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Neste capitulo apresentaremos as diversas avaliagdes que realizamos para
medidas de fluorescéncia de pigmentos em agua, tanto em laboratério quanto em
campo. Em um primeiro momento iremos abordar e verificar as caracteristicas do
sinal de amostras de 4gua pura para diferentes tempos de exposi¢do a radiagdo de
excitacdo e a dispersdo da resposta de cada sensor. Nesta primeira etapa foi
importante verificar diferentes formas de minimizar a relagdo sinal-ruido.

Avaliamos a sensibilidade do processo de determinagdao da concentracao
relativa de clorofila a para medigdes em campo onde as moléculas de clorofila se
encontravam dentro de organismos vivos de diversas espécies. Verificamos a
correlacdo das concentragdes de clorofila a obtidas pelo LIDAR com as obtidas
pelo laboratorio LabMar-PUC-Rio.

Por fim, verificamos se os métodos adotados e implementados neste
trabalho influenciariam nos parametros (posi¢do e intensidade do pico) da banda

de referéncia (espalhamento Raman da 4gua) utilizada.

41.
Estudo dos espectros de fluorescéncia obtidos pelo LIDAR

O atual sistema de aquisicdo de dados do LIDAR opera de forma
automatizada, proporcionando maior eficiéncia na coleta de informagdes da
amostra, e trabalha com espectros médios de 4 pulsos, ou seja, espectros que
representam a média das informacdes adquiridas durante o intervalo de 4 pulsos
do laser, a uma taxa de repeti¢do de 1 Hz. Dois pontos podem ser apontados como
negativos nesta aquisi¢do: o primeiro deve-se ao fato desses espectros serem mais
ruidosos que os espectros médios de 32 pulsos utilizados na versao anterior € o
segundo refere-se ao tempo de processamento e dificuldade de manuseio dos

dados, uma vez que, cada experimento passa a obter um maior nimero de
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espectros que possuem individualmente cerca de 10° dados. Assim, nos itens a
seguir serdo discutidos meios de alcancarmos uma reducdo do nimero de dados
mantendo a quantidade de informagdes adquiridas com esse sistema de aquisi¢ao
e ainda estudos que avaliam se as informagdes extraidas dos espectros médios de
4 pulsos sdo equivalentes as informacdes extraidas de espectros de maiores

intervalos de pulsos.

41.1.
Avaliagao da integridade das informagdes do sinal com a redugao da
base de dados do espectro

O atual padrdo de armazenagem dos espectros no sistema LIDAR possibilita
o registro de muito mais informag¢des devido a velocidade na aquisicdo de cada
espectro, porém, trabalhar com bases de dados maiores exige maior capacidade de
processamento computacional. Para minimizar esse problema avaliamos a
possibilidade de trabalhar com bases de informagdes reduzidas que fossem
capazes de preservar a integridade da informacdo contida em cada espectro
registrado.

O primeiro passo foi identificar a regido do sinal medido na qual as
informacgdes de interesse estavam contidas ¢ excluir o sinal exterior ao intervalo
identificado. Feito isso, passamos a trabalhar com um intervalo, em comprimento
de onda, de 250 nm, contido entre 550 nm e 800 nm, que equivale, entretanto, a
informacao de quase 500 pixels.

O sistema de deteccdo do LIDAR trabalha com uma seqiiéncia de 1020
detectores (pixels) dispostos linearmente, possibilitando uma resolugdo de
aproximadamente 0,5 nm, bem inferior, portanto, a largura das bandas de
fluorescéncia analisadas neste trabalho, que por sua vez, variam de 20 nm a 30

nm, como o exemplo mostrado na figura 34.
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Figura 34 - Espectro caracteristico do LIDAR para uma amostra de agua; a banda de
comprimento de onda do espalhamento Raman da agua centrada em 650,9 nm possui
uma largura média de 24 nm.

Assim, podemos considerar que detectores intermediarios recebem
basicamente a mesma radia¢do, que ¢ bem aproximada através de uma
interpolacdo linear, e poderiamos trabalhar com metade desses detectores,
utilizando as informagdes medidas a uma razao de dois pixels a partir de 550 nm.
Podemos observar, na figura 35, o espectro gerado a partir das informagdes
medidas seguindo os procedimentos descritos anteriormente, sobreposto ao

espectro da figura 34.
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Figura 35 - O espectro de maior resolugao é composto pelas informagdes de 454
detectores, enquanto que o espectro de menor resolugdo é composto pelas informagdes
de 227 detectores.

Portanto, verificamos que reduzir a base de dados, entre 550 ¢ 800 nm, a
metade, ndo causa perda da informacdo no espectro original. Além disso, foi
necessario averiguar se mantinhamos a mesma dispersao em torno da média das

medidas de cada detector (figura 36).
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Figura 36 - Dispersao do sinal medido em todos os detectores.
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Na figura 36 podemos observar o coeficiente de variagdo do sinal em cada
detector no intervalo de 550 a 800 nm. Esse estudo nos permite afirmar que, de
fato, as informagdes recebidas por detectores vizinhos seguem basicamente o
mesmo padrdo e que mesmo reduzindo a base de dados, de cada espectro, pela
metade ainda mantemos a mesma distribuicdo em torno da média das medi¢des

pixel a pixel.

4.1.2.
Espectro médio para diferentes niumeros de pulsos

Na versdo anterior do software de controle do equipamento o usudrio
determinava manualmente o nimero de pulsos necessarios para construir um
espectro, sendo estes poténcias de base 2. Observou-se em experimentos
anteriores realizados no laboratdrio, com este logicial de controle, que espectros
(obtidos ap6s 32 pulsos do laser) seriam uma boa alternativa para a medi¢ao da
fluorescéncia da clorofila por apresentarem os picos de interesse bem definidos e
pouco ruidosos. Porém, optou-se, na versao atual por trabalhar com espectros de 4
pulsos que poderiam ser agrupados de 8 a 8 de modo a representar um espectro de
32 pulsos armazenado pelo sistema.

Com a finalidade de verificar a afirmacdo anterior, realizamos uma série de
medi¢des de uma amostra de 4gua, obtendo espectros com diferentes nimeros de
pulsos (4, 8, 16 e 32 pulsos) mantendo, no entanto, constante o numero total de
pulsos para cada seqiiéncia de medicdo. A figura 37 apresenta o espectro médio

para cada uma dessas seqiiéncias de medigdes.
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Figura 37 - Espectros médios de 320 pulsos do laser obtidos em intervalos de 4, 8, 16 e
32 pulsos do laser. (a) espectro médio de 80 espectros obtidos em intervalos de 4 pulsos
do laser; (b) espectro médio de 40 espectros obtidos em intervalos de 8 pulsos do laser;
(c) espectro médio de 20 espectros obtidos em intervalos de 16 pulsos do laser; (d)
espectro médio de 10 espectros obtidos em intervalos de 32 pulsos do laser;

Comparando os espectros médios de cada seqiiéncia de medig¢ao ao espectro
médio de 32 pulsos encontramos um erro relativo da ordem de 4 % para os
espectros de 4 e 8 pulsos e 3 % para o espectro de 16 pulsos. Portanto o espectro
médio adquirido pelo equipamento, durante um mesmo intervalo de tempo (ou
niamero de pulsos do laser), agrupados em 4, 8, 16 e 32 pulsos, apresentam

basicamente as mesmas caracteristicas.

4.1.3.
Dispersao do sinal em cada detector

Como cada pixel equivale a medida de um sensor independente dos demais,

foi importante verificar se a dispersdo das varias medidas de um mesmo sensor,
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durante uma seqiiéncia de medi¢do, seguiam o mesmo padrdo nas outras
seqiiéncias.
Podemos observar, na figura 38, o coeficiente de varia¢do!! de cada sensor

ja calibrado para os comprimentos de onda correspondentes.
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Figura 38 - Coeficiente de variagdo das medidas de cada detector para as diferentes
sequéncias de medicao.

Podemos observar que em torno de 650 nm temos uma significativa queda
do coeficiente de variagdo dos sensores, pois nesta regido temos um sinal muito
intenso atribuido ao espalhamento Raman da dgua. Porém, ¢ fato que ocorre uma
reducdo do coeficiente de variacdo com o aumento do nimero de pulsos dos
espectros. Como dito anteriormente, quanto menor o numero de pulsos mais
ruidoso tornar-se-a o espectro, no entanto, o espectro médio de 4 pulsos ¢ tdo bem
definido quanto o espectro médio de 16 ou 32 pulsos.

Como citado anteriormente, o padrdo utilizado no laboratorio refere-se aos
espectros obtidos em um intervalo de 32 pulsos do laser, porém, espectros com 16
pulsos poderiam ser utilizados, apesar de apresentarem maior dispersdao em cada

detector e um sinal mais ruidoso. Trabalhar com espectros de 16 pulsos significa

I Coeficiente de Variagdo: Corresponde ao efeito da variagdo ou dispersdo em relagdo a média e é

definido por: coeficiente de variagdo = desvio padrao/média;
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aumentar o numero de informagdes em relagdo aos espectros de 32 pulsos, uma
vez que, podem ser adquiridos em intervalos de tempo menores. Deste modo,
realizamos algumas verificacdes com a finalidade de se obter espectros com
menos nameros de pulsos que reproduzam as informagdes extraidas dos espectros
de 32 pulsos.

Como ja foi descrito no inicio deste capitulo, os espectros da nova versao do
logicial de controle sdo obtidos em intervalos de 4 pulsos, e, portanto, apresentam
uma grande dispersao nas medidas como pdde ser observado na figura 33. Com a
finalidade de reduzir a dispersdo dos espectros de 4 pulsos, agrupamo-los quatro a
quatro, para tentar reproduzir as condigdes observadas em um espectro obtido em
intervalos de 16 pulsos.

Como resultado desse agrupamento (ver figura 39) foi verificado que apesar
de ndo se obter exatamente a mesma dispersdo pixel a pixel, podemos trabalhar
com a mesma ordem de dispersdo e com um intervalo entre o valor maximo e o
valor minimo (ACV(%)) de 16% em oposicao a um ACV(%) igual a 14 % para os

espectros efetivamente de 16 pulsos.
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Figura 39 - Coeficiente de variagéo pixel a pixel de 20 espectros de 16 pulsos
comparados a 80 espectros de 4 pulsos agrupados quatro a quatro.
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Portanto, concluimos que agrupando espectros de 4 pulsos, externamente ao
equipamento, obtemos resultados bem proximos dos espectros médios adquiridos

a partir de médias efetuadas pelo proprio logicial de controle.

41.4.
Dispersao do sinal apés a passagem de um filtro de média mével

Tendo em vista que podemos reduzir a dispersdo do sinal medido por cada
sensor agrupando espectros subseqlientes, vamos avaliar, nesse ponto, a
possibilidade de obtermos esse mesmo resultado utilizando um filtro de média
moével ao longo do proprio sinal. Testamos filtros, com médias de 3, 5, 7,9, 15 e
31 pontos nos espectros com de 4, 8, 16 e 32 pulsos e notamos um alargamento e
suavizagdo dos mesmos quanto maior fosse o nimero de pontos utilizados na
média movel. Porém, isso ndo acarretou na redugdo da dispersdo pixel a pixel,

como pode ser observado nas figuras 40 e 41.
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Figura 40 - Disperséo pixel a pixel de 80 espectros de 4 pulsos com diferentes filtros de
média movel.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0412183/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0412183/CA

Experimentos e Resultados 79

50 T T y T i T T T
45_- ——Filtro (média de 3 pontos)
| ——Filtro (média de 5 pontos)

40 - ——Filtro (média de 7 pontos) |+
1 ——Filtro (média de 9 pontos)
= ——Filtro (média de 15 pontos) |]
30 —— Filtro (média de 31 pontos) | |

0+ T T T T ' T ' T T
550 600 650 700 750 800

Comprimento de Onda (nm)

Figura 41 - Disperséo pixel a pixel de 20 espectros de 16 pulsos com diferentes filtros de
média movel.

Quando submetemos cada espectro medido em intervalos de 16 pulsos a
um filtro de média mével de 15 pontos observamos uma suave reducdo no
coeficiente de variacdo maximo de 2 % (ver tabela 4).

E importante ressaltar que como o filtro de média movel alarga o espectro
poderiamos comprometer as informagdes contidas em bandas estreitas desse
espectro, porém, como nossas bandas de interesse possuem uma largura de pelo
menos 20 nm, as informagdes sao bem conservadas com filtros de até 15 pontos.

Observamos na figura 39 que ao agrupar espectros de 4 pulsos, quatro a
quatro, conseguimos reduzir a dispersdo das medidas em torno do valor médio.
Aplicamos, entdo, nesses espectros médios, o resultado do agrupamento de quatro
espectros de 4 pulsos e um filtro de média movel de 15 pontos, portanto, idéntico

ao que fora utilizado anteriormente, como mostrado na figura 42.
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Figura 42 - Dispersao das medidas de cada detector em torno da média para espectros
de 4 pulsos agrupados de quatro em quatro espectros. Em ambos os grupos foram
mantidos o numero total de 320 pulsos.

Observamos com esses estudos que a dispersdo das medidas em torno da
média, nos espectros de 4 pulsos, diminui, significativamente, quando associamos
o agrupamento desses espectros com a passagem de um filtro de média moével de
15 pontos, nos permitindo chegar a resultados melhores do que na dispersdo das
medidas dos espectros de 16 pulsos e até mesmo 32 pulsos, como organizados na

tabela 4.

Tabela 4 - 4p — espectros adquiridos em intervalos de 4 pulsos do laser; 4 x 4p —
agrupamento dos espectros de 4 pulsos quatro a quatro; 4 x 4 p ¢/ filtro — passagem de
um filtro média moével de 15 pontos no espectros de 4 pulsos agrupados quatro a quatro;
16p — espectros adquiridos em intervalos de 16 pulsos do laser; 16p c/ filiro — passagem
de um filtro média mével de 15 pontos no espectros de16 pulsos; 32p — espectros
adquiridos em intervalos de 32 pulsos do laser.

Coef. de variacao | Coef. de variag¢ao

Intervalo de pulsos maximo (%) minimo (%) ACV (%)
4p 42 13 29
4x4p 22 6 16
4 x 4 p ¢/ filtro 13 5 8
16 p 22 8 14
16 p ¢/ filtro 20 8 12
32p 19 3 16
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4.2,
Concentracao relativa de clorofila a

Neste trabalho desenvolvemos um processamento que visa a extragdao da
concentracdo relativa de clorofila a do sinal de fluorescéncia de medigoes em
agua, como foi descrito no capitulo anterior.

Processar um espectro de fluorescéncia da clorofila significa extrair
valores que representem, de certo modo, um quantitativo deste pigmento. E
importante frisar que um aumento na concentracdo de clorofila ndo significa,
necessariamente, um aumento populacional de uma ou outra espécie de alga, mas
sim um aumento na atividade fluorescente do pigmento, que pode estar ligado ou
ndo a um aumento populacional ou ainda ao crescimento da alga.

Chamamos o resultado extraido do espectro medido de concentragdo
relativa porque este ndo representa absolutamente a concentracdo de clorofila
contida na amostra. Esta informa¢do nos fornece quantitativos de uma banda
contida no espectro em relacio a outra banda do mesmo espectro. Este
procedimento de normalizagao dos espectros por uma banda de referéncia ¢ que

nos permite comparar os resultados de diferentes espectros.

4.21.
Comparacgao dos resultados com média movel para determinagao da
concentragao de clorofila a em amostras de agua costeiras

Com o objetivo de verificar a sensibilidade do processamento utilizado na
determinagdo da concentracdo relativa de clorofila a, processamos dados de um
experimento anterior realizado em 4dguas costeiras, que apresentam uma maior
concentracao de clorofila. Foram analisadas 11 subamostras diluidas com agua do
mar, previamente filtrada, geradas a partir de uma amostra de dgua costeira (figura
38). Outra subamostra foi filtrada com filtro de membrana Millipore ©®
HAWP04700 e extraida a concentragdo absoluta de clorofila a a partir do método

fluriométrico (Barbosa, 2003).
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Extraimos dos espectros medidos a concentragdo relativa de clorofila a
para diferentes diluigdes (ver figura 43), utilizando os procedimentos do processo
ja estabelecido e utilizado no laboratério para o processamento de sinais do
LIDAR. Em seguida, comparamos tais medidas com as concentracdes de clorofila
extraidas a partir do processo desenvolvido neste trabalho, acrescentando os
estudos das médias moveis ao longo do espectro. Em ambos os casos trabalhamos

com espectros com metade do nimero de pixels como sugerido no inicio deste

capitulo.
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Figura 43 - Concentracgdes relativas de clorofila a para diferentes diluicdes obtidas a
partir do processo padréo adotado no laboratério.

Como mostrado na figura 43, ao aumentarmos o nimero de pontos na média
movel o processo utilizado na extracdo da concentracao relativa de clorofila a
apresenta-se menos sensivel. Contudo, podemos verificar que com filtros de
média moével de até 15 pontos temos uma perda pouco significativa na

sensibilidade deste processo (ver figura 44).
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Figura 44 - Concentragdes relativas de clorofila a para diferentes diluigdes obtidas, a
partir do processo desenvolvido neste trabalho. (a) sem filtro de média mével; (b) com
filtro de média moével de 7 pontos; (c) com filtro de média mével de 15 pontos; (d) com
filtro de média mével de 31 pontos;

Anteriormente, pudemos verificar que espectros adquiridos a partir de
amostras de agua pura poderiam ser filtrados com um filtro média moével de até 15
pontos sem que houvesse perdas significativas de qualquer informag¢do contida em
bandas com largura superior a 10 nm. Porém, naquele estudo a banda observada
era a do espalhamento Raman da 4gua, cuja largura ¢ maior que 20 nm.

Ampliando a abordagem anterior verificamos o espectro médio para
medicoes de dguas costeiras com os espectros médios com filtros de média movel
de 7, 15 e 31 pontos. Podemos observar na figura 45 que o filtro de média movel
proporciona um alargamento do espectro acompanhado de uma perda de
intensidade. Contudo, o filtro de 7 pontos reproduz um espectro bem préximo do

espectro médio original.
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Figura 45 - Espectros médios obtidos a partir de amostras de aguas costeiras; (a)
espectro com filtro de média mével de 7 pontos; (b) espectro com filtro de média movel
de 15 pontos; (c) espectro com filtro de média mével de 31 pontos;

4.2.2.

Comparacgao dos resultados com média movel para determinagao da
concentragao de clorofila a em amostras de agua oceanicas

A eficiéncia do LIDAR no sensoriamento remoto depende da interpretacao
do espectro medido e da conversao deste em dados que descrevam o organismo ou
a estrutura analisada. Com a finalidade de conferir confiabilidade e sensibilidade
as medi¢cdes do equipamento, avaliamos alguns parametros intrinsecos ao sinal
medido em dguas da Bacia de Campos durante uma expedi¢do que contou com a
participacdo de empresas e outras institui¢des. Esta campanha contou com o
monitoramento de aeronaves, imagens de satélite, coletas de material em pontos
pré-determinados (estagdes) e o LIDAR-PUC.

O equipamento foi montado na embarcagdo e realizou medigdes continuas

das aguas da Bacia de Campos no intervalo de 4 km de cada estacdo. Este sistema
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de aquisicdo de informacdes nos levou a acumular uma base de mais de 13000
espectros, dos quais validamos 10555. E relevante ressaltar que cada espectro
contém cerca de 1000 dados.

Quando realizamos medigdes em dguas oceanicas observamos outras bandas
referentes a pigmentos e estruturas presentes nestas amostras, entre elas esta a
clorofila. A banda associada a clorofila nestas d4guas ¢ bem menos intensa. Deste
modo, precisamos tomar certo cuidado ao utilizar filtros de média moével, pois
estes podem ocultar a banda referente a clorofila, assim como, de outros
pigmentos. Com o intuito de verificar se as observacdes realizadas em uma agua
pura sdo aplicaveis a uma amostra de dgua oceanica, filtramos alguns destes
espectros (80 espectros agrupados quatro a quatro) com filtros de média mével de

7 e 15 pontos, como pode ser observado na figura 46.

—— Espetro s/ filtro de média moével —— Espetro s/ filtro de média mével

—— Espetro ¢/ filtro de média mével de 7 pontos —— Espetro ¢/ filtro de média mével de 15 pontos
4500 T . . 4500 T T T

Intensidade (u.a.)

T 0 T T

0 T
550 6(‘)0 6%0 7(‘)0 750 800 550 600 650 700 750 800

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 46 - Espectros obtidos a partir de medi¢gdes de amostras de agua do mar; (A)
espectro com filtro de média mével de 7 pontos; (B) espectro com filtro de média movel
de 15 pontos;

Podemos observar que as bandas visiveis nos espectros filtrados com (A) e
(B) sdo as mesmas, das quais podemos destacar a MOD (A = 580 nm), o
espalhamento Raman da dgua (A = 650 nm) e a clorofila a (A = 695 nm). Tanto no
espectro (A) quanto em (B) podemos perceber uma sutil perda de intensidade na
banda do espalhamento Raman da agua, o que nos chamou atencao para verificar

se esta perda ¢ significativa para determinagdo da concentracao de clorofila.
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No grafico da figuras 47 observamos a distribui¢do das medidas de clorofila

para um conjunto de espectros filtrados com as diferentes médias citadas.

0.14

0.12 4

Intensidade (u.a.)

0.04

0.02

0.00

0.10
0.08

0.06

—— Filtro média mével de 7 pontos
—— Filtro média mével de 15 pontos

T
100

I ! |
200 300
Sequéncia

500

Figura 47 - Distribuicdo das medidas de concentragdo da clorofila a para um conjunto de
espectros obtidos de amostras de agua oceénicas e filtrados com filtros média mével de

7 e 15 pontos.

As concentragdes relativas de clorofila a observadas nos espectros filtrados

com 7 e 15 pontos estdo bem proximas, como pode ser analisado na tabela 5.

Tabela 5 - Concentragdo relativa média de clorofila a para diferentes filtros de média

movel.
Média de Pontos Xa (ua.) St (u.a.) CV (%)
7 0,0450 0,0154 34,33
15 0,0434 0,0149 34,27

Portanto, como verificado para amostras de agua pura, um filtro média

movel de até 15 pontos conserva as informagdes contidas no sinal medido. Além

disso, esse filtro de média movel apresentou uma menor dispersao em torno da

média (coeficiente de variacdo), ainda que sutil para as medidas de clorofila a.
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4.2.3.
Correlagao entre as concentragoes relativas de clorofila a

Para ser significativa, uma andlise de fluorescéncia induzida por laser deve
comparar suas medidas a resultados obtidos pelas técnicas convencionais. Deste
modo, o sensoriamento remoto com o LIDAR deve estar aliado a coleta de
amostras das quais seja possivel extrair o parametro a ser comparado. Portanto, as
medidas obtidas com o LIDAR sdo na realidade medidas relativas que para
representarem absolutamente os pardmetros de interesse, devem ser transformadas
a partir dos resultados das coletas.

Processamos os 10555 obtidos durante o experimento extraindo as
concentragdes relativas de clorofila a através do processo desenvolvido neste
trabalho. Com o objetivo de verificar se os diferentes filtros de média modvel
influenciariam nos valores de concentra¢ao de clorofila verificamos a correlacao

entre o processo sem qualquer filtro e com filtros de média movel de 7, 15 e 31

pontos.

5 . . . = 030 . . . .
s y=0,9581x - 0.0011 ‘; y =0,8834x - 0,0016
T 028 R’ =0,9747 = R*=0,9146 »
% ‘8 :,V E .8 .}.
g é 020 1 § 5

~ wn
§ Saw B ¢
£ S
Bg B 3
Bi.,) | 48
g (a) £=

o ax | 0% 0 E o6 aw o1 0x o 0%

Concentracao Relativa de Clorofila g (u.a.)

Concentrago relativa de Clorofila g (ua.)

y= 0.70%X -0,0014
028 R =0,7538

00
0,00 006

Concentragac Relativa de Clorofila g (u.a.)

Concentragdo Relativa de Clorofila a (u.a.)
Média Mdvel de 31 Pontos

0,15

. v -
020

v v
0235 030

Figura 48 - Correlagéo entre os processos de extragdo da concentragéo de clorofila a
com e sem filtros de média movel. (a) média mével de 7 pontos; (b) média mével de 15
pontos; (c) média movel de 31 pontos.
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Fica evidenciado na figura 48 que a informagdo referente a concentragao
da clorofila ¢ satisfatoriamente preservada para filtros de média moével de 7
pontos, sendo muito bem correlacionado com a informagao extraida do espectro

bruto.

4.2.4.
Avaliacao da sensibilidade do processo em relagao a banda de
clorofila a

Em medidas de campo podemos encontrar uma grande diversidade de
populagdes de algas com diferentes pigmentos, resultando em variagdes da
posicao da banda de fluorescéncia da clorofila a. Como uma alternativa de
melhorar a correlagdo entre a concentracdo da clorofila nos processos abordados
neste trabalho desenvolvemos estudos nos quais variamos a posi¢do do maximo e
a largura da banda de clorofila e, comparamos os resultados de concentracao,
obtidos através do processo padrio adotado no laboratério e do processo
desenvolvido neste trabalho. Na tabela 6, podemos observar o coeficiente de

correlagdo para cada uma destas variagoes.
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Tabela 6 - Coeficiente de correlagdo para as diferentes bandas de clorofila a.

AL (nm) | Posicdo do Maximo (nm) | Coeficiente de Correlacio (R)
20 675 534%
20 680 666%
20 685 748%
20 690 786%
20 695 756%
25 675 539%
25 680 622%
25 685 690%
25 690 728%
25 695 736%
30 675 633%
30 680 693%
30 685 749%
30 690 788%
30 695 729%
35 675 614%
35 680 658%
35 685 691%
35 690 722%
35 695 730%
40 675 641%
40 680 675%
40 685 696%
40 690 715%
40 695 721%

Este estudo evidenciou que quanto menor a largura da banda estabelecida
para clorofila, maior a sensibilidade do processo utilizado neste trabalho para
diferentes posi¢cdes do maximo desta banda. A melhor correlagdo obtida foi igual a
78,8 %, para uma banda de clorofila a com largura de 30 nm e posi¢do do
maximo em 690 nm. Embora tenhamos encontrado uma melhor correlagdo que a

utilizada anteriormente, a diferenca ¢ pouco significativa, contudo, nos mostra um


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0412183/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0412183/CA

Experimentos e Resultados 90

sutil deslocamento da posi¢ao da banda de clorofila a previamente estudada em

outros experimentos.

4.3.

Estudo dos parametros associados a banda do espalhamento Raman
da agua

Como descrito no capitulo anterior, utilizamos, para medigdes em agua, a
banda do espalhamento Raman, que traz informagdes da turbidez da 4gua como
referéncia para todo o espectro medido. Para que esta seja uma boa referéncia ¢
necessario conhecer muito bem o comportamento dos parametros associados a ela.
Para tal, avaliamos neste trabalho a flutuacdo da posicio do maximo do
espalhamento Raman mediante a variagdo de temperatura, de tensdao da fonte de
alimentacao e do intensificador de imagem e da calibracdo do equipamento, além,
de verificar a correlacdo entre os maximos do espalhamento Raman e da
gaussiana a ela ajustada. Esta avaliacdo nos permite calcular a incerteza de
medicdo associada a posicao do maximo da banda do espalhamento Raman da

agua levando em consideragdo possiveis fontes de erro.

4.31.
Correlagao entre os maximos do espalhamento Raman da agua e da
gaussiana

Por estar posicionado bem proximo a banda da clorofila a no espectro de
fluorescéncia caracteristico de medi¢cdes em agua, geralmente subtraimos do
espectro medido, a banda referente ao espalhamento Raman da agua, a fim de
isolar a banda de clorofila. Porém, para efetivar esse procedimento precisamos
ajustar uma curva que descreva bem esse parametro. Observamos que uma curva
gaussiana poderia ser um bom ajuste e, portanto, ¢ desta forma que descrevemos a
banda do espalhamento Raman.

Realizamos uma série de medigdes em uma amostra de 4gua pura a fim de

se obter medidas do maximo do espalhamento Raman. Como medimos somente
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amostras dgua, podemos afirmar que o maximo do espectro medido ¢ pertinente
ao maximo do espalhamento Raman da dgua. Em cada espectro ajustamos a curva
gaussiana que melhor descrevesse a banda do Raman e verificamos uma o6tima
correlagdo entre estes dois parametros, com um coeficiente de correcao de 99 %

(figura 49).

o © o o - o =
o ~N o © o - N
1 1 1 1 1 1

]
1 1 1 1 1 1

Méximo da Gaussiana (u.a.)

o
o
1
1

"
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~
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Maximo do Raman (u.a.)

o
a

Figura 49 - Correlagao entre o maximo do espalhamento Raman da agua e o maximo da
gaussiana ajustada a esta banda.

43.2.

Variagao da posi¢cao do maximo do espalhamento Raman com
parametros do equipamento

Dois parametros tém uma relevante importancia para composi¢ao do sinal
caracteristico do sistema LIDAR: a tensdo da fonte de alimentacdo, que esta
diretamente associada a potencia do laser que, por sua vez, estd associada ao
nimero de moléculas excitadas, na amostra, pela radiagdo do laser; e o
intensificador de imagem, que amplificada o sinal recebido pelo telescopio
newtoniano.

O intensificador de imagem tem como fun¢do amplificar o sinal que chega

ao telescopio newtoniano, porém, apesar desta amplificagdo ser fundamental a
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visualizacdo do sinal medido, ela ndo lhe ¢ exclusiva, ou seja, ao se amplificar o
sinal amplificar-se-4 o ruido eletronico.

Realizamos medi¢des, com o LIDAR, de uma amostra de 4gua pura, a
temperatura constante, obtidas em intervalos de 32 pulsos do laser. As medidas
obtidas no processo sdo referentes a 3 diferentes configuragdes da fonte de
alimentacdo do laser e do intensificador de imagem, sendo uma delas a

configura¢do usual de trabalho.

Tabela 7 - Configuragbes da fonte de alimentagao e do intensificador de imagem para
cada 10 medigoes.

Configuracoes | Fonte de Alimentacio (Fa) Intens. de Imagem (1. L.)

Cl1 450V 900 V
C2 500V 750 V
C3 550V 680 V

Observamos que a posi¢ao média do maximo do espalhamento Raman
decresce de forma sutil com o aumento da tensdo da fonte de alimentagdo do laser
e a da diminuicdo na tensdo do intensificador de imagem, como pode ser

visualizado no grafico da figura 50.
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Figura 50 - A distribuicao das medidas de posi¢do do maximo do espalhamento Raman
para as trés configuragdes descritas na tabela 2. Os pontos vermelhos representam o
valor médio da posi¢gao do maximo do Raman em cada distribui¢ao.

E valido ressaltar, que de maneira similar a posi¢io média do méaximo do
Raman, também se obtém um decréscimo da dispersdo das medidas deste
parametro de C1 para C3, ou seja, a dispersdo das medidas aumenta quanto maior
o ganho do intensificador de imagem e menor a tensdo da fonte de alimentagao.
Esta observagdo era esperada, pois, 0s espectros caracteristicos da configuragao

C1 sdo mais ruidosos.

4.3.3.
Calculo da incerteza de medigdo'2 da posicdo do maximo da banda
do espalhamento Raman

Nas 20 repeticoes da medicao realizadas em uma amostra de agua, em

intervalos de 16 pulsos do laser, obtivemos uma distribuicdo das medidas da

12 A incerteza de medigdo é um pardmetro que caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser

atribuidos ao mensurando e esta associada ao resultado de uma medic¢ao (VIM, 2003).
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posi¢ao do maximo do espalhamento Raman da dgua, como mostrado na figura

51.
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Figura 51 - Distribuicao das 20 repetigdes da medi¢do da posigdo do maximo da banda
do espalhamento Raman da agua para o intervalo de 16 pulsos, onde LI é o limite

inferior, LS é o limite superior e MED ¢é o valor médio. (Fa =500 V; I.I. =750 V; A=
650,92 nm)

Os limites inferior (LI) e superior (LS) foram estabelecidos, como sendo,
duas vezes o desvio padrao. Como obtivemos apenas 20 repeticdes de medicao
aplicamos o coeficiente t-Student, para calcular a incerteza padrao do tipo A deste
parametro, pois esta distribui¢do leva em consideragao o fato de utilizarmos uma

pequena amostragem. Dessa forma, a incerteza padrao do tipo A ¢ dada por:

s
U, =tVv)*x—

Vi ()
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onde s ¢ o desvio padrao, n ¢ o numero de medigdes e t(v) € o coeficiente t-
Student.

O desvio padrdo da distribuicdo da figura 51 ¢ igual a 1,0838 nm e o
numero de medidas (n) ¢ igual a 20. Consultando a tabela do coeficiente t-Student
para um nivel de confianca de 95,45%, obtivemos tos45%(20) = 2,14, assim, temos

que a incerteza do tipo A para essas observagdes ¢ dada por:

1,0838
u, =214x>
A m

u,=0,51862 nm (10)

As incertezas padrao do tipo B consideradas para estas medidas devem-se a
calibragcdo dos detectores, a possiveis instabilidades da fonte de alimentacdo do
laser, ao intensificador de imagem e a temperatura da amostra.

Podemos obter a incerteza padrao do tipo B através da seguinte equagao:

uB(y)=|cl.|>¢t(x) (11)

onde |C" | ¢ o coeficiente de sensibilidade e ¢ descrito como 0 .

O coeficiente de sensibilidade descreve como a estimativa de saida varia
com as altera¢des nos valores das estimativas de entrada.

Como verificado no item 2.3.1 a posicdo do méaximo do espalhamento
Raman muda devido a variagdo de temperatura. Deste modo, utilizamos a equagao
de ajuste linear sob o grafico da figura 5 para calcular o coeficiente de

sensibilidade deste parametro.

v, =0,0395xx, + 650,52

e =P 20,0395

©oox (12)
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Como o instrumento utilizado para monitorar a temperatura tem uma
resolugdo de 0,5 °C concluimos que a incerteza padrao do tipo B da posi¢do do

maximo do Raman associada a temperatura ¢ dada por:

Seguindo os mesmo calculos descritos anteriormente calculamos a incerteza
padrdo do tipo B associada a fonte de alimentacdo do laser e ao intensificador de

imagem, obtendo up(t;) = 0,085 n

m.

A calibracao dos detectores, que associa cada pixel a um comprimento de
onda do espectro eletromagnético, também foi levada em consideracao, utilizando
a curva de calibracdo e a resolugdo espacial de um pixel para calcular a incerteza

padrao do tipo B associada a este parametro, como mostrada a seguir.

y, =0,561xx, +356,73

¢, = Pe 0561
ox,
uy, =0,561 nm

(14)

A incerteza padrao combinada ¢ dada pela equacdo descrita abaixo:

Z/l2 = 21/[2
c £ i (15)

Substituindo em (16) as incertezas padrdes calculadas anteriormente,

obtemos a seguinte equacao:

u, =+/(0,51862) +(0,01975)* + (0,085)* +(0,561)° (16)


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0412183/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0412183/CA

Experimentos e Resultados 97

u, =077 nm

A incerteza expandida ¢ determinada multiplicando-se a incerteza
combinada pelo fator de abrangéncia k. Para calcular o valor de k, com um nivel
de confiabilidade metrolégica de 95,45 %, precisamos calcular, inicialmente, o
grau de liberdade efetivo da combinacao dessas incertezas.

O numero de graus de liberdade efetivo ¢ caracterizado pelo nimero de
graus de liberdade associado a incerteza padrao combinada. Utilizamos a equagao
(17) de Welch-Satterthwaite (ISO-GUM, 1998), descrita a seguir, para estimar o

numero de graus de liberdade efetivo.

4 4 4 4
u, U, U, u;
=—+—+K +—

V, VU, VU, v, (17)

Substituindo as incertezas padrao calculadas anteriormente e os graus de

liberdade na equagdo 17, temos:

(0,77)" _ (0,51862)* N (0,01975) , (0.085)" 0,561

v 19 25 2 o0

ef

(18)

Consultando a tabela t-Student, encontramos um valor de k, para esse nivel
de confiabilidade metrolédgica, igual a 2,02. Assim, a incerteza expandida (U) ¢
igual a 1,6 nm.

Com a finalidade de compararmos a incerteza de medicao associada a este
pardmetro, obtivemos 80 medidas da mesma amostra de agua em intervalo de 4
pulsos, sob as mesmas condi¢des ambientais, agrupando-as quatro a quatro.
Calculamos a média de cada grupo de modo que correspondessem a uma medi¢ao

em intervalo de 16 pulsos, cuja distribui¢do pode ser observada na figura 52.
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Figura 52 - Cada ponto da distribuicdo corresponde a média de quatro medi¢des da
posi¢do do espalhamento Raman da agua no intervalo de 4 pulsos. Os limites superior

(LS) e inferior (LI) distam * 20 da media (MED). (FA=500V; I.I. =750 V;x = 650,45
nm)

Calculando a incerteza padrdo do tipo A para a distribuicdo da figura 52

obtemos o seguinte resultado:

0,9681

\/% (19)

u, =214x%

u, =0,4633

Sendo as incertezas padrdes do tipo B as mesmas calculadas anteriormente
chegamos a uma incerteza padrdo combinada igual a 0,73 nm. O fator de
abrangéncia k associado a um grau de liberdade efetivo igual a 473 e nivel de
confiabilidade metroldgica de 95,45 % ¢ igual a 2,00. Multiplicando a incerteza
padrdo combinada pelo fator de abrangéncia k, temos a incerteza expandida (U)

igual a 1,5 nm.
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Os resultados das medigdes da amostra de agua descrita neste item sdo

mostrados na tabela &.

Tabela 8 - Resultados da medigéo da posi¢cao do espalhamento Raman da agua.

Posicao do maximo da banda do espalhamento Resultado da
Raman: k Medicao
Para espectros adquiridos em intervalos de 4 2 650,5+1,5 nm

ulsos agrupados quatro a quatro.
ara espectros adquiridos em intervalos de 16| 2,02 650,9 1,6 nm

ulsos.

4.3.4.
Estudo da variagao da posi¢ao do espalhamento Raman devido a
passagem dos filtros de média mével

Assim como realizado para banda associada a clorofila avaliamos os efeitos
dos filtros de média movel na banda do espalhamento Raman da agua. Esta banda
possui intensidade bem maior que qualquer outra no espectro de fluorescéncia
medido pelo LIDAR, sendo mais evidenciada alteracdo na posi¢do de seu
maximo. Nos graficos das figuras 53 comparamos a posi¢ao do espalhamento
Raman da 4gua sem e com filtro de média movel para 7 e 15 pontos. Podemos
perceber, também, que apesar do filtro de média movel da interferir na
distribuicdo das medidas, ¢ responsavel por deslocar a posicdo do maximo do
espalhamento Raman da agua, contribuindo para um possivel erro ao se estimar a

concentracdo de clorofila a.
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4.3.5.

Estudo das distribuigcoes da concentragao de clorofila a, MOD e
intensidade do Raman para medicées em aguas oceanicas

No experimento com aguas ocednicas percebemos certas anomalias nas
distribui¢des das medidas de concentragdo de clorofila @, MOD e intensidade do
espalhamento Raman da dgua para todas as estagdes de medi¢do. Foi interessante
perceber que estas anomalias pareceriam correlacionadas para estas grandezas.
Pudemos verificar, ainda, que as caracteristicas apresentadas pelo sinal de
fluorescéncia detectado pelo LIDAR nestas estacdes andmalas seguiam o mesmo
padrao de uma estagdo (Xoil 5), em particular, na qual foi observado sobre a agua
um filme fino, supostamente, correspondente a uma mancha de 6leo. Contudo,
este filme nao foi observado visualmente nas outras estacoes.

Na figura 54 podemos perceber uma correlagdo entre a matéria organica
dissolvida (MOD) e a clorofila a. Esta correlagdo poderia esta associada a priori a
um aumento populacional das algas, porém, ndo poderiamos descartar a
possibilidade deste fendmeno estar associado a possiveis manchas de dleo na

agua.
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Figura 54 — Distribuicdo da concentracao relativa de clorofila a e da concentracao relativa

da MOD para todas as estagdes medidas pelo LIDAR. As estagdes em destaque
apresentam certa anomalia em relagédo as demais.

A teoria da presenga de um filme fino de o6leo foi refor¢ada quando
deparamos nestas estagdes andmalas com a queda da intensidade do sinal do
espalhamento Raman (figuras 55 e 56), o que poderia estar associada a uma baixa
penetragdo do feixe do laser na dgua.

Nas figuras 55 e 56 percebemos que a queda do sinal do espalhamento
Raman da agua estd associado ao aumento da concentracdo de clorofila a e da
MOD. O curioso destes dados ¢ que a presen¢a de um filme de 6leo deveria além
reduzir a penetracao do feixe do laser, aumentar a emissao fluorescente da matéria
organica, porém ndo necessariamente, aumentar a emissdo fluorescente da
clorofila. E interessante destacar que as coletas realizadas em cada estacio e
processadas pelo Laboratorio de Hidrobiologia da UFRJ ndo apresentaram um

aumento populacional das espécies de algas analisadas.
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Figura 55 - Distribuicao da concentragéo relativa de clorofila a e da intensidade do
espalhamento Raman da agua para todas as estagées medidas pelo LIDAR. As
estacbes em destaque apresentam resultados diferentes das demais.
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Figura 56 - Distribuicdo da concentragao relativa de MOD e da intensidade do
espalhamento Raman da agua para todas as estagbes medidas pelo LIDAR. As
estagdes em destaque apresentam resultados diferentes das demais.
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