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Resumo

Neste trabalho mostra-se a fotoacustica como técnica adequada ao
estudo de sistemas vegetais, particularmente na caracterizagdo de mecanismos da
fotossintese. E apresentado um modelo que descreve os processos fisicos
analisados. Utilizando a célula fotoacustica aberta, analisa-se medidas in vivo € in
situ referentes a parametros fotossintéticos como a evolugdo de oxigénio e o
armazenamento de energia em amostras. Medi¢des realizadas em plantas de
eucalipto permitiram construir curvas da atividade fotossintética em fungdo da
intensidade luminosa, mostrando a ocorréncia de saturagdo fotossintética. A
incidéncia de luz saturante de diversas intensidades também permitiu o estudo da
fotoinibigdo em eucalipto. Esta resposta das plantas a incidéncia de luz forte pode
demonstrar estresse, o que € discutido no trabalho.
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Abstract

This work shows photoacoustics as an adequate technique for
studying vegetable systems, specially in the characterization of mechanisms
related to photosynthesis. We present a model that describes the physical
processes studied. Using the open photoacoustic cell (OPC), we measure and
analyze photosynthethic parameters as oxygen evolution and energy storage for in
vivo and in situ samples. From measurements performed in three different species
of Eucalyptus plants, it was possible to obtain curves of the photosynthetic
activity as a function of the light intensity. These curves show the occurrence of
photosynthetic saturation. The incidence of background saturating light of various
intensities also allowed the study of photoinhibition in Eucalyptus plants. The
response of the plants to strong continuous light incidence connotes a kind of
stress, as we discuss here.
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APRESENTACAO

Este trabalho se divide em cinco partes principais. Na
Fundamentacgiio, buscou-se localizar a pesquisa num contexto historico,
apresentando os antecedentes do encontro entre fotoacustica e fotossintese e as
razdes que motivaram o estudo efetuado. Além disso, apresenta-se a base teorica
que sustenta o trabalho. Em Materiais e métodos, detalha-se a configuragio
experimental necessaria para o estudo da fotossintese através da fotoacustica. O
terceiro capitulo, Estudo de parimetros fisicos da fotossintese através da
fotoacustica, fala dos diversos efeitos que podem ser observados no estudo
fotoaciistico das plantas, explicando quais as informagdes que podem ser
extraidas de cada medida efetuada. A seguir, mostra-se os Resultados
experimentais em plantas de eucalipto. Uma analise global da pesquisa ¢ feita
no ultimo capitulo, Conclusdes e perspectivas, onde também se procura apontar
possiveis diregdes a serem seguidas no estudo, de agora em diante.
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CAPITULO I : X
FUNDAMENTACAO

I.1 - Historico

I.1.a - Fotoacustica

Alexander Graham Bell descobriu o efeito fotoacustico em 1880 [1].
Trabalhando em seu fotofone, Bell percebeu que a incidéncia de luz solar modulada (a
1000 Hz) num solido em forma de diafragma conectado a um tubo produzia um som.
Posteriormente, Bell estudou o efeito fotoacustico em liquidos € gases € mostrou a
influéncia da absor¢io de luz por um material na intensidade do sinal acustico
observado.

No século XIX, sabia-se que o aquecimento de um gas (através da
absor¢do de luz) numa cadmara fechada gerava mudangas de pressdo e volume nesse
gas. O efeito fotoacustico em liquidos e solidos, no entanto, foi alvo de diversas
teorias. Rayleigh acreditava que o efeito se devia a um movimento mecéanico no
solido. Bell dizia que a luz modulada incidente numa amostra porosa expandia as
particulas desta, provocando um ciclo de expulsdo e reabsor¢do do ar nos poros.
Foram contestados por Preece [2], que apds suas experiéncias sugeriu a expansio e
contragdo do gas dentro da célula fotoacustica como causadores do efeito. Mercadier
[3] concluiu que o aquecimento periddico fazia vibrar a camada de gas em contato
com a amostra (esta é a idéia basica utilizada para explicar o modelo da difusdo
térmica, como sera visto adiante).



A falta de detetores apropriados para o sinal fotoacustico (usava-se o
proprio ouvido) transformou a descoberta em mera curiosidade. O interesse pelo
estudo da fotoacustica so foi retomado com a invengdo do microfone. Mesmo assim,
as pesquisas na area se restringiram a aplicagdes em gases até¢ 1973, quando se
iniciaram estudos de espectroscopia em solidos utilizando o efeito fotoacustico
(Rosencwaig, [4]). Com o surgimento da teoria do efeito fotoacustico em solidos, o
chamado Modelo Rosencwaig-Gersho [5], a técnica passou a ser empregada nas mais
diversas aplicagdes.

I.1.b - Fotossintese

A fotossintese, ou sintese de matéria organica por plantas em presenga de
luz, é o processo basico da vida na Terra. Criagdo de vida a partir de matenais
inorganicos, reabastecimento do oxigénio atmosférico e armazenamento de energia
luminosa solar (utilizada para a subsisténcia de diversos organismos) sdo razdes mais
que suficientes para justificar qualquer estudo sobre o tema. Conforme afirmam
Rabinowitch e Govindjee em seu livro introdutério sobre fotossintese [ref.6], o fato de
a criagdo de vida implicar em um decréscimo local de entropia (matéria sendo
agrupada de modo a formar organismos altamente ordenados) € um atrativo adicional
para os pesquisadores. O sol atua como reservatorio externo que fornece energia para
a Terra, e as plantas s3o os organismos capazes de converter a energia luminosa em
energia quimica.

Até o final do século XVIII, a opinido de Aristoteles sobre o crescimento
das plantas ainda era aceita: ele havia afirmado que estas se alimentavam de uma
substancia do solo chamada “humus”. Por volta de 1770 [6], o quimico inglés Joseph
Priestley colocou sementes de horteld num recipiente fechado de vidro contendo agua
e “ar danificado pela queima de velas”. Notando que as plantas cresciam nessas
condi¢des, algumas semanas depois inseriu uma vela acesa na montagem e verificou
que esta “queimava perfeitamente bem”. Concluiu dessa observagdo que as plantas
poderiam restaurar o “ar danificado” (ou seja, p duzir oxigénio, como hoje
sabemos).

Quando soube do estudo de Priestley, 0 médico alemdo Jan Ingenhousz
resolveu fazer suas proprias experiéncias. Em 1779, re:lizou nas proximidades de
Londres uma série de estudos e publicou um livro intirulado “Experiments Upon
Vegetables, Discovering Their Great Power of Purifving the Common Air in
Sunshine and Injuring It in the Shade and at Night”.



Ingenhousz havia descoberto que as plantas “purificavam o ar” na
presenga da luz do sol, mas na sombra ou a noite respiravam como os animais. Mais
que 1sso, apontava as folhas verdes como as principais responsaveis pelo processo
(hoje sabemos que a clorofila é um pigmento fundamental para a fotossintese). No
entanto, foi o pastor suico Jean Senebier que, anos depois, notou a importancia da
presenga de gas carbOnico para que a reagdo quimica ocorresse. Ainda faltava
descobrir 0 mais comum dos reagentes: a agua.

Em 1804, o suigo Théodore de Saussure mostrou que a soma dos pesos
da matéria organica e do oxigénio produzidos pelas plantas era muito maior que o
peso do gas consumido (gas carbonico). Partindo do principio ja conhecido de que o
peso dos produtos da reagdo devia ser igual ao peso dos reagentes, concluiu que a
dgua também era um reagente da fotossintese, uma vez que as plantas em seus
experimentos sO recebiam agua e ar. Quarenta anos depois, o alemdo Julius Mayer
partiu de sua recém-formulada lei de conservagdo da energia para afirmar que as
plantas armazenavam a energia luminosa solar na forma de energia quimica. Assim,
finalmente foi possivel escrever uma equagdo para o balango material e energético da
fotossintese:

CO, + H,0 +luz »> O, + matéria orgénica

I.1.c - Aplicag¢des da Fotoacustica na Biologia

Levando em conta a historia envolvendo a descoberta do efeito
fotoacistico (no século XIX) e a compreensdo da fotossintese (iniciada no século
XVIII), o encontro destas areas pode ser considerado recente. Em 1976, Adams e
colaboradores [7] extrairam clorofila de folhas de espinafre e obtiveram o espectro
fotoacustico da solugdo preparada. Em 1978, Rosencwaig [8] mostrou que era
possivel obter o espectro fotoacustico da propria folha vegetal, colocando um pedago
desta numa célula fotoacustica fechada. No mesmo ano, Cahen e colaboradores [9]
demonstraram a possibilidade de estudar o processo fotossintético através da
fotoacustica.

Em 1982, Bults, Horwitz, Malkin e Cahen [10] estudaram a atividade
fotossintética (evolugdo de gases) em folhas de tabaco através da técnica fotoacustica.
A partir dai, sucederam-se diversos trabalhos em que a fotoacustica foi utilizada no
estudo de sistemas vegetais. Podemos citar as seguintes aplicagdes:



observagdo de estresse hidrico e estudos de desidratagdo em folhas - verificou-se
que a deficiéncia de dgua na folha reduz o nivel de oxigénio evoluido, aumentando
significativamente a componente térmica do sinal fotoacustico [11];

estudo do perfil de profundidade das folhas vegetais (evidenciando a existéncia da
camada de cera nas folhas) [7, 12];

analise da agdo de herbicidas em plantas [12];

estudo do efeito da toxidez metdlica do solo em plantas de milho (através da
espectroscopia fotoacustica) [13, 14];

estudo da heterose em folhas de milho (medidas de indugdo fotossintética em folhas
adaptadas ao escuro permitiram discriminar o milho hibrido de suas linhagens
parentais) [15];

medidas de evolugdo de oxigénio e energia armazenada em folhas [10, 15].

Em particular, obteve-se um grande avango no estudo fotoacustico de
sistemas vegetais com o desenvolvimento da célula aberta (OPC) [16].



1.2 - Teoria

O efeito fotoacustico consiste na produgdo de som pela absorgdo de luz
modulada (ou pulsada). A energia luminosa absorvida se converte em calor,
provocando modulag3do de temperatura; esta, por sua vez, gera o efeito mecéanico de
expansdo e contragdo periodicas, dando origem a ondas sonoras. Assim, o efeito
fotoacustico investiga processos de desexcitacdo ndo radiativa que ocorrem num
sistema periodicamente excitado por absor¢do de luz. Através do efeito fotoacistico,
detecta-se variagdes de pressdo correspondentes a8 modulagdo da temperatura.

Quando se comegou a utilizar a técnica fotoacustica para estudar plantas,
esperava-se observar apenas o efeito térmico resultante da conversdo parcial da
energia luminosa em calor (parte da energia seria armazenada para participar das
reagdes fotossintéticas). No entanto, os estudos feitos permitiram concluir que o sinal
fotoacustico observado refletia a ocorréncia de outros efeitos além do térmico;
particularmente, o processo da fotossintese implica em liberagdo - ou absorgdo - de
gas, o que produz mudangas de pressdo no volume restrito da cimara fotoacistica.
Este efeito de variagdo de pressdo foi chamado de efeito barico, ¢ detetado em folhas,
para frequéncias de modulagdo baixas (tipicamente dezenas de hertz), quando ha uma
fase gasosa adjacente a célula fotossintetizante, e se deve principalmente a produgio
de oxigénio (embora possa haver também absorg¢do de oxigénio pelo fotossistema I).

Existem maneiras de observar separadamente cada uma dessas
contribuigdes ao sinal fotoacistico (como sera explicado mais adiante), o que permite
extrair diferentes informagdes sobre o processo fotossintético:

o sinal térmico - formece dados sobre a conversdo de luz em calor e a energia
armazenada;

e sinal barico - permite monitorar a produgdo Jxigénio (que ocorre no
fotossistema II') ou a absorgdo de oxigénio (no fotos.  ma ).

Por ser uma técnica ndo-destrutiva e muit satil, a fotoacustica é um
excelente método para se estudar fotossintese (em part r, fotossintese de folhas in
vivo e in situ, utilizando-se a técnica da célula fotc ‘ca aberta, que veremos a

seguir). Além disso, por ser um método que traba. :om sinais modulados, a
fotoacustica apresenta as seguintes vantagens:



¢ eliminam-se ruidos, respostas moduladas em frequéncias diferentes da referéncia e
respostas ndo-moduladas. Nos estudos em plantas, a respiragdo € continua e, para
as frequéncias de modulagdo utilizadas, a absor¢do do CO, ndo acompanha a
modulagdo da luz (ver item 1.2.d);

° pode-sé mudar as condi¢des da amostra durante a medigdo, incidindo sobre esta
luz ndo modulada (que n3o contribui diretamente para o sinal);

¢ a dependéncia do sinal com a frequéncia fornece o perfil de profundidade da
amostra, além de permitir que se obtenha um sinal correspondente ao oxigénio
evoluido ou a energia armazenada, conforme a frequéncia de modulagdo utilizada.

Ha varios mecanismos de gera¢do do sinal fotoacustico em solidos:

¢ Difusdo térmica
¢ Expansio térmica
o Flexdo termoelastica
e Evolugdo de gases

No estudo de amostras vegetais, os principais mecanismos que devem ser
considerados sdo a difusidio térmica e a evolugdo de gases. Assim, veremos estes
dois topicos mais detalhadamente.

I.2.a - Mecanismos de Geragdo do Sinal Fotoacustico

1) DIFUSAO TERMICA

Radiagdo eletromagnética modulada é absorvida pela amostra solida e
convertida (total ou parcialmente) em calor. O calor modulado produzido na amostra
difunde-se até o gas em contato com esta, dentro da célula fotoacustica. O modelo
apresentado por Rosencwaig e Gersho [5] para a difusdo térmica assume que a
camada de gas mais proxima da amostra sofre expansdo e contragdo periddicas,
atuando como um pistdo vibratorio no restante do gas. As varniagdes de pressdo assim
produzidas geram ondas acusticas captadas pelo microfone acoplado a célula
fotoacustica (figura 1.1).



2) EXPANSAO TERMICA

Segundo a teoria de McDonald e Wetsel [17], o aquecimento causado
pela absor¢do de radiagdo modulada pode fazer a propria amostra expandir-se
periodicamente; assim, a superficie da amostra apresentaria vibragdo mecanica,
agindo como outro pistdo vibratorio além do considerado por Rosencwaig e Gersho.
O efeito de expansdo térmica (figura 1.2) é dominante nos casos de frequéncias de
modulagdo altas e amostras com baixo coeficiente de absor¢do oOtica, sendo
normalmente desprezivel nas medidas efetuadas em folhas vegetais.

3) FLEXAO TERMOELASTICA

A flexdo termoelastica, considerada por Rousset e colaboradores [18],
pode ser observada quando a absorg¢do da luz modulada produz um gradiente de
temperatura dentro da amostra. Esse gradiente, perpendicular a superficie da amostra,
faz com que a expansio térmica sofrida por esta varie com a profundidade em relagio
a superficie iluminada. Deste modo, a amostra € flexionada periodicamente conforme
a diregdo do gradiente de temperatura (figura 1.3), e essa flexdo gera sinal acustico.

4) EVOLUCAO DE GASES

Em 1982, Bults e colaboradores [10] observaram, através da técnica
fotoacustica, que a incidéncia de luz em determinadas amostras pode induzir reagdes
fotoquimicas que resultem na liberagdo (ou absor¢do) de gases. No caso das folhas
vegetais, sob incidéncia de luz parte da energia absorvida se converte em energia
quimica. Neste processo, que é a fotossintese, ha troca de gases entre a amostra e a
atmosfera. O microfone da célula fotoacustica capta variagdes de pressdo
correspondentes as trocas gasosas entre a folha e o gas presente na cimara; deste
modo, a evolugdo de gases contribui para o sinal observado (figura 1.4).
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Figuras 1.1 a 1.4 - Mecanismos de geragdo
do sinal fotoacustico

(1.1)-Difusdo Térmica
(1.2)-Expansdo Térmica
(1.3)-Flex3o Termoelastica
(1.4)-Evolugdo de Gases



I.2.b - A Equagdo de Difusdo

O fluxo de calor pode ser expresso por:
d(7,t) =—-xVT(r,t) (eq.1.1)

. onde x é a condutividade térmica e T a temperatura. A variagdio da
" quantidade de calor Q com o tempo num volume unitério é correspondente ao fluxo de
* calor que o atravessa, mais a taxa de calor gerado (ou absorvido) por fontes (ou
- sumidouros) nesse volume:

0Q fa oo
- écb(r,t).ds + Js(r,t)dV (eq.12)

onde o termo s(7,?) representa as fontes de calor. Aplicando a primeira equagdo a
segunda, obtemos

X TF0).d5 + [sF,00av (ea13)
Pk : 1.
Usando o teorema da divergéncia de Gauss,
$1.d5 = [V.4dy (eq.14)
S Vv
chega-se em
70 = Sy =
== VI(KV.VT(r,t) +s(F,t))dv (eq.1.5)
Usando-se
aT .
Q = mcAT = %? = j‘pcg(r,t)dV (eq.1.6)
v

onde c € o calor especifico e p a densidade do meio, obtém-se

1 or . s(7,1)
;'5‘(",‘)=V2T("J)+ X (eq.1.7)

onde o = k/pc ¢ a difusividade térmica do meio.

A equagdo (1.7) é chamada de equacgdo de difusiio térmica.



A equagdo de difusdo térmica em uma dimensio € dada por

g—T( X,t) - ——T( 1)+ 250

=0 (eq.1.8)
onde o termo s/k representa fontes de calor geradas no meio pela absor¢do da luz
incidente. Considerando uma dependéncia temporal harménica ¢!, onde o = 2nf,
sendo / a frequéncia de modulagdo da radiagio incidente, obtém-se

10 1 ot
——T(xt) = %"T(x)el (q.1.9)

O proximo passo € definir o comprimento de difusdo térmica
u=(onf ) e o coeficiente complexo de difusdo térmica o = (1+j)/u ; como
o* = jo/a, pode-se escrever as seguintes equagdes respectivamente para meios com e
sem fontes:

d*T(x)

e —G’T(x)+£(fl= (eq.1.10)
€
d*T
dx(zx) -0’T(x)=0 (eq.1.11)

A figura 1.5 ilustra o esquema de uma célula fotoacistica convencional.
Considera-se que o gas (g) e o suporte (b) ndo absorvem a radiagdo incidente; assim, a
equagdo (1.10) se refere a amostra (s), sendo a equagdo (1.11) referente as regides do
suporte € do gas. A solugdo para a equagdo homogénea (1.11) na regido do gas é

T(x) = T(0)e”°*" (eq.1.12)

onde 7(0) é a temperatura na interface amostra-gas (x = 0). Verifica-se deste resultado
que a amplitude de oscilagdo da temperatura é atenuada com a distancia em relagdo a
fonte de calor (amostra).

O modelo unidimensional de Rosencwaig-Gersho (modelo RG)
considera que as espessuras do gas e do suporte na célula fotoacistica sdo muito
malores que seus comprimentos de difusdo térmica (p, € p,). Como as ondas que
propagam o fluxo de calor modulado sdo exponencialmente atenuadas ao longo da
distancia de propagagdo, a uma distancia 2np, a modulagdo da temperatura no gas ¢é
desprezivel. Assim, pode-se assumir que apenas a camada de gas localizada a uma
distancia x da amostra ndo superior a 2np, respondera termicamente a modulagdo da
temperatura na superficie da amostra. Deste modo, segundo o modelo RGG somente a
camada de gas mais proxima da amostra sofre expansdo e contragdo periodicas,
atuando como um pistdo vibratorio no resto do gas.
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Para encontrar a temperatura na interface amostra-gas, resolve-se as
equacdes de difusdo para a amostra, o gas e o suporte aplicando as condigdes de
contorno - continuidade da temperatura e do fluxo de calor nas interfaces. O resultado
obtido para x = 0 é [19]:

[ [0+ De™"® — (b - e JyE)de
o x[(g+1(b+1De™ —(g—1)b-1)e™']

onde g = ks 6/k: 0. € b = ks 6wk, G.. Esta é a equagdo geral para a temperatura na
interface amostra-gas.

(eq.1.13)

Seguindo o modelo RG, a partir de T(0) calcula-se a temperatura média
na camada de gas fronteirica a amostra:

2mu,

T T(0)e ™™ (eq.1.19)

nf

A variagdo de pressdo na cimara fotoacustica é entdo calculada supondo-se que o gas
¢ ideal ¢ que a camada de gas com espessura 2mu, sofre expansdo isobarica,
comprimindo adiabaticamente o resto do gas. Assim, obtém-se

T(t) = 2

P, K, T(0) j(ot-x74)
—=————¢ (eq.1.15)
V2 LT, 1

onde Ty e Py sdo respectivamente temperatura e pressdo médias no gas € y € a razdo
entre os calores especificos do ar a pressdo e a volume constantes.

SP(t) =

uz suporte amosira ez
(ncidéncia traseirq) port _ ods (ncidéncia dianteira)

I | l ] |

-+ - 0 2np, L

Figura 1.5 - Esquema da célula fotoacustica convencional
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1.2.c - Absor¢do Volumétrica e absorgdo superficial

- A radiagdo incidente num meio pode ser absorvida de diversas formas.
Trataremos nesta se¢do dos casos relevantes para este trabalho: absor¢do de Beer e
absorgdo superficial. Para cada um desses tipos de absorgdo, vamos considerar as
alternativas de incidéncia dianteira e traseira, obtendo assim expressdes que serdo
uteis mais adiante.

ABSORCAO VOLUMETRICA

Segundo a Lei de Beer, se /o é a intensidade da radiagdo incidente em
x = 0 (incidéncia dianteira na superficie da amostra), a intensidade na posigdo x €
dada por
I(x) =1, " (eq.1.16)
onde B(A) é o coeficiente de absorgdo dOtica da amostra. A taxa de calor depositada
por unidade de volume na posig¢do x €
I(x + dx) - I(x) dI(x)
dx dx

onde 7, representa o rendimento qudntico térmico, ou seja, a fragdo de energia
absorvida que é convertida em calor.

= n,1,Be™ (eq.1.17)

S(x)=1‘lg[ ]=‘1‘

Para incidéncia traseira, a absor¢do volumétrica fornece a seguinte
expressdo para a intensidade na posigdo x:

I(x) = 1,e P+ (eq.1.18)
sendo a taxa de calor depositada (por unidade de volume na posigdo x) igual a
s(x) = n I pe P (eq.1.19)

Substituindo estes termos de fonte em (1.13), venfica-se que as
expressdes abaixo correspondem as solugdes para a temperatura na superficie da
amostra:

¢ para incidéncia dianteira,

T(0) = nBl, I:(l-r)(l+b)e°"—(1+r)(l—b)e'°"+2(r—b)e’°':| (eq.1.20)

x,(6,”-B) (1+gX1+b)e’ - (1-g)X1-b)e™
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onde r = /0, . No caso experimental de interesse, ocorre absor¢do volumétrica na
amostra vegetal. O suporte € o ar; assim, b = g = 0. Com estas aproximagdes, obtemos
a expressao

-pt

T(0) = — Bl __ [l—rCOSh(G'l)+r e ] (eq.1.21)

x,(c,”-p%) senh(c,l)  senh(s,])

e para incidéncia traseira, temos

T(0) = nBle™ [(l+r)(l+b)e°"—(l-—r)(]—b)e“’"—2(r+b)el3‘

k(62— %) (1+gX1+ b)e™ — (1-g)X1-b)e ™ ] (eq.1.22)

Utilizando as aproximagdes especificadas anteriormente, chegamos em

_ nPBle™ cosh(a,l) e
T(0)= x,(0,”-B%) [1 tr senh(o,1) ' senh(o,1) (eq.1.23)

ABSORCAO SUPERFICIAL

Se considerarmos a absor¢do da radiagdo na superficie da amostra, o
termo de fonte sera dado por

s(x) =np'1,6(x,) (eq.1.24)

onde o termo adimensional f’ representa o coeficiente de absorgdo superficial, € x € a
posigdo da absorgdo.

Para resolver a equagdo (1.13), utiliza-se o termo de fonte dado por
(1.24). Na configuragdo experimental utilizada (célula fotoacistica aberta, ver item
I1.3), podera ocorrer absorg¢do localizada na superficie da membrana do microfone;
mais uma vez, o suporte € o proprioar,eb=g=0.

Tomando a incidéncia da radiagdo como dianteira, a absorgdo superficial
ocorre em Xo = 0; para incidéncia traseira, a absorgdo superficial se da em xo = -/
(conforme fig.1.5). Com isso, obtém-se as seguintes expressdes para a temperatura Ty
[15]:

¢ para incidéncia dianteira,
n,f'l, cosh(c,1)
k,0, senh(c,l)

T(0) = (eq.1.25)
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e para incidéncia traseira,

_nfl, 1
T(0) = ———T (eq.1.26)
Faz-se necessario observar que os calculos efetuados até agora assumem
geragdo instantdnea de calor. Passemos a considerar a ocorréncia de relaxagdo lenta
num sistema de dois niveis. A radiagido absorvida pela amostra leva elétrons do nivel
fundamental até o nivel excitado; a desexcitagdo n3o-radiativa ocorrera apds um
tempo 1, 0 chamado tempo de relaxac¢iio nio-radiativa. Pode-se mostrar [20] que as
expressGes para as fontes de calor neste processo de desexcitagdo lenta sdo analogas
as obtidas para geragdo instantianea de calor, bastando multiplicar estas ultimas pelo
fator (1+jo1)".

1.2.d - Componentes do Sinal Fotoacistico em Amostras Vegetais

O sinal fotoacustico gerado pelas amostras vegetais se deve
essencialmente a dois mecanismos, responsaveis pelas duas componentes do sinal:

e difusdo térmica - componente térmica, devida a conversdo de parte da radiagdo
modulada em calor, que é transmitido ao gas da camara fotoacustica,

e evolucdo de gases - componente barica: parte da radiagdo absorvida atua no ciclo
da fotossintese, a excitagdo periodica do sistema fotossintético da folha gera
oxigénio, liberado moduladamente e detetado pela célula fotoacustica.

Ambas as contribuigdes sdo originadas nos cloroplastos, no interior das
células vegetais. O calor e o oxigénio ai produzidos se difundem até o gas através dos
espagos intercelulares. Enquanto a componente térmica pode ser detectada
imediatamente apos a incidéncia da radiagdo modulada, a componente barica demanda
um certo tempo para ser observada, devido a complexa cadeia de reagdes
fotoquimicas que deve ser percorrida até a liberagdo do O,. Quando a frequéncia de
modulagdo é baixa (tipicamente /< 200Hz), o sinal fotoacustico ¢ dado pela soma das
duas contribui¢des; para f > 200Hz, s6 a componente térmica ¢ observada. A seguir,
cada uma dessas contribuigdes sera detalhada.

14



1.2.d.a - Componente Térmica

Quando a luz incidente é absorvida pela amostra, parte dessa luz se
converte em calor, que gera modulagdo de temperatura e, consequentemente,
expansdo e contragdo periodicas na camada de gas fronteirica. Em amostras solidas, o
calor modulado produzido na amostra precisa atravessa-la e chegar até sua superficie
antes de gerar as ondas sonoras (que serdo propagadas pelo gis em contato com a
amostra). Como a amplitude das ondas térmicas (que propagam o fluxo de calor
modulado) diminui exponencialmente com a distincia, s6 a parcela de radiagdo
absorvida a uma distincia de até um comprimento de difusdo térmica (u,) da
superficie sera responsavel pela componente térmica do sinal fotoacustico.

Pode-se obter uma boa estimativa para o comprimento de difusdo térmica
4, nas medidas em folhas vegetais utilizando o fato de que a difusividade térmica
destas amostras é muito proxima a da agua. Substituindo-se na expressdo
i, = [o/af ]'? a frequéncia de modulagdo utilizada (f = 17 Hz) e a difusividade
térmica da agua (a0 = 1,4.10” cm?/s), encontra-se g = 50 pm.

Para se classificar uma amostra quanto ao regime térmico, pode-se
comparar sua espessura / ao comprimento de difusio térmica:

e quando /> u, , aamostra é termicamente grossa,
e quando /<y , aamostra é termicamente fina .

O efeito térmico sera observado independentemente da frequéncia de
modulagdo, mas a frequéncia determinara se a amostra € termicamente grossa ou fina.
Para as frequéncias normalmente utilizadas nas medigées em plantas (frequéncias
superiores a 2 Hz), o comprimento de difusdo térmica (dezenas de um) ¢ bem menor
que a espessura das amostras (/ ¢ da ordem de centenas de um), neste caso, temos
amostras termicamente grossas.

Como as folhas vegetais sdo termicamente grossas, pode-se analisar o
perfil de profundidade das mesmas. Isto é feito variando-se a frequéncia de modulagdo
f, uma vez que o comprimento de difusdo térmica ¢ inversamente proporcional 4 raiz
de /. Portanto, é possivel controlar o alcance das ondas térmicas através de mudangas
na frequéncia de modulag&o.
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1.2.d. - Componente Bérica

A contribuigdo barica foi descoberta quando se observou que a
incidéncia de luz continua intensa provocava uma acentuada queda na amplitude do
sinal fotoacustico (para luz modulada a baixa frequéncia). Paralelamente a queda na
amplitude, via-se um grande deslocamento na fase do sinal. Este efeito indicava a
existéncia de uma outra componente (além da fototérmica) relevante para o sinal
fotoacistico - uma componente que era eliminada com a adigdo de luz continua
fotossinteticamente saturante. Como esta contribui¢do adicional refletia variagdes de
pressdo no interior da cidmara fotoaciustica, chamou-se o sinal assim gerado de
fotobarico (ou, simplesmente, birico).

Estas variagdes de pressio na camara se originam da evolugdo (ou
absor¢do) modulada de gases envolvidos no processo fotossintético, ou seja, produgio
de oxigénio e/ou absor¢do de gas carbonico. Pode-se associar a cada um destes gases
um comprimento de difusdo de concentragio 14, = [D/7f ]'? , onde o coeficiente de
difusdo (D) do gas esta associado a seu peso molecular. Como a difusio dos gases €
lenta, a componente barica so6 sera efetivamente modulada para luz incidente com
frequéncia de modulagdo inferior a 200 Hz.

A equagdo de difusdo para o O, ¢ dada por

d[o,]
D, V? __Q‘_V_z___g__ eq.1.27
o,V ¥ 2t dt (eq )
onde Do. € o coeficiente de difusdo do oxigénio no meio, y representa a parte variavel
da concentragdo de O, e o termo a direita da equagdo é o termo de fonte. Em uma
dimensdo, a equagdo (1.27) pode ser reescrita como
oy oy _ d0O,]
N NV __ .1.28
% & d (eq.1.28)
Nas regides fora do cloroplasto, o termo de fonte ¢ nulo e a equagio
diferencial torna-se

Oy oy
X ¥ oo 1.
o -2 (eq.1.29)
Tomando dependéncia temporal na forma ™', a solugdo de (1.29) ¢
v(x) = y(0)e™ (eq.1.30)

com & = (1+j)/[lo. , onde po. (comprimento de difusdo do O,) = (2 De/w)">.
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As condigdes de contorno utilizadas foram y(x— ) = 0 e y(x=0) = y(0).
Assim, nota-se que y(x) decai exponencialmente a partir de x = 0. O comprimento de
difusdo po. depende do meio. Para frequéncia de modulagio de 20 Hz, no ar,
Ho: = 500 um. A 1 kHz, po. = 80 um. Como estas dimensdes sdo grandes comparadas
com as dos intersticios da folha, podemos considerar que a variagdo na concentragdo
de O, ¢ uniforme no gas intercelular. Deste modo, a variagdo de pressdo SP pode ser
descrita por um unico processo termodindmico: o aumento isovolumétrico da pressdo.
Assim, a partir da lei dos gases, relaciona-se a variagdo de pressdo na camara que
corresponde a componente barica do sinal com a variagdo da concentragdo gasosa:

V,5P = RTén —» 6P = RT—S;,E — OP = RTy(0) (eq.1.31)

onde O significa interface da parede celular com o intersticio gasoso e V; é o volume
intersticial.

No caso do O, difundir-se até a interface folha/camara fotoacustica,
devido ao comprimento desta cimara ser bem maior que po., devemos considerar dois
processos termodinimicos: expansdo isobarica de uma camada fronteiriga de
comprimento 2muo, seguida da compressdo adiabatica do restante da coluna de gas.
Para o primeiro processo, pode-se escrever

5
P,Adl = (5n)RT, = <V“> I,ART, = (y)l_ART, (eq.132)

0
onde V, € o volume da cimara, A sua segdo reta, I, o comprimento da camada de gas,
dl a variagdo de espessura na camada fronteiriga e
Twoe-sdce Y@ __ WO _ wOe ™
2mpo, o 2muo, & 2m(1+j)  2m42

(eq.1.33)

Substituindo a expressdo acima em (1.32), obtém-se
_ y(0)e ™1 RT,

ZRJEPO

Para a compressdo adiabatica,

3l (eq.1.34)

PV' = cte.—> 5PV’ +ypv"‘5vzo—>5§+y§\\/—/=o (eq.1.35)

8P =y 20 5v = e pg)
VoAl

~jxi4
= If;‘ﬂ = l:il"z_(n?:/_eir LRT, (eqs.1.36)
0

opP

-jR/4
eﬂ'

OP = yRT, % = YRT,(y)
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Como o coeficiente de difusdo do O, € bem maior que o do CO, (devido,
por exemplo, a diferenga no peso das moléculas), nas medidas realizadas a
frequéncias da ordem de dezenas de Hz a evolugdo de oxigénio pode acompanhar a
modulagd@o da luz, enquanto a absor¢do de gas carbdnico é essencialmente continua.
Assim, o sinal barico representa principalmente a evolugdo do oxigénio. No entanto,
como o coeficiente de difusdo do O, na agua ¢ da ordem de 10® cm?/s, 0 comprimento
de difusdo po. correspondente sera menor que 1 um para f = 200 Hz; isto impede que
variagGes na concentragdo de O, sejam percebidas nos intersticios para f> 200 Hz.

Muitos fatores s3o coerentes com a interpretagdo dada para o sinal barico:

¢ a mudanga do angulo de fase quando se aplica luz continua indica a existéncia de
pelo menos duas contribui¢Ges distintas (com diferentes angulos de fase);

e a observagdo de transientes na contribuicdo nd3o-térmica, durante o periodo de
indugdo fotossintética, coerentes com o comportamento da evolugdo fotossintética

do oxigénio;

¢ anecessidade de haver uma fase gasosa bem proxima as membranas fotossintéticas;
infiltragdo de agua nos espagos intercelulares elimina a contribuigdo nio-térmica
(pois dificulta a difusdo do oxigénio),

¢ 0 comportamento da raz3o entre as amplitudes térmica e ndo-térmica, que depende
da frequéncia de modulagio;

¢ a correspondéncia com varios fendmenos relacionados a evolugdo de oxigénio.

A excitagdo da amostra pela absor¢do de luz modulada gera uma corrente
alternada no microfone da célula fotoacustica. Matematicamente, a luz modulada pode

ser descrita por
I = Igsen(2nR) ,

onde Iy € a intensidade, f a frequéncia e t o tempo. O amplificador sincrono usa
como referéncia em relagdo a luz modulada um sinal dado por

R =Rgsen(2nft -¢) ,

onde € ¢ o angulo de fase ajustado arbitrariamente. De modo andlogo, o sinal do

microfone é representado por
S = Sesen(2nft - d)

O amplificador sincrono mede a amplitude Sy e o desvio de fase |5 - €]
entre o sinal do microfone e a referéncia. Assim, o sinal fotoacustico pode ser
decomposto em coordenadas do plano complexo.
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Na verdade, ao separar a contribuigdo barica da térmica nas medidas
efetuadas, verifica-se que ha uma diferenga de fase entre as duas componentes do
sinal fotoacistico. Por isso, deve-se ter em mente que, quando o sinal fotoacustico é
produto de diferentes contribuicdes, estas devem ser somadas como numeros
complexos.

Im 4

Figura 1.6 - As componentes térmica (Stem) € barica (Sgy)
do sinal fotoacustico no plano complexo; Sge € 0 sinal resultante
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CAPITULO 11 :
MATERIAIS E METODOS

II.1 - Montagem Experimental

A montagem experimental utilizada para observagdo do efeito
fotoacustico é apresentada na figura 2.1. Observe-se que ha duas fontes de luz: uma
lampada de arco de Xenénio (Oriel, mod.6128, 1000W) e uma lampada de filamento
de Tungsténio (Ushio / ELC, 250W). A frente da ldmpada de Xenénio, coloca-se um
modulador (chopper, PAR, mod.192). Este modulador tem uma célula fotoelétrica
responsavel pelo sinal de referéncia da modulagdo. A fase do sinal fotoacustico sera
dada em relag3o a esta referéncia.

Para obter luz modulada em um comprimento de onda especifico, utiliza-
se um monocromador (Oriel, mod.77250). A abertura de fenda selecionada permite
controlar a resolugdo do comprimento de onda; a resolugio utilizada neste trabalho foi
de A £ 5 nm. Filtros dticos limitam a luz emitida pela ldmpada de filamento a faixa
visivel do espectro. Usa-se lentes e espelhos para focalizar cada feixe luminoso num
dos ramos de entrada de um cabo otico bifurcado, cuja extremidade oposta é
posicionada sobre a célula fotoacustica. E importante garantir que a intensidade da luz
continua branca seja suficientemente alta (tipicamente 200 W/m? ou maior), para que
se possa saturar a reagdo fotossintética (este assunto sera tratado no item III.3,
saturagdo fotossintética).

O modulador e o microfone da célula fotoactstica sdo conectados a um
amplificador sincrono (lock-in, PAR-EG&G, mod.5210) que deste modo recebe
informagdes sobre a frequéncia de referéncia e o sinal fotoacistico. O amplificador
sincrono mede simultaneamente a amplitude e a defasagem do sinal do microfone em
relagdo a referéncia fornecida pelo modulador, ¢ é conectado (via GPIB) a um
microcomputador para aquisi¢do dos dados experimentais.
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(D-L&mpada de Xendnlo
(2-Modulador
(3)-Monocromador
(4)-Amplificador Sincrono
(6)-L&dmpada de Tungsténlo

Figura 2.1 - Montagem experimental para medidas fotoacUsticas



I1.2 - Célula Fotoacustica

A célula fotoacustica consiste de uma camara com uma reentrancia na
qual ¢ colocada a amostra; esta cdmara ¢ ligada a um microfone através de um canal
de ar. A modulagdo da pressio gera um movimento oscilatério no diafragma do
microfone; isto é detetado pelas mudangas na capacitancia entre o diafragma e a placa
metalica fixa montada atras deste. Para garantir o isolamento acustico, a cavidade ¢
geralmente vedada com uma janela transparente e anéis de borracha (o-rings, fig.2.2).

O volume de gas (ar) na cimara precisa ser pequeno, para se detectar a
expansdo e contragdo periodicas na camada proxima a amostra com maior
sensibilidade. O problema é que a fotossintese implica em absor¢do do CO, contido
na cidmara, ¢ mudangas na atmosfera local podem comprometer os resultados
experimentais. Nas células fotoacusticas convencionais, o problema ¢ contornado
expondo-se parte da folha ao exterior - o CO, é carregado por difusdo lateral - ou
bombeando CO, (com o auxilio de uma valvula) na camara, entre as medigdes
(durante as medigSes, o0 bombeamento provocaria ruido no sinal fotoacistico).

Estudos fotoacisticos em sistemas fotossintéticos sdo feitos através de
medidas em discos de folhas ou suspensdes aquosas. A analise de solugdes aquosas €
complexa: para obter respostas de amplitude razoavel, precisa-se de altas
concentragdes de clorofila, o que dificulta a manipulagdo e reprodutibilidade do
experimento. Isso é contornado posicionando-se tais amostras sobre um suporte solido
(como um filtro de papel, por exemplo). Folhas sio melhores amostras para analise.

IL.3 - Célula Fotoacustica Aberta (OPC)

A célula fotoacustica aberta [16, 21] (OPC, fig.2.3), substitui as células
convencionais com vantagens. O detetor dos sinais fotoacusticos ¢ um microfone de
eletreto comercial, de facil aquisi¢do e boa sensibilidade (10 mV/Pa). Este microfone
consiste em um diafragma de eletreto metalizado (espessura da ordem de 10 um, com
filme metalico de 50-100 nm) e uma placa de metal separados por uma camada de ar

de 45 pum.
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A entrada de som é um orificio circular com didmetro de 3 mm e a
camara de ar adjacente a face metalizada do diafragma tem 7 mm de didmetro e 1 mm
de espessura. Um resistor conecta a camada metalica da membrana a placa metalica
de fundo. As oscilagGes de pressdo na cAmara de ar provocam deflexdes na membrana
que geram uma voltagem através do resistor. Esta voltagem passa por um pré-
amplificador FET interno ao microfone.

A principal vantagem da OPC ¢ o fato de que a propria amostra veda a
cdmara. Deste modo, a medida pode ser feita sem que se precise cortar uma folha da
planta, ou seja, toma-se possivel realizar medidas in vivo e in situ. Para evitar
vazamento de ar (que comprometeria a precisdo das medidas), aplica-se graxa de
silicone nas bordas da camara para prender a amostra, vedando a camara.

Outro beneficio verificado é que a configuragdo da OPC minimiza a
mudanga da atmosfera interna da cdmara (na montagem convencional a absor¢do do
CO, contido na camara ¢ problematica, como vimos), pois trabalha-se com a folha
inteira, e parte desta fica exposta ao exterior, ocorrendo captagdo do CO, externo.
Uma vantagem adicional é a economia e praticidade do equipamento, que se baseia no
microfone de eletreto, de baixo custo.

Os resultados das medidas de evolugdo fotossintética de oxigénio através
da técnica fotoacistica s3o relativos. Tém grande utilidade na comparagdo entre
plantas diferentes, onde "diferentes” pode indicar espécies ou tratamentos diversos.
No entanto, pode-se obter resultados absolutos, sendo necessario para tanto calibrar a
célula fotoacistica, relacionando-a a um detetor apropriado. Pereira e colaboradores
[22] utilizaram o eletrodo de Clark para realizar este tipo de calibragdo, a fim de
quantificar o oxigénio produzido pelas folhas vegetais em estudo. Utilizando dados
apresentados nesta referéncia, pode-se obter a seguinte correlagdo entre a componente
barica do sinal fotoacustico, AS, e a taxa de oxigénio evoluido:

Taxa de O, (ug/s.m?) = 0,126. AS (V)

Uma vez feita a calibragdo, a técnica da OPC permite que se obtenha
valores absolutos da produgdo de oxigénio para amostras vegetais in vivo e in situ. A
sensibilidade da técnica foi comprovada em medidas de O, evoluido
fotossinteticamente em folhas de milho [23]. Isso foi feito incidindo-se luz
monocromatica (A = 680nm) até que o sistema entrasse em equilibrio, foecendo
leitura constante. As medidas (feitas com o eletrodo e, logo apos, com a célula
fotoacustica) foram repetidas para diversas intensidades luminosas.
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4 - anel de borracha ; 5 - janela ; 6 - microfone

Figura 2.2 - Célula fotoacustica convencional

RADIACAO
INCIDENTE

AMOSTRA J

CAMARA FOTOACUSTICA

DIAFRAGMA METALIZADO
DE ELETRETO

CAMADA DE AR

SUPORTE DE METAL

Figura 2.3 - Célula fotoacustica aberta 24



11.4 - As Amostras Vegetais

Como foi dito anteriormente, o uso da célula fotoacustica aberta permite
realizar medi¢des in vivo e in situ. As amostras vegetais sdo plantadas em pequenos
recipientes € aclimatadas em estufas até atingirem idade e tamanho adequados para o
estudo fotoacustico. E desejavel que as plantas apresentem altura em torno de 30 cm,
para maior praticidade no manuseio; é dificil transportar e posicionar na montagem
amostras com mais de 60 cm de altura. Por outro lado, a folha analisada deve ter uma
largura minima de 1 cm e maxima de 4 cm, para caber adequadamente sobre a célula
fotoactstica aberta. E mais facil estudar folhas lisas; folhas asperas ou com muitas
nervuras devem estar bem fixas sobre a célula fotoacustica, para evitar o vazamento
do ar da cidmara. A figura 2.4 ilustra uma amostra vegetal tipica posicionada na

montagem.

] LUZ CONTINUA
CABO OTICO

~LUZ MODULADA

MICROFONE

- CONEXAO COM O
AMPLIFICADOR SINCRONO

Figura 2.4 - Amostra vegetal posicionada na montagem fotoacustica
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| CAPITULO III :
ESTUDO DE PARAMETROS
FISICOS DA FOTOSSINTESE
ATRAVES DA FOTOACUSTICA

II1.1 - A Fotossintese

O sol fornece a radiagdo utilizada pelas plantas na fotossintese. Este
processo ¢ vital para o homem e os animais, que dependem do consumo de oxigénio
para sua subsisténcia. No entanto, a caracteristica fundamental da fotossintese ndo € a
liberagdo de oxigénio, e sim a produgdo e armazenamento de energia quimica pelas
plantas, enquanto os outros seres vivos a convertem em outras formas de energia
(calor, energia mecanica etc).

A fotossintese consiste na conversio de parte da energia luminosa
absorvida pelos vegetais em energia quimica seguida de liberagdo de oxigénio. Este
processo pode ser resumido através da reagdo

nCO; + nH,0 + energia luminosa - C,H2,0, + n0, (eq.3.1)

onde o primeiro termo do lado direito representa os produtos sintetizados a partir da
energia armazenada pela folha, e o ultimo corresponde ao oxigénio liberado. Assim, a
planta utiliza energia luminosa para remover elétrons da agua, liberando oxigénio;
estes elétrons sdo responsaveis pela redugdo do CO, a carboidratos (matéria
organica).

A fotossintese ocorre nos cloroplastos, presentes nas células das folhas
vegetais. Estas organelas apresentam diversos pigmentos que podem ser agrupados
em trés classes: as clorofilas, os carotendides e (somente nas algas) as ficobilinas.
Destes pigmentos, os mais importantes para a fotossintese sdo as clorofilas.
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A clorofila a, encontrada em todos os vegetais, possui picos de absorgdo
em A = 680nm e A = 700nm, enquanto a clorofila b, encontrada em vegetais
superiores € algas, tem picos de absor¢do em A = 480nm e A = 650nm. Os
carotenoides apresentam picos de absorgdo entre 400nm e 500nm, e podem transmitir
energia absorvida a clorofila a.

As figuras 3.1 e 3.2 mostram, respectivamente, o perfil de uma folha
vegetal ¢ um cloroplasto visto sob microscopio eletronico (aumento de 38400x,
imagem obtida em microscopio do Instituto de Biologia da Unicamp).
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Figura 3.2 - Cloroplasto visto sob microscopio eletronico
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A clorofila a, encontrada em todos os vegetais, possui picos de absor¢do
em A = 680nm e A = 700nm, enquanto a clorofila b, encontrada em vegetais
superiores e algas, tem picos de absor¢io em A = 480nm e A = 650nm. Os
carotendides apresentam picos de absor¢do entre 400nm e 500nm, e podem transmitir

energia absorvida a clorofila a.

As figuras 3.1 e 3.2 mostram, respectivamente, o perfil de uma folha
vegetal e um cloroplasto visto sob microscopio eletrénico (aumento de 38400x,
imagem obtida em microscopio do Instituto de Biologia da Unicamp).
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Figura 3.2 - Cloroplasto visto sob microscopio eletrénico
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A fotossintese pode ser dividida em trés processos principais [24]:
formagdo de oxigénio livre, redugdo de NADP e conversdo de gas carbonico em
agicar. No primeiro processo, a quebra da molécula de agua para formagdo de
oxigénio, parte da energia luminosa absorvida é utilizada para sintetizar moléculas de
ATP (trifosfato adenosina) a partir de ADP (difosfato adenosina) e P; (fosfato
inorganico). A reagdo que resume este processo é

4hv+2H,0+2ADP+2P;, 5> 4e+0,+4H +2ATP  (eq.3.2)

As moléculas de ATP produzidas nesta reagdo sdo compostos
armazenadores de energia: podem ser transformadas de volta em ADP e fosfato
inorganico, liberando 12,5 kcal/mol. Os elétrons liberados na reagdo (3.2) ndo podem
reduzir diretamente moléculas de CO, a CH,,0,, € uma segunda cadeia de
transportadores de elétrons transforma a energia luminosa adicional necessaria numa
forma quimicamente util. A energia luminosa adicionada no segundo processo da
fotossintese ¢é utilizada para formar o NADPH, outro composto usado para armazenar
energia ¢ que pode facilmente ser oxidado, servindo como forte agente redutor. Este
segundo processo é sumarizado pela reagédo

4e¢+4hv+2NADP" +2 H - 2 NADPH (eq.3.3)

A fixagdo de gas carbonico e sua redugdo a agucares é o principal
resultado liquido da fotossintese. Os agticares formados s3o da forma C,H,0, , com n
variando de 3 a 7, destacando-se em quantidade as chamadas hexoses (agucares com
6 atomos de carbono). A formagido da hexose requer 116 kcal/mol de energia. Esta
energia é fornecida pela oxidagio do NADPH e hidrolise do ATP, sintetizados
respectivamente nas reagdes (3.3) e (3.2). A conversio de CO, em aglcar ¢
representada pela reagdo

2H + 2 NADPH + 3 ATP + CO, >
3 ADP + 2 NADP' + 3 P; + 1/6 (CH;0)¢ + H,O (eq.3.4)

A figura 3.3 (extraida da referéncia [24]) mostra o encadeamento das
reagdes tratadas acima. A reagdo (3.4) consiste no chamado ciclo do carbono (ou ciclo
de Calvin), ilustrado na figura e responsavel pela produgio de carboidratos.
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Figura 3.3 - Esquema ilustrativo dos 3 processos basicos da fotossintese
( extraido de "Biophysical Science”, Ackerman/Ellis/Williams )
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Dos trés processos basicos analisados, a formagdo de O, e a formagdo de
NADPH ocorrem sob incidéncia de energia luminosa nas plantas. Cada uma dessas
reagles requer um sistema pigmentar proprio para captar a energia necessaria. Estes
sdo os chamados fotossistemas, assim caracterizados [24, 25]:

o fotossistema I (PS I) - tem alta concentragdo de clorofila a, captando
essencialmente radiagdes de comprimento de onda longo. E responsavel pela
formagdo do NADPH,

o fotossistema II (PS II) - possui maior concentragdo de clorofila b, sendo
responsavel pela captagdo de comprimentos de onda mais curtos e pela liberagdo do
oxigénio fotossintético.

Os fotons que participam das reagdes fotossintéticas sdo absorvidos por
diferentes pigmentos', que assim passam para um nivel excitado. Os pigmentos s3o
acoplados de modo que a energia absorvida por um deles pode ser transferida para
outro. Ao ser transferida para um centro de reagdo P700, a energia pode ser utilizada
na primeira reagdo da fotossintese. O elétron excitado pode ser transferido para um
nivel energético mais baixo numa molécula aceitadora A, e a molécula do pigmento
pode entdo receber em seu nivel fundamental um elétron de uma molécula doadora D.
Temos assim a sequéncia de reagdes abaixo:

P700 + hvy — P700* (eq.3.5a)
P700*+ A — P700" + A" (eq.3.5b)
P700' + D _— P700 +D* (eq.3.5¢)
A+D+hv - A + D' (eq.3.5d)

Um processo analogo ¢ observado para um centro de reagdo P680. A luz
que excita o fotossistema II resulta na transferéncia de um elétron da feofitina para o
citocroma C550. Apds doar quatro elétrons, esse doador toma quatro elétrons da
dgua, permitindo a formag¢do de uma molécula de oxigénio. Do citocroma C550, os
elétrons sdo transferidos sucessivamente para o citocroma b559, a plastoquinona, o
citocroma f e a plastocianina. A passagem da plastoquinona para o citocroma f
fornece energia para formar ATP a partir de ADP.

A luz que atinge o fotossistema I promove a transferéncia sucessiva de
um elétron da plastocianina para diversos compostos, até a enzima ferredoxina-
NADP" redutase, responsavel pela transferéncia final de elétrons na fotossintese, a
redugdo de NADP* a NADPH.

! As moléculas desses pigmentos sdo em geral nomeadas por uma letra seguida pelo nuimero correspondente ao
seu pico de absor¢do em nm.



As primeiras transferéncias de elétrons no fotossistema 1l ocorrem num
tempo da ordem de centenas de picossegundos; a transferéncia do centro de reagdo
P680 até o complexo de citocromas C550-bs-f leva milissegundos, e a redugdo do
P680* demora cerca de 400 ns. Ja a transferéncia do complexo de citocromas C550-
be-f a0 centro de reagdo P700 (do fotossistema I) pode levar até 300 ps [26].

A figura 3.4 (também extraida da referéncia [24]) ilustra o fluxo de
elétrons nos processos fotossintéticos; os transportadores de elétrons sdo mostrados
em fungdo dos respectivos potenciais de redugo.
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Figura 3.4 - Diagrama do fluxo de elétrons na fotossintese
( extraido de "Biophysical Science”, Ackerman/Ellis/Williams )
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II1.2 - Modelo: Fotoacustica e Fotossintese

Nesta segdo, apresentaremos um modelo para o estudo de parametros
fisicos da fotossintese. Conforme visto na segdo anterior, o processo fotossintético
consiste numa intrincada sequéncia de reagbGes das quais participam diversos
pigmentos, cada um dos quais apresentando muitos niveis de energia. Ndo obstante, a
seguir trataremos a fotossintese utilizando um esquema simplificado de dois niveis
energéticos, o que facilita o desenvolvimento do modelo tedrico. A principal
finalidade deste modelo é demonstrar a existéncia da saturagdo fotossintética,
observada experimentalmente (ver capitulo 1V).

Consideremos a incidéncia de radiagdo eletromagnética de comprimento
de onda A (650 nm, por exemplo) e poténcia F (em niimero de fotons por unidade de
tempo) na superficie da folha vegetal. Os pigmentos (clorofilas em particular) atuam
como antenas que, absorvendo a energia incidente, geram elétrons no estado excitado,
com uma efici€ncia de conversdo foton-elétron designada por €. A energia absorvida
pode ser transferida para outras moléculas (normalmente a propria clorofila) através
da migragdo de elétrons ou por via exciténica, atingindo finalmente uma molécula
doadora (de modo geral uma clorofila a) que pode, entdo, ceder o elétron excitado ao
primeiro aceitador da cadeia fotoquimica, a feofitina. Durante todo o processo, o
elétron pode decair para o estado fundamental por via térmica ou por via radiativa
(fluorescéncia). A eficiéncia quantica da via radiativa é muito baixa (~3%), de modo
que vamos aqui considerar apenas duas vias de relaxagdo: via térmica e via
fotoquimica. A figura 3.5 mostra o esquema de niveis e as vias de desexcitagio.

NIVEL : <
EXCITADO — oxidagao
T T,
NIVEL T reducé@o
FUNDAMENTAL

Figura 3.5 - Esquema das duas principais vias de decaimento de elétrons excitados
no sistema fotossintético considerado (esquema simplificado de 2 niveis).
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O tempo de vida do elétron é dado por

7,7,
r, = —1L2 3.6
e (eq.3.6)

onde 1; € 0 tempo de decaimento pela via térmica e 1,, pela via fotoquimica.

Considerando intensidades luminosas baixas o suficiente para ndo saturar
a absorgdo, e desprezando os efeitos da intensidade no tempo de vida te (via 12),
temos a seguinte equagdo diferencial para o nimero E de elétrons no estado excitado:

— =& -— (eq.3.7)

O termo &F representa o numero de elétrons excitados por unidade de tempo,
enquanto o termo E/t. representa os elétrons desexcitados por unidade de tempo,
tomando absorc¢do e desexcitagdo lineares.

A solugdo para (eq.3.7) é
E@t)=er,(1-¢"") (eq.3.8)

Da expressdo acima vé-se que, se a folha for iluminada por um tempo t >> 1., 0
numero de elétrons no estado excitado de equilibrio sera dado por

E, =et F (eq.3.9)

Os elétrons que decaem por reagdes fotoquimicas excitam os aceitadores
de elétrons do sistema. Consideremos um nimero N de aceitadores, n dos quais se
encontram excitados. A equagdo diferencial para o nimero de aceitadores excitados €

an _E_1n (€q.3.10)

a z,
onde o primeiro termo a direita € o nimero de aceitadores que sofrem excitagdo por
unidade de tempo € 14 € 0 tempo de vida dos aceitadores excitados.

Pode-se entender 12 (anteriormente definido como tempo de decaimento
do elétron por reagdo fotoquimica) como sendo o tempo de choque entre o elétron
excitado e o aceitador. Este varia com o fluxo F de fotons: para F tendendo a zero, o
numero » de aceitadores excitados tende a zero, e 12 tende a um valor t20. Além disso,
esse tempo de choque deve ser proporcional a fragdo de aceitadores ainda nio
excitados, dada por (N-n)/N (assim, se todos os aceitadores ja estivessem excitados,
os elétrons excitados levariam um tempo infinito para atingir um aceitador ndo
excitado). Estes argumentos nos levam a
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Nt,,

(N—_;)" (eq.3.11)

Tz(n) =

Substituindo as expressdes (3.9) e (3.11) na equagdo diferencial (3.10), obtemos

dn T, ny.on
= 3(12011 - N)r - (eq.3.12)

q

Lembrando agora que assumimos t. independente de F, podemos reescrevé-lo como

__TiTy

T (eq.3.13)

e

A eficiéncia qudntica fotoquimica no, definida para F tendendo a zero, ¢
um pardmetro que indica a fragdo de energia absorvida utilizada nas reagdes
fotoquimicas. Partindo das definigdes de 1,9 € 7., a eficiéncia qudntica fotoquimica é
dada pela relagéo

4 T,

Mo = - = —— (eq.3.18)

Podemos agora reescrever a equa¢do diferencial para o namero de
aceitadores excitados em termos de 1o :

dn (gnoF 1) i
:17+L Y Tq}n = enyF (eq.3.19)
cuja solugdo é
en,t F REUSE
n(t) = l—e* " ' (eq.3.20)
l+ 6i{7_07€,q, F
N

Para t >> 14, a populagdo de equilibrio para os aceitadores no estado
excitado é
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n(F)

Nf=="= === engt I
n, = emar, (eq.3.21)
1+
N/2 |~/
|
' >
N/en,t, F

Figura 3.6 - Grafico do nimero de aceitadores excitados em fungdo da taxa F de fotons

A taxa R de atividade fotossintética ¢ proporcional ao numero de elétrons
usados na fotossintese por unidade de tempo, sendo dada por

R(F) A
Nitgp = === = = = = =
neq OF
R = -j[? = ITSG%QT—QF (eq322)
N/2z, |- I N
|
' >
N/en,t, F

Figura 3.7 - Taxa de atividade fotossintética em fungdo da taxa de fotons

O comportamento assintotico da taxa de atividade fotossintética,
observado na figura 3.7, evidencia a saturagdo da fotossintese. Verifica-se da
expressdo (3.22) que a eficiéncia quantica fotoquimica para F — 0 é

dR

TEF)F,O =n, (eq.3.23)

35



IIL.3 - Saturacio fotossintética

A folha vegetal converte parte da luz modulada absorvida em energia
quimica, liberando o restante como calor e luz (fluorescéncia). Usa-se luz continua
branca de alta intensidade para eliminar a atividade fotossintética modulada. A luz
continua fecha os centros de reagdo dos fotossistemas I e II, anulando a concentragio
de aceitadores ndo-ocupados de elétrons. Assim, a eficiéncia de conversdo da luz
modulada em energia quimica (através das reagdes fotoquimicas) vai a zero [10] e
todo o oxigénio produzido pela folha passa a ser liberado continuamente, devido a luz
ndo-modulada. Em consequéncia, toda a luz modulada absorvida passa a ser liberada
como calor (desconsiderando-se a fluorescéncia). Desta forma, a incidéncia de luz
continua intensa gera dois efeitos no sinal fotoacustico observado:

¢ climina a componente fotobarica;

e aumenta a componente fototérmica.

Para saturar a fotossintese com luz continua branca, a intensidade desta
deve ser da ordem de 100 W/m? ou maior. A figura 3.7 mostra o tipo de curva da taxa
de fotossintese em fungdo da intensidade luminosa incidente.
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I11.4 - Efeitos negativo e positivo:
evolucio de O, e energia armazenada

A incidéncia da luz de saturagdo produz efeitos diferentes, conforme a
frequéncia de modulagdo da outra luz aplicada. Estes efeitos sdo uteis na
determinagdo do oxigénio evoluido e da energia armazenada. Sdo eles [15]:

Ill.4.a - EFEITO NEGATIVO

A frequéncias baixas, adi¢do de luz continua suficientemente intensa leva
a saturagdo da fotossintese, eliminando a componente da evolugdo modulada de
oxigénio (componente fotobarica). O sinal fotoacustico sofre entdo um decréscimo,
que chamamos de efeito negativo (EN), definido por

_PA4-PA. 394
= 7 (eq.3.24)

onde PA. ¢ o sinal na auséncia da luz de saturagdo e PA. , na presenga da luz de
satura¢do. Este efeito determina o oxigénio evoluido através da fotossintese.

EN

[1L.4.b - EFEITO POSITIVO

Quando se aumenta a frequéncia de modulagdo, a contribuicdo do
oxigénio evoluido € progressivamente atenuada, pois sua difusdo torna-se lenta
considerando-se a frequéncia de modulagdo. Como o oxigénio € produzido dentro dos
cloroplastos, precisa de tempo para se difundir até uma regido onde ocorra geragédo da
onda acustica. Assim, se a frequéncia de modulagdo ¢ alta, a evolugdo de O, se torna
praticamente continua, e o sinal fotoacuistico observado é essencialmente devido a
componente térmica (fragdo de luz convertida em calor). Nesse caso, a incidéncia de
luz continua saturante aumenta a amplitude do sinal fotoacustico, pois a energia
modulada absorvida passa a ser quase totalmente convertida em calor. Define-se o
efeito positivo (EP) como:

_PA.-P4 (eq.3.25)

B=""p4
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O efeito positivo esta relacionado as reagdes fotossintéticas da seguinte
forma: quando o elétron cedido ao aceitador entra na cadeia de reagdes fotoquimicas,
parte de sua energia fica armazenada na forma quimica e parte ¢ transformada em
calor. Os tempos de liberagio deste calor sdo muito maiores que o tempo T; (definido
em II1.2). Se, no decorrer do processo, o elétron que entrou na cadeia fotoquimica tem
uma fragdo (7 - ) de sua energia convertida em calor, entdo o efeito positivo pode ser
escrito como:

EP(F) = {f— = ___Erﬂ_or_ (eq.3.26)
1+ _,Z?_i F
N

Da equagdo 3.26, vé-se que o inverso de EP(F) pode ser escrito como

1/EP(F)#
1/m, /_g@% _( )——+—NF (eq.3.27)

rno r

Figura 3.8 - Gréfico de EP (F)

Esta diferenga relativa entre a componente térmica do sinal respectivamente com e
sem luz de saturagdo corresponde a fragdo de energia utilizada nas reagdes da
fotossintese, e assim equivale a razdo entre a taxa de elétrons usados na fotossintese €
a taxa de elétrons injetados no sistema (eq.3.26). As figuras 3.9 e 3 10 mostram
graficos de medi¢Ges dos efeitos positivo e negativo.
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Figura 3.9 - Efeito positivo em Eucalyptus urophylla ;

intensidade de luz de 650nm : 11.3 W/m? ; frequéncia de modulagéo : 450 Hz .

seta para cima indica luz de saturacgado (360 W/mz) ligada;
para baixo, luz de saturagdo desligada
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Figura 3.10 - Efeito negativo em Eucalyptus urophylla ;
intensidade da luz de 650nm : 11.3 W/m? ; frequéncia de modulagdo : 17Hz
seta para cima indica luz de saturagao (360 W/mz) ligada,
100 para baixo, luz de saturagdo desligada
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IIL.S - Perda Fotoquimica

Grande parte da energia incidente na folha é armazenada como energia
quimica, sendo posteriormente utilizada na sintese de compostos necessarios ao
desenvolvimento da planta. Este armazenamento diminui a quantidade de luz
absorvida que ¢ transformada em calor. Assim, este efeito é chamado de perda
fotoquimica. Podemos escrever a seguinte equagdo para o balango de energia do
sistema vegetal sob incidéncia de luz:

hv=H+ ¢hvi+ nAE (eq.3.28)

onde hv € a energia do foton absorvido, H o calor instantaneamente liberado por foton
absorvido, vr a frequéncia média de um foton de fluorescéncia, ¢ e 1 as eficiéncias
quinticas respectivamente da fluorescéncia e da fotoquimica e AE a energia
fotoquimica armazenada por foton absorvido. Note-se que, na segdo 111.2, desprezou-
se 0 termo de fluorescéncia (muito menor que o calor H liberado), fazendo ¢hvy=0 e
AE = hv, do que resulta H = (1-n)hv. A partir da equagdo 3.28, desprezando-se a
fluorescéncia, a perda fotoquimica (PF) é definida como a razio

hv - H

PF =
hv

(eq.3.29)

Este parametro indica o déficit observado no sinal fotoacustico devido aos processos
intermediarios da fotossintese.

A partir das consideragdes da se¢do anterior, observa-se que o efeito
positivo corresponde a perda fotoquimica (PF). A diferenga relativa entre o sinal
térmico maximo (obtido com incidéncia de luz continua saturante) e o sinal térmico
observado apenas sob incidéncia de luz modulada reflete a parcela de energia que a
planta armazena como energia quimica e que sera utilizada nas reagdes fotossintéticas.
Com efeito, a fragdo de energia armazenada ¢ dada por

PlF=FEP (eq.3.30)

onde EP € o efeito positivo.

Em baixas frequéncias de modulagdo, o efeito negativo observado é o
resultado da eliminagdo da componente barica do sinal, que o reduz, sobreposto ao
acréscimo da componente térmica - devido a supressdo da perda fotoquimica (figura
3.11). Neste caso, o sinal do oxigénio evoluido ¢ dado por

Sinaloxi; = PA_- (1 - PF)PA, (eq.3.31)
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Figura 3.11 - Curva ilustrando a simultanea supressio da componente barica e

aumento da componente térmica com a incidéncia de luz saturante a baixas
frequéncias de modulagéo; abaixo do eixo temporal, seta para cima indica o instante
em que a luz de saturagdo ¢ ligada; para baixo, o instante em que € desligada.
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II1.6 - Inducao Fotossintética

Quando uma planta é colocada no escuro, seus centros de reagdo
fotossintética vo gradualmente se desativando. Apds um certo periodo de adaptagdo,
poucos pigmentos (na regido do infravermelho) se mantém ativos [11]. O tempo
necessario para a plena adaptagio da planta a condi¢do de escuro varia fortemente (de
alguns minutos a varias horas), conforme a espécie da planta.

Com a planta adaptada ao escuro, incidéncia de luz da origem ao
processo de inducdo fotossintética [15, 27): a folha se readapta progressivamente a
luz, reiniciando o processo da fotossintese. O estado estacionario da atividade
fotossintética é atingido depois de um periodo transiente que depende de varios
fatores, como:

e espécie da planta
e intensidade luminosa
¢ tempo de adaptagdo ao escuro

¢ condigdes atmosféricas locais

A figura 3.12 mostra curvas tipicas de indugdo fotossintética para
medigdes efetuadas em nosso laboratorio. Note-se que as medidas em eucalipto
apresentam um transiente curto (3 a 5 minutos), enquanto o transiente para amostras
de milho é bem longo, podendo chegar a meia hora. Isto pode estar associado ao fato
de que estas plantas apresentam diferengas em seus ciclos fotossintéticos,
demonstrando o tipo de estudo comparativo entre plantas que pode ser realizado
através de medidas de indugdo fotossintética.

Entre os temas que ja foram estudados utilizando a indugdo
fotossintética com a técnica fotoacustica, podemos destacar a heterose do milho [27].
No préximo capitulo, mostraremos como a indugdo fotossintética foi usada no estudo
de pardmetros que afetam a fotossintese de plantas de eucalipto.
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Figura 3.12 a) Indugdo fotossintética em planta de milho adaptada ao

escuro; intensidade da luz 680nm: 8 W/m? ; frequéncia de modulagdo: 17 Hz;

para t > 2850, ha incidéncia de luz branca saturante (200 W/mz, seta para cima)
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Figura 3.12 b) Indugdo fotossintética em Fucalyptus urophylla adaptada ao
escuro, intensidade da luz 680nm: 8 W/m? ; frequéncia de modulagdo: 17 Hz;
para 300s <t < 340s, ha incidéncia de luz branca saturante (100 W/m:', ver setas)
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Figura 3.12 - Curvas de indugio fotossintética respectivamente para amostras

de milho e eucalipto
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| CAPITULO 1V :
RESULTADOS EXPERIMENTAIS
EM PLANTAS DE EUCALIPTO

1V.1 - Informacoes gerais sobre o eucalipto

IV.1l.a - Introdugdo

O eucalipto ¢ a esséncia florestal mais plantada em todo o Brasil. Isso se
deve principalmente ao fornecimento de matéria prima para industrias de celulose e
papel, além da siderurgia a carvdo vegetal. A espécie E.grandis é uma das mais
plantadas, devido a seu rapido crescimento e facilidade de adaptagdo a diferentes
climas. A espécie E.urophylla apresenta crescimento mais lento, sendo porém mais
tolerante a periodos de estiagem. O cruzamento dessas duas espécies originou o
hibrido Eucalyptus urograndis, que se caracteriza pelo rapido crescimento e
resisténcia a seca. No entanto, por ser um hibrido de desenvolvimento recente, ainda
sdo poucas as informagdes conclusivas sobre seu comportamento.

O cultivo do eucalipto no Brasil € feito a partir de mudas produzidas em
viveiros, com a semeadura sendo realizada em recipientes especiais (fubetes) e as
mudas obtidas sendo posteriormente transplantadas para o campo. Com o aumento das
areas reflorestadas anualmente, a produ¢do de mudas tem crescido, buscando-se
também o aprimoramento das mesmas.

Diversos fatores influenciam no estabelecimento das mudas no campo. A
adaptabilidade da planta as condigées de campo pode ser avaliada pelo desempenho
fotossintético das mudas [28]. Isto motivou o estudo (desenvolvido em mudas de
eucalipto das espécies E.grandis, E.urophylla e do hibrido E.urograndis) que sera
apresentado neste capitulo.
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IV.1.b - Fotoinibi¢do

Varios trabalhos recentes mostram que plantas do tipo C3 -
particularmente sensiveis a falta de dgua no solo e melhor aclimatadas a temperaturas
fotossintese quando transferidas para ambientes com irradidncia alta. Esta fotoinibicdo
ocorre quando a planta ndo consegue dissipar a irradiancia excessiva recebida e passa
a acumular radicais livres fortemente oxidantes (o que causa danos a componentes do
fotossistema 1I, tais como a destruigio dos pigmentos fotossintetizantes). A
fotoinibigdo é associada a uma diminuigdo da eficiéncia fotossintética e consequente
queda na capacidade de conversdo da energia radiante em matéria seca (carboidratos),
sendo geralmente causada pela associagdo de alta irradidncia com baixas temperaturas
ou outros tipos de estresse induzidos.

A metodologia normalmente utilizada no cultivo de eucalipto (ver
Material e métodos, a seguir) pode intensificar o fenémeno da fotoinibigdo quando as
mudas passam da condigdo de sombreamento para a de pleno sol, ou seja, quando
deixam a luminosidade controlada dos viveiros e tém que se adaptar as condigdes de
campo.

Os efeitos da fotoinibigdo sobre as plantas tém sido investigados através
de medidas de fluorescéncia da clorofila a [29]. Aqui usaremos a técnica fotoacustica
para estudar tais efeitos.

IV.1.c - Material e Métodos

Utilizou-se, para este estudo, mudas de eucalipto do viveiro da CELPAV
Florestal S.A., em Santa Rita do Passa Quatro (SP). O substrato, acondicionado em
tubetes plasticos com volume de 50 cm’, é composto por uma mistura adubada de
vermiculita (35%), bagago de cana (35%), terra (20%) e turfa (10%). A semeadura ¢
realizada manualmente, depositando-se sobre a superficie do substrato cerca de 5
sementes (por tubete) que depois sdo cobertas por uma fina camada do mesmo
substrato peneirado. Um més apds a semeadura ¢é feito o desbaste, deixando-se uma
planta, mais uniforme em vigor e altura, por tubete.

45



Até o desbaste, as mudas crescem sob sombrite (tela preta de
polioleifinas) que atenua a luminosidade solar em até 50%. Apds o desbaste, o
sombrite s6 sera mantido nas horas mais quentes do dia. Passados 40 dias da
semeadura, elimina-se definitivamente o sombreamento, com a exposi¢do das mudas a
pleno sol. Essa transigdo pode induzir o chamado estresse hidrico (deficiéncia de

agua).

IV.1.d - Objetivos

Com este trabalho pretende-se investigar as reagdes fotoquimicas do
processo fotossintético utilizando a técnica ndo invasiva da fotoacustica in vivo e in
situ. A grande maioria dos trabalhos até hoje desenvolvidos utilizando esta técnica no
estudo da fotossintese foi realizada em plantas herbaceas ou arbustivas (milho, tomate,
espinafre, feijdo etc). Nesta pesquisa, usa-se a fotoacustica para estudar uma planta
arbérea e menos “domesticada”, o eucalipto. Deste modo, pretende-se demonstrar a
versatilidade da técnica fotoacustica, capaz de permitir comparagdes entre o
comportamento fotossintético de diferentes plantas.

Considerando que condigdes de estresse como a alta irradidncia geram
perdas na produtividade do eucalipto (uma planta economicamente importante devido
as aplicagOes citadas no item IV.1.a), o estudo dos mecanismos de adaptagdo dessa
planta a diferentes situagGes se justifica, ndo so pela investigagdo dos processos
fotossintéticos em si, como também pela importancia no aperfeicoamento dos métodos
de seu cultivo. Além disso, espera-se identificar paridmetros discriminatorios do
processo de aclimatagdo a irradidncia para as trés espécies de eucalipto mencionadas
(E.grandis, E.urophylla e E.urograndis). Conhecendo melhor as caracteristicas de
cada espécie, pode-se indicar qual a espécie mais apropriada a determinada condigdo
de cultivo.
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IV.2 - Inducao Fotossintética

Como um dos objetivos deste estudo era comparar curvas de indugdo
fotossintética para diferentes espécies de eucalipto, inicialmente realizou-se uma série
de medidas com o intuito de verificar qual a reprodutibilidade dos resultados obtidos.
Observou-se uma dispersdo bastante grande entre curvas obtidas para amostras da
mesma espécie. Isto pode ser explicado se considerarmos que o estudo de sistemas
vivos é geralmente mais complexo que o estudo de amostras sintetizadas em
laboratorio. Enquanto num laboratorio pode-se controlar rigorosamente parametros
como temperatura, umidade e condigdes gerais sob as quais ocorre o crescimento da
amostra, num ambiente externo (como o campo ou mesmo uma estufa) tais parametros
sdo de dificil controle. Como qualquer diferenga nas condigdes de crescimento das
mudas pode gerar variagdes no comportamento fotossintético das plantas, as medidas
apresentam uma variabilidade inerente ao trabalho com sistemas vegetais vivos.

A partir dessa constatagdo, tornou-se claro que o plano de trabalho a ser
seguido deveria englobar um nimero grande de repetigdes para cada medida efetuada.
Para minimizar a variabilidade introduzida pelas mudangas de clima entre diferentes
datas de medigdes, buscou-se realizar o mesmo numero de medidas para cada espécie
num mesmo dia.

As medidas foram realizadas em mudas de eucalipto com cerca de 45
dias de idade. O cronograma adotado no cultivo das mudas (ver item 1V.1.c) permite
constatar que a fase critica de cultivo ocorre quando estas atingem a idade de quarenta
dias e sdo transferidas de um ambiente de sombreamento parcial (telado) para o
campo, com incidéncia plena de sol. Assim, a decisdo de estudar mudas em idade de
transplante para o campo se justifica: neste periodo o monitoramento se faz
importante. Por outro lado, foi feito um acompanhamento de diversas amostras e
medidas efetuadas em mudas de até quatro meses de idade mostraram que o
comportamento fotossintético das mesmas ndo sofre alteragdo substancial para idades
superiores a um més e meio. Estas razdes fundamentaram a decisdo de se estudar
mudas com a idade padrdo de 45 dias.

Estabelecido o plano de trabalho e a idade das amostras, era necessario
padronizar o tempo de adaptagdo destas ao escuro. Para tanto, foram feitas diversas
medidas de indugdo fotossintética para diferentes periodos de adaptagdo, sempre com
poténcia incidente de 8 W/m®. Observou-se que as amostras adaptadas ao escuro por
tempos superiores a trés horas apresentavam comportamentos equivalentes quanto a
indugdo fotossintética. Isto mostra o tempo necessario para que o eucalipto esteja
plenamente adaptado a condigdo de escuro. Para manter uma boa margem de
seguranga, todas as curvas de indugdo fotossintética apresentadas neste trabalho foram
feitas apos uma adaptagdo ao escuro de pelo menos dez horas.
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A influéncia do tempo de adaptagdo ao escuro no comportamento
fotossintético das plantas se explica da seguinte forma: € necessario um tempo minimo
de escuro para desativar completamente os fotossistemas, responsaveis pelas reagdes
da fotossintese. Além disso, ha compostos sintetizados e armazenados pela planta
cuja concentraciio se estabiliza apenas depois de um certo tempo de escuro. A
concentragdo destes compostos pode influenciar na indugdo, como veremos a seguir.

As curvas de indugdo fotossintética foram obtidas sob as seguintes
condigles experimentais:

e Luz monocromatica: A = (680 * 5) nm, intensidade de 8 W/m?, modulada a uma
frequéncia de 17 Hz;
e Luz continua de saturagdo: 400 < A < 700 nm, intensidade de 200 W/m’.

TRANSIENTE INICIAL

Plantas de eucalipto (e outras, como as de espinafre) apresentam
nitidamente um pico no sinal fotoacistico (seguido por uma depressdo) na fase inicial
da indugdo fotossintética (fig.4.1). A origem desse comportamento ainda ndo foi
claramente determinada. Prinsley e Leegood [30] citam artigo de Franck [31] segundo
o qual estes transientes (evolugdo e absorg¢do gasosas iniciais) refletem a redugio
fotoquimica de compostos acumulados durante o periodo de escuro e disponiveis para
redugdo no primeiro minuto de iluminagdo. Esta hipotese ¢ fortalecida pela observagédo
experimental de que, nas plantas de espinafre estudadas por Prinsley e Leegood, a
concentragdo do composto 3-fosfoglicerato é mantida no escuro e decresce
rapidamente sob incidéncia de luz, indicando sua redugio.

Badger [32] afirma que, no periodo inicial de iluminag3o, as atividades de
oxidagdo fotorrespiratoria (ciclo PCO) e redugdo fotossintética do carbono (ciclo
PCR) néo estdo totalmente ativadas, o que causaria uma forte absorgdo inicial de O, ,
reduzida conforme a fixagdo de CO, atinge seu estado estacionario. O transiente inicial
no sinal fotoacustico poderia traduzir esse comportamento.

Bults e colaboradores {10] observam que, neste periodo transiente inicial,
aplicagdo de luz continua saturante resulta no chamado efeito positivo (isto foi
confirmado em medigSes realizadas por Carmen Gorvenia no Laboratdrio de
Fototérmica / IFGW). Isto indica uma eficiéncia fotoquimica notavel - mesmo sem
evolugdo de oxigénio -, ou seja, parte da energia incidente esta sendo utilizada para a
rapida redugdo de compostos acumulados nas folhas. O tempo caracteristico para que
ocorra a redugdo (cerca de 30 segundos apds o inicio da incidéncia luminosa, ainda de
acordo com medi¢des de Prinsley e Leegood) coincide com o transiente inicial

observado nas medidas fotoacusticas.
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Figura 4.1 - Curva tipica de indugao fotossintética em folha de eucalipto;
seta para cima indica o instante em que a luz de saturagdo foi ligada

49



AMPLITUDE DO SINAL FOTOAC(JSTICO (componentes barica e térmica)

Uma vez que as curvas de indugdo atingem um sinal estaciondrio, através
da incidéncia de luz fotossinteticamente saturante é possivel separar as componentes
térmica (relativa a parcela de energia absorvida que a planta converte em calor) e
barica (correspondente a evolugdo de oxigénio) do sinal fotoacistico. A tabela a seguir
resume os resultados obtidos para as componentes térmica e barica do sinal
fotoacustico em plantas de trés espécies de eucalipto. Estudou-se amostras adaptadas
por 24 horas a diferentes temperaturas (25°C e 10°C). Cada média corresponde a cerca
de trinta medidas efetuadas; ainda assim, os desvios sdo grandes.

Tabelal - Médias das componentes do sinal fotoacistico
para as trés espécies de eucalipto estudadas
( média + desvio quadratico médio )

Espécie FEucalyptus Eucalyptus Fucalyptus

grandis urophylla urograndis
Temperatura 25 10 25 10 25 10
CC)
Sinal
Térmico 85 7+4 11+5 11+5 10+5 9+5

®V)
Sinal Barico
O, evoluido| 31 + 8 29 + 7 28 + 8 26 £ 9 33+ 9 34 + 9

(LVv)

Observe-se que as barras de erro sdo tais que os dados apresentados na
tabela 1 ndo permitem discriminar o comportamento das diferentes espécies de
eucalipto estudadas.

TEMPO DE INDUCAO

Outro parametro a ser analisado a partir das curvas experimentais € o
tempo de indugdo, ou seja, o tempo que a planta inicialmente adaptada ao escuro leva
para atingir um estado estacionario que reflete a plena produgdo de oxigénio. Enquanto
o milho, bastante conhecido e estudado em trabalhos de fotoacustica ([15], [23]),
necessita de pelo menos 20 minutos de incidéncia de luz até alcangar uma produgdo
maxima constante de oxigénio, as medidas efetuadas mostram que o eucalipto atinge o
estado estaciondrio num periodo médio de 5 minutos. Esta observagdo pode estar
associada a diferengas no ciclo fotossintético dessas plantas.
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Com o objetivo de comparar o tempo necessario para que as diferentes
espécies de eucalipto estudadas atingissem o estado estacionario, foi feito o ajuste das
curvas de indugdo através da curva logistica

=N,

S(t)=So+W (eq.4.1)
onde S, € o sinal fotoacustico inicial, AS a variagdo do sinal até atingir o valor de
saturagdo num tempo At e t, € o instante no qual (S-S, )YAS = 0,5. A equagdo 4.1
representa uma curva em S e foi usada na referéncia [27] para ajustar curvas de
indugdo fotossintética em plantas de milho. No caso do eucalipto, a ocorréncia do
transiente inicial faz com que o inicio da curva nio seja perfeitamente ajustado por
esta expressdo. No entanto, ndo ha prejuizo na obtengdo dos parametros At € to,
bastando eliminar a regido onde ocorre o pico deste transiente inicial (de modo geral,
em t < 20 s). Assim, a tabela 2 mostra os resultados obtidos para os parametros t, € At
das curvas de indugdo fotossintética. As curvas ajustadas correspondem ao mesmo
conjunto de medidas que originou a tabela 1.

Tabela2 - Médias dos parametros t, e At
das curvas de ajuste de indugdo fotossintética
para as trés espécies de eucalipto estudadas
( médias + desvio quadratico médio )

Espécie Eucalyptus Eucalyptus Eucalyptus
_grandis urophylla urograndis
Temperatura 25 10 25 10 25 10
(<)

to (s) 90 + 20 |1 60 £ 10 | 100 + 20| 80 + 20 | 90 + 20 | 70 + 20

At (s) 22 £9 18 + 7 22 £ 8 2609 | 219 23 £ 9

Tomando os valores de sinal térmico e de sinal barico da tabela 1
respectivamente como S, € AS, a partir dos valores da tabela 2 para t, e At pode-se
construir curvas médias de indugdo fotossintética para as espécies de eucalipto
estudadas a 10°C e a 25°C. As curvas obtidas sio mostradas na figura 4.2. A
observagdo destas curvas permite constatagdes sobre o comportamento das diferentes
espécies de eucalipto.
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Figura 4.2 - Curvas médias de indugdo fotossintética
para cada espécie e temperatura de adaptagdo
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Para as trés espécies de eucalipto analisadas, observa-se que a
temperatura_influi no tempo de inducdo fotossintética. Amostras adaptadas a
temperatura de 10°C atingem mais rapidamente um sinal fotoacistico estavel, ou seja,
a taxa de produgdo de O, se estabiliza mais cedo para amostras aclimatadas a
temperaturas mais baixas. Este comportamento pode ser explicado em termos do
acoplamento dos transportadores de elétrons responsaveis pela redugdo de ADP e
fosfato inorginico a ATP. Esse acoplamento ¢ menor para temperaturas mais amenas
(como 10°C), o que poderia diminuir o tempo de indugéo.

Esta hipotese podera ser comprovada com a aplicagdo de substancias
quimicas desacopladoras as folhas sob estudo, no caso de tais substincias deslocarem
a ocorréncia do transiente (como as curvas para amostras adaptadas a 10°C em
comparagio aquelas para amostras adaptadas a 25°C, na figura 4.2). Esta é uma
perspectiva para estudos futuros, conforme sera visto no capitulo V.
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IV.3 - Fotoinibi¢ao em Plantas de Eucalipto

Apos o estudo das curvas de indugdo fotossintética, o passo seguinte fo
investigar a ocorréncia de fotoinibigdo por excesso de imradidncia nas mudas de
eucalipto. Para isso, fez-se medigdes divididas em trés fases (sempre sob incidéncia
de luz modulada a 17 Hz, com A = 680 nm e intensidade de 8 W/m?): apos a
estabilizagdo do sinal fotoacustico na fase de indugdo fotossintética, incidia-se luz
continua (com 400 < A < 700 nm) de intensidade saturante por 15 minutos; a seguir,
retirava-se a luz continua para observar a volta do sinal de evolugdo de oxigénio.
Caracteriza-se a fotoinibigdo quando este sinal barico pds-luz continua ndo volta ao
valor encontrado antes da incidéncia da referida luz de saturagdo. Neste caso, diz-se
que a luz de saturagdo fotoinibiu a fotossintese.

A escolha do tempo de 15 minutos para incidéncia da luz continua
intensa se deu apds varias medidas preliminares, nas quais se constatou que este € um
periodo suficiente para que a fotoinibigdo, caso existente, seja observada. Variando-se
esse tempo de cinco minutos até duas horas, verificou-se que a fotomibigdo ndo
variava para tempos superiores a 15 minutos. A figura 4.3 mostra uma curva
experimental tipica deste estudo.

Efetuou-se medidas para diversas intensidades da luz continua saturante,
com o objetivo de obter curvas da fotoinibigio em fun¢do da intensidade luminosa
incidente. Observou-se a relagdo entre o sinal de oxigénio evoluido antes e depots da
incidéncia da luz de saturagdo. As figuras 4.4 a 4.9 mostram os resultados obtidos.
Nestas figuras, cada ponto corresponde a média de cinco a seis medidas. De modo
geral, para luz de saturagdo com intensidade superior a 400 W/m’, ocorreu
fotoinibicdo nas amostras estudadas. A espécie FE.urophylla parece ser mais
susceptivel a fotoinibigdo, havendo uma queda brusca no sinal de oxigénio apods
incidéncia de luz saturante com intensidade a partir de 350 W/m?, para amostras
adaptadas a 25°C.

Os graficos 4.4 a 4.9 permitem constatar que o aumento na intensidade
da luz de saturagdo aplicada intensifica o fendmeno da fotoinibigdo. Em alguns casos,
intensidades de aproximadamente 600 W/m? levaram a uma fotoinibi¢io em torno de
40%, isto ¢, o sinal correspondente ao oxigénio evoluido caiu 40% apos a incidéncia
de luz saturante. No entanto, mais uma vez no foi possivel discriminar as espécies de
eucalipto quanto ao seu comportamento. As trés espécies estudadas apresentaram
resultados semelhantes quanto a fotoinibigio. Também ndo houve discriminagio
quanto a temperatura de aclimatagio prévia: a fotoinibigdo se mostrou semelhante
para amostras adaptadas a 10°C e a 25°C.
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Deve-se destacar que a aclimatagdo prévia foi de apenas 24 horas, em
cdmara escura, ou seja, a planta foi simultaneamente adaptada ao escuro € a uma
determinada temperatura. E possivel que seja necessaria uma aclimatagdo por
periodos mais longos (e sob luminosidade controlada) para que se detecte a influéncia
deste parametro na fotoinibigdo.

Os resultados obtidos para as folhas de eucalipto sdo proximos aos
valores encontrados na literatura. Em particular, Havaux e Eyletters [33] encontraram
fotoinibigdo proxima a 30% para folhas de Pisum sativum (ervilha) expostas por 15
minutos a luz azul-verde com a intensidade saturante de 400 W/nf.
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Iigura 4.3 - Curva experimental tipica para estudo de fotoinibigao.

Seta para cima indica o instante em que a luz de saturagdo foi ligada;
para baixo, o instante em que foi desligada
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IV.4 - Curvas de Saturacio

Outro estudo realizado foi a comparagdo das curvas de saturagdo
fotossintética para as diferentes espécies de eucalipto. Novamente, o objetivo foi
discriminar estas espécies através de medidas utilizando a técnica fotoacustica. A
curva de saturagdo mostra a atividade fotossintética em fung¢do da intensidade da luz
modulada incidente; é obtida variando-se a intensidade dessa luz e observando, apds
a estabilizagdo do sinal fotoacistico e com o auxilio da incidéncia de luz saturante, a
respectiva componente barica. Paralelamente a cada curva de saturagdo, o efeito
negativo permitiu medir a componente térmica correspondente em fungdo da
intensidade luminosa.

Conforme discutido no capitulo III, para baixa frequéncia de modulagao
o sinal fotoacistico total ¢ uma soma das componentes barica e térmica; para isolar
cada uma dessas componentes - através do efeito negativo - deve-se levar em conta a
perda fotoquimica. Para obter o valor dessa perda fotoquimica € necessario medir o
chamado efeito positivo em fun¢do da intensidade luminosa, o que ¢ feito a
frequéncia de modulagdo alta (para este trabalho, utilizou-se f = 450 Hz).

Nas medidas de efeito positivo, realizadas a alta frequéncia de
modulagdo, é importante descontar do sinal medido a componente devida a luz que
atinge a membrana do microfone (gerando sinal térmico). O sinal da folha é traseiro e
o da membrana dianteiro. Em medi¢des a frequéncias baixas, a componente da
membrana é da ordem de 1% do sinal total observado, podendo ser desprezada. Isso
ndo ocorre a frequéncias altas, onde o sinal fotoacustico é menor (devido @ mudanga
no comprimento de difusdo térmica), e a participagdo dessa componente no sinal total
se torna proporcionalmente bem maior.

Para quantificar o sinal térmico da membrana do microfone, deve-se
inicialmente verificar a transmitincia da folha vegetal sob analise, no comprimento de
onda utilizado nas medi¢Ges. Para isso, compara-se o sinal fotoacustico para
incidéncia direta na membrana do microfone com o sinal observado na presenga da
amostra. A transmitancia ¢ dada por:

S = Transmitdnciu (eq4.2)
s folha

As medidas efetuadas forneceram o valor de 4% para a transmitancia em folhas de
eucalipto, para luz incidente com A = 680nm.
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Multiplicando-se o sinal fotoaciistico para incidéncia direta na membrana
do microfone pelo valor da transmitancia, obtém-se o sinal da membrana nas medidas
de efeito positivo, para radiagdo incidente com uma dada intensidade. Como este sinal
¢ diretamente proporcional a intensidade luminosa, pode-se calcular o sinal da
membrana para outros valores de intensidade.

Uma vez obtido o sinal térmico correspondente a membrana do
microfone, as curvas de efeito positivo sdo corrigidas descontando-se este sinal da
membrana (amplitude e fase) e o sinal parasita detectado experimentalmente (sinal
residual observado para luz incidente nula e que pode ser causado por vibragdes
mecénicas provocadas pelo modulador na mesa fotoacustica, nas medidas a altas
frequéncias de modulagio).

Um modo de verificar a corre¢do da curva obtida é observar a fase do
sinal fotoaciistico resultante; esta fase deve assumir um valor constante independente
da intensidade luminosa (pois o sinal observado a frequéncia de modulagédo alta ¢
puramente térmico, apresentando portanto uma fase determinada).

A curva de saturagdo da atividade fotossintética é obtida eliminando-se
da curva experimental em fun¢do da intensidade luminosa a componente térmica
(através do efeito negativo, ja considerando a energia armazenada). Como na curva
de efeito positivo, a corregdo do sinal barico ¢ garantida pela constincia na fase do
mesmo, apds a eliminagdo das outras componentes.

O procedimento descrito acima foi repetido para diversas amostras das
espécies de eucalipto E.grandis, E.urophylla e E.urograndis. As curvas de saturagdo
assim obtidas foram ajustadas com o auxilio do modelo tedrico apresentado no
capitulo IlI, onde foi visto que estas curvas sdo do tipo

en I
R = e F (eq.4.3)
e

onde F (fluxo de fotons) é obviamente proporcional a intensidade da radiagdo
incidente. O comportamento assintotico das curvas permite comparar as amostras
analisadas em termos de dois pardmetros principais: o valor de saturagdo para a taxa
de atividade fotossintética e a intensidade luminosa para a qual esta taxa atinge
metade do valor de saturagéo.
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Apos encontrar as curvas de saturagdo da atividade fotossintética, pode-
se obter uma expressdo correspondente para o ajuste das curvas de sinal térmico.
Sendo proporcional a energia dos portadores que ndo vdo para a via fotoquimica
somada a fragdo de energia convertida em calor durante as reagdes fotoquimicas, o
sinal térmico é dado por
1o (eq.4.4)
Enorg F

N

T =¢F -rR =¢F|1-
1+

onde &F ¢ a taxa total de elétrons injetados e R é dado pela equagdo anterior.

Na verdade, a curva experimental de sinal barico é dada pela equagdo 4.3
a menos de uma constante multiplicativa arbitraria. Do mesmo modo, a curva
experimental correspondente ao sinal térmico também apresenta uma constante
multiplicativa arbitraria em relagdo a equagdo 4.4. Estas constantes dependem de
diversos pardmetros experimentais como resposta do microfone etc. Além disso, a
constante que aparece a frente do sinal barico ¢ diferente da que aparece a frente do
sinal térmico, pois cada componente reflete uma via distinta de geragdo do sinal
fotoacustico que depende de pardmetros especificos.

A seguir, a tabela 3 mostra os valores médios obtidos para o sinal de
saturagdo da atividade fotossintética e a intensidade luminosa para a qual esta taxa
atinge metade do valor de saturagdo. Mais uma vez, utilizou-se luz modulada a 17 Hz
e com A = (680 + 5) nm. Para permitir a comparagdo entre as espécies de eucalipto
quanto ao sinal térmico, a tabela apresenta os valores calculados da componente
térmica para intensidade luminosa de 100 W/m?. Cada valor da tabela corresponde a
média de 5 medidas.

Tabela3d - Médias de pardmetros das curvas de saturagdo
para as trés espécies de eucalipto estudadas
( média * desvio quadratico médio )

Amostra Eucalyptus Eucalyptus Eucalyptus
grandis urophylla urograndis
Valor de saturagdo
da atividade 230 £ 40 240 £ 50 340 + 66
fotossintética (uV)
Intensidade de
meia-saturagdo 36+ 8 40 10 60 + 23
(W/m?)
Sinal térmico
a 100 W/m? 70 + 7 100 + 15 69+5
(uv)

61



A figura 4.10 mostra um exemplo das medidas efetuadas; na figura, os
pontos experimentais sdo acompanhados dos ajustes tedricos correspondentes.

Os dados apresentados na tabela 3 (e visualizados na figura 4.11)
permitem discriminar as espécies de eucalipto analisadas. A espécie I.urograndis
mostra atividade fotossintética superior as demais: maior intensidade luminosa ¢
necessaria para saturar a atividade fotossintética em mudas dessa espécie, e a
saturagdo ocorre a um nivel mais alto de atividade em comparagdo com as amostras
de FEucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis. Isto parece indicar maior
adaptabilidade das amostras Fucalyptus urograndis a ambientes caracterizados pela
exposi¢do a altas intensidades luminosas. Por outro lado, a espécie E.urophylla se
destaca por apresentar maior nivel de sinal térmico em relagdo as demais. Isso pode
indicar diferengas na morfologia das folhas (espessuras ou texturas foliares diferentes,
por exemplo).

Estes resultados estio em acordo com os estudos de indugédo
fotossintética, em que as barras de erro impediram discriminagdo entre as espécies.
Observe-se que as medidas de indugdo foram realizadas para luz modulada de 680 nm
com 8 W/m’ . Este valor de intensidade é muito baixo para que se possa discriminar a
resposta apresentada pelas trés espécies de eucalipto estudadas.
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Figura 4.10 - Exemplo de medidas de saturagdo fotossintética e sinal térmico em fungdo
da intensidade. Os pontos correspondem aos dados experimentais; a curva solida indica o
ajuste teorico (medidas efetuadas em folha de Eucalyptus grandis)
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. ~CAPiTULOV:
CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apos a realizagdo de todas as medigdes compreendidas pelo estudo aqui
apresentado, pode-se afirmar que a fotoacustica é uma ferramenta poderosa no estudo
de sistemas vegetais. Permite realizar uma série de experimentos uteis em analises
comparativas entre plantas de espécies e/ou géneros diferentes. A possibilidade de
que essas medidas sejam realizadas in vivo e in situ é um fator que motiva este tipo de
estudo, uma vez que suspensdes aquosas de cloroplastos ndo podem reproduzir o
comportamento de amostras vivas, ¢ folhas destacadas do caule podem ter sua
resposta comprometida pela desidratagdo. Assim, é importante frisar que, além de
versatil, a técnica fotoacustica é nido destrutiva.

As medidas fotoacusticas sdo uteis para se avaliar diferentes condigdes
de estresse impostas as plantas, uma vez que o sinal observado se altera em fungdo de
mudangas na temperatura, na intensidade da luz incidente ou em pardmetros
morfoldgicos das folhas, entre outros fatores.

O estudo desenvolvido em mudas de eucalipto mostra a utilidade da
técnica fotoacustica na analise do comportamento fotossintético de plantas arboreas,
normalmente menos estudadas. Verifica-se experimentalmente a ocorréncia de
fotoinibi¢do para as trés espécies de eucalipto estudadas. As curvas de indugdo
fotossintética permitem discriminar o comportamento de amostras aclimatadas a
diferentes temperaturas, enquanto as curvas de saturagdo fotossintética e de sinal
térmico em fungdo da intensidade luminosa incidente evidenciam a discriminagdo
entre as espécies E.grandis, E.urophylla e E.urograndis. Destaca-se a maior
amplitude de sinal térmico para as amostras da espécie E.urophylla, enquanto
amostras da espécie E.urograndis apresentam as maiores taxas de atividade
fotossintética.

As perspectivas do estudo fotoaciistico em sistemas vegetais sdo amplas
e incluem a repetigdo de medidas (particularmente no item “indugdo fotossintética™)
numa gama cada vez mais ampla de plantas, visando principalmente comparar as
respostas entre estas plantas para evidenciar possiveis diferengas no ciclo
fotossintético das mesmas.
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Conforme exposto no capitulo III, a perda fotoquimica pode ser obtida
através de medidas de efeito positivo. Este pardmetro indica a energia armazenada
pela planta como energia quimica. A figura 5.1 mostra um exemplo desse tipo de
curva. Assim, através da fotoaciistica pode-se estudar comparativamente a perda
fotoquimica em diferentes espécies vegetais.

Eucalyptus urophylla

f =450 Hz i

1/EP
N
»
\
=

0 | I !
0 5 10 15 20

Intensidade (W/m?)

Figura 5.1 - Exemplo de grafico de perda fotoquimica; o ajuste efetuado
fornece EP(0) = 0,29 para esta medida especifica.

Outra perspectiva de estudo diz respeito a observagdo do chamado
“efeito Emerson” (apéndice I). Este efeito consiste na maximizagdo da atividade
fotossintética com a excitagdo simultanea dos dois fotossistemas. Como a fotoacustica
permite a observagdo do efeito Emerson, pode-se estudar a possivel influéncia da
radiagdo Emerson no tempo de vida dos aceitadores eletronicos excitados.

Quanto a hipotese de o acoplamento dos transportadores de elétrons
responsaveis pela sintese de ATP influir no tempo de indugdo fotossintética, a
aplicagdo de substincias quimicas desacopladoras as folhas sob estudo permitira
avaliar sua corregdo.
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O controle da atmosfera sob a qual ficam expostas as plantas nas
medig¢des fotoacusticas abre a perspectiva de se estudar a influéncia dessa atmosfera
na atividade fotossintética das folhas.

Paralelamente as linhas de pesquisa aqui citadas, busca-se aprimorar a
técnica e o monitoramento das plantas para garantir uma maior reprodutibilidade das
medidas (questdo essencial e delicada, quando se trata de amostras vivas).

O uso da técnica fotoacustica no estudo da fotossintese € um exemplo da
interdisciplinariedade que caracteriza um numero cada vez maior de pesquisas nos
dias atuais. Assim, deve-se enfatizar que o trabalho desenvolvido e apresentado ao
longo desta tese surge como fruto de um esfor¢o conjunto de uma equipe de fisicos,
agronomos e bidlogos, e esta colaboragdo ¢ vital para que se maximize os resultados
experimentais e as discussdes por eles geradas.

67



Apéndice I - O Efeito Emerson

Conforme foi visto na segdo I1Il.1, as plantas possuem dois
fotossistemas responsaveis pela captagdo da luz a ser usada nos processos da
fotossintese. Como o fotossistema I (PS I) tem absor¢do maxima para radiagdo
em torno de 700 nm e o fotossistema II (PS II) apresenta seu pico de absor¢do
proximo a 670 nm, é possivel estimular especificamente um dos fotossistemas,
utilizando-se luz monocromatica no comprimento de onda apropriado.

Voltando a saturagdo fotossintética: enquanto a luz branca satura os
centros de reagdo de ambos os fotossistemas, luz proxima do infravermelho
(A acima de 700 nm) é absorvida apenas pelo PS I. Em 1957, o fisiologista
Robert Emerson descobriu que a incidéncia desta luz (o “vermelho distante™)
intensificava a liberagdo de oxigénio. Na verdade, foram as observagdes de
Emerson que levaram ao conceito da existéncia de dois fotossistemas na
fotossintese [34].

O efeito Emerson consiste na otimizagdo da fotossintese com a
excitagdo simultdnea dos dois fotossistemas. Em outras palavras, a taxa de
fotossintese na presenca de luz de ambos os comprimentos de onda é maior
que a soma das taxas para cada comprimento de onda em separado [6, 35]. Se o
sistema ¢ iluminado com luz monocromatica modulada capaz de excitar um dos
fotossistemas, o acréscimo de luz continua num comprimento de onda capaz de
excitar o outro fotossistema leva a um aumento no sinal fotoacustico de O,
evoluido. Isso evidencia experimentalmente o acoplamento entre os dois
fotossistemas (o simples acréscimo de luz continua ndo pode, por si so,
influenciar no sinal fotoacustico, que ¢ modulado).

Assim, o efeito Emerson pode ser definido como o ganho no sinal
quando se acrescenta iluminagdo continna em comprimento de onda longo

(A > 700 nm) a um sistema iluminado « radiagdo modulada de A curto
(A = 650 nm):
Acurto+ Alongo Ack
E _ Soxig’ 8 — Soxig
- S Acurto (CQA] )

oxig
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