
Na seccao b.1.4, estdo detalhados os futuros procedimentos para o aperfeicoamento e desenvolvimento
do prototipo do circuito de leitura, garantindo com isto, a mitigacao dos erros encontrados e a melhoria
da qualidade do sinal obtido. As melhorias consistirdo, na utilizacao de um circuito integrado de baixo
ruido e elevada largura de banda no amplificador de ganho 1000, no ajuste manual do offsef do
multiplicador, através do circuito eletronico apresentado na Figura 5.29, na utilizacao de resisténcias de
filme fino, de forma a reduzir o ruido intrinseco, o desenho do circuito impresso (PCB) com shAie/d nos
sinais de entrada e com shield metalica sobre o amplificador de transimpedancia e ainda a possibilidade
de aumentar o ganho do amplificador de transimpedancia, sem aumentar o valor das resisténcias (e
respetivo ruido intrinseco), utilizando uma malha de realimentacdo de alta sensibilidade.
Posteriormente, sera desenvolvido um dispositivo para ser utilizado em testes laboratoriais, onde os sinais
adquiridos sejam caracterizados por uma baixa amplitude e necessitem de uma modulacao de 1 kHz.

A segunda etapa consiste no desenvolvimento de um protétipo do sistema de medicdo de
fitoplancton, acoplando o amplificador /ock-in ao sistema de detecéo, quantificacao e classificacao do
fitoplancton. O objetivo primordial deste protétipo, € garantir um funcionamento auténomo e capaz de
detetar, quantificar e distinguir espécies de fitoplancton. Essa distincdo, sera realizada através da
fluorescéncia dos pigmentos constituintes em diferentes comprimentos de onda, sendo um deles a
clorofila-a. Finalizada esta fase, ¢ fundamental o desenvolvimento de um encapsulamento estanque,
capaz de suportar as condicoes adversas do meio maritimo (correntes maritimas, salinidade, deposicao
de microrganismos). A incrustacao bioldgica nas janelas oticas devera ser atenuada, propondo-se
mecanismos de luz ultravioleta ou de producdo de cloro /r-sifu por eletrolise. Nas zonas opacas de
contorno das janelas oticas, podera ser utilizado cobre, reduzindo o aparecimento de microrganismos.

Ao sistema de medicao detalhado no capitulo anterior, sera anexado um ADC, um leitor de cartéo
de memoria de modo a guardar os valores de fluorescéncia obtidos no(s) fotodetor(es) e um modulo RTC
(Real Time Clock) para calendarizacao das medicoes. Para a correta aquisicao do sinal, é necessario

garantir uma amplitude a saida do sistema de medicéo, entre O e 5V, possibilitando a leitura do sinal,
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por parte do ADC. Um exemplo de uma possivel estrutura do protétipo (utilizando a ferramenta de
desenvolvimento Autodesk Fusion 360), constituida pelos circuitos desenvolvidos até a presente data, e

respeitando os requisitos da arquitetura detalhada no capitulo anterior, esta apresentado na Figura 7.1.

Figura 7.1 - Prototipo do sistema de medicéo de fitoplancton.

A estrutura apresentada tem o aspeto de “U”, garantindo a perpendicularidade da fonte de excitacao
com o receptor e o constante fluxo da coluna de agua do mar, evitando o uso de mecanismos adicionais
para a circulacdo da agua em analise. O numero de LED’s e fotodetetores variara conforme os
comprimentos de onda de excitacdo e emissao das diferentes espécies de fitoplancton em analise. Numa
primeira fase, o Arduino apresentado na Figura 7.2, sera responsavel pela comutacdo da fonte de
excitacdo, pelo sinal de referéncia do circuito de leitura e pelo controlo dos tempos de medicdo, sendo
depois substituido por uma PCB com microcontrolador dedicado. De modo a prolongar o tempo de
analise debaixo de agua, é necessario reduzir o consumo de energia do equipamento. Para isso, 0
microcontrolador sera programado para ativar o sistema de leitura, em sincronismo com as marés
maritimas, ficando em stand-bytodo o tempo entre medidas. O dispositivo sera alimentado por baterias,
sendo o objetivo futuro, o desenvolvimento de um equipamento autosustentavel. Na figura seguinte estao

detalhados os componentes constituintes do prototipo.
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Fotodetetor

Fonte de

excitagao )
Baterias
Arduino

Figura 7.2 - Constituicao do sistema de medicao de fitoplancton.
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