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Resumo

O fitoplancton representa um dos principais constituintes dos ecossistemas aquaticos, estando
na base da cadeia alimentar e sendo um dos maiores produtores primarios. Esses factos fazem que com
inumeras espécies estejam dependentes dele nao so para alimento como também para a producao do
seu oxigénio. Porém, o fitoplancton ndo apresenta sé beneficios podendo em alguns casos e mediante
determinadas condicdes, proliferar de forma descontrolada. O seu rapido crescimento aliado a existéncia
de algumas espécies toxicas pode repercutir-se em graves problemas para os ecossistemas aquaticos e
consequentemente para o ser humano, provocando prejuizos econdmicos e de saude que em casos
extremos pode resultar em morte. Por estes motivos ¢ fundamental realizar a constante monitorizacao
do fitoplancton para tentar prevenir e conter este tipo de eventos.

A monitorizacao do fitoplancton tem sido realizada, ao longo dos ultimos anos, através de varias
técnicas e equipamentos. No entanto, estas técnicas requerem muitas vezes a utilizacao de material caro
e volumosos e a necessidade de um operador altamente qualificado nos processos e técnicas a utilizar.
Estas necessidades fazem com que seja dificil obter um equipamento de pequenas dimensdes que
permita realizar as medicdes no local de forma auténoma.

Desta forma, o trabalho desenvolvido consiste na obtencdo de um sensor de baixo custo que
realize medicdes de fitoplancton autonomamente /n-sifz com boa sensibilidade de medicdo. Este
equipamento recorre a técnica de espetroscopia de fluorescéncia que realiza a monitorizacdo de
fitoplancton através das propriedades fotossintéticas da clorofila-a, principal pigmento fotossintético que
o constitui. Este sensor recorre a um amplificador de detecao sincrona para tratar o sinal de fluorescéncia
medido, de forma que os resultados das medicdes tenham o menor ruido possivel. Ao longo deste
trabalho sao apresentados os testes, correcdes e melhorias realizadas no sistema, demostrando como
foi possivel atingir um equipamento capaz de medir concentracdes que podem ir desde 0,01 ug/L até

valores bastante superiores a 1000 pg/L.

Palavras-chave: Monitorizacao de fitoplancton, sensor de clorofila-a, detecéo

de fluorescéncia, amplificador /ock-in.
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Abstract

Phytoplankton represents one of the main constituents of aquatic ecosystems, being at the base
of the food chain and being one of the largest primary producers. These facts mean that countless species
are dependent on it not only for food but also for the production of their oxygen. However, phytoplankton
does not only offer benefits, and in some cases and under certain conditions, it can proliferate
uncontrollably. Its rapid growth, combined with the existence of some toxic species, can result in serious
problems for aquatic ecosystems and consequently for humans, causing economic and health damage
that in extreme cases can result in death. For these reasons, it is fundamental to carry out constant
monitoring of phytoplankton in order to try to prevent and contain this type of event.

Phytoplankton monitoring has been carried out over the last few years using various techniques
and equipment. However, these techniques often require the use of expensive and bulky material and the
need for a highly qualified operator in the processes and techniques to be used. These needs make it
difficult to obtain a small-sized device that allows autonomous measurements to be carried out in situ.

This work consists of obtaining a low-cost sensor that performs phytoplankton measurements
autonomously in-situ with good measurement sensitivity. This equipment uses the fluorescence
spectroscopy technigue that monitors phytoplankton through the photosynthetic properties of chlorophyll-
a, the main photosynthetic pigment that constitutes it. This sensor uses a lock-in amplifier to treat the
measured fluorescence signal, so that the measurement results have as little noise as possible.
Throughout this work, tests, corrections and improvements made to the system are presented,
demonstrating how it was possible to achieve equipment capable of measuring concentrations that can

range from 0.01 pg/L to values much higher than 1000 pg/L.

Keywords: Phytoplankton monitoring, chlorophyll-a sensor, fluorescence detection, amplifier

lock-in.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Relevancia do Fitoplancton

O fitoplancton compreende organismos microscopicos com capacidade fotossintética que vivem
suspensos em ambientes aquaticos. Estes organismos podem ser desde bactérias, organismos protistas
e, Na sua maioria, plantas unicelulares. Como recorre a fotossintese para produzir a sua energia o
fitoplancton é dependente da luz, habitando por isso essencialmente na zona eufética[1][2]. Embora o
fitoplancton represente menos de 1% da biomassa fotossintética do planeta Terra é responsavel por
quase 50% da producao primaria global, representando a principal fonte de energia dos ecossistemas
aquaticos e assumido um papel importante na regulacdo do clima global [3].

O fitoplancton esta na base de toda a cadeia alimentar aquatica, representando os principais
produtores de alimento[4]. Num ecossistema em equilibrio, o fitoplancton fornece alimento a uma grande
variedade de organismos aquaticos, indo desde o zooplancton microscopico até baleias de varias

toneladas (Figura 1.1) [5].

Microzooplancton

Crustaceos e
Pequenos Peixes

Detritos
Krill e
Macrozooplancton

Bacterias

Baleia Azul

Figura 1.1 - Cadeia alimentar marinha (adaptada de [6]).
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O fitoplancton apresenta ciclos de vida curtos, tendo elevada sensibilidade a pequenas alteracoes
ambientais nas condicdes que rodeiam a sua comunidade. Algumas dessas condicdes sado a luz solar,
temperatura, salinidade da agua, nutrientes e matéria organica disponiveis, pH, profundidade da agua,
vento e o tipo de predadores que habitam o ecossistema onde se esta a desenvolver [1]. Quando todas
as condicdes de crescimento sdo favoraveis e 0s organismos ambientais que controlam o fitoplancton
deixam de operar, ainda que num curto periodo de tempo, este pode responder crescendo de forma
explosiva[7]. Esse fendmeno é conhecido como b/oom de algas e pode durar varias semanas, chegando
a cobrir uma area de centenas de quilometros quadrados que é facilmente visivel em imagens via satélite

(Figura 1.2) [8].

Figura 1.2 - Bloom observado via satélite [9].

0 facto do fitoplancton ser tdo relevante na base dos ecossistemas aquaticos faz com que os
maleficios que oferece, se revelem muitas vezes em morte ou doenca. Algumas espécies de fitoplancton
produzem biotoxinas poderosas, tornando-as responsaveis pelo desenvolvimento e proliferacdo de algas
nocivas (HABs do inglés Harmful Algae Blooms) e de “marés vermelhas”. Uma “maré vermelha” pode

matar ndo so6 a vida marinha como afetar as pessoas que comam frutos do mar contaminados,
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provocando dessa forma perda de recursos alimentares marinhos bem como significativos impactos
economicos [10][11].

Todavia, ndo sdo apenas as espécies téxicas o fitoplancton que podem causar mortalidade.
Depois de um grande bloom, o fitoplancton morto afunda no oceano ou no chado do lago e as bactérias
responsaveis pela sua decomposicao acabam por consumir grande parte do oxigénio presente na agua.
Dessa forma séo criadas zonas de agua andxica, sufocando, nessa area, grande parte da vida animal e

resultando numa zona de morte (Figura 1.3) [12].

Figura 1.3 - a - Maré vermelha na costa portuguesa [13]. b - Morte de peixes causada apos um bloom [14].

O fitoplancton desempenha, tal como as plantas, um papel vital sobre o clima e o ciclo do
carbono, devido ao facto de também realizar o processo de fotossintese para produzir a sua propria
energia [15]. Nesse processo consome didxido de carbono, luz solar e dgua gerando, para além da sua
energia, oxigénio. Estima-se que durante a execucéo da fotossintese do fitoplancton seja consumindo
carbono numa escala equivalente as florestas ou outras plantas terrestres. Parte desse carbono é
arrastado para o oceano profundo quando o fitoplancton morre, sendo outra grande parte transferida
para outras camadas do oceano a medida que o fitoplancton é ingerido por outros organismos. Desta
forma o fitoplancton funciona como uma “bomba bioldgica de carbono”, transferindo por ano cerca de
10 gigatoneladas de carbono da atmosfera para o oceano[16]. Com este grau de influéncia no ciclo do
carbono, a ocorréncia de pequenas alteracdes no crescimento do fitoplancton pode afetar as
concentracdes de dioxido de carbono presentes na atmosfera, provocando, consequentemente,
alteracoes na temperatura e clima.

Analisando tudo o que foi mencionado anteriormente e fazendo um balanco dos aspetos que
representam a importancia do fitoplancton no panorama do mundo atual, constata-se que o fitoplancton,
além de ser a base das cadeias alimentares marinhas e do seu papel na reducéo do diéxido de carbono,

€ um indutor e direto indicador biologico de alteracdes da concentracao de nutrientes na coluna de agua
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e de pressdes associadas ao processo de eutrofizacdo. Devido a sua obtencdo dos nutrientes necessarios
para o seu desenvolvimento diretamente da coluna de agua [1][17]. Podendo as variacdes nas suas
condices de vida refletir-se noutros niveis tréficos e atividades econdmicas (como a pesca). E, também,
a fonte de mais de 50% do oxigénio presente na atmosfera, tornando-o num dos principais responsaveis

pela regulacao climatica[18].

1.2 Monitorizacao de Fitoplancton

As alteracdes climaticas estdo a tornar os oceanos cada vez mais quentes e acidos. Com estas
condicdes o aparecimento de blooms torna-se mais frequente, tendo impactos nocivos na vida marinha.
A monitorizacdo do fitoplancton permite a detecdo precoce destes acontecimentos e agir
antecipadamente de forma a tentar proteger a fauna e flora marinha[19]. Esse papel ecoldgico
proeminente, fez com que o fitoplancton se tornasse um alvo indispensavel em programas de
monitoracao global tendo vindo também a ser incluido nas avaliacdes de rotina das agéncias ambientais.
Contudo, a monitorizacdo do fitoplancton é particularmente exigente em termos de equipamentos
disponiveis, tempo e custos associados, devido aos procedimentos de analise[20]. A monitorizacado de
grandes massas de fitoplancton é normalmente realizada através das mesmas técnicas que sdo utilizadas
para a monitorizacdo da concentracao de clorofila-a, uma vez que este pigmento fotossintético é dos
principais componentes do fitoplancton. Essa monitorizacao ¢ feita recorrendo muitas vezes a satélites,
que podem fornecer informacdes detalhadas sobre a distribuicdo das concentracdes de clorofila-a em
grandes areas com um baixo custo [21]. Um dos indicadores utilizados na monitorizacédo de fitoplancton
¢ o indice de clorofila maxima (ICM), inicialmente desenvolvido para o instrumento MERIs foi transferido
com sucesso para outros sensores [22]. Este indice permite perceber e enquadrar o valor da
concentracdo de clorofila medido, percebendo se esse valor é baixo, normal ou alto. Sendo que o indice
¢ alto na presenca de mares vermelhas [23].

A monitorizacao de fitoplancton no mundo tem sido feita ha décadas pelos gravadores continuos
de plancton (CPR do inglés Continuous Plankton Recorder). Em 2011 foi formada a Alianca Global de
Pesquisas de CPR (GACS). Inicialmente, os esforcos desta alianca centraram-se no fortalecimento e
partilha de um conjunto de dados, identificando e documentando as melhores praticas de CPR,
realizando workshops de treino e desenvolvendo um banco de dados integrado. Este processo resultou
em novas pesquisas e manuais que permitiram padronizar as pesquisas regionais. Contudo, esta alianca
ainda nao é global estando em constante procura por novos parceiros de modo a aumentar as regioes

com monitoracao regular [24], [25].
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Dada a importancia e impactos do fitoplancton existem varios paises que tem os seus préprios
planos de monitoracdo. No caso dos Estados Unidos da América existe o programa chamando Rede de
Monitoramento de Fitoplancton (PMN do inglés Phytoplankton Monitoring Network) que recolhe dados
ecoldégicos com um baixo custo em 36 estados e territérios, desde 2001 até ao presente. O PMN é uma
rede de voluntarios de base comunitaria que treina grupos voluntarios através de workshops e webinars
sobre como recolher, identificar através de microscopia digital e relatar os dados recolhidos [26], [27].
Outra forma de monitoracao feita nos Estados Unidos é através dos satélites da NASA que permitem
fazer uma monitorizacdo mais continua[28].

Na Irlanda, o fitoplancton nos estuarios e aguas costeiras ¢ monitorizado pela Agéncia de
Protecdo Ambiental (EPA, Environmental Protection Agency) e pelo Instituto Marinho. Essa monitorizacdo
é feita de acordo com requisitos da Diretiva-Quadro Europeia da Agua [29].

Em Portugal, o Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA) faz e disponibiliza, num relatoério
mensal, analises de fitoplancton nocivo que possa estar presente na agua [30].

A populacao portuguesa tem na dgua doce de origem superficial um recurso fundamental para
0 seu abastecimento. Contudo, a contaminacdo ambiental desta dgua pode introduzir niveis elevados de
matéria organica, o que favorece o crescimento de microalgas, em particular de cianobactérias. Estas
ultimas podem produzir toxinas, resultando em efeitos nefastos para a saude publica. A monitorizacao
destas ocorréncias nos recursos hidricos superficiais assegura o controlo da qualidade da agua,
prevenindo riscos para a saude e reduzindo os custos associados ao seu tratamento [31].

Nesse sentido o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, através do seu Departamento
de Saude Ambiental tem promovido ao longo dos anos um curso de “Técnicas de amostragem de agua
para analise de fitoplancton”. Esta iniciativa visa dotar os participantes de conhecimentos basicos sobre
as comunidades de fitoplancton residentes nas albufeiras portuguesas e sobre as diversas técnicas de
colheita de amostras de agua doce para a sua analise [32].

Em suma, tendo em conta os possiveis efeitos negativos que o fitoplancton pode acarretar tanto
para a ecologia aquatica como para economia, S&0 varios 0s programas e paises que fazem a sua

monitorizacdo de forma a assegurar seguranca nos varios niveis.

1.3 Enquadramento e Motivacoes

A conservacao e estudo da biodiversidade dos ambientes aquaticos tem vindo a assumir um papel
cada vez mais importante ao longo dos anos devido as alteracoes climaticas. Dentro dos ecossistemas

aquaticos, um dos habitantes que permite inferir qual o seu estado de saude é o fitoplancton. Isso deve-se
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ao facto de o fitoplancton estar na base da cadeia alimentar e poder ser o causador de morte ou doencas,
dado que certas espécies produzem biotoxinas poderosas [33]. Esta ocorréncia tem levado a avancos
tecnoldgicos os quais permitiram a descoberta de diversas técnicas para identificar a presenca de
fitoplancton. Dessa forma as analises deixaram de ser exclusivamente feitas em laboratério e passaram
a poder ser realizas /n-sifu, com recurso especialmente a fluorimetros.

Dos varios métodos que existem atualmente para medir e monitorizar fitoplancton um dos
principais entraves que € comum a todos, é a necessidade de que alguém se desloque ao local para
fazer a medicao ou recolha de uma amostra que sera analisada posteriormente em laboratorio. O unico
método que ndo tem essa necessidade é por satélite, contudo este ¢ um método que apresenta muito
baixa sensibilidade. Além disso, os equipamentos atualmente disponiveis sdo normalmente caros ou de
dimensdes volumosas, dificultando a sua utilizacdo em campo de forma rotineira. Dessa forma é dificil
ter um sistema, com custo acessivel, que realize a medicao subaquatica de fitoplancton na zona eufética,
de forma autonoma e com um grau de detetabilidade relativamente bom.

Assim, este trabalho de dissertacdo surge como um contributo para o desenvolvimento
tecnolégicos na area de medicdo e monitorizacdo de fitoplancton. Pretende-se desta forma, o
desenvolvimento de uma solucao de baixo custo, autonoma e com capacidade de medicao /n-situ para

resolucdo dos problemas apresentados.

1.4 Objetivos e Contribuicoes

Tendo em conta as limitacdes dos dispositivos atualmente disponiveis, o presente trabalho tem
como objetivo o desenvolvimento, teste e validacdo de um sensor para monitorizacao de fitoplancton
com capacidade de realizar medicdes submersas de forma auténoma, com boa sensibilidade na gama
de 0,01 a 1000 pg/L e com um baixo custo de mercado (<150€). Esta proposta teve como ponto de
partida um prototipo laboratorial desenvolvido previamente pelo grupo de investigacao, sobre o qual se
realizou testes, melhorias validacoes, conferindo-lhe também a capacidade para medicdes subaquaticas.
Assim sendo, para que seja atingido esse objetivo final devem ser cumpridas e atingidas o seguinte
conjunto de etapas:

e Estudo bibliografico, com foco na investigacao do estado da arte;

e Estudo e realizacao de testes com o protétipo laboratorial, identificacdo dos problemas
e pontos a melhorar;

e |mplementacao das correcdes e melhorias;

e Teste em laboratorio apds realizacao das melhorias;
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e Montagem do sensor com capacidade de medicao em ambientes subaquaticos;

e C(Calibracao e teste do sensor no mar;

1.5 Organizacao e Estrutura da Dissertacao

Neste documento de dissertacao, composto por cinco capitulos, sdo descritos os principios de
funcionamento, etapas de montagem e testes do sistema proposto.

No capitulo 1 é feita uma descricdo da importancia do fitoplancton nos ambientes aquaticos e
apresentadas algumas das organizacdes responsaveis pela sua monitorizacdo. O capitulo termina com
a exposicao dos objetivos para a realizacao deste projeto de dissertacdo, assim como, as motivacdes e
contribuicdes.

No capitulo 2, é realizado um levantamento do estado da arte dos principais metodologias e
equipamentos de monitorizacado existentes. Neste capitulo sdo descritos os métodos de funcionamento
de cada técnicas, as suas principais vantagens e limitacdes, sendo apresentados alguns dos
equipamentos que recorrem as técnicas apresentadas.

O capitulo 3 foca-se na parte mais teorico-pratica do projeto onde sdo apresentados com maior
detalhe os principios de funcionamento e os materiais escolhidos para a montagem do sistema.

No que toca ao capitulo 4, este é dedicado aos testes experimentais realizados para perceber o
estado em que o prototipo existente se encontrava. Para isso foram realizados um conjunto de testes,
dos quais resultou um conjunto de melhorias e correcdes a serem feitas.

O capitulo 5 aborda, essencialmente, a analise, correcdo e validacdo dos problemas encontrados
ao longo dos testes descritos no capitulo 4.

Por fim, no capitulo 6 encontram-se as conclusdes finais retiradas ao longo da realizacdo deste
projeto de dissertacdo, sendo apresentadas também algumas propostas de trabalho futuro para melhorar

e otimizar ainda mais o trabalho realizado.
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Estado da Arte

2.1 Introducao

0O fitoplancton esta presente em todos os ecossistemas aquaticos. Ao longo dos tempos com os
avancos dos conhecimentos sobre os habitats aquaticos, a importancia do fitoplancton foi sendo cada
vez mais evidenciada. Dessa forma e acompanhando os progressos da tecnologia, a monitorizacéo e
quantificacao de fitoplancton foi evoluindo em técnicas e equipamentos.

Nos dias de hoje é possivel identificar a presenca de fitoplancton tanto em laboratdrio como no
proprio local onde se recolhe a amostra. Ao longo deste capitulo sdao apresentadas as principais
metodologias e equipamentos que podem ser utilizados para identificar fitoplancton, evidenciando as

suas principais vantagens e limitacoes.

2.2 Métodos de analise de fitoplancton

Devido a importancia do fitoplancton a sua monitorizacao € essencial para a protecao da vida e
salde dos ecossistemas aquaticos, garantindo a seguranca alimentar e protegendo também a saude
humana. A realizacao dessa monitorizacdo recorre muitas vezes a metodologias como técnicas baseadas
em microscopia, técnicas moleculares, técnicas de fluorométricas e citometria de fluxo, que sao depois

aplicadas em diversos dispositivos.

2.2.1 Técnicas baseadas em microscopia

A analise de fitoplancton com base de microscopia representa o método mais utilizado em
analise de laboratério, dada a sua facil utilizacdo. A utilizacdo deste método necessita apenas de um
microscopio de alta qualidade (Figura 2.1 - a) para realizar a contagem e identificacdo do fitoplancton

(Figura 2.1 - b). A identificacao das espécies é realizada por um especialista com base morfologia do
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fitoplancton, o que requer um elevado conhecimento por parte de quem analisa. A quantificacdo é feita

contando as células manualmente [34].

Figura 2.1 — a — Microscopio binocular invertido, usado em laboratério para analise das amostras de fitoplancton [35]. b -
Visualizacdo em microscopio de fitoplancton [34].

Um dos meétodos utilizados na de preparacao das amostras para a realizacao da analise com o
microscopio é o método de Utermohl [36]. Este método usa uma camara, na qual uma amostra de 10 ml
a 100 ml é colocada e deixada para assentar numa lamela. Deixando a amostra repousar durante algum
tempo o fitoplancton presente na amostra ira assentar na lamela. Sendo possivel, posteriormente, com
recurso a um microscépio invertido realizar a devida analise e contagem [37]. A aplicacado deste método

requer o uso de um conjunto de material especifico, representado na Figura 2.2.

Vidro de cobertura

,3/
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Figura 2.2 - Kit de material para aplicar o método de Uterméhl [38].

A analise de fitoplancton com microscopio pressupde que quem esta a analisar as imagens tenha

0 conhecimento e habilidades necessarias para a identificacao das células usando apenas as
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caracteristicas morfologicas. Este tipo de analise representa um processo bastante demorado uma vez
que é realizado de forma manual, considerando que ¢ utilizado o0 método de Uterméhl na preparacao da
amostra para analise & necessario sd para realizar a sedimentacdo dos pigmentos entre 24 e
48 horas [37] [34].

A demora no processo levou a tentativa de fazer este tipo de analise de forma automatizada,
tendo sido desenvolvidos alguns softwares com base em redes neuronais artificiais para identificar
espécies automaticamente através de reconhecimento de padrdes. Contudo, como este método de
automatizacdo ainda esta pouco desenvolvido requer a necessidade de um especialista em identificacdo
de fitoplancton para realizar o controlo de qualidade dos resultados obtidos na analise automatica das
imagens [34].

As técnicas de analise de microscopia apresentam algumas limitacdes no que diz respeito ao
seu uso, nomeadamente a necessidade de equipamento sofisticado e caro, a necessidade constante de
um especialista para realizar a analise das amostras e o tempo despendido até realizar analise
propriamente dita representa. Considerando o tempo desde que a amostra é recolhida no local até ser
efetivamente analisada, ¢ despendido bastante tempo no transporte e tratamento da amostra o que afeta
a viabilidade da leitura. Durante esse tempo o fitoplancton podera reproduzir-se ou morrer, uma vez que
foi retirado do seu ambiente natural, levando a erros de medicao, dado que no momento da analise a
concentracdo de fitoplancton seria diferente da que foi originalmente recolhida. Dessa forma torna-se

dificil prever e evitar situacdes de risco como HABs.

2.2.2 Técnicas moleculares

Devido a algumas dificuldades e limitacdes das técnicas de identificacdo morfolégica, os estudos
com métodos moleculares comecaram a ser cada vez mais explorados e aprofundados. Diferentes tipos
de técnicas moleculares apresentam requisitos diferentes, dessa forma a gama de equipamentos
disponiveis para aplicar estas técnicas vai desde laboratorios muito bem equipados até instrumentos de
medicao /n situ.

Algumas das técnicas usadas sdo baseadas em oligonucleotideos direcionados a ribossomas
RNA (rRNA) e DNA (rDNA) e na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Oligonucleotideos e PCR sao
ligacdes curtas de RNA ou DNA sintético que sdo complementares ao RNA/DNA alvo. Uma vez conhecido
0 sequenciamento molecular das células do fitoplancton e através desta caracteristica de
complementaridade das ligacdes alvo com as ligacOes sintéticas, torna-se possivel identificar com

precisao a existéncia de fitoplancton.
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O rDNA e rRNA tornaram-se nas técnicas moleculares mais populares para a identificacdo de
fitoplancton, através das espécies de microalgas que o constituem. Isto porque as regides analisadas
nestas técnicas sao regides conservadas e presentes em todos os organismos [34].

Embora estas técnicas sejam altamente eficazes necessitam de equipamento de elevada
complexidade e custo bem como de pessoal altamente especializadas, o que acaba por fazer com que

a sua utilizacao rotineira seja dificultada [39].

2.2.3 Técnicas fluorométricas

A detecdo de fluorescéncia representa uma tecnologia amplamente utilizada na quantificacao de
fitoplancton. A espetroscopia de fluorescéncia ¢ uma metodologia que se baseia na medicdo das
propriedades oticas provenientes dos pigmentos fotossintéticos presentes no fitoplancton, conhecida por
ser altamente sensivel, nao-invasiva e apropriada para monitorizacao in-situ no que diz respeito a
identificacao do fitoplancton [40].[41]. A sua utilizacdo baseia-se no principal pigmento fotossintético
utilizado para estimar a abundancia de fitoplancton, a clorofila-a, a qual tem a capacidade de absorver
luz na regido azul do espectro eletromagnético (430 nm) e emitir fluorescéncia por volta dos 680 nm,

zona do vermelho (Figura 2.3) [42].
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Figura 2.3 - Espectro de absorcdo e emissdo da clorofila-a [16].

Recorrendo a uma fonte emissora de luz que emita na zona dos 430 nm e um fotodetetor que
detete a intensidade da fluorescéncia emitida pela amostra, € assim possivel, através da espetroscopia
de fluorescéncia, identificar a presenca e concentracao do fitoplancton presente numa amostra, uma vez
que a intensidade de fluorescéncia emitida é diretamente proporcional a quantidade de fitoplancton

presente (Figura 2.4).
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’ * L/'/" Mecanismo de Leitura

LED

Figura 2.4 - Esquematico da configuracao necessaria para medicdo através da espectroscopia de fluorescéncia, adaptado
de [43].

Nos ultimos anos tem sido desenvolvidos varios equipamentos que realizam medicoes de
fluorescéncia. Alguns desses equipamentos sao analisadores aquaticos de fluorescéncia a laser como o
ALFA (Aquatic laser fluorescence analyzer), os mais frequentemente utilizados fluorimetros, o sistema
SIMPATICO e recursos remotos como satélites ou naves que permitem realizar medicdes com elevada
abrangéncia de area.

O ALFA (Figura 2.5) foi desenvolvido para caracterizar o ambiente aquatico, através de medicdes
espetrais e temporais estimuladas por laser para avaliar os pigmentos e a estrutura da comunidade de
fitoplancton, a eficiéncia fotoquimica e a matéria organica cromofora dissolvida [44]. Este equipamento
opera permitindo que as medicdes possam ser feitas diretamente na agua sem necessidade de qualquer
preparacao ou recolha e tratamento da amostra. Sendo também possivel, usando o modo automatico
de analise rapida, realizar a analise no oceano a bordo de pequenas embarcacdes. Cada andlise realizada
permite avaliar de forma precisa a biomassa de pigmentos, a estrutura e a fisiologia da comunidade de
fitoplancton [45]. O destaque deste equipamento deve-se ao facto de realizar as analises de dados em
tempo real e a sua capacidade de diferenciacdo espetral de bandas de fluorescéncia e avaliacdo da

concentracao de clorofila [45].

Figura 2.5 - Configuracao do instrumento de medicdo ALFA [45].
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O fluorimetro (Figura 2.6) representa um dos equipamentos mais utilizados para o estudo da
distribuicao, atividade e populacao dinamica /n situ do fitoplancton [46]. Este equipamento aproveita as
propriedades de fluorescéncia de excitacdo e emissdo que a clorofila-a, principal pigmento fotossintético
contida no fitoplancton, apresenta para realizar a sua quantificacdo [47]. A realizacao da medicao é feita
usando fontes de luz dedicadas para iluminar um pequeno volume de agua que se encontre a passar
pela camara de medicao [48]. Contudo, a interpretacdo dos dados das medicoes realizadas /n7 situ nao
deve ser direta, isto é, os valores produzidos nas medicdes sao arbitrarios e dessa forma o fluorimetro
deve ser calibrado. Podendo ainda, outros fatores como a turbidez e temperatura influenciar também os

valores medidos [46].

Figura 2.6 - Exemplo de um fluorimetro digital [49].

O sistema SIMPATICO (Sistema Integrado de Monitorizacdo de Parametros Tlpo em zonas
COsteiras), Figura 2.7, permite realizar monitorizacdo continua. A sonda do sistema inclui sensores 6ticos
que permitem a medicao de turbidez, oxigénio dissolvido e clorofila, contendo também outros sensor
para medir pH, temperatura e salinidade [50]. Este sistema mede a concentracao de clorofila /7 vivo com
base nas técnicas de fluorométricas. Baseia-se num sistema automatico que mede caudais e as
propriedades da agua, sendo constituido por quatro partes principais: (1) uma boia flutuante de
superficie, ancorada ao fundo do mar; (2) um computador central, localizado dentro da boia, que
comunica e interliga todo o sistema; (3) uma sonda multiparametros para monitorizar e medir as
propriedades da agua; e (4) um ou mais correntometro (ADCP-Acoustic Doppler Current Profiler).

As principais vantagens deste sistema sao a aquisicdo de dados de diversos parametros e o facto
de todo o sistema ser alimentado através de painéis solares [51]. Em contrapartida, como se trata de

um sistema complexo, acaba por ser também uma tecnologia dispendiosa.
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Figura 2.7 -Esquema geral do sistema SIMPATICO. Os pontos b e d representam a localizagédo das baterias e do
armazenamento de dados, adaptada de [51]

A medicao realizada de forma remota recorre ao uso de satélites ou a naves espaciais. Este tipo
de sensorizacdo apresenta como principal vantagem o facto de cobrir uma maior aérea em cada analise.
Apesar disso, esta técnica apresenta baixa resolucdo, representa uma analise muito superficial e so
permite realizar medicdes durante as horas de luz solar [52]. Este tipo de medicdo com recurso a satélite
realiza as medicoes de fluorescéncia utilizando como fonte de excitacdo o sol e permite estudar a
biomassa da clorofila e a produtividade primaria. Com base num modelo tedrico da variacdo esperada
de emissdo de fluorescéncia com a variacdo das concentracdo de clorofila é possivel estudar e
acompanhar as variacdes do fitoplancton [53] (Figura 2.8). Isto faz com este método seja 6timo para ter
uma percecao da distribuicao geral do fitoplancton, no entanto com uma muito baixa sensibilidade de

medicao.

Figura 2.8 - Mapa da concentracao de clorofila do més de maio de 2023, obtida via satélite com o sistema MODIS [54].
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2.2.4 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo, desenvolvida inicial para uso na ciéncia médica, ¢ uma técnica que permite
quantificar e discriminar as células de fitoplancton através da medicdo de sinais de fluorescéncia e da
dispersao da luz quando as células passam na zona de detecédo, possibilitando com recurso a um
citometro a monitorizacao do fitoplancton [34]. Existem dois tipos diferentes de citometria de fluxo, uma
com classificacao e outra sem classificacdo. O tipo sem classificacdo apenas realiza dispersdo de luz e
emissao de fluorescéncia (Figura 2.9), enquanto o tipo com classificacdo para além de também realizar
estes processos tem a capacidade de classificar as particulas analisadas, sendo um exemplo desse

equipamento o FlowCAM.

Lente convexa

Fluxo de amostra

Polarizador
vertical l

Lente convexa

Detetor 1

Detetor 2

Polarizador
Stop do g

laser

horizontal

Laser
Particula

Figura 2.9 - Esquematico de um citémetro de fluxo [55].

Este método de andlise é constituido por quatro sistemas principais: sistemas fluidicos, oticos
(excitacao e aquisicdo de fluorescéncia), rede eletronica (detetores) e um computador. O sistema fluidico
€ responsavel por direcionar a solucao para que sejam obtidos os dados presentes nas amostras a
analisar, sendo este sistema constituido por dois componentes, involucro de fluido e linhas pressurizadas.
O sistema 6tico é formado por lasers responsaveis por iluminar a solucéo, lentes e filtros éticos. As lentes
sdo utilizadas essencialmente para moldar e focar o feixe do laser, podendo existir varios tipos de lentes
em funcdo dos varios tipos de lasers que existem. Os filtros sdo responsaveis por separar 0S
comprimentos de onda especificos que se pretendem recolher, através dos detetores oticos. A rede
eletronica ¢é responsavel por receber e converter o sinal 6tico num sinal elétrico que € enviado para o
computador onde ¢ processado, podendo ser exibido como grafico [56].

Esta técnica apesar da rapida contagem e analise das caracteristicas oticas e de fluorescéncia,
apresenta algumas limitacées como o facto de as células presentes na amostra a ser analisada poderem
ser afetadas pela aceleracao do fluido e de o desempenho da medicdo pode ser prejudicado pelas
propriedades da amostra. Uma concentracao elevada pode fazer com que a taxa de analise maxima seja
atingida fazendo com que as medicdes sejam pouco precisas [57]. Para além de serem equipamentos

caros e volumosos o que dificulta a sua utilizacao de forma pratica.
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O FlowCAM (Figura 2.10) é um equipamento que faz uso da técnica de citometria de fluxo.
Através da captura de imagens das particulas/células, este instrumento é capaz de medir ndo sé a
abundancia de fitoplancton como também muitos parametros das células, tais como comprimento,
largura e fluorescéncia. Este dispositivo apresenta como vantagens o registo digital dos dados da analise
de imagem da amostra tratada, bem como o registo das imagens capturadas. Isto possibilita um posterior
estudo visual ou, até mesmo, que as imagens possam ser processadas por um computador para
pesquisar e quantificar as células e particulas encontradas [58]. Todavia, existem algumas desvantagens.
Para que a identificacao de todo o fitoplancton seja bem-sucedida pode ser necessario recorrer a varias
objetivas diferentes, de modo a permitir a visualizacdo das células de diferentes tamanhos. Dependendo
do ecossistema em analise o tamanho das células pode variar e se as células forem muito grandes pode
ocorrer entupimento do circuito de fluxo. Existe também a necessidade de que o operador tenha

conhecimento de identificacdo de fitoplancton para a analise dos dados que o equipamento fornece [34].

Figura 2.10 - Equipamento FlowCAM que permite a medicao de fitoplancton [59].

2.3 Conclusao

A monitorizacao do fitoplancton é um processo que pode ser feito recorrendo a diversos
procedimentos e equipamentos. A monitorizacao feito por técnicas de microscopia apesar de ser um
método altamente demorado e que exige pessoal com um elevado grau de qualificacao é a que
representa maior fiabilidade de resultados, sendo ainda utilizada nos dias de hoje. As técnicas
moleculares representam um processo de monitorizacéo altamente preciso e fiavel, contudo, a sua

necessidade de material especifico e complexo faz com que ainda sejam um método dificil de usar de
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forma automatica no local. As técnicas fluorométricas representam uma das técnicas mais rapidas e
faceis de identificar os pigmentos fotossintéticos do fitoplancton, a clorofila-a. Permitindo a sua utilizacao
em equipamentos que realizam as suas medicdes de forma rapida, no local e automaticamente. Porém,
no que diz respeito a identificacao de espécies esta & uma técnica que ainda ndo esta muito desenvolvida.
A citometria de fluxo permite a quantificacao e identificacdo de células de fitoplancton de forma rapida e
automatica, todavia os citometro sao equipamentos caros e de grandes dimensdes que necessitam que
os utilizadores sejam qualificados.

Atendendo as vantagens e caracteristicas de utilizam das diversas metodologias apresentadas a
técnica de espectroscopia de fluorescéncia destaca-se relativamente as outras devido a sua facil
implementacdo e uso em dispositivos que sao utilizados de forma automatica /n s/ifu. Dessa forma, esta
¢ a técnica escolhida, tendo em vista aproveitar todas as suas vantagens para construir um equipamento

de baixo custo e com um bom grau de detetabilidade.
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Capitulo 3

Analise e Compreensao do Sistema

3.1 Introducao

Ao longo deste capitulo serao apresentados os principais componentes que constituem o sistema
e 0 modo como atuam, de forma a perceber como a sua juncao no final resulta no sistema pretendido.
O primeiro passo a dar é conhecer e compreender os principios de funcionamento em que o sistema

esta assente. Com base nesses principios, & possivel repartir o sensor em varias partes.

3.2 Principios de funcionamento

O equipamento usa o método de espetroscopia de fluorescéncia. Este método usa as
propriedades fluorescentes da clorofila-a, permitindo a quantificacdo da mesma através da analise da
quantidade de luz vermelha que esta emite apos ser excitada com luz azul.

0 uso deste método ¢ relativamente simples, contudo necessita que seja usada uma elevada
poténcia por parte da fonte de excitacdo de modo a existir uma boa relacao entre sinal e ruido. Uma vez
que o equipamento pretendido tem como um dos focos o baixo consumo, a poténcia disponivel para a
fonte de excitacdo ndo sera a ideal. Dessa forma a resposta da clorofila tera uma baixa amplitude de
fluorescéncia, surgindo assim problemas na aquisicao do sinal sobretudo devido ao aumento da sua
suscetibilidade ao ruido, diminuido com isto a relacao sinal/ruido.

A baixa amplitude associada ao sinal de fluorescéncia acaba por representar um problema devido
a sua facilidade em ser afetada pelo ruido. Visto que o objetivo final & colocar o equipamento submerso
grande parte dos ruidos externos deixam de ter impacto sobre o sistema. Todavia, ainda existe o ruido
que advém dos componentes eletronicos utilizados para montar o equipamento, para além da
interferéncia entre os varios circuitos. Para reduzir esse ruido sera utilizado um detetor sincrono.

Um detetor sincrono € capaz de extrair um sinal embebido em ruido, com um bom nivel de
sensibilidade. Em muitos sistemas, o ruido aumenta a medida que a frequéncia se aproxima de zero.

Dessa forma, afastando o sinal pretendido do ruido de baixa frequéncia torna-se possivel a detecao de
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sinais de reduzida amplitude, como é o caso da fluorescéncia da clorofila. A melhor forma para realizar
esse afastamento, para frequéncias com menor ruido intrinseco, é através da modulacédo do sinal de
excitacdo, isto &, pulsar os diodos emissores de luz (LEDs do inglés light-emitting diodes) responsaveis
pela excitacdo da clorofila com uma frequéncia na ordem dos quilohertz. Recorrendo a um filtro passa-
banda é depois possivel isolar o sinal Util e remover todo o ruido das frequéncias que ndo tem interesse.
Tendo o sinal util isolado, a recuperacéo do sinal original pode ser feita recorrendo a um desmodulador
sincrono que deslocara o sinal na ordem dos quilohertz para corrente continua (DC) rejeitando com isso
todos os sinais que nao estao sincronizados com a referéncia[60]. Um dispositivo que usa esta técnica
¢ chamado de Amplificador Lock-/n, representando no sensor o cerne do sistema de leitura. De uma
forma simplista, um detetor sincrono compara-se a um filtro de ordem muito elevada, que consegue
atenuar significativamente todos os sinais fora da frequéncia de interesse.

Tendo todos estes conceitos, acima mencionados, como base o sistema para medicao e

monitorizacdo de fitoplancton pode traduzir-se no esquematico da Figura 3.1.

Tenséo de
Referéncia J saida (Vdc)
Sinal de referéncia
r—| |_| 1 KHz Microcontrolador
Agua com
v Sinal de fitoplancton
Circuito de excitagdo . Amplificador
comutacgio da > = | Lock-in
. fonte de excitagéao | A 1
teds | sinal
g { medido
Filtro — pelo
otico & fotodetetor
e
Fotodetetor

Sinal de referéncia

ML 1k

Figura 3.1 - Representacédo esquematica dos blocos que constituem o sistema de monotorizacéo de clorofila.

Com base no esquematico, para realizar uma medicao de clorofila é necessario:
e Geracao por parte do microcontrolador do sinal de referéncia para realizar o sincronismo

necessario para a eliminacao do ruido;

Excitacdo da fonte emissora de luz, LEDs, que serdo pulsados a frequéncia de referéncia

e cuja luz ira incidir perpendicularmente ao fotodetetor;
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e Detecao por parte do fotodetetor do sinal de fluorescéncia emitido pela clorofila presente
no fitoplancton. O fotodetetor tem implementado por cima um filtro 6tico passa alto que
rejeita todos os comprimentos de onda que estao abaixo de 550 nm que podem interferir
com as medicoes;

e Amplificacao e filtragem do sinal medido pelo fotodetetor pelo amplificador /ock-in,
eliminando o ruido e obtendo apenas o sinal de interesse;

e Por fim, o sinal util serd recebido pelo microcontrolador, onde sera processado e

finalmente enviado para o datalogger.

3.2.1 Amplificador Lock-In

O amplificador /ock-in ¢ um instrumento que pode ser usado para detecdo e medicao de sinais
de reduzida amplitude, mesmo estando o sinal de interesse completamente embebido em ruido. Este
amplificador utiliza a técnica denominada por detecao sensivel a fase, phase-sensitive detetion, que isola
o0 sinal através de uma referéncia com determinada frequéncia e fase. Dessa forma, o ruido presente em
frequéncias diferentes da do sinal de referéncia sera rejeitado. Para que tal aconteca este amplificador é
constituido por varios estagios representados na Figura 3.2, responsaveis no seu todo por atingir o sinal

pretendido.

Amplificador de Filtro Amplificador Mitisticadon Filtro
Transimpedancia Passa-Banda  de Ganho plica Passa-Baixo

Vout Vout_ DC
/ \ \ —

Fotodetetor
<

"L—/ \

Vref

Filtro
Passa-Banda

Circuito de Leitura

Figura 3.2 - Diagrama de blocos do /ock-in.
Neste sistema, o sinal de referéncia é utilizado na excitacao pulsada dos LEDs e no bloco
multiplicador, de maneira que ambos se encontrem em fase. Cada um dos blocos que faz parte do
circuito de leitura tem uma funcao especifica atribuida. Em seguida serao analisados mais em pormenor

cada bloco e qual a sua funcéao.
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3.2.1.1 Amplificador de Transimpedancia

O fotodetetor retorna em funcéo da fluorescéncia medida um determinado valor de corrente, que
¢ convertida em tensao pelo amplificador de transimpedancia. O dimensionamento do amplificador teve
de ser feito tendo em conta que o sinal de fluorescéncia é de baixa amplitude, o que corresponde a um
sinal de entrada no amplificador na ordem dos microamperes (uUA). A ponte de comunicacdo entre o
fotodetetor e o amplificador ¢ feita usando cabo coaxial RG-59/U de 75 Q, tentando evitar o maximo de
introducao de ruido externo no sistema. O amplificador utilizado permite realizar a conversao de corrente
em tensdo de dois sinais distintos, no caso é utilizado para o sinal de fluorescéncia e para o sinal de

turbidez (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Esquematico da configuracdo do amplificador de transimpedancia.

Neste bloco, a conversao corrente — tensdo é feita no ampop ADA4522-2ARZ-R7. De modo que
o sinal de tensao final seja na casa dos milivolts (mV) o valor da resisténcia Rg é dimensionado. O
condensador C, e C,, sdo usados para prevenir oscilacdes ou picos de tensao a saida do amplificador. A
parte da direita do bloco diz respeito a turbidez medida pelo sensor através de um fotodetetor colocado
na frente de um dos LEDs e abaixo do outro LED (principio da técnica de luz transmitida). A quantidade
de luz emitida pelo LED que chega ao fotodetetor € medida em cada ciclo de medicao, dependendo da
luz recebida é possivel calcular o valor da turbidez. Para conseguir sensibilidade nas baixas
concentracdes de turbidez sem perder uma escala grande sao utilizados dois ganhos comutados através
de um diodo de zener, um para sinais abaixo do valor do diodo zener Z3 (dado por R10) e outro para

valores superiores (com R46).

Sensor de Fitoplancton em Meio Aquatico

Leonardo Rafael Correia e Sa - Universidade do Minho 21



Capitulo 3 — Andlise e Compreensao do Sistema

Filtro Passa-Banda

3.2.1.2

O filtro passa banda tem como principal funcao isolar o sinal util, eliminando os restantes sinais

que se encontram em frequéncias indesejadas. Como o sinal de excitacdo é pulsado a uma frequéncia

de 1 kHz, o sinal util obtido encontrar-se-a4 também nessa ordem de frequéncia estando assim deslocado

das baixas frequéncias para frequéncias mais elevadas e com menor ruido. Dimensionando o filtro para

uma frequéncia de banda passante de 1 kHz (Figura 3.4) e fazendo passar o sinal através dele, é

eliminada uma grande parte dos ruidos indesejados presentes no sinal de interesse.
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Figura 3.4 - Esquematico do filtro passa-banda.

A topologia escolhida para implementar este filtro é a de multiplo feedback, por oferecer uma

implementacéo de facil configuracdo e uma boa fiabilidade. Este filtro apresenta um fator de qualidade

(Q) igual a 5, estando o seu diagrama de bode representado na Figura 3.5.
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Figura 3.5 - Diagrama de bode da resposta do filtro passa-banda dimensionado.
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Capitulo 3 — Andlise e Compreensao do Sistema

3.2.1.3 Amplificador

O bloco amplificador tem como objetivos alterar o ganho aplicado no amplificador de
transimpedancia e permitir aproveitar o maximo possivel da reduzida resolucéo do ADC utilizado. Através
do uso de varios ganhos variaveis € possivel realizar medicoes numa grande gama de valores, tornando
0 sensor capaz de medir desde baixas até elevadas concentracoes.

Neste bloco amplificador estdo implementados quatro ganhos (100; =10;1;0,1), que s&o
alternados através de um sistema de interruptores eletrénicos. O ganho base é o de 100, representado
no esquematico da Figura 3.6 pela resisténcia R8 de 100 kQ, sendo que os restantes ganhos sao obtidos
através do resultado do paralelo da resisténcia de base com a resisténcia que corresponde ao ganho
pretendido. A resisténcia do ganho pretendido é colocada em paralelo com a de base através da ativacéo
dos terminais que lhe correspondem. Para obter o ganho 10 devem ser ativados os terminais G2D3 -

G2S3, para o ganho 1 os terminais G1D2 — G1S2 e para o ganho 0,1 os terminais G1D1 - G1S1.
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oo — ] =
100nF -9V

Figura 3.6 - Esquematico do amplificador.

3.2.1.4 Multiplicador

0 bloco multiplicador pode ser considerado o principal bloco do amplificador /ock-in, tratando-se
do responsavel pela recuperacao do sinal original. Neste bloco o sinal de fluorescéncia medido é
multiplicado pela referéncia de 1 kHz (Ref PB) que foi usada para excitar os LEDs, garantindo o
sincronismo de ambos os sinais a entrada do multiplicador. Dessa forma, o sinal sera deslocado para o
dominio continuo, rejeitando todos os sinais que nao estdo sincronizados com a referéncia de excitacao.
Neste bloco é ainda introduzido um sinal de offset (POT_OUT) que permite regular a linha de base em

que sao retornados os resultados (Figura 3.7).

Sensor de Fitoplancton em Meio Aquatico

Leonardo Rafael Correia e Sa - Universidade do Minho 23



24

10E0

1E0

0.1ED

. 01ED

FreguencylHz]

1E-3

-7e

© © [%2] = o
= o 5 &) N
(a8} N = m
ie] S o) o ~C
© > m ©
N & B& £ § 5
5 8 & 2 S ™
> o o m L
<5}
8 8 & & ° o 2
S & & =2 o A
S & 2 2 = 3 g
L H5 o © O ¢
m o d m o © S-S CCECCICCDCCCZEZZQC-ZCCIECC HHH\N\WH
<@ <) S o 8 % Rl bl S el el el el el \H\.\.HH
Q m = . 2 o O N Ay S I B N i I
E T 5 8§ € S BM -2 N EEE EEE RS Bt S EEE R w.\.\ ......
M c Q < 0= O I O o \.\N .........
= ©S 8 o 5 s =
oS = = _!|A
= c o = o _W
= = = o — T e e e g g Py e g
NT]A I___m . - % = (&S] 2 S 5 87_ wlin _ - = ] uuu.wmmuu”uuuuuu el b
m f 9 5 (@] 4= o € 7 =] i am 3 s (et Wl Subep: ol Wbt bebetel it Supets i
5 } 2 . o 8 £ o ® & [oeksg o o £ IRE Rt B e S
7 by S  w v = T o =78 e T e R e e S e R Sl S
R = L X o o4 € g = 2 7
2 FGINE = 8 B 5 o z & T
3 el | [2 £ ? O N © g £ 8 2
Ke! G € A o o o wm A Z 8 mmmmmmmmm EE B S EE EEE R R
» o g © © © o o m N o) ol I bl bl el fied ot Befelel afelel Sefels el
oy (9 o] ko] - o 4] = e e -
2 =51 I K =1 Y o Q © © ..nm <] 5 T | e
g S > o 2 = 2 QEE, |5 °
= o = w .\ | - M o
=2 - o = @ ie] (4D} o o) =] O S (11 crect k-
£ SonE |E 3 £ $ &8 @& o5 © o Ao g8 o
S MEEE |3 o 4= =) 4 = _,_..n eenl~ o
(&) + () o (5} = m © m = 9 '|\_’ = e e e e ) i e [l s g
= © = &= BT Tt = ] e i il st i) i S i
[ b © [o5) © |  "®  [IJJIICIpIIIICOICCEIZ]ICIIIIrZCgCIC
e N c = +— © o o = =S e o fupapa) spupui Jupsp: ipupuy ppupu Jupuis puiup Supap e
3 w o I o o < o - ) PR Y ) N ISR U NSRS NP B
= .I.-...__\v = (] n - — o [} m m N R S N U A FE A (N I AN PR
< | TN m =] s 43} [5) ) o © = = ] o
I (=] o X S ©T 5 T T % 17 W 1 A A B
< 4 S o £ £ s S 34 L
! _ R o 2 ® Z £ 2o -
e} LNo 1LOd ~ o Z ©c £ ) Q 8 ..|A I__w pos B ) S e ) Sk s EEE E R
o ™ » o o = w o S = o+ © ol B elabed bl ol ofifod ifsfod Rafolel nfelel Safels Idele
=] © = e o o © 4 T[] 5é N
£ S @ 8§ c 3 & © £ o = IR i S [ U U U AU B
3 2 @ £ S - 8 2 3 o e F LA o S L N N
i = = L |
8 o o 5 S « = 8 =
»w £ O » 5 © 5 2
¥ © o T
©c O N S 7} o @ g
(1] © T — o 1 =
a. o N N 48] © =
T = — 9 c = © P Hom a 5 K 8 8 B B
pas) o = [ 2] @ =- W o= I ] h I 1 T T
© o 5 o & ¥ o E ML
b [} ko) o) [} ©
= O N o c ] o0 H
= O <) Q T = =
+= = n Q. ©
Ll x > O =
o : S = o 2 T g
S O = ]
E O © B o ©O )
= < (5} © Lol 4 o &y
S 83 T g8 5 3 -
©
N © s o e =2 £ =
[t o ]
- & ¢ ¢ £ @ 3
N s o E £ &= §
. QL 9 c L & &
™ S £ © & © @

Figura 3.9 - Diagrama de bode da resposta do filtro passa-banda dimensionado.
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Capitulo 3 — Andlise e Compreensao do Sistema

3.3 Protétipo inicial

Foi também analisado o protdtipo que permita realizar testes em laboratorio. Este sera composto
por duas partes principais, a cdmara de medicdo onde esta a fonte emissora de luz, o fotodetetor e o
filtro dtico, e a placa de controlo e atuacéo do sistema onde esta o circuito de leitura e 0 microcontrolador

gue comandara todas as operacdes do sistema.

3.3.1 Camara de medicao

A camara de medicao corresponde a parte do sensor onde sdo realizadas as medicdes dos
parametros a recolher. Para construir esta camara foram fabricadas, através de impressdo 3D, as pecas
necessarias e foram montadas conforme a Figura 3.10. Esta solucdo permite uma facil adaptacdo e
montagem, e acima de tudo, garante um fabrico de baixo custo. Para realizar a assemblagem das varias
pecas foi utilizada uma resina epdxi para garantir a impermeabilidade do prototipo e permitir sua imersao,
garantindo ainda alguma resisténcia a pressdo da agua. Para além das pecas feitas para montar a
estrutura da camara, esta é também constituida por dois L£Ds e seu respetivo circuito de atuacao, um
fotodetetor para a fluorescéncia da clorofila, um filtro ético e um fotodetetor para as medicdes de turbidez,

gue serao apresentados com mais pormenor neste capitulo.

Janela do fotodiodo Suporte do filtro ético

Caixa
exterior

Janelas dos LEDs

Todos os componentes assemblados
Figura 3.10 - Pecas e assemblagem da camara de medicao do sensor.

A camara de medicao permite realizar a recolha de dados através da sua imersao na solucao ou

ambiente onde pretendemos fazer as medicdes. O seu processo de operacao é simples, a camara foi
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Capitulo 3 — Andlise e Compreensao do Sistema

projetada em formato de U para que ao ser submersa e a agua contendo algas consiga fluir facilmente
através dela. Uma vez iniciado o procedimento de medicao as algas presentes na agua que atravessa a
camara sao excitadas pelos LEDs e o fotodetetor, colocado a 90° em relacdo aos LEDs, ira receber a
fluorescéncia emitida pela clorofila contida nas algas. Através da Figura 3.11 é possivel perceber melhor

0 processo de funcionamento da camara de medicdo durante as medicdes.

Fotodiodo
Filtro otico l

Fluorescéncia
emitida

LED azul

N LED azul
Sensor de turbidez=|

- ®
® o ® #» «— Algas

Figura 3.11 - Esquematico da camara de medicao do sensor.

3.3.1.1 Fonte emissora de luz

A fonte emissora de luz escolhida € um LED. Na construcdo do protdtipo serdo colocados dois
LEDs perpendiculares ao fotodetetor. A escolha do LED a usar baseou-se em caracteristicas como a
intensidade luminosa, o pico do comprimento de onda e o tamanho, sendo a intensidade luminosa a de
maior importancia dado que a concentracao de fitoplancton no mar é baixa e uma maior capacidade de
excitacdo melhora a sensibilidade de medicao. O pico do comprimento de onda deve ser em torno dos
430 nm uma vez que é o comprimento de onda ideal para realizar a excitacdo da clorofila-a. Assim

sendo, a fonte emissora de luz escolhida é o LED LUXEON Rebel Royal Blue da LUMILEDS (Figura 3.12).

1 T

Normalized Power [-]

:

0.0 H - H H H H ;
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength [nm]

Figura 3.12 — Fonte emissora de luz, LED LUXEON Rebe/ Royal Blue e o seu respetivo diagrama de espectro.
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A atuacao dos LEDs é feita de forma que exista sincronismo em todo o processo, sendo pulsados
com base numa onda de referéncia gerada por software (REF na Figura 3.13). A onda é uma sinusoide
com frequéncia de 1 kHz gerada por um DAC do microcontrolador a partir de um array de 100 valores.
Os LEDs sdo alimentados (V_LEDS na Figura 3.13) e comandados por um circuito controlado por um
transistor (Q2 na Figura 3.13) que é comutado e ativado pela onda de referéncia gerada pelo DAC. Desta

forma torna-se possivel controlar por software quando e durante quanto tempo os LEDs estao ativos.

T4 V LEDS
3 ; V_LEDS
2 1—||I'GND
1
+] c40
1757255
R 36 100uF
300
GND
Q2
FMMT634QTA

Figura 3.13 - Circuito de atuacéo dos LEDs.

3.3.1.2 Fotodetetor

O fotodetetor utilizado na medicao da fluorescéncia da clorofila é o fotodiodo de silicio S1336-
8BK da Hamamatsu (Figura 3.14 - a). Este fotodiodo tem uma sensibilidade com uma gama que vai
desde o ultravioleta até ao infravermelho, sendo muito utilizado em equipamentos de medicéo otica. A
sua escolha foi baseada nas suas caracteristicas de responsividade, eficiéncia, ndo uniformidade, ndo
linearidade e o ruido. Existe ainda outro fotodetetor no sistema utilizado para realizar medicdes relativas

a turbidez, o fotodiodo de silicio SFH 2240 da OSRAM (Figura 3.14 - b).

Figura 3.14 - a-Fotodetetor Hamamatsu para medir a fluorescéncia da clorofila a). b-Fotodetetor OSRAM para medir a
turbidez b).
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3.3.13 Filtro otico
A implementacdo do filtro otico visa fazer com que chegue ao fotodetetor apenas a luz
correspondente a fluorescéncia do fitoplancton. Para que isso aconteca foi utilizado o filtro passa-banda

FBH680-10 da Thorlabs que rejeita todos os comprimentos de onda em torno dos 680 nm (Figura 3.15).
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Figura 3.15 - Filtro 6tico da Thorlabs utilizado e respetivo diagrama de transmissao.

3.3.2 Circuito de leitura e Microcontrolador

O circuito de leitura é responsavel por devolver o valor de corrente medido pelo fotodetetor,
correspondente ao valor de clorofila, num sinal de tensao sem interferéncia de ruidos. Esse circuito de
leitura corresponde ao amplificador /ock-in apresentado anteriormente, projetado para uma frequéncia
de 1 kHz.

O microcontrolador comanda todas as operacdes do sistema. Sera responsavel por gerar as
ondas de referéncia para o amplificador /ock-in bem com realizar a recolha e tratamento dos dados.
Como o consumo é um fator importante no projeto deste sensor, o microcontrolador escolhido é a
STM32L082KZ. Esta permite realizar medicdes com um bom grau de sensibilidade e controlar todo o
circuito de forma rapida com um baixo consumo de energia. Analisando com mais detalhe a sensibilidade
do microcontrolador podemos constatar que, as medicdes realizadas sao feitas com recurso aos ADCs
disponiveis no microcontrolador. De acordo com o datasheet os ADCs apresentam uma resolucao de 12
bits, 0 que permite que sejam recolhidos 4096 valores diferentes em cada medicao. Uma vez que podem
medir até um maximo de 3V, dividindo a tensao maxima que pode medir pelo numero de medicdes que

pode realizar pode concluir-se que estes ADCs conseguem medir variacdes na ordem dos 732 uV.

Sensor de Fitoplancton em Meio Aquatico

Leonardo Rafael Correia e Sa - Universidade do Minho 28



Capitulo 3 — Andlise e Compreensao do Sistema

Estas duas partes do sistema foram assembladas numa Unica placa de circuito impresso (PCB)
cujo circuito resultante é apresentado nas Figura 3.16 e Figura 3.17, tornando-se assim possivel avancar

para a parte da montagem do protétipo e iniciar testes praticos.

e LY o
= 3
L% O gringring &

AT

Alimentagdo
Dos LEDs

Filtro passa-banda

Figura 3.16 - Parte de cima da placa eletronica.

Figura 3.17 - Parte de baixo da placa eletronica.

3.4 Conclusao

Conhecidas as varias partes que dao corpo ao sensor, bem como 0s seus conceitos e principios
de funcionamento é agora possivel passar para os testes com prototipo.

Conectando a camara de medicao com o circuito de controlo e leitura passamos a ter um sistema
totalmente operacional. Descrevendo o processo de funcionamento do sistema pode dizer-se que este
opera realizando ciclos de medicao, que se repete consoante a frequéncia de medicdes que se pretende
realizar por dia. Considerando que um ciclo de medicao demora aproximadamente 1 minuto, se nao
existir nenhum tempo de espera entre ciclos serao realizadas 1440 medicdes por dia. Um ciclo de
medicdo corresponde a constituicdo de uma trama com as medicées da clorofila para os quatro
diferentes ganhos, da turbidez, da luz ambiente que chega ao fotodetetor, da temperatura e da carga da

bateria, terminando com o envio dessa trama através da porta série para o datalogger.

Sensor de Fitoplancton em Meio Aquatico
Leonardo Rafael Correia e Sa - Universidade do Minho 29



Capitulo 4

Caracterizacao do prototipo existente

4.1 Introducao

Neste capitulo serdo apresentados os testes realizados para a primeira caracterizacdo do
protétipo existente. Inicialmente foram realizados alguns testes para perceber o estado do sensor e quais
as alteracdes que seriam necessarias realizar logo a partida. Tendo estes testes e alteracdes concluidos,
0 préximo passo foi migrar o sefup do protétipo de laboratdrio para um que permita a realizacao de testes
de campo. Com um dispositivo apto para testes de campo foram realizados testes de calibracéo e de
campo nos laboratorios do ECIMAT em Vigo. Destes testes, além de uma calibracédo do sensor recorrendo

a um fluorimetro convencional, resultaram varias melhorias e correcdes a implementar no sensor.

4.2 Testes e correcoes iniciais

A primeira coisa a fazer foi a realizacdo de alguns testes para perceber o estado em que o projeto
se encontrava e quais os pontos a melhorar e evoluir.

Nesta fase de testes o sensor ainda nao tinha os seus ADCs em funcionamento, logo ainda nédo
se encontrava apto para medir e recolher os dados. Os resultados nesta fase foram medidos recorrendo
a um multimetro digital para medir a tensdo na entrada do ADC e ao software LabV/EW da National

Instruments.

4.2.1 Comparacao do sistema atual com a versao anterior

O primeiro teste realizado pretendeu comparar o funcionamento da nova versao que utiliza como
microcontrolador a STM com a versao anterior que ainda utiliza Arduino (Figura 4.1). A realizac&o deste

teste consistiu em realizar medicoes nas duas versdes utilizando as mesmas solucdes. A camara de
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medicao utilizada € a mesma para as duas versées uma vez que é compativel com ambos os circuitos

de atuacao e controlo.

Figura 4.1 - Placas de eletronica do sistema com STM do lado esquerdo e com Arduino do lado direito.

Neste teste foram utilizadas trés solucoes, a Referéncia (0 ug/L), 0,5 ug/L e 1 ug/L. O objetivo

deste teste & perceber com base nos resultados das medicoes se o circuito que recorre a STM como

microcontrolador apresenta uma resposta tdo boa ou melhor quando comparado com o circuito que

recorre ao Arduino. Na Figura 4.2 encontram-se as medicbes de tensao obtidas durante a medicao de

cada uma das 3 solucoes, utilizando a versédo com Arduino, sendo que foram realizadas 3 medicdes a

cada solucéo, ao longo de 20 segundos.

0,16

0,15

0,14

0,13

0,12

Tensao de saida do sensor (V)

Medicao de varias concentragoes com circuito Arduino

—— Referéncia
——0,5 pg/l
—1 pg/l

0 5 10 15 20

Tempo (s)

Figura 4.2 - Evolucéo da tensdo no ADC durante as medicdes feitas com o circuito do arduino.
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No grafico da Figura 4.3 encontram-se os resultados da tensao obtida & entrada do ADC, na
medicdo de cada um das 3 solucdes, utilizando a versdo com STM. Para cada solucéo, foram realizadas
4 medicOes consecutivas, espacadas aproximadamente 4 segundos. As medicdes sao realizadas
consecutivamente com o ganho 100, 10, 1 e 0,1, respetivamente aos 4, 8, 12 e 16 segundos

aproximadamente.

Medicao de varias concentragoes com circuito STM

1,4

1,2

0,8

Referéncia

—0,5ug/l

0,6
A D —1pg/l

0,4

0,2
0 5 10 15 20

Tensao de saida do sensor (V)

Tempo (s)

Figura 4.3 - Evolucédo da tensao durante as medicoes feitas com o circuito da STM.

Comparando os resultados evidencia-se que ambas as versdes apresentam uma boa
sensibilidade na sua resposta. Contudo, a versdo com STM destaca-se mostrando que com o recurso
dos seus varios ganhos torna-se mais facil notar oscilacdes no valor de concentracdo medida, com valores
mais elevados de tensdo. Reparando nas medicdes feitas para as concentracdes de 0,5 e 1 pg/L
percebe-se que o incremento retornado nos resultados é mais evidente na versdo com STM quando se

analisa as medicdes feitas com o ganho 100.

4.2.2 Aumento da intensidade dos LEDs

No decorrer dos primeiros testes verificou-se que na versdo com STM a intensidade luminosa
dos LEDs era mais baixa que na versdao com Arduino, tendo sido inclusive medida a corrente que os
alimentava e constatando-se que as correntes de alimentacao eram de 57 mA e de 88 mA para as
respetivas versdes. Como a intensidade de excitacdo da clorofila pode afetar bastante as medicoes
realizadas pelo sensor, foi aumentada a corrente fornecida aos L£Ds. Esse aumento foi feito tendo em

conta também a necessidade de o circuito possuir baixos consumos.
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Para realizar esse aumento foi estudado o circuito que alimenta os LEDs e verificou-se que
bastaria diminuir o valor da resisténcia R36 (Figura 4.4). Para realizar essa diminuicao foi colocada uma
resisténcia de 30 Q em paralelo com a R36, diminuindo assim para metade o valor da resisténcia
resultante. Isso faz com que em teoria os LEDs passassem a ser alimentados por uma corrente de

114 mA.

74 V LEDS
3 %—I_ V_LEDS
2 —“IIGND
[
+1 c40
1757255 I ~ o
e GND
R39 . /|7
[REE }—{ ] Q
1k€ \LS FMMT634QTA
ol

GND
Figura 4.4 - Esquematico do circuito de alimentacao dos LED:s.
0 aumento da corrente de alimentacao dos L£Ds foi a primeira alteracéo realizada no circuito,
realizando-se em seguida novos testes para comprovar se esse aumento na alimentacao dos L£Ds produz
uma melhoria na sensibilidade das medicOes realizadas. Neste novo teste foi utilizado um espectro de

concentracdes composto por seis solucdes. Os resultados encontram-se representados no grafico da

Figura 4.5.

Resposta do sensor a medicao de varias concentragoes
7
2
= 6
o
7]
c 5 o
3 . ——Referéncia
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5 3 ——5,4 g/l
a 2 —28pg/l
s ——75 pg/!
28 —128 pg/l
29
c
2 B 15 20

Tempo (s)

Figura 4.5 - Evolugéo da tensdo no ADC durante as medi¢des de diferentes concentragdes de clorofila, apés aumento da
intensidade dos LEDs.
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Olhando para os resultados obtidos, verifica-se que o0 uso de quatro ganhos é vantajoso. Como
as concentracdes de 28 ug/L, 75 ug/L e 128 pg/L sdo elevadas, os resultados das medicdes realizadas
com o ganho 100 sao os valores do sistema em saturacdo, ou seja, estes valores ndo devem ser
considerados, verificando-se 0 mesmo para o ganho 10 nas concentracdes de 75 e 128 ug/L. Estas
concentracdes sao tao elevadas que os valores obtidos nas medicdes representam a saturacao do
sistema, nao devendo ser considerados estes valores e apenas analisar os ganhos mais baixos.

Desconsiderando os resultados mencionados acima e analisando os restantes, verifica-se que a
resposta do sensor teve uma melhoria na sensibilidade. Comparando a amplitude do valor medido para
a concentracao de 0,5 ug/L verifica-se que antes do aumento de corrente tinhamos uma amplitude de
200 mV, sendo que depois do aumento essa amplitude passou para 800 mV. Em suma, verifica-se que
com o aumento da corrente de alimentacao dos LEDs da-se um aumento na intensidade luminosa que

eles imitem para excitar a clorofila, o que resulta numa maior emissao de fluorescéncia.

4.2.3 Utilizacao dos ADCs

Todos os testes anteriores foram realizados medindo a saida do amplificador /ock-in recorrendo
a um multimetro digital. Como se pretende que o sensor realize medicdes de forma auténoma e sem
necessidade aparelhos extra, a proxima etapa corresponde a colocacdo dos ADCs (Analog-to-Digital
Converter) do microcontrolador em funcionamento.

Como tal, procedeu-se a ativacdo e programacéo dos ADCs, sendo ainda necessario realizar uma
sincronizacdo do momento em que o ADC realiza a leitura e o pico de fluorescéncia emitida pela clorofila

(Figura 4.6).

RIGOL STOF .

Figura 4.6 - Sincronizacdo do momento de leitura dos ADCs.
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A onda representada a amarelo representa o funcionamento do ADC, sendo que a regido com o
pulso quadrado é o tempo em que o ADC se encontra ativo a realizar a medicao. A onda a azul representa
a resposta do fotodetetor perante a fluorescéncia emitida pela clorofila apos ser excitada pelos LEDs.
Para que a medicdo do ADC fosse o mais correta possivel e de maior sensibilidade, 0 momento em que
se encontra a medir foi devidamente ajustado para coincidir com o momento do pico tensdo da
fluorescéncia da clorofila. Note-se que o atraso nesta tensao deve-se essencialmente ao filtro passa baixo
do circuito.

Concluida a ativacao e sincronismo do momento de leitura do ADCs, realizou-se um teste para
comprovar que o ADC apresenta valores de medicao iguais ou semelhantes aos medidos recorrendo ao
multimetro digital. Nas Figura 4.7 e Figura 4.8 encontram-se os resultados obtidos das medicdes feitas

com recurso ao multimetro digital.

Resposta do sensor para diferentes concentragées
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Figura 4.7 - Medicoes realizadas com o multimetro digital para comparar com as medicdes do ADC, concentracdes mais
baixas.
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Figura 4.8 - Medicoes realizadas com o multimetro digital para comparar com as medicdes do ADC, concentracdes mais
elevadas.

Em simultaneo & medicdo com o multimetro foram realizadas as medicées com os ADCs. Da

analise dos resultados dos graficos foram retirados os valores dos picos de cada medicao, de modo a
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realizar uma comparacao com os valores medidos com recurso aos ADCs do microcontrolador. Essa

comparacao encontra-se representada na Tabela 1.

Tabela 1 - Comparacéo dos valores medidos pelo multimetro digital e pelo microcontrolador para diferentes concentracoes.

Referéncia -Agua 0,67 ug/L 5,4 pg/L 40,5 pg/L

Ganho |Ganho |Ganho Ganho|Ganho | Ganho | Ganho | Ganho | Ganho | Ganho | Ganho | Ganho | Ganho
1 10 100 - 1 10 100 0,1 1 10 100 0,1 1 10

X 0.094 | 0.524 0.085 mm X X 0.099 | 0.808 | 0.075 . 0.135 | 1.311 | 0.079 0.680 g H 0.568 | 5.276 E
Pulso 1

W 0.067 | 0008 m 0487 | o078 MM o7 MME .08 m 0670 | 6718 m 0567 m 5570

W 0.0 mm 0.078 | 0079 ME o7 mﬁmﬂmm o557 mﬁ
mww 0.086 | 0.086 mﬂm 0788 mmmmﬂm o7 mﬂ 4858 E

Na Tabela 2 encontram-se calculadas as diferencas percentuais entre as medicdes realizadas

pelo multimetro digital e pelo sensor.

Tabela 2 - Diferencas percentuais entre os valores medidos pelo multimetro digital e pelo microcontrolador para as
diferentes concentracdes.

Referéncia -Agua 0,67 pg/L 5,4 pg/L 40,5 pg/L
Ganho | Ganho |Ganho |Ganho Ganho |Ganho |Ganho | Ganho| Ganho | Ganho (Ganho | Ganho | Ganho | Ganho | Ganho | Ganho
0,1 1 10 100 0,1 1 10 100 0,1 1 10 100 0,1 1 10 100

Pulso 1 73% 67% 7% 5% 46% 44% 18% 4% 54% 53% 47% 4% 67% 60% 34% 3% 63% 35% 7% = 40% 9%
Pulso 2 82% 76% 9% 6% 59% 52% 19% 5% 56% 52% 48% 5% 65% 60% 34% 3% 60% 35% 7% = 40% 8%
Pulso 3 92% | 81% 5% 6% | 60% | 59% | 19% 6% 58% | 57% | 49% 5% 65% | 60% | 35% 3% 61% | 35% 7% - 40% 9%

- 94% 82% 7% 8% 45% 45% 11% 7% 59% 58% 50% 5% 65% 62% 35% 3% 61% 35% 7% = 40% 9%

Analisando e comparando os dados recolhidos, verifica-se que, apesar da leitura recorrendo aos

ADCs do microcontrolador apresentar menor resolucdo, os valores medidos sdo muito préximos dos
medidos com o multimetro digital. Percebe-se que nas diluicdes de menor concentracao, verifica-se uma
diferenca maior entre os valores medidos recorrendo aos dois métodos. A medicdo com os ADCs
apresenta também uma menor gama de medicdo, realizando medi¢des apenas desde os O até aos 3 V.
Para as diluicdes de maior concentracdo, quando nos ganhos maiores é retornado um valor de 3V
significa que foi atingido o limite de medicdo com aquele ganho. Assim sendo, as medicdes feitas com
esse ganho passam a ser desconsideradas, passando a analisar as medicdes do ganho de valor mais
baixo imediatamente a seguir. Embora existam ligeiras diferencas nos valores medidos, com estes
resultados percebe-se que os dados das medicdes podem ser recolhidos com os ADCs sem que existam

alteracdes significativas nos valores medidos.
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4.3 Construcao da estrutura para realizar testes de campo

Uma vez percebido o funcionamento do sistema e feitos alguns testes iniciais, o proximo passo
consiste em construir uma estrutura que permita submeter o sensor a testes em ambiente real. A
realizacdo de testes de campo é importante para se perceber quais 0s problemas, falhas e aspetos a
melhorar que o sistema apresenta quando colocado em funcionamento em ambiente real. A montagem
da estrutura baseou-se na escolha de materiais que sejam resistentes e que facilitem a colocacao do
sensor a realizar medicdes, permitindo sobretudo isolar a eletronica da agua do mar.

A base da estrutura ¢ uma caixa estanque de aluminio com tampa de membrana da BOPLA [61].
Esta necessitou de ser devidamente adaptada, sendo-lhe colocada uma estrutura com ferros, para
permitir uma facil instalacdo e fixacdo do sensor. Além dessa adaptacdo foi necessario fazer trés furos
na tampa da caixa, um para colocar a camara de medicdo, um para passar um sensor de temperatura
e um final para passar o cabo de dados ligado ao datalogger que fica a superficie. Todos os furos feitos
foram devidamente isolados com resina epoxi para garantir que a caixa se mantém a prova de agua,
sendo colocados bucins nos furos onde se passaram os fios para melhorar o isolamento e evitar a
ocorréncia de torcao dos cabos. Na Figura 4.9 é possivel ver a estrutura final com todas as adaptacdes

e com todos os componentes acoplados.

s

H

Cabo de Dados.
para o Datalogger

¥

Saida para Sensor de
Temperatura Exterior

Figura 4.9 - Protdtipo construido para a realizacéo de testes.
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4.3.1 Datalogger

A construcao de um datalogger adveio da necessidade de armazenar os dados obtidos ao longo
das medicoes. Este ¢ um sistema separado do restante sensor para facilitar a recolha de dados, ao ser
um equipamento individual possibilita que fique a superficie e que os dados possam ser acedidos a
qualquer instante sem necessidade de mexer no sensor. Permite ainda a ligacao de varios sensores em
rede, dado o protocolo utilizado ser RS-485. A comunicacéo do microcontrolador com o datalogger é feita
com um taxa de transmissao definida para 115200 bps, ou seja sdo transmitidos 115200 bits por
segundo. O datalogger recebe a cada ciclo de medicdo uma trama conforme a Figura 4.10, enviada pelo

microcontrolador, com os valores recolhidos a qual acrescenta a data e hora a que foi recebida.

Temperatura Luz Turbidez Clorofila Clorofila Clorofila Clorofila Offset Cargada |Temperatura
da PCB Ambiente Ganho 0,1 Ganho 1 Ganho 10 Ganho 100 Bateria Externa

Figura 4.10 - Trama de dados enviada pelo microcontrolador para o datalogger.

Essa trama é de seguida guardada no cartdo microSD dentro de um ficheiro de texto intitulado
com o dia e més em que a medicdo foi realizada. Ao receber a primeira trama do dia é gerado um novo
ficheiro para guardar os dados das medicdes desse dia.

A montagem de um datalogger com estas funcionalidades requer essencialmente trés
componentes, um relégio de tempo real (RTC), um modulo microSD e um microcontrolador (Figura 4.11).
O relogio de tempo real é responsavel por fornecer a data e hora para acrescentar a trama de dados,
permitindo facilmente identificar posteriormente o exato dia e hora em que as medicdes foram realizadas.
0O modulo microSD além de permitir expandir a memdria disponivel no microcontrolador, aumentado
consideravelmente a quantidade de dados que € possivel guardar, permite um acesso aos dados
recolhidos de forma facil e rapida. Ao guardar os dados num cartdo microSD o seu acesso torna-se muito
facil, basta ler o cartdo microSD e em poucos instantes temos acesso a todos os dados recolhidos pelo
sensor ao longo do tempo. O microcontrolador utilizado € um arduino nano, representando o elemento-
chave do datalogger. Este € o responsavel por receber a trama de dados enviada pelo microcontrolador,
acrescentar-lhe a data e hora, que vai buscar ao RTC, e por fim guardar essa trama no ficheiro

correspondente no cartdo microSD.
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Figura 4.11 - Mddulo do datalogger construido.

Este datalogger permite ainda que os dados sejam simultaneamente guardados e apresentados
num terminal, permitindo quando possivel a monitorizacao e analise dos valores medidos em tempo real.
Como os dados sao guardados em ficheiros de texto a sua migracao para Excel onde podem ser tratados

e analisados ¢ rapida e facil.

4.4 Testes de campo nos laboratorios ECIMAT

A realizacdo de uma calibracdo do sensor representa a proxima etapa apds a construcdo da
estrutura que permite colocar o sensor a fazer medicdes em ambiente real. Para isso foram realizados
um conjunto de testes nos laboratérios CIM_ECIMAT em Vigo, pertencentes a Universidade de Vigo. Este
grupo de testes visou ndo s6 a realizacdo da calibracdo do sensor perante um fluorimetro digital de
bancada, como também a percecdo das fragilidades e pontos a melhorar, realizando-se testes de

temperatura e luz ambiente e um teste de campo onde foram recolhidas medicées em mar.

4.4.1 Teste de calibracao

0O teste de calibracao foi o principal motivo da deslocacado aos laboratorios de Vigo e aproveitando
a oportunidade foram realizados dois testes de calibracdo. A execucdo de dois testes permite a

comparacao de resultados e sobretudo a validacao dos resultados recolhidos.
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Na Figura 4.12 encontra-se uma fotografia do sefup utilizado para a realizacdo dos testes de

calibracao.

Figura 4.12 - Bancada de realizacao dos testes de calibracao.

Relativamente aos testes de calibracéo, o seu processo pode ser dividido em duas etapas. Na
primeira sao feitas as diluicdes de onde é retirada uma amostra para medir no fluorimetro e sao efetuadas
as medicdes no sensor. Na segunda as amostras retiradas sdo medidas no fluorimetro digital e o valor

medido é convertido em quantidade de clorofila em ug/L.

44.1.1 Etapas do teste de calibracao

No que diz respeito as etapas para a realizacao da calibracdo do sensor usando o fluorimetro
digital, como referido anteriormente, destacam-se duas etapas principais que sdo realizadas
separadamente. Cada uma das etapas pode ser decomposta num conjunto de passos simples, que se
repetem para medir cada uma das diluicdes usadas na calibracao do sensor.

Apods serem feitas as diluicdes, a primeira etapa consiste em executar a medicdo da diluicao
in vivo com o sensor e retirar uma amostra dessa diluicdo para medir no fluorimetro. Para retirar a
amostra deve cumprir-se 0s seguintes passos:

1. Colocar o filtro no sistema de vacuo;

2. Deitar um pouco da diluicao da qual pretendemos fazer a amostra, até que o filtro fique

com alguma coloracdo. Para cada amostra deve ser anotada qual a quantidade de diluicdo que foi usada;

3. Filtrar, utilizando o sistema de vacuo;

4 Retirar o filtro e colocar num frasco de amostra;

5. Juntar 5 ml de acetona para extrair a clorofila;

6 Colocar na camara frigorifica durante toda a noite a 5 °C.
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Na realizacao dos testes de calibracao primeiro era retirada a amostra e logo a seguir era feita a
medicdo com o sensor. Tentando garantir que quer o fluorimetro, quer o sensor, mediam a solucdo sem
variacdo do valor de concentracdo. Na Figura 4.13 encontra-se o material utilizado na realizacdo dos

testes.

Sistema de vacuo Amostra Inicial

Filtros para sistema de vacuo Pipeta Frascos com amostras
Figura 4.13 - Material utilizado na primeira fase do teste de calibracéo.
A segunda etapa consiste basicamente em realizar as medi¢des no fluorimetro digital das
amostras recolhidas, devendo ser seguidos 0s seguintes passos:
1. Retirar as amostras da camara frigorifica, ligar o fluorimetro e configura-lo para leitura

de clorofila (Chl-Na -> Measure Fluorescence RAW);

2. Medir em primeiro lugar o valor da acetona, que tera de ser subtraido em todas as
medicdes;
3. Medir as amostras, medindo sempre da menor para a maior concentracao (para evitar

contaminacdes);
. Deitar um pouco da proxima amostra a medir no tubo de leitura e enxaguar, para lavar

0 tubo com a amostra a medir e “descontaminar” da amostra anterior;

. Deitar o resto no tubo de leitura e colocar no fluorimetro;
4, Realizar a medicao e retirar os valores;
5. Converter os resultados dados em quantidade de clorofila em pg/L, utilizando a formula

visivel na Figura 4.14, onde se pode ver também o fluorimetro utilizado nos testes.
Analisando as variaveis que constituem a férmula podemos concluir que “Fluorescencia” é a

fluorescéncia na amostra medida pelo fluorimetro, “Blanco” ¢ a fluorescéncia medida na acetona pelo

Sensor de Fitoplancton em Meio Aquatico

Leonardo Rafael Correia e Sa - Universidade do Minho 4



Capitulo 4 — Caracterizacdo do prototipo existente

fluorimetro, “Vol acet (ml)” é o volume em ml de acetona adicionada a cada amostra, no caso 5 ml e

“Vol filtr (ml)” é o volume em ml de amostra utilizada no processo de filtragem da solucao.

Fluorometro Trilogy (CALIBRACION 01.12.2021)
Concentracion chla (ug/l) = [0,1649 *(Fluorescencia-blanco)]*(Vol acet (ml)/vol filtr (ml))

Figura 4.14 - Etapas da segunda fase do teste de calibracéo.

Este conjunto de passos representam as instrucdes a seguir para se poder realizar medicoes do

valor de clorofila com o fluorimetro digital disponivel no laboratorio.

4.4,1.2 Resultados

Retirados os resultados das medicoes quer com o sensor, quer com o fluorimetro, é possivel de
comparar os dados recolhidos. Observando os resultados do primeiro teste de calibracao realizado,
verifica-se que a resposta do sensor em funcado da resposta do fluorimetro é bastante satisfatdria. A
concentracao de clorofila de 0,001 representa a referéncia (auséncia de clorofila), que dado o valor ser
0 nao é possivel representar na escala logaritmica. Tendo em conta a evolucao dos valores medidos em
cada um dos quatro ganhos em funcao do correspondente valor em pg/L medido pelo fluorimetro (Figura

4.15), constata-se uma resposta que pode ser traduzida em retas de calibracéo.

Tensdo medida pelo sensor para os varios ganhos em fungdo da clorofila medida pelo fluorimetro

1 em escala logaritmica

—&—Ganho 0,1

7 ~#—Ganho 1

o & — g ___k—’/‘ Ganho 10

—~—Ganho 100

Tensdo medida pelo sensor (V)

0,01
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Clorofila medida pelo fluorimetro (ug/L)

Figura 4.15 - Evolucao dos varios ganhos do sensor em funcao da clorofila medida pelo fluorimetro.
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Da analise do grafico compreende-se que 0s ganhos mais baixos, nomeadamente o ganho 0,1 e

0 ganho 1, tem medicdes pouco precisas para as baixas concentracdes medidas. Como tal os ganhos

10 e 100 serdo analisados mais em pormenor uma vez que ao contrario dos outros dois apresentam

uma boa resposta para baixas concentracées. O valor da referéncia foi retirado de cada medida, obtendo-

se os graficos a seguir, com as respetivas equacdes de calibracdo (Figura 4.16 e Figura 4.17).

Tensdao medida pelo sensor com ganho 10 em fungéo da clorofila medida pelo
fluorimetro em escala logaritmica
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Figura 4.16 - Reta de calibracéo obtida do ganho 10, primeiro teste.
Tensdo medida pelo sensor com ganho 100 em fungdo da clorofila medida
pelo fluorimetro em escala logaritmica
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Figura 4.17 - Reta de calibracéo obtida do ganho 100, primeiro teste.

Do estudo dos graficos com as retas de calibracdo para os ganhos 10 e 100 percebe-se que a

resposta ndo é uma reta perfeita, provavelmente devido a erros de medida, contudo a resposta do sensor

apresenta uma relacdo linear com a resposta do fluorimetro, o0 que para um primeiro teste é bastante

satisfatorio. O coeficiente de determinacao (R2) é de 0,99.
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Apesar da boa resposta, como se pode verificar pelos resultados obtidos, neste teste de
calibracdo foram medidos poucos pontos. Para colmatar essa lacuna e obter uma reta de calibracéo
mais parecida com a verdadeira resposta do sensor foi feito um novo teste de calibracéo.

Na realizacao do segundo teste, para além do aumento do numero de diluicdes medidas, tentou-
se realizar todo o processo com maior rigor que no primeiro teste. Mais medicdes realizadas resultam
em mais pontos para tracar as retas de calibracdo do sensor, obtendo-se dessa forma resultados mais
completos. Nos graficos seguintes apresentam-se as retas de calibracdo do sensor, tracadas com os

dados recolhidos no segundo teste (Figura 4.18 e Figura 4.19).

Tensao medida pelo sensor com ganho 10 em funcao da clorofila medida pelo fluorimetro
em escala logaritmica
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Figura 4.18 - Reta de calibracéo obtida do ganho 10, segundo teste.
Tensdo medida pelo sensor com ganho 100 em fung&o da clorofila medida pelo fluorimetro
em escala logaritmica
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Figura 4.19 - Reta de calibracéo obtida do ganho 100, segundo teste.

Dos resultados obtidos neste segundo teste de calibracéo verifica-se que a resposta do sensor

quando comparado com a do fluorimetro continua bastante satisfatoria. Todavia, o R? baixou de 0,99
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para 0,94, o que representa um maior desvio entre as medicdes feitas pelo sensor e pelo fluorimetro,
tendo-se verificado também uma ligeira alteracdo no declive da reta.

Como neste teste se tentou ter um maior rigor, o valor de referéncia foi sendo medido ao longo
do teste com alguma frequéncia. Dessa forma a atenuacéo das medicdes em funcdo da referéncia pode
ser feita sempre com valores o mais reais possivel, realizando-se assim um ajuste mais preciso para 0s
valores reais medidos pelo sensor.

Das varias medicdes da referéncia resultou um grafico que mostra a sua evolucédo ao longo do

teste de calibracao (Figura 4.20).

Variacao da referéncia ao longo dos testes
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Tensao medida pelo sensor (V)

Figura 4.20 - Evolucao da referéncia ao longo do segundo teste de calibracéo.

Com a realizacdo destes dois testes de calibracao torna-se possivel, utilizando o declive das retas

obtidas, fazer a conversao das medicdes em Volts do sensor para Jg/L de concentracdo de clorofila.

4.4.2 Teste de mar

No que diz respeito a testes do sensor em mar foi realizado um teste durante cerca de cem
minutos. Neste teste o sensor foi colocado voltado para baixo (evitando a luz solar direta), preso a um

dos pesos de uma plataforma flutuante, conforme a Figura 4.21.
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Figura 4.21 - Condicdes de realizacdo do teste de mar.

Este foi o primeiro teste do sensor em ambiente real, mar, com os sistemas de medicdo (ADCs)

a funcionar corretamente e permitindo obter valores. Os resultados estao apresentados na Figura 4.22.
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Figura 4.22 - Valores de clorofila, em tensdo, medidos pelo sensor no mar, utilizando um ganho de 100.

Dos resultados obtidos verifica-se que a resposta do sensor é estavel. Tendo em conta o pouco
tempo de realizacao do teste a concentracdo de fitoplancton no mar ndo poderia oscilar muito, o que
confirma e valida de certo ponto os resultados das medicdes feitas pelo sensor.

Outro método de confirmacéo utilizado foi retirar uma amostra da agua do mar durante o tempo
de teste, que foi depois medida no fluorimetro digital. Com o valor da amostra medido no fluorimetro e

uma vez feita a calibracdo do sensor, verificou-se que o valor apresentado pelo sensor durante as
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medicdes em mar correspondia a concentracdo de clorofila medido pelo fluorimetro, de cerca de 2,7

ug/L, apos retirado o offset de uma leitura de referéncia (Figura 4.23).

Medicao da clorofila no mar
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Figura 4.23 - Valores de clorofila, em pg/L, medidos pelo sensor no mar, utilizando um ganho de 100.

4.4.3 Testes de temperatura

Ao longo dos testes percebeu-se que a variacao da temperatura poderia afetar a resposta do
sensor e consequentemente nas medicoes de clorofila. Para tentar perceber quais os efeitos da
temperatura realizaram-se trés testes.

Os dois primeiros visaram perceber qual a influéncia da temperatura quer na caixa do sensor
(fotodetetor e LEDs) quer na placa de eletronica (/ock-in e microcontrolador). Ja o terceiro teste teve como
objetivo perceber como responde o sensor tanto em aumentos como diminuicdes da temperatura da
agua onde esta inserido. Os trés testes foram feitos utilizando a mesma diluicdo, agua do mar filtrada.
Como a quantidade de clorofila presente na agua filtrada € muito baixa, sé no maior ganho é que se
notam alteracdes nas medicdes. Por isso sé sao apresentados resultados para o ganho 100.

Para ter a certeza de que os valores de temperatura medidos pela eletronica do sensor eram
corretos, uma vez que a sua medicao nunca tinha sido devidamente calibrada, a temperatura foi também
monitorizada ao longo dos testes com um termdmetro. Verificou-se que o sensor interno e o termémetro

eram idénticas, pelo que posteriormente consideraram-se apenas as medicoes do sensor.
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4.43.1 Variacao de temperatura na caixa do sensor/fotodetetor/LEDs
Este teste foi realizado aproveitando a camara de 5 °C disponivel no laboratério. Durante algum
tempo, o sensor sem a placa de eletronica foi colocado na camara frigorifica para baixar a sua
temperatura. Apds a caixa ficar a uma temperatura proxima de 5 °C, retirou-se da camara e iniciaram-
se as medicdes utilizando como diluicao agua do mar filtrada (referéncia). Os valores medidos pelo sensor
a medida que a temperatura subia até a temperatura ambiente estdo exibidos em forma de grafico na
Figura 4.24. Os circuitos eletrénicos foram mantidos no exterior da caixa, a temperatura ambiente.

Medicdo do sensor com ganho 100 em fungao da temperatura no
interior da caixa
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Figura 4.24 - Tensao medida pelo sensor com ganho 100 em funcdo da temperatura da caixa que envolve o sensor.

Observando o grafico obtido é possivel perceber que a medida que a temperatura sobe,
aproximando-se da temperatura ambiente, o valor medido pelo sensor para a mesma solucao vai
aumentando. Este comportamento era expectavel, dado os fotodiodos serem sensiveis a temperatura,

ao utilizarem semicondutores

4.4.3.2 Variacao da temperatura na placa de eletrdnica
Este teste foi feito de forma muito semelhante ao anterior, contudo desta vez foi colocada a
arrefecer apenas a placa de eletronica, sendo a cdmara com o sensor mantida a temperatura ambiente.
Como o sensor de temperatura ja implementado se encontra na placa de eletrdnica, neste teste
as medicdes de temperatura sdo mais precisas. Dessa forma, os valores de temperatura iniciais s&o
mais baixos quando comparado com os valores do teste anterior. Os resultados encontram-se

representados na Figura 4.25.
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Medicao do sensor com ganho 100 em funcao da temperatura da
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Figura 4.25 - Tensdo medida pelo sensor com ganho 100 em funcéo da temperatura da placa de eletrénica.

Examinando os resultados obtidos, verifica-se que a variacdo de temperatura sobre a placa de
eletronica aparenta nao ter um efeito muito expressivo nas medicdes efetuadas pelo sensor. Todavia,
existem ligeiras oscilacoes nos valores medidos, o que pode demonstrar a existéncia de um efeito sobre

as medicdes realizadas.

4.4.3.3 Variacao da temperatura da agua com o sensor submerso

A realizacado do terceiro teste consistiu em colocar agua do mar filtrada a arrefecer na camara
de -20 °C até atingir a temperatura de 6 °C. Atingida essa temperatura retirou-se a agua da camara
frigorifica e submergiu-se nela o sensor, iniciando-se assim as medicdes. O objetivo deste teste foi
verificar as influéncias na resposta do sensor ao aumento e diminuicao da temperatura da agua onde se
encontra submerso. A temperatura da agua foi sendo constantemente monitorizada recorrendo a um
termometro.

Na tentativa evitar interferéncias extra, como o caso da luz ambiente, o teste foi realizado com o
sensor completamente tapado. As condicdes de realizacdo do teste e os resultados obtidos com ao longo

da variacao da temperatura da agua sdo apresentados respetivamente nas Figura 4.26 e Figura 4.27.
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Figura 4.26 - Condicdes de realizacdo do teste de variacdo de temperatura.
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Figura 4.27 - Tensao medida pelo sensor com ganho 100 em funcdo da temperatura da placa de eletronica.

Estudando a resposta do sensor percebe-se que a partir dos 13 °C a medida que a temperatura
da agua aumentava, a tensao medida pelo sensor também aumentava consideravelmente. Este teste
nao &, no entanto, totalmente coerente com a variacao encontrada no teste da Figura 4.24, onde se
verificou uma dependéncia das leituras do sensor apenas com a temperatura da cadmara (leds e
fotodiodos) com comportamento ligeiramente diferente. Neste teste verifica-se aumento da tensao a partir
do 13 °C, no anterior a partir dos 15°C. Esta diferenca pode estar relacionada com a inercia térmica do

sistema e o local onde sao realizadas as medicoes.

Sensor de Fitoplancton em Meio Aquatico

Leonardo Rafael Correia e Sa - Universidade do Minho 50



Capitulo 4 — Caracterizacdo do prototipo existente

No grafico da Figura 4.28, é possivel comprovar que os esforcos para anular a interferéncia da
luz ambiente foram conseguidos. Verifica-se que as medicdes da luz ambiente se mantiveram a zero de

forma constante. Esta anulacéo era importante dado que o teste foi realizado no exterior do laboratorio.

Evolugao da temperatura e da tensao medida pelo sensor com
ganho 100 ao longo do tempo
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Figura 4.28 - Evolucao da medicao do sensor com ganho 100, da temperatura e da luminosidade ao longo do teste
realizado.

Considerando os trés testes com variacdes de temperatura realizados ¢ possivel depreender que
a temperatura tem influéncia no valor de clorofila medido pelo sensor. Desse forma, sera necessario
estudar quais os componentes ou partes do sensor que sao mais sensiveis as variacoes de temperatura,

de forma a encontrar maneira de compensar os efeitos da temperatura.

4.4.4 Teste luz ambiente

Na tentativa de inferir qual o efeito da luz ambiente nas medicdes do valor de clorofila, foi
realizado um teste em que o sensor foi deixado, num recipiente no exterior do laboratdrio, submerso em
agua do mar filtrada a medir desde o final do dia até a manha seguinte. Com um teste desta duracao,
que apanha o pdr e nascer do sol, é possivel ter uma primeira nocédo dos efeitos que a incidéncia direta
de luz ambiente pode ter nas medicdes realizadas pelo sensor. Nas Figura 4.29 e Figura 4.30 encontra-
se a evolucao da luz ambiente e da tensdo medida pelo sensor bem como a tensao medida em funcéo

da luz ambiente, onde a tensdo medida pelo sensor representa a medicao de concentracao de clorofila.
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Luz ambiente medida ac longo do tempo Tensdo medida pelo sensor com ganho 100 ao longo do tempo
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Figura 4.29 - Evolucado da luz ambiente e da tensdo medida pelo sensor ao longo do tempo.
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Figura 4.30 - Tensao medida pelo sensor com ganho 100 em funcédo da luz ambiente.

Gerando um grafico com os valores recolhidos ao longo do teste, parece ser obtida uma curva
em histerese, onde a parte superior representa os valores da diminuicdo da luz ambiente e a inferior
representa o nascer do sol. Isto significa que os resultados podem diferir para 0 aumento e diminuicao

da luz ambiente, nao havendo, no entanto, informacao suficiente para fundamentar esta observacao.

4.4.5 Teste de medicao da referéncia durante a noite

Para validar a consisténcia das medicdes realizadas pelo sensor, este foi deixado durante uma
noite a medir a mesma solucao, agua do mar filtrada corrente. O teste foi realizado no laboratorio
recorrendo a um dos tanques disponiveis e na tentativa de os resultados serem o0 mais reais possivel,
tentou-se evitar todas as interferéncias possiveis. Para evitar grandes oscilacbes na temperatura a
solucdo medida é agua corrente filtrada, para evitar a luz ambiente o sensor foi completamente tapado.

As condicoes do teste séo visiveis na seguinte Figura 4.31.
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Figura 4.31 - Condicdes do teste de medicdo continua da referéncia.

Verificando a evolucao dos resultados ao longo do tempo, onde seria expectavel uma tenséo
constante, foi detetada outra variavel que influencia as medicdes do sensor. A curva apresentada é similar
a descarga de uma bateria (Figura 4.32). Com alguns testes com uma fonte de tensao ajustavel,
constatou-se que a tensdo da bateria (que reflete a carga da bateria) também altera as medicoes
realizadas. Como a bateria ficou completamente sem carga durante o teste, pode concluir-se que, a
descida abrupta da tensao medida pelo sensor representa a fase final da carga da bateria que alimenta

0 sensor.
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Figura 4.32 - Tensdo medida pelo sensor ao longo da noite.

Apés analise do circuito, os resultados obtidos podem dever-se ao facto de que com menos

tensao fornecida aos LEDs menor sera a sua luz emitida e, consequentemente menor a excitacao que
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estes provocam na clorofila. Estes resultados fazem com que seja necessario a realizacdo de novos testes
dedicados a analisar e confirmar se a carga da bateria provoca alteracdes nas medicdes, e como corrigir

esta dependéncia

4.4.6 Problemas encontrados e melhorias a implementar

Com os testes realizados é possivel retirar algumas conclusdes sobre os problemas encontrados
e a necessidade de realizar melhorias e novos testes. Essas conclusdes encontram-se sistematizadas
nos seguintes topicos:

° A necessidade de realizar novos testes relativos a temperatura para descobrir como esta
dependéncia pode ser atenuada;

° Durante os testes constatou-se que o sensor responsavel por medir a turbidez nao
funcionava corretamente, sendo necessario perceber o motivo, corrigir e realizar a respetiva calibracdo
deste sensor;

° Relativamente ao efeito da luz ambiente é necessario realizar novos testes que mostrem
qual o seu real impacto e como pode ser atenuado ou corrigido;

° Verificar se a carga da bateria tem efeitos sobre as medicdes do sensor, e caso existam
efeitos perceber como os corrigir;

° No caso do offset, a sua facil variacdo através do potenciometro mostrou ser algo que
pode ndo ser vantajoso. Isto porque pode variar de forma involuntaria como ocorreu no primeiro teste
realizado, introduzindo variacdes indesejaveis nos resultados dos testes. Uma das solucdes, que foi ja
implementada, ¢ a fixacdo do valor de offset de forma fisica;

° Percebeu-se durante a realizacdo dos testes que a monitorizacao continua da bateria
pode ser algo vantajoso. Dessa forma, torna-se mais facil perceber qual o estado da alimentacédo do
sensor e pode evitar-se deslocacdes desnecessarias;

° Uma nova funcionalidade que se percebeu que pode ser Uutil implementar é a
monitorizacao da temperatura da agua exterior ao sensor, que determina a temperatura da camara de
leitura.

Estes topicos resumem de forma simples os problemas encontrados ao longo dos testes
realizados, bem como as novas funcionalidades a serem implementadas para melhorar o desempenho

do sensor.
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Otimizacoes e validacoes

5.1 Dependéncia com a temperatura

A variacdo da temperatura representa uma das variaveis que tem efeito sobre as medicoes
realizadas pelo sensor. Tendo em vista esse efeito foram realizadas algumas alteracdes no sensor para

corrigir a sua influéncia, sendo posteriormente testadas e validadas as alteracoes.

5.1.1 Implementacao de medicao da temperatura exterior

De forma a facilitar os testes para verificar os efeitos das variacdes de temperatura e mesmo
para permitir uma medicdo de dados mais completa, foi implementado um sensor de temperatura na

parte exterior da caixa do sensor, Figura 5.1.

Figura 5.1 - Sensor DS18B20 usado, a). Estrutura do sensor com o sensor de temperatura acoplado na camara de
medicao, b).

0 sensor de temperatura utilizado ¢ o DS18B20, que como ja vem encapsulado pode ser logo

implementado e utilizado, sendo completamente a prova de agua. Este sensor é de facil utilizacao, possui
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apenas trés pinos e necessitando apenas de um circuito simples para ser colocado em funcionamento.

0 esquematico da sua montagem encontra-se na representado na Figura 5.2.

4.7k
uP

DS18B20

GNDJ7

/0

J7VDD

Figura 5.2 - Esquematico de montagem do sensor de temperatura.

0 valor medido pelo sensor de temperatura é lido e processado pelo microcontrolador, que apos

ser convertido em graus Celsius é acrescentado a trama de dados correspondente ao ciclo de medicéo

em curso. A influéncia da temperatura da agua nas medicdes pode assim ser corrigida.

5.1.2 Analise e correcao

Realizando uma analise a sensibilidade do hardware do sensor a temperatura percebeu-se que

a corrente nos LEDs é exponencialmente dependente da temperatura, devido ao facto do transistor estar

a funcionar na zona ativa, inicialmente pensado para que a corrente de alimentacdo fosse o mais

sinusoidal possivel.

I5 V_LEDS

W =

1757255

Atendendo a que na zona ativa:

ILED= IC= hFE * Ib

_ Wrer-Va)

[
b R3g

(1)

(2)
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Sendo que:

e V,; é a tensdo direta do diodo que varia 2 mV com cada grau, nao interfere

significativamente, dado V- ser um valor do DAC que chega a 3.3V.

e hFE é o ganho tipico que varia muito com a temperatura, Figura 5.3. Mais temperatura,

mais ganho, mais luz nos leds.
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Figura 5.3 - Grafico da variacao do ganho tipico do transistor em funcao da temperatura, retirado do datasheet.

A solucdo passa por alterar a resisténcia R39, para que o transistor passe a funcionar em
saturacdo, ndo dependendo de hFE. Sendo também necessario ajustar no software o array a partir do
qual é gerada a onda de referéncia, Vref, para que o duty-cycle nao fique muito grande, ou seja, o led
passa a estar quase sempre ligado (Figura 5.4 e Figura 5.5).

Com estas alteracdes a corrente nos LEDs sera:

(VLEDs - Vied - VcE) (3)

| en=
LED Rag

e Em que V. é a tensao direta nos leds, e V. a tensao coletor emissor em saturacao.
Realizando as alteracoes descritas acima, a resisténcia R39 passa a ter um valor de 10 kQ e a

forma da onda de referéncia deixa de ser sinusoidal e passa a ser quadrada.
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Onda gerada pelo DAC
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Figura 5.4 - Onda inicialmente gerada pelo DAC.
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Figura 5.5 - Onda atualmente gerada pelo DAC.

Com o atual array para gerar a onda de referéncia passou-se a garantir que os LEDs funcionam
com um duty-cycle de 50%. Um dos aspetos que foi necessario ter em conta com a alteracao do duty-
cycle foi o0 momento de entrada do transistor em saturacdo. Para que essa entrada nao ocorresse de
forma brusca, foram definidos pequenos incrementos na zona de transicao (nas posicdes do array 0-5 e

45-50).

5.1.3 Teste e validacao

Uma vez realizadas as alteracoes, foram realizados testes para verificar se o problema estava

corrigido. Esses testes foram realizados com o sensor submerso num aquario onde a agua se encontrava
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em circulacdo através duma bomba, evitando deposicdo da clorofila e consequentes alteracdes nos

valores medidos. Esse aquario foi colocado numa arca frigorifica para arrefecer a agua até uma

temperatura de cerca de 7°C. Atingida essa temperatura retirou-se o aquario da arca deixando a agua

aquecer até a temperatura ambiente, repetindo-se a seguir uma vez mais o processo de arrefecer. O

ciclo de subida e descida da temperatura eliminam o efeito da inercia térmica, dado nado se esperar

histerese. As variacdes de temperatura ao longo do teste, bem como os resultados das medicdes de

clorofila, sdo apresentados nos graficos das Figura 5.6 e Figura 5.7.
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Figura 5.6 - Variacdo da temperatura ao longo do teste.

Medicéo da clorofila com ganho 0,1 em funcio da Medicédo da clorofila com ganho 1 em funcio da
temperatura da agua temperatura da dgua
01 . 0,16
% 0,09 -3— 0,14
g 0,08 m 8 on
2 o007 a
2 o0 g o1 P e S
L=
] :.z: S 008
m U o
g oo
“ 0,02 w
,3 0,01 .2 0,02
“w w
£ 0 g o0
& 0 B 10 15 20 25 30 2 0 B 10 15 20 25
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Medicdo da clorofila com ganho 10 em funcéo da Medig3o da clorofila com ganho 100 em fungio da
temperatura da agua temperatura da dgua
0,4 25
= =
2 T ,
503 2
w =
] Qs
° Pt s o o e i)
“o02 P S 8
- o 1
L] -}
3 =
‘" 0,1 g 05
] )
o
Q g
£l “
E o c 0
'2 ] 5 10 15 20 25 30 ﬂ ] 5 25

15 20
T tura (°C
Temperatura (°C) lemperatura (°C)

Figura 5.7 - Medicao da tensédo que representa a quantidade de clorofila, em funcdo da variacao da temperatura.

Nos graficos da Figura 5.7 verifica-se que a influéncia da temperatura nas medicoes foi bastante

900

30

30

reduzida, sendo bem visivel que as medicdes efetuadas para os varios ganhos se mantiveram

praticamente constantes a medida que a temperatura variava.
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5.2 Dependéncia com a carga da bateria

A possibilidade de a carga da bateria afetar as medicdes realizadas pelo sensor surgiu quando,
num dos testes, se verificou que a medida que a bateria ficava sem carga as medicoes realizadas
comecavam a deixar de ir ao encontro do esperado. Para avaliar a influencia nas medicdes foram
realizados alguns testes, sendo inclusive implementada a sua constante monitorizacao pelo sensor. A
comprovacao desta dependéncia com a carga da bateria € evidente através dos resultados apresentados
na Figura 5.8 obtidos a partir da realizacdo de um teste com uma solucao de clorofila, onde o sensor foi

deixado a medir até que a bateria esgotasse a sua carga.
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Figura 5.8 - Resultados do teste sem compensacao da alimentacéo.

5.2.1 Medicao da tensao da bateria

A monitorizacao do estado de carga da bateria foi uma das novas funcionalidades
implementadas, tendo como objetivo saber de forma facil e em permanecia qual o estado da bateria e
se é necessario proceder ao seu carregamento. O circuito adicionado ao sensor encontra-se representado

na Figura 5.9.
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Figura 5.9 - Esquematico do circuito divisor de tensdo que permite medir a carga da bateria.

Para realizar a medicao foi necessario ativar um novo ADC no microcontrolador para medir esta
nova variavel e implementar um pequeno circuito de divisor de tensdo, dado que a carga maxima da

bateria ¢ de 4 V.

5.2.2 Analise e correcao

No primeiro teste foi utilizada uma fonte de tensao substituindo a bateria. Neste teste o valor de
tensdo comecou em 4V e foi sendo diminuido gradualmente em intervalos de 0,5V em 0,5V até se
atingir a tensdo de 2,6 V. Nao era necessario ir até um valor tdo baixo viste que a partir dos 3V a STM
deixa de funcionar, mas foi-se para efeitos de estudo. A corrente de alimentacdo dos LEDs foi

monitorizada ao longo do teste, podendo-se ver os resultados dessa monitorizacdo na Figura 5.10.
Corrente de alimentagdo dos LEDs em fungdo da tensdo da bateria
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Figura 5.10 - Corrente de alimentacéo dos LEDs em funcao da carga da bateria.
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Considerando os resultados mostrados no grafico acima é possivel perceber que a partir dos
3,3V o valor de corrente fornecida aos LEDs comeca a baixar consideravelmente. Essa diminuicdo do
valor de corrente de alimentacao dos LEDs vai fazer com que estes ndo brilhem com tanta intensidade
e consequentemente ndo excitem tanto a clorofila, o que fara com que exista uma diminuicao nos valores
medidos sem que exista na pratica uma diminuicao da concentracéo de clorofila.

Verificou-se que a tensao de alimentacdo dos LEDs tinha um pico de abaixamento ao ligar os
leds, com uma progressiva recuperacdo. A Figura 5.11 mostra a evolucdo da tensdo no coletor do

transistor que liga o led (ver Figura 5.12), quando este é ligado e desligado.

Time 200.0us

Figura 5.11 - Evolucao da tens&o no coletor do transistor ao longo de um pulso.

0 mesmo abaixamento é notado na tensao de alimentacao dos LEDs representada V_LEDS na

Figura 5.12.
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Figura 5.12 - Esquematico da fonte de alimentacéo e do circuito do atuacéo dos LEDs.

A solucao para este problema passa por aumentar a capacidade do condensador que esta na
alimentacao dos LEDs, representado na Figura 5.12 como C40, para que o regulador nao tenha de
fornecer instantaneamente a corrente requerida pelos LEDs.

Para perceber qual o condensador mais indicado realizou-se um teste com varios valores de
capacidade. Foram colocados sucessivamente varios condensadores de diferentes valores em paralelo
com o de 100 pF, ja existente na placa, de forma a aumentar o seu valor até que o problema seja

atenuado ou resolvido (Figura 5.13 e Figura 5.14).
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Figura 5.13 - Exemplo de um dos casos analisados neste teste.

267
—

|
4

Figura 5.14 - Resultados do teste de variacao do valor do condensador dos LEDs.

Nos resultados mostrados acima, a onda a branco representa a onda original s6 com a
compensacao que ja esta na placa, apenas com o condensador de 100 pF. Em cada grafico esta indicado
o valor do condensador que foi adicionado, ou seja, o valor acrescentado aos 100 uF iniciais. Dos varios

valores utilizados percebe-se que a partir dos 330 uF a resposta obtida passa a ser completamente
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estavel, deixando de se verificar por completo a variacdo que se observa para valores mais baixos. Dessa
forma, esse foi o valor do condensador escolhido para compensar a alimentacdo dos Leds, passando a

ter como valor total um condensador de 430 uF.

5.2.3 Teste e validacao

Para comprovar que o problema do efeito da bateria/alimentacdo dos LEDs ficou resolvido,
realizou-se um ultimo teste. Utilizando uma solucado de clorofila realizaram-se medicdes utilizando o
condensador de 330 yF a compensar a alimentacado dos LEDs. As medicdes foram realizadas até que a
bateria esgotasse a sua carga (Figura 5.15).
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Figura 5.15 - Resultados do teste com compensacao da alimentacéo.

Analisando os resultados e comparando com os do teste apresentados no inicio sem
compensacado da alimentacdo (Figura 5.8), é possivel perceber a grande diferenca que existe entre as
medicdes realizadas sem e com aumento do valor do condensador de compensacédo. Nos resultados
retirados sem compensacao da alimentacao verifica-se que o valor de clorofila medido vai diminuindo a
medida que a bateria descarrega. Por sua vez, nos resultados com compensacao verifica-se que o valor
das medicdes mantém-se estavel. Dessa forma, demonstra-se que os efeitos da diminuicao da carga da

bateria nas medicoes do sensor estao corrigidos.
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5.3 Dependéncia com a turbidez da agua

Ao longo dos testes realizados percebeu-se que a parte do sensor responsavel pela medicdo da
turbidez nao estava em funcionamento. Foram analisadas as conexdes do fotodetetor e percebeu-se que
as ligacdes estavam feitas com a polaridade invertida, o que fazia com que todos os resultados obtidos

fossem sempre zero.

5.3.1 Calibracao do sensor de turbidez

Uma vez corrigida a questdo das polaridades e com esta parte ja em funcionamento, o passo
seguinte foi realizar uma calibracdo do sensor de turbidez. Os testes de calibracdo foram feitos recorrendo
ao uso de concentracdes standard, feitas a partir de formazina 4000 NTU (Nephelometric Turbidity Unif).
As concentracdes feitas seguem uma relacdo de diminuicao para metade relativamente a anterior, tendo
sido utilizadas na calibracdo concentracdes com os respetivos valores 500 NTU; 250 NTU; 125 NTU;
62,5 NTU; 31,25 NTU; 15,625 NTU; 7,8125 NTU; 3,91 NTU; 1,955 NTU; 0,9775 NTU; 0,4886 NTU e

0 NTU (referéncia). Os resultados encontram-se representados no grafico da Figura 5.16.

Turbidez sensor vs Turbidez formazina
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Figura 5.16 - Curva de calibracao do sensor de turbidez.

A interpretacdo dos dados resultantes das medicoes realizadas pelo sensor de turbidez deve ser
feita da seguinte forma, quando existe auséncia de turbidez o sensor retorna um valor de 1,5V,
diminuindo esse valor a medida que a turbidez aumenta, conforme se verifica pelo grafico.

Do grafico é possivel perceber que o sensor consegue ler e distinguir valores de turbidez entre O

e 500 NTU, comecando a perder sensibilidade a medida que se aproxima dos 0,4 NTU.
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No caso da turbidez, para obter medicdes mais abrangente, foram implementados dois ganhos.
Utilizando um diodo zener é possivel aplicar esses dois ganhos, um para sinais abaixo do valor do diodo
e outro para valores maiores, possibilitando obter maior resolucao para valores menores sem reduzir a
escala de leitura. Portanto, os resultados sdo apresentados na forma de duas retas, cada uma

representando os valores medidos através do ganho aplicado (Figura 5.17).
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Figura 5.17 - Declives que permitem determinar a turbidez em NTU.

5.3.2 Analise

Realizada a calibracdo do sensor de turbidez, tentou-se perceber como afeta a sua variacao as
medicdes de clorofila. A partir de uma solucdo com uma concentracao de clorofila fixa e estavel foram
feitas varias solucdes com diferentes valores de turbidez, apresentando-se de seguida os resultados

obtidos (Figura 5.18).

Medigdo da clorofila com ganho 100 em fung¢do da Medigdo da clorofila com ganho 10 em fungdo da turbidez

turbidez

e
w

o
W
@

18
16
1,4
12

&
Y

08
0,6
0,4
0,2

Tenséo saida do sensor (V)
o =]
S ©° =
2 & &

Tenséo saida do sensor (V)
-]

0 02 04 06 038 1 1.2 14 16 0 02 04 06 038 1 12 14 16
Tensdo saida do sensor turbidez (V) Tensdo saida do sensor turbidez (V)
Medigdo da clorofila com ganho 1 em fungdo da turbidez Medigdo da clorofila com ganho 0,1 em fungdo da
0,12 turbidez
0,1
0,1 “*‘*—-—&—‘—&-—3“. 0,09

. =g P o s-iIn
0,08

0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0,08

0,06

0,04

0,02

Tenséo saida do sensor (V)

o 0,2 0.4 0,6 038 1 1,2 1,4 16

Tenséo saida do sensor (V)

0 0,2 0.4 0.6 08 1 1.2 14 16

Tensdo saida do sensor turbidez (V) Tenséo saida do sensor turbidez (V)

Figura 5.18 — Resultados de teste de medicao da clorofila em funcao da variacao do valor de turbidez.
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Da analise dos resultados percebe-se que existem oscilacdes ao longo do teste no valor de
clorofila medido pelo sensor, estas oscilacdes podem ocorrer gracas a interferéncias causadas pela
turbidez ou a formazina que também pode ter componentes que interfiram nas medicdes. Como se pode
constatar para o ganho 100 os valores oscilaram entre 1,8 Ve 0,9 V o que parece indicar que a turbidez
influencia as medicoes. No ganho 10 existe também uma oscilacdo nos valores medidos, contudo ja nao
¢ tao expressiva como no ganho 100, neste os valores oscilam entre os 0,26 V e os 0,184 V. Nos
restantes ganhos estas oscilacdes ja ndo sdo percetiveis dado que a concentracdo de clorofila a ser
medida é baixa.

Estes resultados demostram que existe uma possivel influéncia da turbidez nas medicdes de
clorofila realizadas pelo sensor, porém ndo € possivel apenas com estes resultados concluir qual a
expressdo que traduz a relacdo entre as duas varidveis. Seria necessario realizar testes com alguma
substancia que permita variar a turbidez sem alterar a concentracéo de clorofila. Dessa forma n&o é

possivel neste momento compensar as medicdes de clorofila em funcédo das variacdes de turbidez.

5.4 Dependéncia da luz ambiente

A luz ambiente representa outra das variaveis que influéncia as medicdes realizadas pelo sensor.
Para evitar a sua interferéncia nas medicdes foi inclusive colocado um filtro 6tico que restringe os
comprimentos de onda medidos aos de interesse, contudo é possivel que mesmo assim existam
influencias. Dos testes ja realizados com incidéncia no estudo dos efeitos da luz ambiente, os resultados
indicam uma possivel interferéncia da luz ambiente nas medicdes de clorofila feitas pelo sensor. Como
tal foram realizados novos testes de forma a validar a existéncia de interferéncia e a possibilidade de a
compensar ou corrigir.

Os testes realizados foram feitos utilizando trés solucdes de concentracdes diferentes, que foram
medidas para tentar perceber qual o padrao (Figura 5.19,Figura 5.20 e Figura 5.21). Estes testes
realizaram-se com luz ambiente solar, onde para ter auséncia de luz ambiente o que se fez foi tapar
completamente a camara de medicao, indo destapado gradualmente de forma a aumentar o valor de luz
ambiente que chega ao fotodetetor, sendo que o ultimo estagio ¢ quando a camara fica completamente

destapada.
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Figura 5.19 - Resultados de variacdo da luz ambiente para a solucao 1.

Dos resultados obtidos das medicdes da solucdo 1 (Figura 5.19), verifica-se que ao longo do
teste, a medida que a intensidade da luz ambiente varia, existe uma diminuicao do valor percebido pelo
sensor. Nos ganhos 10 e 1 é onde a oscilacdo dos valores medidos ¢ mais percetivel, variando entre

0,413Ve0,844Veentre 0,116 Ve 0,161 V, respetivamente.
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Figura 5.20 - Resultados de variacdo da luz ambiente para a solucao 2.
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No teste com a solucao 2 (Figura 5.20) as oscilacdes ja sdo mais expressivas, podendo observar-
se nos trés maiores ganhos. No ganho 100 a oscilacéo é entre 1,47 Ve 3V, no ganho 10 é entre 0,234 V

e 0,399 Venoganho1éentre 0,094Ve0,111V.
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Figura 5.21 - Resultados de variacdo da luz ambiente para a solucao 3.

No caso da solucédo 3 (Figura 5.21), a que tem menor concentracdo de clorofila, verificaram-se
também oscilacdes expressivas, tendo no ganho 100 uma variacdo de valores que vai desde os 0,04 V
até aos 1,229V, no ganho 10 desde os 0,09 V até aos 0,199 V e no ganho 1 desde os 0,078 V até aos
0,092 V.

Olhando para todos os resultados, percebe-se que a medida que aumenta o valor de luz ambiente
que chega a solucao de clorofila menor é o valor medido. Estes resultados podem ser devido ao efeito
de fluorescence quenching, onde o excesso de energia fornecida ao fitoplancton, devido a sua exposicédo
durante periodos de elevada e variavel radiacao, pode causar fotoinibicao da fotossintese. O que resulta
numa maior dissipacao de energia sobe a forma de calor através da extincao nao fotoquimica, levando
a uma diminuicao do rendimento de fluorescéncia[62]. Mas também pode ser devido a uma resposta
nao linear do fotodetetor, que passa a ter mais luz a incidir sobre ele.

Para evitar a ocorréncia deste efeito em ambiente real, o sensor deve ser colocado no mar a
alguma profundidade para que a luz seja dispersa e voltado para baixo, de forma a evitar que chegue luz
a zona de medicao. O teste feito em mar representa um exemplo de que seguindo as duas condicdes
referidas sdo obtidos resultados sem este efeito. A Figura 5.22 mostra a evolucao da luz ambiente num

teste real, e a Figura 5.23 a evolucao da medida de clorofila durante o0 mesmo teste.
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Medicao da luz ambiente no mar
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Figura 5.22 - Luz ambiente, em tensdo, medida pelo sensor no mar.
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Figura 5.23 - Clorofila medida pelo sensor

Tendo em conta os resultados obtidos, verifica-se que se a luz solar nao incidir diretamente no
fotodetetor, mesmo que exista alguma luz ambiente percetivel, esta parece ja nao causar o efeito de
quenching. Os resultados mostram que apesar de serem percetiveis variacées da luz ambiente, o

resultado das medicdes de clorofila ndo tiveram grandes oscilagoes.
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5.5 Consumo de corrente e autonomia

0 consumo do sensor foi medido para que se possa saber qual a autonomia do sistema mediante
a bateria escolhida para o alimentar. Para conhecer os reais consumos realizou-se um teste em que se
mediu a corrente consumida para alimentar o sensor durante algos ciclos de medicao. Tendo em conta
que, um ciclo de medicado tem uma duracao de 43 s é possivel analisar no grafico da Figura 5.24 os
consumos para quatro ciclos de medicao.
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Figura 5.24 - Consumos de corrente ao longo de quatro ciclos de medicéo.

Tendo em conta os resultados obtidos pode inferir-se que dos 43 s de cada ciclo, 5s
correspondem ao tempo em que os LEDs estao ligados para medicao da clorofila e turbidez e os restantes
38s correspondem ao tempo entre os pulsos de medicao e ao processamento dos dados para envio pela
porta série, sendo que entre cada ciclo o sistema fica durante 11 s em standby. O tempo de standby
pode ser ajustando conforme a frequéncia de medicdes que se pretende realizar. No que diz respeito
aos consumos verifica-se que quando os LEDs se encontram ligados existe um consumo médio de
corrente de 428 mA. No periodo entre medicbes e o processamento dos dados como apenas é
necessario alimentar os reguladores e o microcontrolador o consumo desce para 110 mA. No modo
standby o consumo desce ainda mais para apenas 11 mA.

Uma vez conhecidos os consumos para todos os estados do sistema é entao possivel calcular a
autonomia do sistema. A bateria utilizada para alimentar o sensor durante os testes que tem uma
capacidade de 2200 mAh e considerando a frequéncia de medicdes também utilizada ao longo dos
testes de uma medicao por cada 54 segundos aproximadamente, pode concluir-se que temos uma

autonomia de 18h sendo realizadas 1080 medicOes nesse periodo.
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Tendo em conta que temos:
e Bateria de 2200 mAh;
e Tempo de amostragem de 54 s.

Da analise do grafico da figura 5.24 é possivel concluir os valores da Tabela 3.

Tabela 3 - Consumos para um ciclo de amostragem de 54 s.

Dividindo a carga total consumida pelo tempo de amostragem sabe-se o consumo médio de

corrente do sistema.

Cargary, (MAh)

| media (MA)= ’
medla( ) TempOAmostragem(h) ( )

lnesa (MA) =119,3 mA

Tendo o consumo médio é entao possivel calcular a autonomia.

(5)

Carga Bateria (mAh)

Autonomia (h)= —
Para a bateria considerada temos:
Autonomia (h) = 18h
Se alterarmos a frequéncia de medicdes para uma por hora, 24 medicoes por dia, passamos a
ter uma autonomia de 7 dias. Resumindo os dados na Tabela 4 e fazendo os célculos temos:
e Bateria de 2200 mA;

e Tempo de amostragem de 3600 s.

Tabela 4 - Consumos para um ciclo de amostragem de 3600 s.

Obtendo:
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lesa (MA) = 12,62 mA
0 que da:
Autonomia (h) = 174 h = 7 dias

Desta forma, verifica-se que é possivel aumentar a autonomia do sensor através da diminuicdo

da frequéncia de medicdes ou outra alternativa seria também aumentar a capacidade da bateria.

5.6 Teste de sensibilidade/calibracao

Uma vez feitas as melhorias e alteracdes, realizou-se um novo teste para perceber qual a
sensibilidade que o sensor apresenta para cada um dos ganhos, sendo que dos resultados obtidos €
também possivel retirar as equacoes que representam a resposta do sensor. Assim € possivel enquadrar
a resposta do sensor dentro de quatro gamas, correspondendo cada a gama a cada um dos ganhos do
sensor.

Este novo teste foi realizado nos laboratérios em Vigo utilizando um conjunto de varias
concentracdes, de forma a atingir os limites de sensibilidade de todos os ganhos do sensor.

Os resultados deste teste encontram-se representados nos graficos da Figura 5.25, onde cada

grafico representa a resposta do sensor para cada um dos ganhos.

Tensdo medidda pelo sensor em fungdo da concentragio para o Tensdo medidda pelo sensor em fungdo da concentragdo para o
ganho 0,1 ganho 1
1 1
Vout (V) = 0.0013(ChL] +0.0843 o
— ™y
= Vout (V) = 0.0001[ChL] +0.0804 2 P
1 Cee S e
g o . . P P i i g O i @ g - -
01 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000
001 0.01 "
Concentragdo de clorofila (ug/L) Concentragdo de clorofila (ug/L)
Tensdo medidda pelo sensor em fungédo da concentragdo para o Tensdo medidda pelo sensor em fungdo da concentragdo para o
ganho 10 ganho 100
10 10
Vout (V) =0.0134[ChL]+0.101 » Vout (V) =0.1153[ChL] +0.0848 .®
.. .

1 — 1 .-
s s -
= = 5 e
3 . o S .
> 01 e . . 01 | Sgee .

0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100
0.01 — 0,01 —
Concentragdo de clorofila {ug/L) Concentragdo de clorofila (ug/L)

Figura 5.25 - Resultados do teste de sensibilidade.

Dos resultados obtidos, para além de se poder retirar a sensibilidade do sensor € ainda possivel

retirar quatro gamas de sensibilidade do sensor bem como as suas equacOes de resposta, que
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correspondem a cada um dos ganhos. Para o ganho 100, o mais elevado, o limite de detetabilidade é
de 0,01 pg/L podem o sensor com este ganho medir até 25 ug/L. Para o ganho 10 a detecéo inicia-se
em 1 até 215 pg/L. O ganho 1 apresenta uma gama de detecao que vai desde 10 até valores superiores
a 1000 ug/L. Por ultimo, o ganho 0,1 apenas deteta concentracdes muito elevadas. Este ganho inicia a
sua gama de medicao nas 100 ug/L e analisando a sua curva e equacao estima-se que tenha capacidade
para medir até concentracdes de 29194 ug/L (teoricamente, ndo validado).

Tendo em conta todos os resultados, pode concluir-se que o sensor apresenta capacidade para
medir concentracdes que podem ir desde 0,01 ug/L até valores superiores a 1000 ug/L utilizando o

espectro de todos os ganhos em conjunto.

5.7 PCB final

A realizacdo de uma placa de circuito impresso (PCB) final onde foram incluidas todas as
alteracdes e melhorias acrescentadas ao sistema representou o Ultimo passo feito no projeto. Na Figura

5.26 encontra-se a placa montada.

Figura 5.26 — Nova PCB montada com as correcdes e melhorias implementadas.

Toda a restante documentacéo relevante, como esquematico, lista de material necessario para

construcao do protétipo e o software mais relevante encontra-se incluida em anexo.
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Conclusao

6.1 Conclusoes

Neste trabalho de dissertacdo de mestrado foi apresentado o desenvolvimento e teste de um
sistema de monitorizacdo de fitoplancton para medicdes in-situ que faz uso da técnica de espetroscopia
de fluorescéncia. O dispositivo desenvolvido pretende oferecer aos utilizadores uma nova alternativa no
que diz respeito ao acompanhamento da evolucdo e desenvolvimento do fitoplancton nos ambientes
maritimos e fluviais.

Numa primeira fase foram realizados teste ao prototipo existente para perceber quais os seus
problemas e limitacbes. Desses teste resultou uma lista de questbes a corrigir € melhorar,
nomeadamente a necessidade de realizar novos testes relativos a temperatura e a luz ambiente para
descobrir como o seu impacto nas medicées poderia ser atenuada. A verificacdo das ligacdes e
funcionamento da parte do sensor responsavel por medir a turbidez, uma vez que nao estava a funcionar.
A implementacdo da monitorizacdo da tensao da bateria e estudo do seu impacto nas medicoes
realizadas, bem como a instalacédo de um novo sensor de temperatura para realizar a monitorizacao da
temperatura da agua na camara de medicao de modo a perceber se oscilacdes do seu valor tinham
impacto nas medicoes de clorofila.

A segunda fase consistiu em analisar, estudar e implementar as correcdes dos problemas e
melhorias descobertos na primeira fase. Relativamente as questdes de temperatura, além da
implementacao do novo sensor de temperatura foi também necessario realizar alteracdes ao nivel do
circuito e software de atuacao dos LEDs, compensado dessa forma o seu impacto nas medicoes. A
implementacao da monitorizacao da bateria e o estudo do seu impacto revelaram que esta era também
uma das variaveis que afetava as medicdes dos sensor, sendo necessario compensar a alimentacao dos
LEDs dado que a partir dos 3,3 V constatou-se que existia um pico de abaixamento na sua alimentacao.
A solucao passou por aumentar o valor do condensador na alimentacao dos LEDs para ajudar o regulador

que os alimenta a fornecer a corrente necessaria no momento em que estes sdo ativados. Quanto ao
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sensor de turbidez percebeu-se que as suas ligacdes estavam feitas de forma inversa, o que nao permitia
o0 seu funcionamento. Apos a correcdo dessa situacdo foi necessario realizar a calibracao do sensor para
poder traduzir as suas medicoes em valores de turbidez. Dos testes para estudo da luz ambiente
percebeu-se que existe uma diminuicdo do valor de clorofila medido a medida que a luz que irradia a
camara de medicdo aumenta. Estes resultados podem ser devido ao excesso de energia fornecida ao
fitoplancton podendo causar fotoinibicdo da fotossintese, o que resulta numa diminuicao do rendimento
de fluorescéncia. Mas também pode resultar de uma resposta nao linear do fotodetetor, que passa a ter
mais luz a incidir sobre ele.

Além dos testes feitos para analise dos problemas encontrados foi também realizado um teste
para analisar os consumos e autonomia do sensor e outro para perceber qual a sensibilidade de
detetabilidade nas varias escalas apos todas as correcoes e melhorias. Do teste de autonomia constatou-
se que 0 sensor com uma bateria de 2200 mAh pode ter valores diferentes de autonomia, sendo algo
que depende diretamente da frequéncia com que o utilizador pretende realizar a recolha de medicoes.
Concluiu-se que com a realizacdo de uma medicdo por minuto a bateria apenas dura 18h, mas se
diminuirmos a frequéncia de medicdes para uma por hora a bateria passa a durar 7 dias. Desta forma
pode dizer-se que existem duas formas de aumentar a autonomia do sensor, uma passa pela diminuicdo
da frequéncia de medicdes e a outra passa pelo aumento da capacidade da bateria que o alimenta. Do
teste de sensibilidade foi possivel retirar as gamas do sensor para cada um dos seus ganhos, o que
resulta numa escala de medicdes que pode ir desde as 0,01 ug/L até valores bastante superiores a
1000 pg/L se considerarmos por quatro ganhos.

Em suma, o sensor obtido apds a realizacdo das correcdes e melhorias permite oferecer ao
utilizador um equipamento de baixo custo e que realiza medicdes in-situ com total autonomia no processo
de recolha e armazenamento dos dados recolhidos. Este equipamento recolhe essencialmente medicoes
de clorofila, turbidez e temperatura da agua, permitindo também ao utilizador saber o exato momento
da recolha de cada medicao, uma vez que a data e hora sao registados quando uma medicao é realizada,
e acompanhar a evolucdo da carga da bateria facilitando uma melhor gestdo da sua autonomia e

necessidade de recarregamento.
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6.2 Sugestoes para trabalho futuro

Com as correcées e melhorias realizadas ao longo da execucdo deste trabalho o sensor

desenvolvido deu uma passo na sua otimizacao, contudo existem alguns aspetos que ainda podem ser

melhorados. Deste modo, sugerem-se alguns topicos como trabalho futuro:

Primeiramente, a realizacdo de testes de calibracao, para validacdo da nova PCB.
Relativamente a turbidez sugere-se que sejam realizados novos teste para perceber a
relacao entre o valor de turbidez medido e o impacto direto que tem na medicdo de
clorofila. Passando a realizar a compensacdo das medicdes realizadas em funcao da
turbidez.

No que toca a luz ambiente percebeu-se ao longo dos testes e resultados que esta é
também uma variavel que afeta as medicdes. Uma das solucdes encontradas passa por
colocar o sensor a realizar as medicdes numa posicdo em que nao tenha incidéncia
direta de luz ambiente. Dessa forma, uma sugestao de trabalho futuro passa por explorar
a possibilidade de evoluir o sensor para um sistema que possa realizar medicdes sem
necessidade de evitar a luz ambiente e que até seja capaz de compensar a influéncia
desta variavel.

O biofouling representa uma das principais dificuldades no que diz respeito a
monitorizacao em mar com sistemas oticos. Esta projetado no circuito um sistema de
anti-biofouling que ainda nao estd implementado. Uma sugestdo de trabalho futuro
passa por realizar a sua implementacao, teste e validacdo para que o sensor esteja
capacitado para realizar medicdes durante longos periodos sem necessidade de
intervencao humana para realizar a sua limpeza.

Uma das alteracdes que pode facilitar a utilizacdo do sensor em ambiente de
monitorizacao permanentemente é a passagem da bateria de alimentacdo do sensor
para o seu exterior. Essa alteracdo faz com que deixe de ser necessario retirar o sensor

debaixo de agua para tocar a bateria, permitindo a sua trocar de forma mais rapida.

Estas sao as principais melhorias sugeridas a realizar no sistema tendo em conta o trabalho

desenvolvido. No entanto, tendo em vista um dispositivo mais completo e preciso no que diz respeito a

monitorizacdo e acompanhamento do crescimento do fitoplancton podem ser implementadas outras

melhorias como a monitorizacao de mais variaveis que influenciam de forma direta a ciclo de vida do

fitoplancton, como o pH e salinidade. Assim, existe além das melhorias sugeridas, outras que podem ser

realizadas para evoluir e aperfeicoar o sensor obtido.
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Apéndice

Apéndice Il - Lista de material

Componente Quantidade
ADGb5412BRUZ-REEL7 - Circuito de switch 1
STM32L082KZT6 - Microcontrolador 1
TPS62840DLCR - Regulador 3V 1
LM2731XMF_NOPB - Regulador 9V 2
LM2611BMF_NOPB - Regulador -9V 1
TMP235A2DBZR - Sensor temperatura 1
LTC1480CS8#PBF - RS485 drive 1
FMMT634QTA - Transistor 1
LTC2063HS5#TRMPBF - Ampop 1
AD633ARZ-R7 — Ampop Multiplicador 1
OP07CSZ - Ampop 6
ADA4522-2ARZ-R7 - Ampop 1
NX3215SA - Cristal 32,7kHz 1
Conector - BNC 2
Conector - 2 pins macho 1
Conector - 3 pins macho 1
Conector - 3 pins fémea 1
Conector - 2 pins fémea 1
Bobina - 2,2uH 1
Bobina - 10uH 3
Bobina - 22uH 1
MBR0520L - Diodo de zener 3
BZT52C2V0-7-F - Diodo de zener 2
Condensador - 2,7pF 2
Condensador - 10pF 2
Condensador - 270pF 2
Condensador - 500pF 1
Condensador - 6,8nF 2
Condensador - 10nF 1
Condensador - 100nF 21
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Componente Quantidade
Condensador - 150nF 2
Condensador - 1uF 4
Condensador - 2,2ufF 2
Condensador - 3,3ufF 2
Condensador - 4,7ufF 3
Condensador - 10uF 5
Condensador - 22uF 1
Condensador - 100uF 1
Resisténcia - 100Q 1
Resisténcia - 120Q 2
Resisténcia - 1kQ 3
Resisténcia - 5,1kQ 2
Resisténcia - 10MQ 1
Resisténcia - 10kQ 10
Resisténcia - 200Q 2
Resisténcia — 100kQ) 3
Resisténcia - IMQ 2
Resisténcia - 47kQ 2
Resisténcia - 30kQ 2
Resisténcia - 36kQ 2
Resisténcia - 22kQ 2
Resisténcia - 52,3kQ 1
Resisténcia - 16,9kQ 2
Resisténcia - 31,6kQ 1
Resisténcia - 110kQ 2
Resisténcia - 5kQ 1
Resisténcia - 200kQ 1
Resisténcia - 1,4kQ 1
Resisténcia - 15Q 1
Resisténcia - 60kQ 1
Resisténcia - 4,7kQ 1
RKO9K1110AH8 - Potenciometro 20kQ 1
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Apéndice

Apéndice lll- Software mais relevante
Array de valores para gerar com o DAC a onda de referéncia.

////Array de wvalores
uint8_t dac_signal[l00]={30

255,140,
0 0

r-e

P T

rr

Funcéo de medicao da temperatura

//Ler temperatura
Elint get_temp() {
ADC_ChannelConfTypeDef sConfig;
int temp=0;

HAL_GPIO_WritePin(Temp_ GPIO Port, Temp_Pin, GPIO_PIN_SET);
HAL Delay(500);

HAL_ADC_Start(ghadc);

=] if (HAL ADC PollForConversion(&hadc, 5)==HAL OK) {
temp=(int)HAL ADC GetValue (ghadc);

r }

HAL_ADC_Stop(&hadc);

HAL_GPIO_WritePin(Temp GPIO_Dort, Temp_Pin, GPIO_PIN_RESET);
return temp;

Funcéo de medicao da clorofila

ffliga LED e le clorofila
Elint get_clph() {
ADC_ChannelConfTypeDef sConfig;
int wal=0;

HAL TIM Base_Start(&htime);
HAL DAC Start_DMA(ghdac,DAC_CHANNEL 1, (uint32_t *)dac_signal, 100,DAC_ALIGN_8B_R);
HAL TIM Base_Start_IT{&htim2);

HAL_Delay(730);
f/le ADC
B for({int i=0;i<

FitH)

HAL_ADC_Start(&hadc);
B if (HAL_ADC PollForConversion(shadc, S)==HAL OK){
controlo += 1;
val+=(int)HAL_ADC GetValue (ghadc);
F o}
HAL_ADC_Stop(&hadc);
HAL Delay(l);
}

return val/s0;

Funcéo de medicao da turbidez

/le turbidez

Elint get_turb() {

ADC ChannelConfTypeDef sConfig;
int val=0;

/

HAL TIM Base_Start(&htimeé);
HAL DAC Start_DMA(shdac, DAC_CHANNEL_1, (uint32_t *)dac_signal, 100,DAC_ALIGN_8B_R);
HAL_TIM Base_Start_IT(&htim2);

HAL_ADC_Start(shadc);
] if(HAL_ADC PollForConversion(&hadc, 50)==HAL OK) {
val+=(int)HAL ADC_ GetValue(&hadc);

r

F 1}
HAL_ADC_Stop(&hadc);

return val;
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Funcao de medicao da bateria

//AAAAAAIAALe Bate!iaAAAAAAAAAAAAAAAAAAAIAAAA//
Elint get_bat () {
ADC ChannelConfTypeDef sConfig;
int val=0;

HAL ADC_ Start(&hadc);
Bl if(HAL_ADC PollForConversion(&hadc,5)==HAL OK) {
val=(int)HAL ADC GetValue (&hadc);
-}
HAL ADC Stop(&hadc);

return val;

Ciclo de medicao na main

//get_clphi);
HAL Delay(13000);

for(int i=0;i<l;i++){

HAL_GPIO_WritePin(IN1_GPIO_Port, INl_Pin, GPIO_PIN_RESET);
HAL GPIO_WritePin(IN2_GPIO_Port, IN2_Pin, GPIO_PIN_RESET);
HAL_GPIO_WritePin(IN3_GPIO_Port, IN3_Pin, GPIO_PIN_RESET);

HAL Delay(2000);

//ganho 100

val_clph[3]l=get_clph();

HAL Delay(4000);

//ganho 10

HAL_GPIO_WritePin(IN3_GPIO_Port, IN3_Pin, GPIO_PIN_SET);
val_clph[2]=get_clph();

HAL Delay(4000);

HAL GPIO WritePin(IN3_GPIC Port, IN3_Pin, GPIC_PIN RESET);

//ganho 1

HAL GPIO_WritePin(IN2_GPIO_Port, IN2_Pin, GPIO_PIN_SET);
val_clph[ll=get_clph();

HAL Delay(4000);

HAL GPIO WritePin(IN2_GPIO_Port, IN2_Pin, GPIO_PIN RESET);

//ganho 0.1

HAL GPIO_WritePin(INl_GPIO_Port, INl_Pin, GPIO_PIN_SET);
val_clph{0l=get_clph();

HAL Delay(4000);

HAL GPIO WritePin(INl_GPIO Port, INl Pin, GPIO_PIN_RESET);

HAL Delay(2000);

//temperatura
temp=get_temp();

//fluz ambiente
val_amb=get_amb();

//turbidez
wval turb=get_turb();
HAL Delay(5000);

//bateria
bat=get_bat();
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//le temperatura exterior
Presence = DS18B20_Start ();
HAL Delay (1);

DS18B20_Write (0xCC); // skip ROM
DSJ_SBZO_Hzit.e (0x44); f/f convert t

HAL Delay (200);

Presence = DS18B20_Start ();
HAL Delay(l);

DS18B20_Write (0xCC); // skip ROM
DSJ_SBEO_Hzit.e (0xBE) ; // Read Scratch-pad

Temp_bytel = DS18B20_Read();
Temp_byteZ = DS18B20_Read();

TEMP = (Temp_byte2<<2) |Temp_bytel;

Temperature = (float)TEMP/LE;

Trama de dados enviada epla porta serie para o datalogger

sprintf(txData, "C_%.3f_%.3f % 32 c_%.32 %.3f %.3f % 3f o %.3f bat_%.3f_temp_ext_%.3£3", (£loat) { (temp*300.0/4035.0)-59),

(£loat) (val_amb*3/4095.0), (float) (val_turb*3/4095.0), (£leat) (val_clph([0]1*3/409
{£loat) (val_clph[2]*3/4055.0), (float) (val_clph[3]*3/4055.0),

S
(float) (offset*3/4055.0),

0), (float) (val_clph[l]*3/4055.0),

{float) { (bat*3/4055.0)*2) , Temperature) ;
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