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“Se ndo houver frutos,

valeu a beleza das flores.

Se nao houver flores,

valeu a sombra das folhas,

Se ndo houver folhas,

valeu a intencao da semente.”

Henfil
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Resumo

Neste trabalho descreve-se a técnica: Espectroscopia Fotoaciistica com
a Célula Aberta (OPC). Esta permite estudar diferentes respostas 3 acio
toxica do aluminio sobre plantas de mitho (Zea Mays L.) geneticamente dis-
tintas. Mostra-se que a configuragio experimental adotada permite a ob-
tencdo dos espectros de absor¢ao e transmissio a partir de um arranjo expe-
rimental simples, Esta técnica permite experiéncias “in vivo” e medidas de

propriedades dpticas e térmicas de folhas de plantas.



Abstract

An open-cell photoacoustic (OPC) spectroscopic technique is described
which can assess genetically rooted differences in the response of live speci-
mens of corn (Zea Mays L.) to the toxic action of aluminium. It is shown that
this alternative signal-to-noise enhanced photoacoustic configuration allows
us to obtain both absorption and transmission spectra with minimal requi-
rements of experimental arrangement and cell machining. This process also
permits “in vivo” experiments and the measurement of optical and thermal

properties of plant leaves.
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Apresentagao

O presente trabalho tem como objetivo a utilizagio da espectroscopia fotoa-
cistica ao estudo “in vive” da agdo do elemento téxico A’ em plantas de milho.
Utilizou-se como detector a denominada célula aberta (OPC).

— No capitulo I apresentamos um resumo da teoria do efeito fotoacistico, em
particular, o modelo de Rosencwaig e Gersho para a geragao do sinal fotoacistico.

— No capfitulo II descrevemos a técnica OPC e apresentamos alguns resultados
tedricos de nosso interesse. Os resultados tedricos apresentados foram obtidos
a partir da teoria da célula aberta desenvolvida na ref.28. O capitulo contém
ainda um trabalho experimental para a determinagio de parametros do microfone
(caracterizacdo do microfone de eletreto). Esta etapa do presente trabalho foi
feita em colaboragdo com o aluno Norberto Cella e serd objeto de sua tese de
doutoramento.

~ No capitulo I, depois de uma breve descrigao morfolégica das folhas vege-
tais, investigamos a contribuigdo para o sinal fotoacistico de processos envolvidos
na fotossintese, a saber, evolugdo modulada do O, e a perda fotoquimica.

— No capitulo IV abordamos dois experimentos com folha de mitho “in vivo”
usando a técnica fotoacdstica OPC: o primeiro deles consiste na obtengao do espec-
tro de absorgao da folha e o segundo, na obtengio de parametros épticos, térmicos
e do tempo de relaxagdo nio radiativa para a folha em um dado comprimento de
onda da luz incidente. Neste capitulo descrevemos o espectrometro fotoactstico
utilizado em nossas medidas.

- No capitulo V desenvolvemos o tema principal da tese, ou seja, o estudo
por espectroscopia fotoacistica OPC da agdo da toxidade do Al** em plantas de
milho, £ interessante notar que pela 12 vez a técnica OPC é usada para monitorar

a resposta genotipica das plantas i toxidade do Al*t,



— O capitulo VI é dedicado as conclusoes finais e as perspectivas para o
prosseguimento da pesquisa.
- O apéndice ] trata da influéncia da desidratagao da folha vegetal sobre o

sinal fotoacistico quando a medida nao é feita “in vivo”.



I - Efeito Fotoactustico e Espectroscopia
Fotoacustica

1.1 - Introducgio

A espectroscopia fotoacistica € uma técnica que estuda a interagio da ra-

diagao com a matéria através de um fenémeno conhecido como efeito fotoacistico.

Tem sido amplamente utilizada em aplica¢bes nio s6 no campo da Fisica, como
também da Quimica, Biologia, Medicina e Engenharia. Isto porque esta técnica
possui algumas vantagens sobre a espectroscopia optica convencional (de trans-
missao, reflexdo e espalhamento). Uma destas vantagens é que a espectroscopia
fotoactstica é uma medida direta da absorgio (mede apenas a radiagio absorvida
que relaxa na forma de calor), de forma que a luz transmitida, refletida ou es-
palhada nao interferem nas medidas. Assim, a técnica fotoactistica aplica-se ao
estudo de materiais opacos, pouco absorvedores, géis, na forma de pé ou amor-
fos, que sao materiais onde a espectroscopia 6ptica convencional nao é adequada.
Outra vantagem € que o detector de radiacio na espectroscopia fotoactstica é a
prépria amostra, o que significa que a técnica pode ser usada em qualquer in-
tervalo ‘do espectro eletromagnético. Além disso, a técnica fotoactstica permite
estudar nao 56 propriedades épticas do material como também as propriedades
térmicas!!~?); mais que isso, ela tem a capacidade dnica de permitir analisar o
perfil de profundidade(®~19) dessas propriedades. Tal capacidade de microscopia
de profundidade vem do fato de que o efeito fotoacistico é sensivel apenas ao ca-
lor gerado dentro de uma certa espessura da amostra, a qual em principio pode
ser controlada, variando-se a freqiiéncia de modulagao da luz incidente. Outra

importante vantagem da espectroscopia fotoacistica consiste no fato de que esta



¢ uma técnica ndo destrutiva e que, sobretudo, permite a realiza¢ao de estudos

ein materiais bioldgicos “in vivo". Este é um aspecto que serd bastante explorado

neste trabalho,

1.2 - Efeito Fotoacistico

O efeito fotoaciistico em sélidos embora tenha side descoberto hd mais de
um século (1880) por Alexandre Graham Bell!)), 56 veio a ser utilizado a partir
de 197302-1) guando os primeiros modelos teéricos apareceram para explicar o
fendmeno. Este efeito consiste na geragao de um sinal aciisiico dentro de uma
célula fechada {fig. 1.1) que contém um gds em contato com a amostra, devido a
absor¢ao intermitente da luz modulada pela amostra. A energia absorvida perio-
dicamente pela amostra transforma-se (total ou parcialinente} em pulsos de calor

que dao origem & flutuagao de pressao no gas.
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Fig.1.1: Esquema de uma célula fotoacistica convencional.



Os diferentes mecanismos através dos quais os pulsos de calor produzidos na
amostra geram ondas acisticas no gés sao basicamente trés: a difusiao de calor da
amostra para o gis, a expansao térmica da amostra e a flexdo termoeldstica da

mesma. A ocorréncia ou nao de um ou outro mecanismo e a predominincia de
um sobre o outro depende das condigoes experimentais bem como do material a

ser estudadot!®-18),

A expanszo térmica pode ser entendida da seguinte maneira: o aquecimento

periodico da amostra (devido aos pulsos de calor na amostra), faz com que sua
temperatura média também oscile. Como conseqiiéncia, a amostra expande-se e
contrai-se periodicamente de forma que sua superficie em contato com o ar passa
a funcionar como um pistao vibratorio, gerando ondas actsticas no gas.

A flexao termoeldstica surge devido a existéncia de um gradiente de tempe-

ratura ao longo da espessura da amostra, pois a absor¢ao decresce a medida que
a luz penetra no material. Este gradiente de temperatura faz com que a expansao
térmica seja diferente para diferentes planos da amostra (perpendiculares ao gra-
diente), induzindo uma flexdo da mesma na diregdo do gradiente se suas bordas
estiverem presas. Este processo é também periédico (semelhante & vibragao da
membrana de um tambor), gerando ondas acisticas no gés.

Na difusao térmica o pulso de calor produzido na amostra é transmitido ao

gds, que ao expandir-se periodicamente gera a onda actstica.
Os trés mecanismos de geragao do sinal fotoacistico sao ilustrados na fig.1.2.
Em todos os casos a detecgao do sinal é feita através de um microfone acoplado a

célula.
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Fig.1.2: Mecanismos de geragao do sinal fotoacistico.
(a) difusao térmica
(b) expansio térmica
{c) flexiio termoeldstica
(extraido da ref. 17)



A contribuigao dos mecanismos de expansao térmica e flexao termoelastica
para a geragao do sinal fotoacistico é, para a maioria dos s6lidos {na maioria
das condigdes experimentais), desprezivel em relacao & contribuigao da difusao
térmica, pois os s6lidos em geral tém coeficientes de dilatagao térmica pequenos.

Baseados no mecanismo de difusao térmica, Rosencwaig e Gersho!?) desen-
volveram um modelo unidimensional (modelo RG), segundo o qual somente uma
pequena camada fronteirica de gis é capaz de responder termicamente as variagoes
de temperatura da superficie da amostra, atuando como umn pistao vibratério para
o resto do gés e produzindo, assim, flutuacoes de pressao no gas (ondas actisticas)
que sio detectadas por um microfone. Este modelo tem explicado a maioria dos

resultados experimentais obtidos.

1.2.1 - Modelo RG para a Producio do Sinal Fotoacistico:
Equagio Geral

0O modelo RG baseia-se no esquema da fig.1.1, onde a luz modulada incide
na amostra de espessura [, em contato com uma cimara de gis (geralmente ar) de
espessura l; e opostamente em contato com um suporte de espessura /. A camara
de gds é fechada por uma janela de quartzo (transparente & radiagio incidente) e
acoplado a esta cimara existe um microfone que detecta variagbes de pressao no
gas.

Considera-se que a luz monocromitica modulada incidente pode ser descrita

por uma equacao do tipo:

Lit) = %10(1 + ™) (L1)

onde I, é o fluxo de luz monocromatica incidente (W/em?) ew = 27 [ é a freqiiéncia



angular de modulagéo.

Uma parte dessa luz é absorvida pela amostra de forma que a intensidade
do feixe luminoso diminui exponencialmente ao penetrar no material (I(z,t) =
Io(t)eP=, segundo a lei de Beer), exceto nos casos em que a absorgio se dé totak
mente na superficie, Uma medida da absorgio da amostra é a distancia que o feixe
percorre até ter sua intensidade reduzida a 1/e do valor inicial. Essa distancia,
chamada de comprimento de absorgdo dptica (ls), é o inverso do coeficiente de
absorgao éptica (). Microscopicamente, a luz incidente absorvida pela amostra
interage com as moléculas do material excitando um estado eletrénico (no caso de
luz visivel e ultravioleta} ou vibracional (no caso de luz infravermelha). Apés a
excitagdo ocorre a desexcitagio, ou seja, o retorno ao estado fundamental. Uma
série de decaimentos radiativos e nao radiativos podem ocorrer na desexcitagao.
Entre os radiativos citamos a fluorescéncia, luminescéncia e reacoes fotoquimicas.
O restante da energia absorvida é converiida em calor por processo de decaimento
nao radiativo (relaxagéo térmica); isto corresponde a um aumento de temperatura
na amostra. No modelo RG considera-se que s6 hi relaxagao térmica, ou seja, que
toda luz absorvida é convertida em calor. Assim, a densidade de calor produzida

em qualquer ponto r da amostra por unidade de tempo é dada por;

s(z,1) = -ﬂg—zﬁ - %610 exp(-82)(1 + %) (12)

onde z assume valores positivos, pois a amostra estende-se de z = 0 até z = |,
com a luz incidindo em z = 0 {fig.1.1).

A expressao para a variagdo de pressio na cimara fotoacistica e, con-
sequentemente, a expressao para o sinal fotoacistico, no modelo RG, decorre da

aplicagao da equagao de difusao térmica aos trés meios representados na fig.l.1,



a saber, a amostra, o gis e o suporte. Mas, antes de escrevermos tais equagoes

vamos definir os simbolos usados neste modelo. Nas definigoes seguintes, o indice

i representard: ¢ = 5 (amostra), t = g (gds) e ¢ = b (suporte)

K; — condutividade térmica (cal/em.s.°C)

p; — densidade (g/cm?®)

¢; — calor especifico {cal/g.°C)

o; = K;/pie; — difusividade térmica (cm?*/s)

a; = |w/(2e4)]Y* — coeficiente de difusdo térmica (cm™?)

o; = (1 + j)a; — coeficiente complexo de difusdo térmica (em™')
i = 1/a; — comprimento de difusio térmica (cm)

B; — coeficiente de absorgao dptica (cm™?)

lg, = 1/B; -+ comprimento de absorgio 6ptica (cm)
As equagoes de difusao nos trés meios da célula sao dadas por:

&*T(x,t) 19T

a8 o z,t) + f(z,t) =0 0<z<!, (amostra)

#T(z,t) 18T )
_55;.»"‘)”— a_,-:ét_(z’t): -, <z<0 (gds)

O*T(z,t) 1 3T(x,t)

= <
342 P> 0 I, <z<l,+1, (suporte)
onde:
‘_, s(z,t) eq.(J.2) _ A1, _ swt
flz,1) = K =" f(z,1) = oK. exp(—0z)[1 + ¥

(13)

(L)

(L5)
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Nas eqs.(l.4) e (I.5) ndo aparece o termo f(z,t) porque no modelo RG
considera-se que nao ha absor¢ao da radiagao incidente pelo gis nem pelo suporte,
nao havendo conseqilentemente geragao de calor nesses meios.

Partindo das equaces de difusiio acimal!? e aplicando as condigdes de con-
torno do modelo RG- continuidade da temperatura ¢ do fluxo de calor nas inter-

faces, chegamos a:

T, = 6(0)e v1leivt (16)

onde #(0) ¢ a temperatura na interface amostra-gds, a qual é dada por:

§(0) = =t 0 (r— 1)(6+ 1)eh % — (r+ 1)(b- 1)e e 4 2(b - r)eAl: )
2Kl'(ﬁ2 — UE) (g + ])(b+ l)el,d', _ (g _ 1)(6 _ l]e"’lnﬂa .
com
_B _ Kyo, _ Ko,
r—”d‘, g—Klda, wa,ﬂ,

O decaimento exponencial da eq.(1.6) indica que as flutuages de tempera-
tura no gds lendem a zero para pontos distantes da interface amostra-gas, de
forma que a uma distdncia p, = 1/a, a amplitude da oscila¢io térmica atenua-se
a 1/e. Assim, Rosencwaig e Gersho propuseram que somente uma camada gasosa
de espessura 2mu, adjacente a superficie da amostra é capaz de responder ter-
micamente & flutuacao de temperatura na superficie da amosira, expandindo-se

pericdicamente de forma a exercer o papel de um pistao acustico sobre o resto do
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gas. Supondo o gés ideal e que o restante do gis responde adiabaticamente & agao

desse pistio, obtém-se'®) para a variagdo fisica de pressio, a parte real de:

YPB(0) ;iuie
SP(1) = ~L2YVY d(wi-x/4) 1.8
(*) Jmﬂﬂf (18)

onde 7 = ¢,/c, € a razao entre os calores especificos a pressao (cp) e volume (c,)
constantes, I, é a pressao ambiente e T; € a temperatura média na superficie da

arnostra.

A oscilag@o temporal da variagiao de pressio na célula pode ser representada

por umn vetor (fasor) girante no plano complexo. Assim:

§P(t) = Spe’™  onde 8r = Spe’? (1.9)

O sinal fotoaciistico é definido como o fasor Sp (conforme fig. 1.3), ou seja,

1
é a componente ndo temporal da variagio de pressio na célula.

Sg cos ¢ Re

Fig. 1.3: Representacao fasorial ou vetorial do sinal fotoactistico.
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Portanto, a equagao geral para o sinal fotoacistico é:

s P8(0)
Sp = .
TalaT a,TD (1.10)
Mas 6(0) = |0(0}|e’*, entdo:
= _ 1Rl6(0)] ;4 m
5p &, g=p-_ L11
= Vala,To® $=p-7 (L.11)

1.2.2 - Casos Limites

A eq.(L.11) para o sinal fotoacistico é bastante complicada, mas em geral
ela nao € usada na integra. Dependendo das propriedades 6pticas e térmicas
da amostra, esta é substancialmente simplificada. Entao, antes de tratarmos os
casos limites da eq.(l.11), é importante classificarmos as amostras segundo suas
propriedades opticas e térmicas.

Classificagdo dptica — classificam-se as amostras opticamente comparando

sua espessura ([,) com o comprimento de absorcao 6ptica (Ig):
se lg < [, — amostra opticamente opaca

se lg ~ I, — amostra absorvedora

se lg > [, - amosira opticamente transparente

Classificacdo térmica — classificam-se termicamente as amostras através da

comparagao de sua espessura com o comprimento de difusio térmica (u,):
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se u, > I, — amostra termicamente fina

g¢ f, < l, — amostra termicamente grossa

- Com relagdo a classificagao térmica, ¢ importante dizer que o pardmetro
My = \/E nao é uma propriedade intrinseca do material, pois ele depende também
da freqliéncia de modulacao da luz incidente. Assim, variando-se f, uma mesma
amostra pode passar de termicamente fina para termicamente grossa. Denomina-
se freqiiéncia de corte (f.) a freqiiéncia na qual ocorre essa transigao. Obiém-se

f. fazendo u, = I,, assim:

po=ly= [ = :_;3

Considerando a classificagao acima, mostramos na tab.l.1 a dependéncia do
sinal fotoacistico com as propriedades épticas e térmicas do material, bem como
com a freqtiéncia de modulagao da luz, conforme previsto pelo modelo RG em
alguns casos limites(1?).

Nosso principal interesse é pelo caso em que a amostra é transparente e ter-
micamente grossa (22 caso da tab. 1.1), pois é o caso das folhas de milho com as
quais trabalhamos. Vemos na tab.l.1 que, neste caso, a dependéncia do sinal com

$/2 K também interessante notar que nem toda a luz

a freqfiéncia é dada por f-
absorvida pela amostra gera sinal fotoacistico; somente aquela absorvida dentro
do comprimento de difusdo térmica (u,) contribui para o sinal. Assim, uma vez
que u, depende da freqiiéncia de modulagao, é possivel efetuarmos uma microsco-

pia de profundidade.
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(Casos Limites

Amplitude Aproximada
do Sinal Fotoacuistico

Representagao
Esquematica

19)

20)

89)

4°)

59 )

Al, < 1, 1, € py

A, = 1,1, = 'u,

al, = 1,1, < p,, Bu. = 1

Bl, = L1, > u,, Bu, > 1

ﬂla b lsla b ﬂ'n/@ﬂa < 1

1/2

=

%

R

o —— =
-

o
w

1

5 Hs

,_mh

W,

Mg :'Q - !nﬁ

YWY

t 'Wg'le

v,

=3

:Es ‘qj‘l-ls

Tab.I.1: Dependéncia da amplitude do sinal fotoacustico com as pro-
priedades opticas e térmicas em alguns casos limites.

Os

dois primeiros casos referem-se 4s amostras transparentes
(Bl, < 1) e 0s 3 dltimos 4s amostras opacas (8, > 1). Nos
casos 39 e 42 dizemos que o sinal fotoacistico é saturado.
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1.2.3 - Casos Especiais: Absorg¢io por Incidéncia Tra-
seira e Absorcio Superficial

No modelo RG consideramos que a luz incidia na amostra em z = 0 no
esquema da fig. 1.1, ou seja, na superficie da amostra em contato com o gas.
Chamamos este caso de incidéncia dianteira. Consideremos agora um outro caso
de interesse: incidéncia traseira. Este se di quando a luz incide na amostra pela
superficie oposta a que estd em contato com o gis. Considerando o esquema da
célula fotoacustica conforme a fig.1.1, a incidéncia traseira s6 é possivel quando o
suporte é transparente. Neste caso a geracao de calor, supondo que a absorgao se
da conforme a lei de Beer e considerando que toda a luz absorvida transforma-se

em calor, ¢ dada por:
flz) = %Ioe“’“' —2) (112)

e a eq. de RG para a temperatura na interface amostra-gis torna-se!(?);

By [{r + 1)(b+ 1)e™ = (r — 1)(b— 1) e~ — 2(r + b),
K.(8* - o}) (g + 1)(b+ 1)est — (g ~ 1){b — 1)e=or (

8(0) = 1.13)

Por outro lado, consideremos agora o caso em que a absor¢ao na amostra é
superficial. Entio, podemos representat uma absorgio superficial a uma profun-

didade zo por uma fun¢ao delta “6” de maneira que

i
(zo) = 2

§(z0) (L.14)
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onde ' é o cocficiente de absorcio superficial da amostra (4’ é¢ adimensional).

Neste caso, a temperatura na interface amostra-gas é(29);

B Ioﬁ' (b + 1)e"=(" - Io) _ (b _ l)e_ﬂ’([ﬂ Iu)-

#(0) =
© K,o, (b +1)e%le 4 (b—1)e~0ula

(L15)

As eqs.(1.13) e (1.15) nos ddo a temperatura na interface amostra-gis no
caso de absorgdo por incidéncia traseira e absorgio superficial respectivamente.
- Essas sdo para nés de grande interesse porque na configuracio da célula aberta
que passaremos a discutir no capitulo seguinte, hi uma fonte de geracio de calor

conforme eq.{}.12) {amostra) e outra conforme eq.(I.14) (membrana do microfone),
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II - Espectroscopia Fotoacustica com a
Célula Aberta (OPC)

I1.1 - Introducgio

O termo célula fotoacistica aberta (OPC) foi utilizado primeiro®!) na de-
signacio de uma técnica fototérmica: técnica OPC. Esta técnica detecta a os-
cilacao de temperatura, devido & irradiagdo periédica de uma amostra, através
de medidas da expansdo de uma placa sélida e fina (usualmente uma placa de
safira) em contato térmico com a amostra. Uma versio modificada para o sensor
OPC foi proposta mais tarde(*?), consistindo de utn disco de safira sobre um cristal
piezoelétrico na forma de anel.

Recentemente uma nova versio para a técnica OPC foi proposta, onde a de-
teccao é feita através de um microfone. Esta técnica consiste em utilizar a camara
de ar frontal de um microfone como a cimara fotoacistica da célula convencional.
Nesta nova célula (OPC) a amostra é colocada diretamente sobre um microfone
circular de eletreto; neste sentido dizemos que é uma célula aberta, pois a amostra
é colocada no topo do sistema de detecgao como no caso de detecgdes piezoelétrica e
piroelétrica. Daqui para frente somente empregaremos o termo OFPC nesta dltima
Versao.

Na fig.]L.1 representamos esquematicamente, em secgao reta, a célula aberta
(OPC). O microfone de eletreto!?*) é um cilindro (~ 5mm de raio e 9mm de
altura) que tem no centro de sua face superior uma abertura circular de 3mm
de didmetro. Sob essa face h4d uma camada de ar de aproximadamente Imm de

altura e 8mm de didmetiro. Esta é adjacente & um diafragma de eletreto meta-
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lizado (tipicamente 12um de FEP! com uma camada de 500 a 1000A de meta!
depositado). Entre o diafragma (membrana) e a placa metilica de fundo hd uma
camada de ar de 45um aproximadamente. A camada metilica da membrapa estd
ligada a placa de fundo através de um resistor. Quando luz modulada incide sobre
a amostra, a flutuagho periddica da lemperatura faz variar a pressiao na camara
de ar do microfone (cdmara fotoacistica), provocando deflexes da membrana que
resultam numa voltagem V através do resistor B. Esta voltagem é realimentada
em um pré-amplificador FET que existe dentro da capsula do microfone.

0 uso da detecgao OPC como uma técnica fotoacistica alternativa difundiu-
se rapidamente nos Gitimos trés anos?-2%), Tem sido particularmente muito uti-
lizada na caracterizagao térmica de amostras. Isto porque ela possul algumas
vantagens sobre a detecgao fotoactstica convencional: a célula fotoacistica é o
proprio microfone de eletreto, o qual é facilmente encontrado e tem baixo custo;
o volume da cdmara fotoaciistica é o minimo possivel uma vez que é a prdpria

cimara do microfonel®®). Mas, o nosso interesse pela técnica OPC é principal-

mente devido ao fato de que com ela é possivel realizarmos medidas em plantas

“in vivo”.

! Tetrafluorvethylene/Hexafluoropropylene Clopolymers
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lizado (tipicamente 12um de FEP! com uma camada de 500 a 1000A de metal
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0 uso da detecgao OPC como uma técnica fotoacistica alternativa difundin-
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@ RADIAGAO INCIDENTE

GRAXA DE VACUD

AMOSTRA
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CAMARA FUTOACUSTICA

DIAFRAGMA DE ELETRETD
METALIZADD
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PLACA METALICA

Fig.

IL1: Secgao reta da célula aberta (microfone de eletreto).
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I1.2 - Teoria

Para amostras opticamente opacas, tanto na deteccao foloacistica com a
célula aberta como na convencional, 86 ha uma fonte de geragao do sinal fo-
toactstico que é a prépria amostra. Ja no caso de amostras opticamente transpa-
rentes, na deteccao com a célula aberta existem duas fontes de geragao do sinal
fotoactstico, diferentemente da detecgdo fotoactistica convencional cuja fonte é
sempre Unica, a amostra. Uma delas é devido & absor¢do da luz modulada pela
amostra e a outra é devido & absorgio da luz transmitida pela prépria membrana
do microfone de eletreto. Assim, o aquecimento periédico da amostra e/on da
membrana do microfone fazemn variar a pressao na cimara {otoacistica, causande
deflexdes no diafragma (membrana) e conseqiientemente gerando uma voltagem
Vopc através do resistor R. |

A voltagem de saida do microfone (Vope) relaciona-se com a variagio de

pressio na cimara fotoactstica (6P) por(2831);

jwRC &P )
e - t IL.1
IG5 explivt (1)

Vopc =

onde; w = 2nf, f ¢ a [reqiiéncia de modulacio da luz

C é a capacitancia do microfone

Py, é a pressao ambiente

~y é a razdo ¢, /¢, do ar

Vo é uma constante que depende das constantes dieléiricas

do eletreto () e do ar (&), da espessura da membrana (I,,),

da espessura inicial da cAmara de ar existente enire a mem-

brana e a placa de fundo (/) e da densidade superficial de

carga do eletreto (oo): Vo = Ll,, 00/ (lie + mto)

Segundo o modelo de Rosencwaig e Gersho para a produgie do sinal fo-

toacistico, a flutuagio de pressao na citnara fotoacistica (6 P) é somente devida
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ao fluxo de calor da amostra e/ou da membrana para o gas. De acordo com este

modelo podemos escrever:

sp=200 1 s (11.2)
Ty

onde T é a temperatura ambiente e < 7, > é a média espacial da flutuagao de

ternperatura do ar na cimara fotoacistica.

Substituindo (I11.2) em (I1.1) chegamos a:

Vo JwRC .
_ /D T 1.3
Vore = T 1+ jwRC < T, > exp(jwt) (11.3)

Resta agora encontrarmos < T, >. Consideremos, entdo, a geometria da

OPC representada esquematicamente na fig.J1.2 abaixo.

AR MEMBRANA CAMARA AMOSTRA
ELETRETD |FOTDACUSTICA
(g’ m) (g» (s) I
Q
<
X==Uptlg) X==|4 X=0 X=l_

Fig.I1.2: Representagao esquemitica da geometria da OPC,
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Considerando que um feixe de luz monocromdtica, modulado a uma
freqiiéncia w = 27/ incide sobre a amostra com uma intensidade Iy exp {jwt)
e que esta absorve luz na forma de Lambert-Beer, 1(z) = I, e”#!“~), podemos
escrever a equacio de difusdo térmica (componente espacial T'(z)) para o sistema

amostra-cimara fotoaciistica-membrana comol1228).

3T, _ 2 _ Bl —8(l. ~ <z<l 1
a!‘l =o.T, K,(] T jwr exp( ﬁ( s .'L')) 0=<z=i, ( '43')
,gT

5t = 0]1, —l,£z<0 (11.4b)

O4m = 6T, - %exp(—ﬁl,)é(m +1)  —{m+l) <z <, (l4c)

onde 7 é o tempo de relaxacio nao radiativa na amostra e B’ é o coe-
ficiente de absorgao superficial da membrana (adimensional). Os
demais simbolos ja foram definidos na pag.9. Os indices 1 = s,
1 = g e { = m referem-se respectivamente & amostra, gas e mein-

brana.

Os segundos termos do lado direito das egs. (I1.42) e (IL.4c) sao chamados
termos de fonte, pois representam a geracido de calor na amostra e membrana
respectivamente, conforme egs. (1.12) e (1.14). Ndo ha fonte de geracdo de calor
no gas, pois no modelo G considera-se que o gis nao absorve a radiagao. A fonte
de calor na membrana do microfone é considerada como uma fonte superficial, o
que é uma boa aproximagao para superficies metdlicas.

Resolvendo as eqs.(I1.4) e considerando desprezivel o fluxo de calor dentro
do gés uma vez que sua condutividade térmica é muito menor que a da maioria

dos materiais (§ = b = 0 no modelo RG), chegamos a:
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<Ty>=8n+8, (I1.5)

onde

_ B Ioe=Ps cosh(l,nom)|cosh(l,0,) — 1)

O, - 11.6
1,06, Km0 senh(l,0,) senh(l,o,) (11.6a)

= Ior [cosh(lya,) ~ 1]{2r — ¢~ Bl [(r +1)ele%s 4 (r - 1),3—1,0,]}

(11.6b)
1+ jwr)l,o,K,0,(r* — 1) senh(/,0 ety _ ¢—1:0,
¢0¢ 7%

com r = f/0,. As eqgs. (I1.6a) e (11.6b) representam as contribuigoes da membrana
e da amostra para a flutuacio de temperatura na cimara fotoacistica, respectiva-
mente. Usando as egs.(11.6) e (11.5) em (I1.3), a voltagem de saida do microfone

pode ser escrita como:

JwRC 0, +4,
1+ JL«JRG To

Vorc = Vo exp (Jwt) (11.7)

A expressao (IL7) acima é bastante complicada. Mas, existem alguns impor-

tantes casos limites onde ela é simples de se analisar.
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11.2.1 - Incidéncia Direta sobre a Membrana do Mi-
crofone

Se ao invés da amostra, colocarmos uma janela totalmente transparente a
radiagao incidente (#=0) para fechar a cimara do microfone de eletreto, 56 havera
a contribui¢ao da membrana para o sinal fotoacistico. Na pritica nio existem
janelas totalmente transparentes, mas existem janelas com fator de transmissao
préximos a 100%, de forma que sua absorgio é desprezfvel. Neste caso, a expressio
para a voltagem de saida (Vp) é obtida fazendo-se 8, = 0 e §=0 em (I1.7). Assim

chegainos a:

_ So cosh(lmom) [cosh(lyo,) — 1] | _jwt
P 1+ jwRC senh(l,.0,)  senh(l,0,)

(IL.8)
onde

_ Bl Vo RC (aza,)"?
Bl Toly K,

So

Vemos na eq.(I1.8) que o sinal da OPC, para w fixo, depende da constante

RC do microfone, das espessuras da membrana e da cimara fotoaciistica.

I1.2.2 - Caso Limite de Interesse: Amostra Optica-
mente Transparente e Termicamente Grossa

Para amostras transparentes e termicamente grossas (/,0, :» 1) podemos

escrever:
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_ I, e B r [cosh{l,o,) — 1]
T (14 jwr) Lo,K,o, (1~r)  senh(lo,)

(1L9)

A expressio (11.9) foi obtida fazendo-se e 0 —Qer?=p2o? =0 em
(IL6b), que sdo aproximagdes bastante razodveis para este caso. Entdo, usando
(IL.6a) e (11.9) em (I1.7) chegamos a:

Iy .
V, = Vox G -— —F t I1.10
OPC 0X Tol,0,K.0, N exp(;w) ( )

onde:

X = JwRC /(1 + jwRC) é a fun¢ao resposta do microfone

G = cosh(l,o,) — 1
~  senh (l,0,)

.}

1 r fK,
= 11.11
- (1)

_ am\ % cosh(lmom) | 4
i+ gwr (l—r)+ﬂ m( ) ‘

0, senh (I,.0.,)

Segue da eq.(II.11) que no dominio de alta freqiiéncia de modulagao onde
a amostra é termicamente grossa, a funcao F, torna-se essencialmente dominada

pelo segundo termo desta equacéo. Assim podemos escrever:

Vopeo = VoxG

Ipe # ﬂ'K.[am]1/2 cosh(ly0p) '
ol  senh(l.o) t 12
Toly0,K,0, Kn la,]  senh (I,,0,) exp(jwt)  (IL12)
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A eq.(I1.12) significa que, neste caso, o sinal Vopc € proporcional & densidade
de poténcia transmitida (loe”#) e varia com f1.

Com relagdo ao espectro fotoacistico devido apenas a absor¢ao da amostra,
este pode ser obtido através de uma normalizagao apropriada, como segue. Uma

outra forma de escrever a eq. (I1.8) da seg&o anterior para o sinal direto é:

Vb = VoxG =
D= X T e K0, " Knla,

Iy ' K, am]”” cosh(lymom) .
— t 11.13
st exp(jwt) (11.13)

Comparando as eqs. (11.12) e {IL.13} segue imediatamente que:

Vw=—"""=1-¢f"zq (11.14)

onde Vy é igual a absorbincia da amostra a = 1 — e P, que para amostras trans-
parentes se reduz a o= fI,. Assim, o espectro de absor¢ao da amostra devidamente
normalizado é obtido fazendo-se para cada comprimento de onda da radiagao in-
cidente (4 == B(})), a diferenca entre os sinais direto {(Vp) e com a amostra (Vopc)
normalizados em relagao a V.

Nosso interesse por esse caso, em particular, é porque as folhas de milho, com
as quais realizamos os experimentos que serio descritos nos capitulos seguintes,
sao opticamente transparentes e termicamente grossas para fregiiéencias superiores
a 2H:, ou seja, em todo o intervalo de freqliéncia onde trabalhamos. Pois as es-
pessuras das folhas de milho por nés utilizadas sao, em geral, proximas de 150um
e sua difusividade térmica préxima de 0,001cm?/s, entao a freqiiéncia de corte
(f.:: ﬁ‘,) é em torno de 2H 2. |

8
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I1.3 - Obtengido de Parimetros da OPC: Constante RC,
Espessuras da Membrana (l,,) e da Camara Fo-
toacistica (I,)

De acordo com os resultados tedricos apresentados na secio I1.2.1 para a

incidéncia direta, temos:

. 1 cosh{l,0vm) [cosh(!,a,) - 1]
" ""(14 jwRC) senh(l,0,,) senh(l,0,)

Jwi

Vb

[

A eq.(1L.8) acima pode ser escrita como;
Vp = |Vp|eﬂ
onde |[Vp| é a amplitude do sinal e 4, a sua fase.

Vamos agora trabalhar com a eq.{I1.8) para encontrarmos a expressio para

|Vp| e para 8. Assim, podemos reescrever (11.8) como:

B So cosh(lmom) [cosh(lyo,) — 1] o wt=tz)
b= [1+ (wRC)?|"? senh (Imon,)  senh (l,0,)

onde ¢g = arctg (wRC)

(IL.15)

Por outro lado temos o; = (1 + j)a,, entao:

cosh(oyl;) = cosh[(1 + j)lai| = cosh(l;a;) cos{l;a;) + j senh(l;a;)sen(l;a;)
(I1.186)
senh{oil;) = senh|(1 + j)l;a:| = senh(l;a;) cos(l;a;) + 7 cosh(l;a;)sen(lia;)

Escrevemos entdo:
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cosh (opln) =A+ 7 B
senh (omlm) =C +j D
cosh (ol;) = E+3 F
senh (o,l)) =G+ H

onde A, B,C, D sdo dados por {11.16) fazendo-se i = m e
E.F,G,H fazendo-se 1 = g.

Substituindo em (11.15) ficamos com:

Vp = .——— 30 {AH‘B [E““jF‘l]eﬂw:—ws}
1+ (wrRCY)V2|C+ D]l G+jH
_ 5, A+ 3B)C — DY | HE+F — NG — jH) | jwin
R ] [ e e N
Vi = 8y (AC + BD) + i(BC - AD). (EG + FH - G) +j(FG ~ BE 4 B} | i(ue—ty)
D= 14 (meg}l/g CT4 D3 cls He
Vo = o [(AC + BD)? + (BC - AD)) /2 | [ BG4 FH - )2 4 (PG - HE 4 )7}/ et ias e,
P = 0T Wk Gz + D3 G1; 02 1 :
onde;
T= 88 Ac+ BD ¢ M8 By FH -G

Portanto, a amplitude e {ase do sinal fotoacistico sdo dados por:

S [l(.f_xqf BD)? + (BC - AD)’]U"] [[(EG + FH - G)? 4 (FG - HE 4 H)’]'/“] (11.17)

Vp| = e | 3 TR
(1 + (wRC)3]1/3 CT+D GI4H
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0=wt— &g+ By + g (I1.18)

Uma vez conhecidas as expressoes para a amplitude e fase do sinal direto,
eqs. I1.17 e 1118 respectivamente, fizemos um experimento que consistiu na de-
pendéncia do sinal fotoacistico com a freqiléncia de modulagao da luz, quando esta
incidia diretamente sobre a membrana do microfone. Utilizamos um laser de He-
Ne de 2,6mW como fonte de luz, modulada por um modulador HMS. Uma janela
de vidro Bk — 7 de 300pm de espessura foi colocada sobre o microfone de eletreto
de forma a fechar a cimara de ar. Utilizamos a janela de Bk — 7 porque esta tem
um fator de transmissio de 92% no comprimento de onda do laser A = 632,8nm
(ver fig.11.6). A fixacao da janela de vidro sobre o microfone foi feita utilizando
graxa de vacuo. A amplitude e fase do sinal foloacislico em diferentes frequéncias
foram obtidas através da leitura direta em um amplificador “lock-in”. Na fig.11.3
estd esquematizada a montagern experimental utilizada neste experimento.

Os dados experimentais obtidos para a amplitude e fase do sinal fotoacustico
foram ajustados com as expressdes tedricas adequadas, ou seja, eqs.(I11.17) e {11.18)

respectivamente. Esses ajustes foram feitos com 4 par&metros livres, a saber:

1/2

T 1/2
A@) = 4,(2)
A(3) = RC
A(4) = So{bo) no caso da amplitude (fase) do sinal

A1) = tm(-z&-)
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modulador Janelo de BK-7 = |_+_

g N\
Laser He-Ne > A » » »
microf one
de
sletreto
re m:'l: dor lock=In
freqlancia

Fig. 11.3: Incidéncia direta sobre a membrana do microfone

Na fig. I1.4 mostramos a dependéncia da fase do sinal foloacistico com a
freqiiéncia de ﬁlodulagﬁu, onde a linha sélida representa o melhor ajuste de dados
experimentais 4 expressdo tedrica eq.(I1.18). O desvio quadratico médio dos pontos
experimentais em relacao a curva teorica foi de 0,6 graus e os valores obtidos para

08 4 parametros sao os seguintes:

A(1) = 0,08851/2
A(2) = 0,405'/?
A(3) = 0,0053s
A(4) = 291graus
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A partir dos valores de A(1) e A(2), juntamente com os valores dados pela
literatura para as difusividades térmicas do ar (o, = 0,19¢m?/s), e da membrana
(@m = 0,0010cm?/s)32), podemos encontrar a espessura da membrana ({,,) e a
espessura da coluna de gés {l,) correspondente & cimara fotoacistica usando as

definigoes de A{1) e A(2). Assim:

ap \ V2
I = A(l)(—) s 1, = 16um
n

1/2
l, = A(z)(%‘!) =3 1, = 0.98mm

Esses valores estao muito préximos das especificagdes do microfone de ele-
treto, a saber, I, = 12um e |, = 1lmm. O parimetro A(3) nos d4 diretamente o
valor da constante RC para o qual obtivemos neste ajuste 5, 3ms.

O melhor ajuste dos dados experimentais & expressao tedrica eq.(IL17) é
mostrado na fig.I1.5, onde podemos ver a dependéncia da amplitude do sinal fo-
toacistico com a freqiiéncia de modulagio da luz. O erro neste ajuste foi de 1,36%

e os valores para os quatro parimetros ajustados sdo:

A(1) = 0,085/
A(2) = 0,475'/2
A(3) = 0,0075s
A(4) = 705V

Analogamente ao que fizemos anteriormente, usando as definigoes de A(1) e

A(2) encontramos:

ln = 16um

l,=1,1mm
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Estes resultados também estdo muito préximos das especificacdes tipicas do
microfone de eletreto e concordam com os resultados obtidos antes a partir do
ajuste da fase do sinal. Entdo, no microfone por nés utilizado !, ~ 16um e
[, ~ 1mm.

Nas figs. 11.4 e 11.5 vemos que h4 uma excelente concordancia entre a curva
tedérica e os dados experimentais, 0 que indica que o modelo teérico de difusdo

térmica proposto no cap.ll descreve bem o sinal OPC quando a incidéncia é direta.
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III - Contribuicdo do Processo de Fotossinte-

se para o Sinal Fotoacistico no Estudo
de Plantas

Todos sabemos que as plantas utilizam a energia radiante para realizar fo-
tossintese. Na presenca da luz do sol elas sintetizam compostos organicos tais como
aciicares, proteinas e etc, a partir de compostos inorginicos como agua, diéxido
de carbono, sais minerais e etc (n COy + nH,0 B ¢ H2,0, +n0y reagio geral
da fotossintese). Entao, uma parte da energia absorvida pela planta é convertida
fotoquimicamente em energia armazenada na forma de compostos orgénicos. O
restante da energia absorvida é convertida em calor ou é emitida radiativamente
(fluorescéncia).

Medidas fotoacisticas em folhas nos fornecemn informagdes quantitativas so-

bre dois aspectos do processo fotossintético, a saber, a energia fotoquimica arma-

zenada e a evolucao do O;.

Antes de tratarmos esses dois aspectos, ¢ interessante conhecermos um pouco

sobre a morfologia das folhas e seus pigmentos.

II1.1 - Morfologia da Folha

A folha de uma planta é o érgio responsavel pela sua principal fungao — a
fotossintese. Todas as outras fungoes dependem dela ou contribuem para ela. No
interior das folhas encontram-se os cloroplastos onde estao localizados os pigmentos
como a clorofila e onde se di a fotossintese.

A morfologia das folhas varia de acordo com os diferentes grupos de vegetais

superiores, mas a maioria delas apresenta uma estrutura constituida basicamente

por 3 camadas:
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12 — epiderme superior

28 .

meso6filo + sistema vascular

32 - epiderme inferior

énquima palicadico e

Da-se 0 nome de meséfilo ao conjunto formado pelo par

A

parénquima esponjoso.

a e a configuragao das

A fig. 111.1 mostra a estrutura de uma folha de mag

células nos véirios tecidos.

iy g

Fig.111.1: Estrutura de uma folha de maga. Extraida do livro “An In-

troduction to Plant Anatomy” (34,
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No mesofilo encontramos espagos intercelulares com ar saturado de umidade
que servem para o intercimbio gasoso de H,O, C Oy e O,. Encontramos também os
cloroplastos que aparecem dispostos ao longo das membranas das células. Estas
sao, por isso, chamadas de células fotossinteticamente ativas.

Os cloroplastos sdo organelas com 5um a Bum de didmetro e cerca de lum de
espessura que possuem no seu interior estruturas menores chamadas grana onde
encontram-se as clorofilas. Estao distribuidos, em geral, de forma irregular nas
células do mesdéfilo, sendo mais abundantes no lado superior da folha, ou seja, nas
células paligddicas. Isto explica o fato de que muitas folhas sao mais escuras na
superficie superior do que na inferior. Os cloroplastos sao encontrados também

nas células guarda que aparecem com pequena abundincia na epiderme.

O sistema vascular (xilema e floema) aparece no mesmo nivel do meséfilo,
sendo constituido pelas veias ou nervuras da folha. Tem a fun¢do de transpor-
iar a seiva para todas as partes da folha e retirar para fora dela os produtos 1d
sintetizados a fim de nutrir o restante da planta.

As epidermes superior e inferior sio revestidas por uma fina camada de céra
chamada cuticula. Nelas encontramos alguns poros, estomatos, por onde a fo-
lha troca O; e C(3. O mecanismo de abrir e fechar os estdmatos é controlado
pelas células guarda adjacentes. A distribuicdo dos estématos nas folhas varia
de um grupo de vegetais para outro. Existem folhas (a maioria delas) em que a
quantidade de estomatos é muito maior na epiderme inferior e outras em que os
estOmatos estao igualmente distribuidos nas epidermes superior e inferior.

A cuticula (3 — 5um de espessura em geral) é umn revestimento que protege a
folha do ultravioleta emitido pelo sol, uma vez que seus constituintes sio excelentes
absorvedores do UV. Além disso, a culicula evita a perda de dgua excessiva pela
planta e a protege de agentes externos como fungos, por exemplo.

No presente trabalho, estamos particularmente interessados em folhas de
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milho. Por isso, mostramos na fig.111.2 sua estrutura, Notamos que tais folhas
nao apresentam o parénquima palicadico; o meséfilo é constituido apenas pelo

parénquima esponjoso.

estomato

4—— ¢piderme superior

meso6filo 4+ sistema vascular

w— epiderme inferior

Fig.111.2: Estrutura de uma folha de milho (Zea mays), em secgao reta.
Observa-se que nao ha diferencia¢ao no mesélilo.

II1.2 - Pigmentos

Os pigmentos geralmente encontrados nos cloroplastos sdo: clorofilas (65%),
carotenos (6%} e xantofilas (29%), embora a distribuicio percentual seja altamente
varidve](3%),

Existern cerca de dez tipos de clorofilas identificados, cada uma com um
espectro de absorgao caracleristico, mas os dois tipos mais importantes sao a
clorofila-a e a clorofila-b. A clorofila-a é encontrada em todas as plantas fotos-
sintetizantes, enquanto que a clorofila-b é encontrada na maioria delas, mas nao
em todas. Com relagdo ao grupo dos carotendides (carotenos + xantofilas), os

pigmentos mais importantes sdo o J-caroteno e a luteina (um tipo de xantofila}.

Na fig.]111.3 mostramos os espectros de absor¢ao Optica e os correspondentes
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fotoacisticos para os principais pigmentos da folha; onde vemos que as clorofilas
além de absorverem na regiao do azul como os carotendides, absorvem também na
regiao do vermelho. Na tab.lIl.1 indicamos a posi¢ao dos picos de absorgao tanto
nos espectros de absorcao dptica como nos fotoacisticos. Os espectros apresen-
tados na fig.111.3 foram extraidos do trabalho “Identification of Chlorophylls and
Carotenoids by Photoacoustic Spectroscopy” (*), onde os pigmentos foram isolados
através da técnica de cromatografia (CP). Esta figura indica uma boa concordancia

entre os espectros de absorgao dptica e os fotoacihsticos para cada pigmento.

Pigmentos | Picos de absorgiao | Picos de absorgao
fotoaciisticos {nm) éptica (nm)
clorofila-a 428, 666 428, 660
clorofila-b 469, 653 455, 644
f-caroteno 442, 469, 493 427, 449, 475
luteina 432, 451, 471 422, 444, 475

Tab.I1L.1: Posigao dos picos de absor¢ao nos espectros da fig.I11.3.
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caroteno (linha cheia) e para a luteina (linha pontilhada).
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IT1.3 - Efeitos Positivo (4) e Negativo (-)

Quando a amostra a ser analisada é uma folha de vegetal, o sinal fotoactstico
nao representa bem a absorgio dptica, pois dois eventos envolvidos na fotossintese
contribuem para o sinal, a saber: a evolugio modulada do O, e a perda fo-

toquimica.

1. a evolugao modulada do Op contribui para aumentar o sinal fotoacustico,

pois a planta libera O, na mesma freqiiéncia de modulagio da luz incidente

gerando ondas acisticas no ar préximo a superficie das células.

2. a perda fotoquimica (parte da energia absorvida que é gasta nas reages
quimicas) contribui para diminuir o sinal fotoacdstico, pois este é gerado
apenas pela luz absorvida que é convertida em calor e, neste caso, uma parte

dela transforma-se em energia quimica.

As duas contribui¢des acima podem ser eliminadas simultaneamente
utilizando-se uma luz branca de fundo, nio modulada e bastante intensa, jun-
tamente com a luz modulada®"%), Essa luz de fundo nao interfere no sinal
fotoacustico, uma vez que nao é modulada. Tem a funcio de simular o so] e deve
ser intensa o suficiente para saturar a atividade fotossintética da planta. Assim,
o oxigénio € liberade continuamente pela planta e a primeira contribuicio deixa
de existir. Tammbém a perda fotogquimica (22 contribuicio) é eliminada, pois a sa-
turagao causada pela luz de fundo implica em que toda a energia gasta nas reag¢oes
quimicas seja por ela fornecida, resuliando na conversao méaxima da luz modulada
absorvida em calor.

A 1% contribuigao nao aparece quando é usada alta freqiiéncia de modulacio

da luz (superior a 200Hz). Esta é uma evidéncia experimental’®) que pode ser
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explicada com base na existéncia de umn intervalo de tempo desde a excitagio até
a formagao de O3 e de um tempo de difusio do O, a partir dos cloroplastos, onde
é produzido, até a superficie. Para altas freqiiéncias de modulagio da luz, esse
tempo ¢ relativamente longo, de forma que o O, deixa de ser modulado e apenas
a perda fotoquimica interfere no sinal fotoacistico.

A perda fotoquimica pode ser detectada através de medidas suscessivas do
sinal fotoacidstico, com freqiiéncia de modulagao superior a 200H 2z {para eliminar
a evolugao do O), ora com a luz modulada apenas, ora com a luz modulada
mais a luz branca de fundo. Neste caso o sinal é maior com a presenca da luz
branca de fundo do que sem ela. Isto porque, como j4 dissemos, quando sé ha luz
modulada parte da energia absorvida € gasta na realizacio da fotossintese, nio
sendo convertida em calor. Ao ser incluida a luz branca de fundo, a intensidade
do sinal aumenta e esse efeito é chamado Efeito Positivo (+).

A evolugao do O; pode ser detectada de maneira andloga, 56 que no limite

de baixas freqiiéncias (aproximadamente 20Hz). Neste caso a intensidade do sinal

diminui na presenca da luz de fundo, sendo este o Efeito Negativo (-). A dimi-

nuigao no sinal significa que a contribuicde da evolucdo do O,, neste caso, € mais
significativa que a contribuicio da perda fotoquimica.

Em medidas do sinal fotoactstico em folhas vegetais destacamos a ocorréncia
de transientes tipicos durante os primeiros minutos de ilurinacao, até que o estado
estaciondrio seja atingido. Estes transientes ocorrem devido i existéncia de um
aumento da atividade fotoquimica neste periodo (periodo de adaptagio da planta
a luz) e também devido ao fato de que a evolucio do oxigénio modulado ndo
comeca imediatamente apds a excitagdo!®®. Na fig.I11.4 ilustramos pictoricamente

os efeitos positivo (parte a) e negativo (parte b) no estado estacionario.
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5 -— Sinal fotoaciustico 56 com o laser

5+ — Sinal fotoactstico com o laser + luz branca

1 e | indicam respectivamente os instantes em que a luz branca
incide na amostra e deixa de incidir.
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Resumindo, o vetor sinal fotoacistico total tem um componente fotobdrico
(evolugio modulada do O;), além do componente fototérmico. O componente
fototérmico resulta da conversao parcial ou total da luz modulada absorvida em
calor (inclui-se aqui o efeito de perda fotoquimica).

Devido as origens fisicas desses dois componentes serem diferentes, a eli-
minacio de um deles pode mudar a fase do sinal fotoacistico!®®), Quando apenas
o componente fototérmico estd presente, nao had mudanga no dngulo de fase do ve-
tor sinal quando a luz branca de fundo é aplicada eliminando a perda fotoquimica.
Este é o caso de medidas do sinal em altas freqiiéncias. Para freqiiéncias mais
baixas, entretanto, uma considerivel mudanga na fase pode acompanhar a mu-
dang¢a de amplitude do sinal com a aplicagao da luz branca de fundo, ou melhor, a
eliminagao do componente fotobérico pode resultar ern mudangas significativas na
fase do sinal, dependendo do &ngulo formado por este componente e o componente

fototérmico.

I11.4 - Observagio dos Efeitos (+) e (-) em Folhas de
Milho

I11.4.1 - Procedimento Experimental

Observamos os efeitos (+) e (-) em folthas de milho, através de medidas do
sinal fotoacistico em altas e baixas freqiiencias de modulagio da luz respectiva-
mente. Realizamos medidas sucessivas do sinal ora com apenas a luz modulada
incidindo na amostra, ora com a luz modulada tnais a luz branca de fundo nao
modulada incidindo simultaneamente sobre a amostra, conforme o procedimento
indicado na secao [1l.3 para a detecgao desses efeitos.

Como fonte de luz modulada e nao modulada utilizamos respectivamente
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um laser de He-Ne de 3mW e uma lampada halogena de 250W , cuja luz ao che-
gar na amostra tinha uma intensidade de aproximadamente 100mW /em?. Isto
significa que a luz branca foi suficientemente intensa para saturar a atividade fo-
tossintétical®®).

Na fig.IIL.5 mostramos esquematicamente a montagem experimental por nds
utilizada na observagio desses efeitos e na fig.I11.6 mostramos a célula fotoacistica
em maiores detalhes.

As lentes que aparecem na fig.I11.5 foram usadas uma para convergir a luz
branca e outra para expandir o feixe laser. O filtro IV foi usado para proleger a
amostra (foltha de milho) da radiacao infravermelha produzida pela luz branca. O
diafragma foi utilizado com a finalidade de permitir ou impedir que a luz branca
chegasse na amostra.

As amostras, colocadas diretamente sobre o microfone de eletreto com o
auxilio da graxa de vicuo, tinham um didmetro aproximadamente igual ao do

microfone, 9mm.
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Fig.111.6;: Célula Fotoaciistica.
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II1.4.2 - Resultados Experimentais

Na tab.Il1.2 abaixo mostramos alguns resultados obtidos para a intensidade
do sinal fotoacustico em folhas de milho e os efeitos (+) e (-). As amostras utili-
zadas pertencem a duas linhagens diferentes de milho, a saber, L1037 (amostras
Ale A3) e L922 (amostras A2). O tempo indicado na tabela refere-se ao intervalo
desde a colocagao da amostra na célula até a medida. Neste intervalo de tempo a

amostra permaneceu iluminada pelo laser.

f(I,) | Amostra | Tempo (min) | S(pV) | S;(uV) | (S+ — 5)/5:
10 87 78 -0,12
29 Al 20 04 78 -0,21
30 97 80 -0,21
- 10 138 115 -0,20
29 A2 20 140 115 -0,22
30 140 117 -0,20
10 120 101 0,19
31 A3 20 122 102 0,20
30 122 102 -0,20
30 4.7 49 | 10,041
290 Al 40 4,7 5,1 40,078
50 4,8 5,2 +0,077
30 4.1 44 10,068
290 A2 40 4,2 4,5 +0,067
50 4,3 4,6 +0,065
310 A3 40 4,2 4,6 +0,087
50 4,3 4,6 +0,065

Tab.111.2; Efeitos (1) e (-) em folhas de milho
5 - sinal foloaciistico s6 com o laser
5, - sinal foloaciistico com laser + luz branca
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111.4.3 - Discussao dos Resultados

Antes de discutirmos os resultados da tab.IIL.2, é importante termos em
tente que 2 observacao dos efeitos {+) e (-) com a célula fotoacistica convencional
(fig.1.1) tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores!3 %), Verificamos que
tais efeitos sao bastante significativos quando utilizamos a célula convencional,
por isso, nas medidas realizadas com esta célula (Apéndice I), féz-se necessdria
a utilizagido de uma luz branca de fundo nao modulada para eliminarmos esses
efcitos. A observagao desses efeitos através do uso da OPC constitui uma novidade
que passamos a discutir,

Inicialmente, antes de realizarmos as medidas da tab.111.2, tentamos observar
os efeitos (+) e (-) em folhas de mitho “in vive”, ou seja, com a célula aberta
(sem a janela de vidro na fig.111.6). Mas, neste caso, nio observamos diferengas
significativas entre os sinais com e sem luz branca de fundo. Decidimos entao,
fechar a célula OPC com a janela para melhorarmos a vedagio, pois em altas
freqiiéncias o sinal é muito baixo e o ruido poderia estar mascarando o efeito da
perda fotoquimica. Cotn esta nova configuragio foi possivel observarmos ambos os
efeitos. Vemos na tab.l1l.2 que a contribuigdo da evolugao modulada do €5 para
o sinal fotoacistico ¢ superior a 20%, enquanto que o efeito da perda fotoquimica
representa cerca de 7% do sinal.

O efeito da evolugao modulada do O, é bastante significative. Entdo, como
explicar o fato de nao o termos observado com a célula aberta? Uma possivel
explicagao é supormos que, neste caso, tode (ou quase todo) Op produzido seja
liberado através da epiderme superior, ou seja, para o ambiente, uma vez que a
folha de milho é porosa (ver fig.111.2). Por outro lado, quando fechamos a célula
OPC com uma janela de vidro (fig.111.6), 0 O; modulado é forgado a ser liberado

pela epiderme inferior, ou seja, para dentro da camara fotoacilstica, causando
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assim um sinal acdstico.

Assim, tendo em vista que a evolu¢do modulada do O, é desprezivel com a
célula aberta e que o efeito da perda fotoquimica, para o milho, representa uma
pequena contribuicdo de fundo que nao interfere na andlise de nossos resultados,

nao utilizamos nos experimentos descritos nos capitulos seguintes {experimentos

“in vivo") a luz branca de fundo nao modulada.
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IV - Medidas Fotoacusticas em Folha de Milho
com a OPC

Neste capitulo trataremos de 2 experimentos, “in vivo”, feitos com uma folha
de milho de aproximadamente 45 dias. O primeiro deles consiste na obtengio do
espectro de absorgdo da folha e o outro consiste na obtengio de parimetros épticos
e térmicos, bem como do tempo de relaxagio nio radiativa da amostra, a partir
da dependéncia do sinal fotoacdstico com a freqiiéncia de modulagio da luz. A
expressao teérica para o sinal Vope, neste caso, e a normalizagio adequada para
se obter o espectro de absor¢io, correspondem, respectivamente, as eqs.(11.10) e
(11.14) que forain apresentadas no capitulo 11, pois a folha de milho é transpa-
rente e termicamente grossa para todo o intervale de freqiiéncia onde trabalhamos
(fe = 2Hz).

IV.1 - 12 Experimento: Obtengio do Espectro de Absorgio
Fotoaciistico de uma Folha de Milho

O espectro de absorgdo fotoacistico da folha de milho foi obtido utilizando
0 espectrometro fotoactstico construido em nosso laboratério (fig.IV.1). Este é
constituido basicamente por uma limpada de arco de Xenénio de 1000 Watts da
Oriel, um modulador de luz da PAR, um monocromador modelo Ebert da Jarrel -
Ash (10nm de resolugao da luz monocromatica), dois amplificadores “lock-in” da
PAR sintonizados (um em fase e outro em quadratura}, uma célula fotoacistica,
um registrador XY e um microcomputador. Este, através de uma interface, possi-
bilita o armazenamento e processamento de dados. A célula fotoacistica utilizada
foi a OPC, com o microfone polarizado em 2,7V (2 pilhas de 1,5V cada). Os

detalhes desta célula sio mostrados na fig.IV.2,
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A luz branca gerada pela ldmpada de Xe passa pelo modulador e em seguida
entra no monocromador onde é difratada por uma grade de difragao, de forma
que um certo comprimento de onda (A) é selecionado. Como essa grade gira, 03
diversos comprimentos de onda vao sendo selecionados, desde o ultravioleta até o
infravermeltho préximo. Para comprimentos de onda superiores a 580nm usamos
um filtro na saida do monocromador para cortar os picos de 22 ordem de difragio.
O feixe de Juz monocromatica ao sair do monocromador é refletido por um espelho,
passa depois por uma lente convergente de forma a chegar na amostra perpendi-
cularmente a ela. O sinal do microfone é levado aos amplificadores sintonizados,
de onde vai para a interface, sendo entdo armazenado num microcomputador. A
fase do sinal fotoacistico é estabelecida em relagao a um sinal de referéncia da
madulagao, originado por uma fotocélula no modulador e transmitido aos ampli-
ficadores.

A amostra foi fixada sobre o microfone de eletreto com graxa de vicuo e
pressionada contra ele por uma lamina de acrilico vazada por um orificio de apro-
ximadamente 5mm de didmetro, ou seja, maior que o didmetro do orificio do
microfone, de forma que a luz chega diretamente na amostra (conforme fig. 1V.2).
Q feixe de luz atinge a amostra na posi¢ao que corresponde ao centro da face do
microfone, com um didmetro (~ 5mm) um pouco maior que o orificio do microfone.

O espectro de absorgao da folha de milho foi obtido subtraindo, paracada A, o
sinal Vopo da amostra do sinal Vp (incidéncia direta sobre a membrana}, segundo
a normalizagdo apropriada (eq.IL.14). O sinal Vp foi obtido usando a janela de
vidro Bk ~ T de 300um de espessura (conforme segdo 11.3) em lugar da amostra.
Notamos na. fig.I1.6 que na regiao especiral de nosso experimento (400 — B0Onm), a
janela de Bk — 7 tern win fator de transmissao de aproximadamente 91% em todo
o intervalo. Na fig.IV.3 mostramos o espectro de absorgao desta folha de milho

(=~ 150um de espessura), obtido a uma [reqiiéncia de modulagio de 24Hz.
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Fig. IV.3: Espectro de absorgao fotoaciistico de uma foltha de milho de apro-

ximadamente 150um de espessura, obtido com a célula aberta e
“in vivo™.
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Vemos no espectro da folha de milko (fig.IV.3) que na regido espectral cor-
respondente ao vermelho existem picos de absorgido em 680 e 650 nm, os quais
identificamos como picos de absor¢io das clorofilas-a e b respectivamente (con-
forme fig.II.3 para os pigmentos isolados). Este espectro nos mostra que a razio

entre as intensidades de absorgao em 680 e 650 nm é:

1V.2 - 2¢ Experimento: Obtencio de Parametros
Opticos e Térmicos da Folha de Milho

Este experimento consistiu na dependéncia do sinal fotoacistico com a
freqiéncia de modulagio da luz em 680 e 650nm que correspondem aos picos
das clorofilas-a e b respectivamente. Tanto a montagem experimental como a
amostra foram as mesmas do 19 experimento. Fixamos o comprimento de onda
1o tnonocromador e variamos a freqiiéncia de modulagio da luz.

Os dados obtidos para o sinal Vope em fungio da freqiéncia de modulagao
foram armazenados em disquete e em seguida transferidos para ¢ VAX onde temos
um programa de ajuste de curvas. Ajustamos os dados para a intensidade do sinal
com a expressao tedrica adequada, obtida a partir das eqs.(11.10) e (I1.11), pois
estas nos dao o sinal Vgpe para amostras opticamente transparentes e termica-
mente grossas que é o caso das folhas de milho. Neste ajuste existem 7 pardmetros

ajustdveis que s30;

A1) = zm(a%)'”
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A(3) = RC
Ad) =1

AS) = 1 = o

A(6) = ﬁ'-ﬁ(%ﬁf)m

A(7) =constante

Mas, como podemos yer no cap.ll, os trés primeiros parimetros podem
também ser obtidos fazendo-se uma dependéncia do sinal direto (janela Bk-7) com
a freqiiéncia de modulagio e depois ajustando os dados com a expressao tedrica
para o sinal direto (eq.J1.8). Esses parametros sao caracteristicos do microfone
utilizado, portanto nao devermn mudar sensivelmente de uma medida para outra.

Procedemos entao da seguinte maneira: primeiramente fizemos uma var-
redura de freqiiéncia com a janela de Bk-7 (sinal direto) e depois substituimos
esia janela pela folha de milho, mantendo as mesmas condigoes experimentais e o
mesmo microfone. Fizemos o ajuste do sinal direto com a eq.(IL.8) e extraimos dai
og valores para os 3 primeiros parametros. Uma vez conhecidos esses parametros,
eles puderam ser fixados no ajuste do sinal obtido com a folha, restando apenas 4
parametros a serem ajustados.

Na fig.1V.4 mostramos o ajuste para a fase do sinal direto (conforme segao
11.3) e 03 pardmetros ajusiados. O desvio quadritico médio dos pontos experimen-
tais em relagao & curva tedrica foi de 0,26 graus. Notamos que os valores ajustados

para os parametros variam de um microfone para outro e se compararmos tais va-
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lores com aqueles obtidos para o microfone utilizado na segio 11.3, vemos que sao
diferentes. O valor da constante RC do microfone utilizado neste experimento foi
medido também através da leitura direta em um osciloscépio e concorda com o
valor obtido através do ajuste, ou seja, 35ms.

Nas figs.IV.5 e IV.6 mostramos o ajuste para a intensidade do sinal com a
folha de milho em 680 e 650 nm respeclivamente, bem como os valores obtidos
para o8 outros parametros. (s valores ajustados para os parimetros 7 e 75 530

apresentados na La,b.l\/.].

[ Cmﬂp de onda T g

(nm) (ms) | (ms)
650 0,6 23
680 2,1 15

Tab.IV.1: Valores obtidos para r e 75 a partir da dependéncia da amplitude
do sinal foloaciistico com a frequéncia de modulagao em 650 e
680nm.

A difusividade térmica da folha de milho foi medida independentemente
usando a célula de 2 feixes como descrito nas refs. 01 e 02. O valor encontrado
foi: o, = 0,0012em?/s.

Usando o valor acima para a difusividade e os parimetros ajustados para 74
(ver tab.IV.1) chegamos aos coeficientes de absorgao éptica (3}, pois 7 = 1/8%a,.

Os valores assim obtidos para A sdo mostrados na tab.IV.2 abaixo:
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“comp. de onda i
(m) | (em™)
650 190
680 236

Tab.IV.2: Valores encontrados para os coeficientes de absorg¢ao éptica em
650 e 680nm, considerando a,= 0,0012¢m?/s

Em particular, notamos a partir da tab.1V.2 acima que %%%lg) = 1,24, 0 que
estd muito préximo do valor obtide no 12 experimento para a razdo das intensi-

dades na fig.IV.3 (g%!g) = 1,17).

A condutividade térmica (k,) da folha de milho pode ser obtida a par-
tir de A(6), conhecendo-se 8, Kn, am € o, Tendo em mente que §' é igual
a um menos a refletividade do diafragma metalizado e que esta vale cerca de
90% para o Al, podemos fazer §'= 0,1. Com rela¢do & condutividade e difu-
sividade térmicas da membrana, encontramos na literatura os seguinies valores:
Km = 2,5mW/emK e an = 0,0010cm? /s (tabelados para o FEP)2%%, Conside-
rando tais valores e o valor acima indicado para a difusividade térmica da folha de
milho (e, = 0,0012cm?/s) chegamos a K,. Em 680nm, por exemplo, A(6) = 0,15
e K, = 4,1mW/emK.

1V.3 - Discussio dos Resultados

Com estes dois experimentos, mostramos a capacidade de realizagio de es-
tudos espectroscopicos com a OPC, bem como a determinagio de parametros
épticos e térmicos em folhas de milho “in vive”. A possibilidade de determinar-
mos parametros como 75 “in vivo”, representa uma grande conquista porque a
determinagio deste parimetro com a célula convencional enfrenta uma dificuldade

que ¢ a influéncia da desidratacio da amostra sobre ele (Apéndice I).
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Com relagao aos valores obtidos para os parimetros a partir dos ajustes;
temos, por exemplo, que os valores obtidos para r sdo da mesma ordem de grandeza
de valores j4 obtidos na literatural*!. Temos também que os valores obtidos para
a condutividade térmica (K,) em 680 e 650nm sio bastante razoiveis, pois sao
proximos da condutividade térmica do constituinte da folha mais abundante que
é a agua (~ 6mW /emK ).

A boa concordincia entre os dados experimentais e as curvas teéricas nas
figs.1V.4, IV.5 e IV.6 significam que o modelo de difusao para a OPC proposto no
cap.l] é adequado; nio sé no caso de incidéncia direta como também no caso em

que a amosira é transparente e termicamente grossa.
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Fig.IV.4: Dependéncia da fase do sinal fotoacistico com a fregiiéncia de mo-
dulagdo da luz quando esta incide diretamente sobre a membrana
do microfone. O comprimento de onda da radiagio incidente é
680nm e os parametros ajustados sao:
A(1)= 0,12 5'/?
A(2)= 0,33 s!/?
A(3)= 35 ms
A(4)= 268 graus
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Fig. 1V.5: Dependéncia da amplitude do sinal fotoaciistico com a freqiéncia
de modulagio em 650nm. A linha cheia representa o melhor ajuste
dos dados experimentais & expressio ledrica adequada (erro no
ajuste = 2,43%). Os valores dos parimetros ajustados sao:
A(4)= 0,60ms
A(5)= 23 ms
A(6)= 0,11
A(7)= 2,4mV
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Fig. IV.6: Dependéncia da amplitude do sinal fotoacistico com a freqliéncia
de modulagao em 680nm. O erro neste ajuste foi de 3,18% e os
valores obtidos para os parimetros ajustados sio:

A(4)= 2,1 ms
A(5)= 15 ms
- A(6)= 0,15

A{7T)= 0,61mV
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V - Toxidade do Al** em Plantas de Milho

O tema central deste capitulo consiste de medidas da intensidade do sinal
fotoacustico em folhas de milho *in vivo” em fun¢ao do tempo de exposicao das
mesmas ao Al**. Desenvolvemos aqui um estudo por espectroscopia fotoacistica

da acdo da toxidade do A!*' em plantas de milhot*!),

V.1 - Motivos que Despertaram nosso Interesse pelo
Presente Estudo

O cerrado brasileiro corresponde a aproximadamente 1,8 milhoes de Km® e
seus solos sao geraiaente dcidos com altas concentragoes de A, E, como sa-
bemos, o AI®* é um fator limitante para a agricultura em solos dcidos?), Seu
principal efeito sobre as plantas é inibir a divisao celular das raizes, o que provoca
uma redugao no sistema radicular e conseqiientemente uma diminuigdo da capaci-
dade da planta extrair nutrientes do solo e uma alta susceptibilidade & seca(*?),

Em milho particularmente ocorrem variabilidades genéticas, sendo algumas
linhagens susceptiveis e outras tolerantes ao Al3+{#-18),

A paralizagao da divisao celular nas raizes reduz seu crescimento e as tor-
nam mais grossas. Entdo, o procedimento utilizado até hoje para verificar-se a
susceptibilidade ou nao do milho ao Al**, é a comparagio dos comprimentos das
raizes das plantas de uma certa linhagem submetidas ao Al*' com aquelas da
tnesina linhagem, mas que nao foram submetidas ao A/**. Entretanto, embora
seja possivel chegar-se a uma conclusao sobre a susceplibilidade da planta dessa
maneira, o tempo necessario para isso é muito longo (superior a 96 horas apos a
exposicio da planta ao AI®T).

Pensando nisso, achamos interessante utilizar a espectroscopia fotoacistica

como umn procedimenio alternativo, mais rapido e nao destrutivo para estudarmos



66

o efeito do Al** sobre as plantas, particularmente o milho.

V.2 - Experimental
V.2.1 - Amostras

As amostras por nés utilizadas correspondemn a duas linhagens diferentes de
milho (Zea mays L.). Uma delas sendo susceptivel ao A** (L, 1037) e a-outra,
tolerante ao AL (1.922).

Nosso objetivo foi comparar o comportamento espectroscopico dessas duas
linhagens quando continuamente expostas por 80 horas a 2 niveis de toxidade do
Al*' | a saber, 0 e 9ppm.

A linhagem L. 1037 deriva da raga Tuxpeno enquanto que a linhagem L1922,
da raga Catelo. Ambas as linhagens sio puras,o que significa. que dentro de uma
mesma linhagem as plantas sio geneticamente idénticas.

As semenies de ambas as linhagens foram colocadas para germinar envoltas
por “papel toalha” cin dgua destilada por 72 horas. No final desse tempo, as
sementes tornaram-se plantulas com radiculas de aproximadamente 3ern de com-
primento, que posleriormente foram tratadas a zero ¢ a 9 x 10°% de A** por
ml de solugao nutricnte. O ambiente no qual as plintulas cresceram continha ilu-
minag¢ao fluorescente com fotoperiodo de 12 horas e temperatura controlada em
(27 4 1)'C.

Acompanhamos ¢ participamos da preparagao dessas amostras feita pelo

grupo do professor William José da Silva do Instituto de Biologia da UNICAMP.

V.2.2 - Procedimento Experimental

Medidas da intensidade do sinal fotoacistico foram realizadas para as duas

linhagens (L1037 - susceplivel e L922 - tolerante) quando submelidas a O e a 9ppm
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de A3T,

A metodologia por ndés adotada neste experimento foi a seguinte: primei-
ramente realizamos uma série de medidas com as plantas susceptiveis - L1037 e
depois uma outra série de medidas andlogas com as plantas tolerantes - 1.922.

Na primeira série de medidas colocou-se para germinar sementes da linhagem
L1037, as quais depois de germinarem.foram colocadas em dois recepientes iguais
(fig.V.1), contendo solugHes nutrientes idénticas, inclusive o pH e exatamente nas
mesmas condigoes. Passados seis dias desde que as sementes foram postas para
germinar, colocou-se em apenas um desses recipientes o AI** numa concentracao
de 9ppm. Iniciamos as medidas dezoito horas apés a colocagao do Al**. Retiramos,
entao,uma plantade cada recipiente, as quais foram colocadas ein dois “vazinhos”
que continham a mesma solugao de seus recipientes de origem. Entao, com as
plantas nos “vazinhos™ tiramos o espectro da segunda folha de cada uma delas.
Em seguida sao retiradas novamente umaplantade cada recipiente, resultando em
mais dois especiros. Ficamos entao com um total de quatro espectros {dois de
cada recipiente). E, esse processo repetiu-se a cada 12 horas até aproximadamente
80 horas apés a aplicacao do A3+,

As plantas retiradas do recipiente que continha 9ppm de Al** foram chamadas

por nés de amostras-experimento e aquelas do recipiente que ndo continha Al*'

foramn chamadas amostras-controle. Entio, a cada 12 horas obtivemos dois pares

de espectros experimento-controle,

A segunda série de medidas, com plantas tolerantes ao Al** da linhagem

1922, foi inteiramente andloga & primneira série.
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Fig. V.1: Recipiente tipico onde cresceram as plantas de milho.

Os espectros de absor¢do fotoactsticos das folhas de milho foram obtidos
utilizando o espectrometro descrito no cap.IV (fig.IV.1) e normalizados conforme
o procedimento indicado na segao 11.2.2, Todas as medidas foram realizadas “in
vivo” e a fixagao das folhas a célula aberta ocorreu da mesma forma que no cap.1V
(fig.1V.2). Tomamos o cuidado de colocar o microfone sempre na mesma posigio
das folhas (+ na metade de seu comprimento) e sem danificé-las.

Vale também notar que cada par experimento-controle foi escolhido de tal

forma que os comprimentos das raizes e folhas fossemn aproximadamente iguais

para as duas plantulas.
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V.3 - Resultados

Para ilustrar nossos resultados tomamos dois dos pares de espectros

experimento-controle obtidos em cada uma das duas séries de medidas.

A fig.V.2 mostra dois pares de espectros tipicos experimenio-controle obtidos

na primeira série de medidas, ou seja, com plantas susceptiveis (L1037). Na parte

a temos o par experimento-controle obiido 33 horas apés a aplicagio do AP* ena
parte b, o par obtido 57 horas apos sua aplicacao. '
Analogamente para a segunda série de medidas (plantas tolerantes - 1.922)

mosiramos, na fig.V.3, os pares experimento-controle obtidos 33 (parte a) e 57

horas (parte b) apds a aplicagdo do Al**,

As linhas finas (1) que aparecem nas figs.V.2 e V.3 correspondem aos es-
pectros das amostras experimento, ou seja, aquelas crescidas em solugao nutfiente
com 9ppm de AIP** e as linhas mais grossas {2) sio os espectros das amostras

controle, ou seja, aquelas que cresceram na auséncia de A%,
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Fig.V.2: Especiros de absor¢iao fotoacisticos de amostras susceptiveis ao
AI** (L1037) obtidos 33 horas (parte a) e 57 horas (parte b) apés
a aplicagdo do Al**. As curvas (1) referem-se as amostras expe-
rimento e as curvas (2), as amostras controle.
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Fig.V.3: Espectros de absorcio fotoactsticos de amosiras tolerantes ao
Al** obtidos 33 horas (parte a) e 57 horas (parte b) apds a

aplicagao do A%+,
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Observando todos os espectros por nds obtidos, ndo notamos diferencas es-
pectrais significativas entre as amostras experimento e controle da linhagem 1922
(tolerante). J4 no caso da linhagem L1037 (susceptivel) notamos diferengas mar-

cantes entre as amostras do par experimento-controle, sendo que a maioria delas

ocorre na regiao espectral que corresponde a banda da clorofila (cerca de 680nm).
Entao, vamos investigar as diferengas da intensidade do sinal fotoacustico nesta
regiao.

. |
As duas fiechas que aparecemn em cada par experimento-conirole representam

as intensiﬂades do sinal fotoacistico desse par emn 680nm devido a absorcao da
folha, emn relagao &s linhas de base espectral correspondentes (também indicadas

nas figuras).

Chamaremos r(t) a seguinte razao:

r(t) = Sﬂw'!.'_‘l@."_':ﬁ_’
* controle
onde S; ¢ a intensidade do sinal fotoacistico em 680nm devido a absorgao da folha,
para a amostra 1 emn relagao a linha de base espectral correspondente.
Nas figs.V.4 e V.5 graficamos a razdo r(¢) em fungao do tempo de exposicio
das amostras ao Al®*, respectivamente para a primeira série de medidas (plantas

¢ H F
susceptiveis) e para a segunda série (tolerantes).
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Fig.V.4: Razdo r(t) para amostras susceptiveis em fun¢io do tempo de ex-
posigao das tnesmas ao AR*.
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Fig.V.5: Razéo r(t) para amostras tplerantes em funcio do tempo de ex-
posi¢io das mesmas ao A%,
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V.4 - Discussao dos Resultados

Com relaciao as medidas feitas com plantas tolerantes L. 922, nic observa-
mos diferengas espectrais entre experimento e controle para nenhum valor de 1.
Podernos ver na fig.V.5 que a razio r(t) mostra completa insensibilidade dessa
linhagem ao Al*' para todos os valores de ¢, pois r(t) manteve-se com um valor
experimental constante e igual a 1.

Com relagio as medidas com plantas susceptiveis L 1037, observamos dife-

rengas espectrais marcantes enire os membros do par experimento-controle. Como

podemos ver na fig.V.2, essa diferenga ji é bastante acentuada 33 horas apos a
aplicagio do Al** e fica maior ainda 57 horas ap6s. Ocorre um decréscimo de apro-
ximadamente 30% na intensidade do pico da clorofila 57 horas apés a aplicagao do
Al**. Podemos ver na fig.V.4 que a razao r(t) depende fortemente do tempo, com
um decréscimo aparentemente linear a uma razao percentual de cerca de ~0,5h !
para valores de ! metiores que 60 horas. A partir dai ocorre uma subida no grifico
que devera ser explicada.

Entao, por alguma razao ainda a ser discutida, a exposicio das plantas a
9ppm de AP’ na solucio nutrienie alterou significativamente a resposta dplica
das [olhas das amostras 1.1037, mas nio das amostras L922.

Uma possivel explicacao para o decréscimo em r(t) na fig. V.4, durante as pri-
meiras 60 hotas, é & ocorréncia de umna diminuigao da laxa de produgio de clorofila
nas plantas L1037 sujeitas ao Al*, causada por alguma alteracio fisiolégicas?).

Tal fate acarreta, consequentemnente, uwma redugao na conceniracao de cloro-
fila nas [olhas dessas plantas, pois menos clorofila é produzida do que o necessario
para manter sua concentra¢ao constante durante o desenvolvimento das plantas.
Entao, o declinio em r(t) para a linhagem L1037 pode ser explicado pela deficiéncia

de clorofila nas amostras experimento  em relagido as controle.
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Com relagao a subida que ocorre no grifico de 7(2) fig.V.4 a partir de 60
horas, nio temos ainda nunhuma explicagao clara. Uma possivel.explicagio seria
uma aparente resposta de adaptagio da planta apds 60 horas de exposigho ao
Al** | De fato, observamos que as raizes laterais das amostras experimentof{1.1037)

comegaram a ser ativadas apds esse periodo.
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VI - Conclusoes e Perspectivas

De uma forma geral, mostramos neste trabalho a capacidade da realizagio
de estudos espectroscépicos em folhas vegetais usando a técnica OPC, bem como a
utilizagdo desta técnica na caracterizagio éptica e térmica das folhas!*®). Trata-se
de uma ferramenta muito Gtil no estudo de materiais biolégicos como folhas vege-
tais, principalmente porque possibilita o estudo “in vive” desses materiais. Esta é
uma importante vantagem da técnica fotoacistica OPC sobre a convencional. A
realizagao de medidas “in vive” etn folhas elimina o problema da desidratagio da
armostra,

Mostramos ainda, neste trabalho, a possibilidade de monitoramento da res-
posta genotipica de plantas de milho & toxidade do Al®** através da utilizagio da
espectroscopia fotoactistica OPC. O estudo da toxidade revelon completa insen-
sibilidade ao Al%* das planias tolerantes (linhagem L922), enquanto que os efei-
tos nocivos do Al®* nas plantas susceptiveis a ele {linhagem L1037) mostraram-se
acentuados 30 horas apés a aplicacao do Al**, Assim, a espectroscopia fotoaciistica
possibilitou-nos detectar em pouco tempo, comparado com o método tradicional,
a susceptibilidade da planta ao AI%Y.

A utilizagao da célula aberta no estudo de plantas abre muitas perspecti-
vas. Umna delas é o monitoramento de efeitos de herbicidas em folhas “in vivo”. O
estudo da agdo de herbicidas em plantas com a espectroscopia fotoactistica conven-

cional tem sido objeto de varios trabalhos(*%4®), mas esse estudo “in vivo” constitui

uma novidade que poderd fornecer-nos informacgoes adicionais.
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Apéndice 1

Medidas de 7 e 75 em Folhas de Milho com a Célula
Convencional: Influéncia da Desidratacao da Amos-
tra sobre estes Parimetros

A realizagio de medidas foloacisticas em folhas de milho com a célula con-
vencional (fig.1.1) impossibilita o estudo “in vivo". Conseqiientemente uma difi-
culdade se faz presente; a desidratagao da amostra com o tempo.

A fitn de investigarmos a influéncia da desidratagao da amostra para o si-
nal (intensidade e fase) fotoacistico, cortamos dois peda¢os do mesmo tamanho
(0,5¢m de didmetro) de uma folha de milho, e colocamos um deles numa balanga
e o outro na célula fotoacistica na presenga da juz monocromdtica (A = 680nm)
modulada e da luz branca de fundo nao modulada. Fizemos um acompanhamento
da perda de 4gua da amostra que ficou na balan¢a durante cerca de 4 horas. O re-
sultado obtido é mostrado na fig.A.l. Embora as condigdes ambientais da amostra
que ficou na célula nao sejam as mesmas daquela que ficou na balanga, ela também
desidrata e como consequencia a intensidade do sinal fotoacistico aumenta com
o tempo. Acompanhamos esse processo por mais de uma hora através da leitura
direta em um “lock-in”. Os resultados obtidos para a intensidade e fase do sinal

fotoacistico sio apresentados na tab.Al e fig.A2.



Tempo | Intensidade do Sinal | Fase
(rman.) (mV) (graus)
10 13,5 -
15 14,0 -
23 15,0 105.2
30 15,5 107, 8
37 16,0 108,7
45 16,5 109,7
57 17,0 110,7
70 17,5 111,8
81 17.8 112,4
93 18,2 113,1

Tab.A1l: Intensidade e fase do sinal fotoacistico em fungao do tempo.
No instante { = O a amostra foi cortada. A freqiiéncia de
modulagao da luz monocromadtica utilizada foi 18H 2.
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Feito esse estudo preliminar da variagao do sinal fotoacistico com o tempo,
passamos a determinar os parametros 7 e 73 para a folha de milho em cima do
pico da clorofila-a (A = 680nm). Para isso realizamos um conjunto de 8 medidas
sucessivas da dependéncia do sinal fotoacistico com a freqiiéncia de modulagio da
luz. Em cada uma dessas medidas fizemos utna varredura de freqiiéncia de 20 a
200H z. Neste experimento utilizainos o espectrémetro fotoaciistico de nosso labo-
ratorio ja descrito no capitulo 1V e ilustrado na fig.IV.1 com algumas alteragbes,
a saber, a substituigao da célula aberta pela convencional e a inclusao de uma
luz branca de fundo ndo modulada incidindo sobre a amostra para eliminarmos a
contribuigao da evolugao do O3. Como fonte para essa Juz branca utilizamos uma
lampada de retroprojetor. A amostra analisada neste experimento consiste de um
pedago de uina folha de milho (0,5¢m de didmetro) que havia sido plantado no
solo ha cerca de 30 dias.

Na tab.A2 mostramos o intervalo de tempo entre uma medida e outra, o
tempo de duragao de uma medida e a dependéncia da intensidade do sinal fo-
toacistico com a freqiiéncia de modulagio da luz em cada medida. Vale notar
qgue a amostra € a mesma nas 8 medidas e que ela permaneceu na célula durante
todo o tempo, inclusive nos intervalos entre uma medida e outra, pois estamos
interessados em saber a variacao dos parimetros r e 75 com o tempo desde que a

folha foi cortada.
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Medidas | Aquisicio de Dados | Dependéncia do Sinal com
__| inicio(min) | final{min) a Freqiiéncia
12 2 7 [
22 13 19 B Rt
3a 25 31 fi
4a 37 42 [
58 48 55 fid
62 70 76 f1e
73 86 93 e
ga 103 111 fo1s

Tab.A2: Dependéncia da intensidade do sinal fotoacistico com a freqiiéncia
de modulagao da luz para a folha de mitho em 680nm. No ins-
tante { = 0 cortamos a folha.

A dependéncia da intensidade do sinal com a freqliéncia em cada medida foi
obtida fazendo-se um grafico log x log da intensidade pela freqiiéncia. A fig.A3
mostra o grafico para a 12 medida e a inclinagao da reta nos da diretamente a
dependéncia. £ importante conhecermos essa dependéncia a fim de identificarmos
qual é o mecanismo predominante na geragao do sinal fotoactstico. Sabemos, por
exemplo, que para uma amostra transparente e termicamente grossa, como é o caso
das folhas, se essa dependéncia for f~'* o mecanismo predominante é a difusao
térmica (29 caso da tab.l.1) e se for =Y predomina o efeito termoelastico!’®.
Como nossos resultados estdo mais préximos do primeiro caso (f~'*), entende-
mos que o mecanismo predominante é a difusao térmica, entao ajustamos os da-

dos experimentais obtidos para a fase do sinal em cada medida com a expressio

abaixo(!Y);

6= —— —tg Ywr) 4 tg™! ~—-~—:1_———] (A-1)



B2

onde: 1 é o tempo de relaxagao nao radiativa e 75 = 1/8%a, é o tempo de
difusdo térmica dentro do comprimento de absorgao dptica, 51,

Os ajustes foram feitos com trés parimetros livres, a saber, A(1) = r, A(2)=
75 ¢ A(3)= 6. Os pardmetros ajustados nas 8 medidas sdo apresentados na tab.A3

abaixo.

Medida | 7(ms) | 79(ms) | fo{graus)
12 6,4 14,0 370
22 5,6 8,8 364
32 5,5 7.3 362
43 50 6,1 356
52 52 | 64 358
62 5,2 1,2 354
78 5.8 1,9 359
88 6,2 1,5 360

Tab. A3: Valores obtidos para 7 e 75.
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Na fig.A4 partes (a) e (b) mostramos o3 dados experimentais obtidos para
a fase respectivamente na 13 e 82 medidas. A linha cheia corresponde ao melhor
ajuste dos dados & expressio Ledrica para a fase do ginal fotoacdstico {eq.Al). O
desvio quadritico médio dos pontos experimentais em relagao & curva tedrica na
12 medida foi de 2° e na 8% medida foi de 1, 4°.

Concluindo: A desidratagao da amostra provoca vm aumento da intensidade -
do sinal fotoacistico com o tempo e também provoca mudangas na fase do sinal.
As mudangas na fase estdo associadas &s mudangas nos parimetros 7 e 75 uma
vez que a fase depende deles. Os resultados para 7 e 75 apresentados na tab.A3
mostram que o tempo de relaxagio ndo radialiva (r) nao varia significativamente
com o tempo enquante que 75 diminui sensivelmente. Atribuimos essa diminuicdo
em 75 ao aumento da difusividade térmica (o,) na amostra devido a perda de
dgua, pois 7z varia com o inverso da difusividade térmica. Os valores obtidos para
o tempo de relaxagao nao radiativa (7), neste experimento, sao da mesma ordem
de grandeza daquele obtido com a célula aberta em 680nm (2, 1ms). As diferengas
existentes enire os valores aqui obtidos (5,0 a 6,4ms) e aquele obtido com a célula
aberta devem-se provavelmente a diferengas experimentais. Primeiro, as amostras
sao diferentes: em um caso a folha foi cortada e no outro, o experimento foi
realizado “in vive”. Scgundo, as condigoes experimentais sao diferentes: em um
cas0 ha a presenga da luz branca de fundo e no outre nio hi. Tais diferengas

possivelmente alteram o processo de relaxagao térmica.
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Fig.A3: Resultados obtidos na primeira medida para a intensidade do si-
nal em funcgio da [reqiiéncia de modulacao da luz.
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