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" 'RESUMO

Uma das dreas mais promissoras para o uso do metodo fotoaclstico & no es
tudo de sfstemas biol1dgicos, pois estes, em sua maioria, encontram-se sob uma for
ma que os tornam dificeis, sendo impossiveis de serem analisados por qualquer ti-
po de tecnica otica convencional.

Aplicou-se a tecnica fotoacustica para o estudo quatitativo de transfor-
magoes estruturais em certas especies de tecidos bioldogicos, {folhas de cafe, so-
ja, etc), em presenca de agro-toxicos.

Atraves da tecnica fotoacustica, fez-se uma microscopia da amostra, e co
mo consequencia,uma avaliacao dos danos causados pela influencia de agentes quﬂqi

cos nos diversos constituintes puderam ser avaliados.



"Abstragg

Photoacoustic depth profiles of doub1e-}ayer biologycal samples are
studied ﬁsing the two-signal phase—resolved method, It is shown that the spectra
of each layer can be reso]ved at a single modulation frequency. The method is
applied to the cases of green leaves, The use of the method for monitoring

temporal changes occuring in leaves under the action of a herbicide is discaussed.



CAP,

~INpIC

I - INTRODU CAC

CAP, II - TEORIA DG EFEITO FOTOACOSTICO

¢ Introdugdo historica

: 0 Efeito Fotoaclstice

: Vantagens da Espectroscopia Fotoaclstica
: Pbsorcao Utica

: Desenvolvimento Teorico

I1-5.1 : Condugao de Calor

11-5.2 : Producdo de Calor na Amostra

1I-5,3 : Distribuicao de Temperatura na Celula
11-5.4 : CondicBes de Contorno

II-5.5 : Equacao Geral

1I-5.6 : Produgao do Sinal Aclstico

1I-5.7 : A Fase do Sinal Fotoaclstico

I11-5.8 : Casos Limites

CAP,III - MATERIAIS £ METODOS EXPERIMENTAILS

IT1-1
111-2 :

: Montagem Experimental

Analise de perfil de profundidade
111-2.1 : Variagdo da frequéncia angular

111-2.2 : Metodo das fases

I11-2.3 : Vantagens das Medidas de Fase sobre as de

Intensidade

CAP, IV - MORFOLOGIA DE FOLHAS E AGKO DE HERBICIDAS

CAP,

IV-1 : Morfologia e Pigmentos de Folhas

IV-2 : Monitoragao da Agao de Herbicidas

RESULTADGS EXPERIMENTAIS E DISCUSSDES

V-1

Separagﬁo dos Constituintes das Folhas

V-2 : Resultados Experimentais

V-3 : Miéroscopia Otica

Lo = o e 7 . A T o

10
[
13
14
14
17
18
20
20
22
22
25

27
29
29
33
36

36

39
43



CAP. VI ~ CONCLUSDES E PERSPECTIVAS
CAP. VII - REFERENCIAS BIBLIOGRAFLCAS

46
47



CCAPTTULD I
INTRODUGAO

0 presente traba]ho tem por objetivo o estudo,atraves da Espectroscopia
FotoacOstica, dos espectros de absorgao de amostras biologicas compostas de duas
camadas, Utilizar-se-a aqui o metodo de separacao de espectros na fase do sinal
fotoacustico, =

0 uso do metodo para o monitoramento de variacOes temporais que ocorrem
em cada um dos constituintes de folhas verdes, devido a acao de agentes quimicos
(herbicidas) constitui o tema central desta dissertagao.

Alem de apresentar a pesquisa realizada, procurou-se nc presente traba-
Tho, expor os fundamentos tedricos do efeito fotoaclstico de maneira mais com-
preensivel para o Teitor. Assim, apos um breve historico, introduzem-se no Capi-
tulo II os conceitos mais importantes do fendmeno, apresentando a equacao geral
que descreve o sinal fotoacOstico e por fim apresentando os casos limites onde a
teoria se simplifica.

No CapTtulo 11l € descrita a parte experimental. Em particular & feita
uma descricao do metodo das fases,

0 Capitulo IV e destinado aos leitores nao familiarizados com materiais
biologicos. Descrevemos a morfologia e pigmentos de uma folha, bem como a agao
de herbicidas sobre esta,

0s resultados da presente pesquisa sao apresentados e discutidos no
Capitulo V. '

0 Capitulo VI e constituido das conclustes e perspectivas deste traba-

1ho.

As Referencias e Bibliografias sdo apresentadas no Capitulo VII,



‘CAPTTULO "II

Teoria do Efeito Fotoacustico

T1-1. Intr‘_odu:';'é‘o historico

0 efeito fotoaclstico foi descoberto em 1880 por Alexander Graham Bell
(ref. 1), ao observar que um feixe de luz solar interrompido periodicamente, ao
incidir em um solido dentro de uma cé]ula fechada, produzia um som audivel por
meio de um tubo ligado a celula. Nessa época também, Lord Rayleigh (ref. 2),
Mercadier (ref. 3), Preece (ref. 4), trabalharam com o efeito fotoacustico, e
hipoteses explicativas fdram dadas, mas o fenomeno foi considerado apenas como
yma curiosidade e nenhum valor cientifico ou funcional foi atribuido, e foi logo
Esquecido.

Cinquenta anos mais tarde, o efeito fotoacUstico renasceu na Rissia,
quando Veinéerév (ref. 5) criou o chamado "Espectrofone" para o éstudo de gases,
servindo para analisar concentragBeS em misturas gasosas.

Com o desenvolvimento tecnico de microfones sensiveis, surgimento de
fentes de laser, Kreuser (ref. 6) usou métodos fotoacusticos para detectar tra
¢os poluentes em gases., No entanto, o efeito fotoaclistico em solidos sO veio a
ser investigado a partir de 1973, e Parker (ref. 7) mostrou que a vibragao me-
canica da amostra & em geral despresivel face ao efeito tErmico. Rosencwaig e
Gersho (ref. 8) apresentaram a mais ampla teoria, a qual assume que o sinal
fotoacustico e gerado apenas pelo fluxo de calor da amostfa para 0 gas em con
tato com este.

Desde entdao, a Espectroscopia Fotoaclistica, tem sido metodo de estudo
de propriedades termicas e elasticas, de reagtes quimicas, de processos radio-
ativos, de eficiéncia quantica, de ressonancia magnetica, de superficie, de
espessura de camadas e de microscopia, nao so em todos os tipos de materiais

inorganicos, como tambem em materiais biologicos.



11-2, 0 Efeito Fotoacustico

0 efeito fotoaclstico consiste na produgdo de uma onda acustica dentro
de uma celula fechada contendo um gas, que pode ser ar, em contato com uma amos
tra solida ou semi~-solida, estando esta exposta a luz monocromatica modulada. A
luz moduiada, ao incidir na amostra, aquece-a periodicamente, fazendo com que
uma camada relativamente fina de gas adjacente a superficie da amostra, respon-
da a variacao termica da amostra, expandindo-se e contraindo-se periodicamente.
Egsa expansao e contracao do gas em contato com a amostra gera uma variagao de
pressao dentro da cé1u1a, a qual pode ser facilmente detectada como um sinal
aclistico por um microfone sensjvel, Essa camada de gas adjacente a amostra po-
de ser encarada como um pistao vibratorio (ref. 9), criando o sinal acustico.

Desde que a grandeza davariagao de pressao periodica na celula e pro-
porcional a quantidﬁde de calor emanada do solido absorvedor, ha uma proxima
correspondencia entre a 1ntensidadé do sinal acustico e quantidade de luz ab-

sorvida pela amostra.

I1-3, Vantagens da Espectroscopia Fotoacustica

a) Permite-nos obter espectro similar ao espectro de absorgao otico
para qualquer tipo de material, solido ou semi-solido, seja este cristalino,
po, amorfo, etc.

b) Como somente a luz absorvida e convertida em som, a luz espalhada
(que & um sério problema, quando tratado com alguns materiais solidos por tec
nicas espectroscopicas convencionais) nao apresenta dificulidade em Espectros-
copia Fotoacustica (ref., 10).

i

b) S3o necessarios apenas algumas miligramas de amostra, nac sendo

necessario submete-la a qualquer tratamento.

d) E possivel obter o espectro de amostras dticamente opacas.

e) Permite-nos analisar o perfil de profundidade, e efetuar uma micros



copia de Vapredurao.

f) N3o sG a absorgao Gtica, mas tambem as propfiedades termicas, sdo
passiveis de estudo.

g} Aplica-se para uma larga faixa do espectro (luz visivel, UV, 1V,
raio-X, microondas) sem necessidade de trocar o detetor.

h) Informagao € oferecida nao so pela intensidade do sinal, mas tam-

bem por sua fase.

1I-4. Absorcao Dtica

Quando um feixe Iuminoso incide puma amostra, pode ou ndo ser absor-
vida totalmente na superficie, e d medida que a radiacao penctra no material,
aé moleculas deste vao interagindo com os fotons e absorvendoc-os, fazendo com
que a intensidade do feixe luminoso diminua exponencialmente. Mede-se macros-
copicamente a absorcdo pela distancia que o feixe penetra ate sua intensidade
inicial ser reduzida a 1/e. Esta medida & dada pelo comprimento de absorgao

otica (uB), ver (fig. 1).
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A absorgﬁo da energia radiante pela mnostra.a sequida por uma convefsﬁo
em energia cinetica, e transfer@ncia de calor atraves da amostra para a interfa-
ce s01ido-gas, necessaria para a produgEo do efeito fotoacUstico. As caracterTs—
ticas termicas da amostra deve afetar a naturezé do sinal observado; e em parti-
cular, a difusividade tEr_ mica da amostra (a), a qual mede a velocidade com que
0 calor se espalha numa amostra. Se um ponto for aquecido, seu calor difundira
para outros pontos da amostra, que sofrerac um aumento e diminuicao de tempera-
tura, semeihante a um pulso (fig. 2}.

No efeito fotoacustico, todos os pontos da amostra dentro do comprimen
to de absor¢do otico, geram calor de maneira periddica. A difusdo a partir de
um ponto, neste caso, se dara em ciclos correspondentes a frequencia de modula-
cao f = w/2n da Tuz. A magnitude da oscilagao termica sentida em um ponto da
amostra (por exemplo, na superficie em contato com o gas) dependera nao so da
distancia entre os pontos, mas tambem da frequencia (fig. 3). Define-se assim
o comprimento de difus3o teérmica 1, cuja magnitude da oscilacio térmica se
atenua a um valor 1/e. Este parametro usado para analisar a transmissao perio-

‘dica de calor, e expresso por y = 20/w, e indica a atenuacdo da oscilagao ter
mica, A Tabela 1 fornece valores de a e de p para alguns materiais.

%@ AS

(a) (b}

1 2

z ks

Fig. 2: Difusdo fermica de um pulso:

a)l Distrnibuicdo espacial da temperatura {(ou da densidade de cafor), ac
Longo do Zempo, devido a difusdo temmica a partin de um pulso em Py,

b} Variagao da temperatura nos pontos P e Py, mostrando que quanto mals
Longe de P,, mais dispersa e menos {intensa ¢ a variagae da temperaturd.
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Fig. 3: DIFUSAO TERMICA DE UMA SEQUENCIA DE PULSOS: Uma sequencia de
pulsos gerado em P, e sentida em P, ¢ P, como uma sequencia de
oscllacoes do Lipo mostrado na §4g. 3b, Ve-se claramente que a
amplitude de oscilacdo termica A8 diminui com a distaneda, e
diménui tambem com o aumento da frequéncia de modufacdo w, 1880
mestra que no efeifo fotfoacistico, ha um compiimento de difusac
termica u Imedido em nefagdo a superficie da amostha) acima de

qual AO T pequeno, e que W diminul com o aumento de w.



Tabela 1: Parametros Térmicos de Alguns Materiais

As medidas de difusividade termica {a) sdo diretas (ref. 8), ou quando
indicadas por *, derivados da condutividade termica (ref. 9, Cap. 9). Os valores
correspondentes do comprimento de difusdo termica (“s) sac para uma frequencia

de modulagao f = 25 Hz,

Materié{ a(cm/sz) He (um) {25 Hz)
Aluminio 0,97 _ 1110
Cobre 1,17 1220
Ferro .0,23 540
Mercurio 0,044 240
Carvao amorfo 0,003 ' 62
Diamante (tipo IIa) 12,7 4020
Borracha 0.0012 39
Polietileno 00,0013 _ 41
Agua 0,00146 43
Gelo (0°C) 0,014 134
Ar 0,23 540
Helio * 1,52 1390
Alcool etilico * 0,0009 34
Quartzo ) 0,035 210
Vidro ("crown" 0,005 8‘0
Carne Bovina . 0,0012 39




I11-5. Desenvolvimento teorico

Para se entender os processos que envolvem o efeito fotoaclstico, temos
que ter o conhecimento sobre mecanismos de producao e transmissao de calor da

amostra para o sistema,

11-5.1 Conducdo de Calor

Alguma Tuz absorvida por um solido e convertida, em parte ou num todo
em calor, por processos de decaimento nao radioativo dentro do solido,

Considerando um fluxo de calor {¢) que atravessa um elemento de volume
dV = Sdx (fig. 4), onde ¢ e a quantidade de calor gue atravessa por unidade de

§

]

$ix) S di{x + dx}

x x + dx

Fig. 4: Fluxo de calon sobre um elemento de volume dV

tempo, uma superficie unitaria perpendicular ao fluxo, A quantidade de calor arma

zenada em dV, por unidade de tempo (d¢), devido ao fluxo sera:

d¢ = {o(x) = ¢(x + dx)} S
do = - (31) sdx m



onde ¢ estd relacionado com a temperatura pela Tei de Fourier:
T
$ = - K (51 _ : (2)

onde K & uma constante positiva chamada condutividade temmica,
[k] = [energié] / [ tempo x distancia x temperaturé} .
0 sinal negativo na equagao (2) aparece porque o fluxo de calor se da em
sentido contrario ao do gradiente de temperatura; indo da mais alta para a mais

baixa. De (1) e {2}, temos:

2 |
do = K (21 sdx (3)
ax?

Por outro lado, a quantidade de calor armazenada no elemento de volume

dv, no tempo st, devido a variagao de temperatura 8T e dada por:
dQ = ¢ dm 6T | (4)

onde ¢ e o calor especifico do material.

Derivando {4), temos:

d) _ dT
a—f = ¢ dm —d";‘t*
o dT
d¢ = ¢ dm aT
__dm dT
dd = ¢ v It dv
do = ¢ p (24) Sdx _‘ (5)

Comparando (3) e {(5), temos:

82T - l (?l i

——

ax? o At

(6)

onde o = EEE.’ & chamado de difusividade t&mica, onde [« J = [area] / [tempo].
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Devido a fontes de calor no elemento de volume dV, devemos introduzir na

equacao (3) um termo extra f(x,t),-entdo:

_ azT .
dp = K (2—) Sdx + f(x,t) Sdx (7)
ax?

onde f(x,t) & a densidade de calor gerada no elemente de volume dV considerado,

Obtem-se entdo uma expressao mais geral para a equacao (6):

p@il) - @ o et (8)
ax? at K _

o

11-5.2 Producac de Calor na Amostra

l'- - - . . - Ll
| Assumimos uma fonte de luz monocromatica com comprimento de onda A inci-

dente num solidoe com intensidade:

I{t) = 1; I, (1 + cos ut) (9)

onde I e o fluxo de Tuz monocromatica incidente (w/cmz)

A amostra absorve a luz incidente segundo a lei:

Ia (ﬁ,t) = I{t) exp (B x), {x £ 0) (10)

onde B denota o coeficiente de absorcdo otico da amostra (em pm-]) para o compri-
mento de onda A, e Ia(x,t) a intensidade de Tuz absorvida,

Derivando (10), lemos:

di_{x,t
_E':(if__.)_ = B8 I(t) exp (B x), (x £ 0) (11)
X t

mas dIa(x’t) e a densidade de energia absorvida, portanto:
dx '

B I
f{x,t) = ~—2 g exp (B x) (1 + cos wt), {x ¢ 0)
2
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entdao, na equacao (8), temos:

a1 8.1
Ao 1 @Ay o 0 ) exp (8x) (1 +cos wt), (x < 0) (12)
X2 o ot 2K | '

onde T e a temperatura e n e a eficiéncia para qual a luz absorvida para um compri

mento de onda A e convertido em calor por processc de desexitagao nao radioativo,

1I-5.3 Distribuicac de Temperatura na Celula

De acordo com o modelo unidimensional desenvolvide por Rosencwaig-Gersho
(ref, 8), a situacao experimental a ser analisada teoricamente consiste numa celu
la fotoachstica cilindrica conforme mostra fig., 5. A amostra tem comprimento £,
suporte Eb e a coluna de gas Eg. A luz incide pela esquerda e tem comprimento de
onda X, sendo modulada a uma frequdncia angular w = 2nf, onde f & o nimero de

vezes por segundo que a pa giratdoria interrompe a luz.

1 ' _
feixe de fuz Gas : Amostna "backing"
—r > — — s _:_. (suporte)
interrompido )

g ; A b
b +—t ~t- —
x = £ x=2my . X = 0 x = -4 x=~(i+£b)
L

Fig. 5: Esquema de uma cefula fotoacistica

Assume-se que o comprimento L_E pequeno comparado ao comprimento de onda

do sinal aclstico. Supomos que nem o gas e nem o “"backing" absorvam luz,
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Definem-se, usando os simbolos usados na (ref. 8), para o material “i"

("9" € o0 gas, "s" a amostra, "b" o suporte):
K, - condutividade tErmica {cal/em.s.”C)
0 - densidade (g/cm3)
Ci - calor especifico a pressao constante (caT/g.OC)
a; = K /p:C, - difusividade termica (cn®/s)
a; = w/2 o - coeficiente de difusao termica (cm_])
o5 = (1 + i)a, - coeficiente complexo de difusdo termica (cm_])
My =-5L- - < comprimento de difusao termica {cm)
1
B; = coeficiente de absorcao otica (cm—])
ﬁB =-% - comprimento de absorg3ao otica (cm)
As equacOes para cada regido da fig. 5, sao:
2
g (xst) gy
= (=9 o< x < 2g] (13)
ax? a at
9
%y (x,t) LI B 1
= (—=} - noexp (B8 x) {1+exp (iwt)}
ax? o at 2K
s S
Le< x< o (19
%y (x,t) 1 3
b - (—2) [-@e+e) < x< -£] (15)
ax? o ot

i

Como somente a parte real das solugdes e de nosso interesse, e represen-
ta a temperatura na celula relativa a temperatura ambiente como uma fungao da po-
sigao e do tempo, isto €: {x,t); ¥(x,t) = Re 8(x,t) + Yo» onde v, e a temperatu

ra ambiente, podemos substituir em {12}, cos wt por exp (i wt).
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Interessa-nos apenas a parte periddica das solugdes ¥;» denotadas por

Oi (i‘= g, s ou b}, portanto:

Cb(x,t) =0 exp {- Ogx -t iwt) (16)

Gs(x,t) = { U exp (osx) + Voexp (- csx) - Eexp (B x)} exp (lwt) (37)

Ob(x,t) = B exp { Ub(x + £} + iwt) (18)
com o2 = W oo (14 1)5. = (1 +1) (o/2a )U2
i o °e i i i
BI n
E= - A ; com. A= 2
2.
B O ZKS

que satisfazem as equacoes (13, 14, 15),

11-5.4 Condices de Contorno

Falta agora estabelecer as condi¢Ses de contorno para x = 0 e x = -£, e

sao geralmente usadas as de Rosencwaig-Gersho (ref. 8):

Ki = K. J s onde i e j sac meios adjacentes,
ax 0 ax

A primeira delas, que supde ndo haver perda de calor numa interface, des
preza a resistencia teérmica de contato entre superficies, o que e valido no conta
to entre a amostra e um gas, mas nao entre solidos ou entre um solido e um 17qui-
do {ref. 11, 12, 13). :

Esta condigao @ muito restritiva, seu significado fisico e que a transfe
réncia de calor na superficie de separagdo i e j, e instantaneo.

A segunda condigao, e a de continuidade do fluxe de calor entre os dois

meios, i e j.
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11-5.5  Tquagdo Geral

- Com a aplicacao das condigoes de contdrno, Rosencwaig e Gersho (ref. 8),
determinam os coeficientes U, V, B e © para as equagoes (16, 17, 18), obtendo
assim, a distribuictio de temperatura na c&lula em termos de parametros Oticos,
termicos e geometricos do sistema. A solugao explicita para ©{x,t), a amplitude
complexa da temperatura periodica para interface amostra-gas (x = 0), que € o

que interessa no efeito fotoacustico, € dado por:

: o £ -052 Y
B I0 (r-1)(b+1)e S - {r+1)(b-1)e + 2{b-r)e
o(0) = . L (19)
2K_ (B2-0_?) o %
S S {g+1)(b+1)e - (g=-V)(b-1)e
: a
onde: b = Kb b
KS ag
g = .E.g..-j.g-.

. g
(1 - i) ———,
2aS

-
I

0 termo g & em geral despresivel (g << 1), como pode-se ver pelos dados da Tabela

1.

A resolucdo geral para a componente especial ©(x), sem especificar as
condicoes de contorno ou a natureza da absorgao otica expressa por f(x,t}, pode

ser feita aplicando-se o metodo das fungoes de Green (ref. 14).

11-5.6 Producao do Sinal Aclistico

_ {
Como ja foi dito anteriormente, temos que a principal fonte do sinal

acUstico surge do fluxo de calor do s06lido para os arredores do gas. A temperatu

ra no gas oscila no tempo e depende da distancia a interface amostra-gas,

(eq. 16): Cb = 0 exp (-_ogx + iwt).
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Vemos que apenas uma pequena camada de gas responde teymicamente a varia
¢io de temperatura na superficie da amostra. Esta camada limite de gas possui
espessura 2wug, (fig. 6), cuja camada superficial de gas funciona como pistdo vi-

bratorio (ref. 8).

GAS

T/ 4
U 3n/4

X 2mu
Ty

SOLIDO

m/?

%(%z1=e exp F%ﬁ)cw mm~c%u

Fig. 6: Distnibuigdo espacial da temperatwria para vaiics w £ na canada de.
gas adiacente a supenficie da amostra.

Nesta camada Znug, 0 gas e suposto ideal e a pressao constante, donde:

v _ & 8T . (20)

Vo X0 Tb

SK(t) = 2muy < elt) (21)

To
onde
4
<o(t)s = 20 op [ i (wt - —lT—)J
Z\ff'n 4
e o restante do gas responde adiabaticamente, isto e, pyY= cte, com vy = —Tgl— s
' ' v

‘onde Y € a razao dos calores especificos, entao temos:
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(P + y PV Y sy =0

P _ ‘
v o
0 g
logo;
yP o
SP(t) = Re {{(————-) 0(0) exp [1 (wt - 1 )] }
V_Z.'Tf, 4
09
8P(t) = Re { Q exp [ji (wt - _114{] ) (23)
4
YPou |
onde Q= (——23-) 0(0) (24)
Vo, .
Nessa equagao (24), P, e a pressao ambiente e T, a temperatura media na
anostra.

Pamodt et al (ref. 15) consideraran ¢ caso geral em que a coluna de gas
nao e tennmicamente grossa. Nesse caso (ﬂg < Znug), a contribuicao do gas na de-
pendencia do sinal com a frequencia (de w % no pistao vibratorio) se altera,
tornando~se aproximadamente nulo. O sinal e maximo para ﬂg R “g' Alem disso, a
defasagem constante de n/4 introduzido pelo pistdo vibratorio diminui progressi-
" vamente com a diminuicdo do comprimento da coluna do gas, para Eg < 2nug.
Dessa maneira, mostra-se que existe uma correspondencia direta entre o
~ sinal acustico e a intensidade de luz absorvida pela amostra. 0 sinal fotoacusti-
co §# e tomado como sendo a componente nao temporal da variagao de pressao, con-
tendo uma intensidade SF e uma fase s podendo ser apresentada como um vetor no

plano complexc {(fig. 7). _ :

6P(t) = 3 elwt

(25)
g =S e’F
F= S
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Fig. 7: Veton do sinal fotoacustico
0 sinal foteacustico §F num dado
comprimento de onda A , pode sen

90 nepresentado por um vefor no plano

F complexo, de intensidade Sy e jase
¢r, sendo medido por dois amplifi-
cddores "Lock-in" sintondzados em
fase e em quadrnatura, SO e SQO'

1I-5.7 A Fase do Sinal Fotoaclustico

" Tanto a intensidade como a fase do sinal fotoaclstico dependem da profun

didade na amostra XO, no ponto onde a luz @ absorvida.

No caso de uma camada absorvedora'fina, localizada a uma profundidade XO

dentro de uma amostra transparente, termicamente grossa (£ >> Mg £ <<y a

B)’

T . Calculando-se a fase a partir da eq. de

f g 5i ; = - -
fase e simplesmente ¢F - as Xg
R.G., para uma camada termicamente grossa, obtem-se:

9p = - W+ arc tg (Bus + 1) (26)

Assim, pode-se representar, em termos da fase, a absorcao de uma amostra

pela absorgao de uma camada fina a profundidade:

H
x0=us[—L - arc tg (—= +1) (27)
2 UB

A fig. B mostra essa representacao, e tambem um grafico da eq. 27, onde
se ve que xo * 0 para u + 0 ou g 0.

A fase do sinal fotoaclUstico e portanto, uma media ponderada da fase de
todos os pontos dentro do comprimento de difusac termico (“s)' Se houver 2 camadas
superpostas, existe uma fase ¢p na qual o sinal da camada inferior e detectada, e
corresponde a media ponderada das fases de todos os pontos da camada inferior gue

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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contribuem para o sinal fotoacistico. Como se v& na Fig, 8c, € possivel represen-

tar a profundidade Xg de tal forma que ¢p = (aSA - aSB) Lpt a,  Xg (28)

B

(a) ]

{b)

‘l A Fig. &: Profundidade equivafente a_ fase Fotoacustica
X

(a) - A profundidade X, equivale a dis tan

cla na qual a absoredo de uwia camada

fina possud a mesma fase que a absor
-lx . - —
B  cao do casc em quediao,

(b} - Gruagico da profundidade equivalenfe
X, em funcac de.u6 e g (eq., 27).

{c] - Numa amostrna com duas camadas, o

el sinal de cade wma atinge a supesndi-

cle com uma fase disdtinta, correspon

dendo a fase do sinal de uma camada

absonvedona §ina as profundidades XA

e X,
I1-5.8 Casos Limites B

A expressdo completa para &P{t), (eq. 23), e na maioria das vezes dificil
de ser interpretada, por causa do fator Q, (eq. 24), ser representada por uma ex-
pressao complicada. No entanto, a compreensao fisica pode ser conseguida examinan-

do-se casos especiais, onde a expressao para Q torna-se relativamente simples.
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A Tabela 2, mostra estes €asos espec1als, de acordo com sua opac1dade

ot1ca para '$011dos , estabe1ecend01muxre]agao entre 0 compr1mento de absorgao otica,

He .= B

13 para a espessura £ do‘sdlido, Para cada categoria de opacidade otica, nos

consideramos trés casos, de acordo com a magnitude relativa do comprimento de dify

s30 termica ﬂs’ comparando-o com o comprimento £ e o comprimento de absorcdo Otica

Mg:

Para todos os casos, supomos , g<bebnrnl, isto e, Kgag < Kbab e Kbab " Ksas.

Tabela 2: Casos Limites do Efeito Fotoaclstico,

Propriedades

Termi camente Grosso

Termi camente Fino

termi cas L o> B £ << Mg
3 gy Y el _(ons. e L
. = @ ; Sy ed e e (&
' _ 21( ( (9“‘1) ' (9+b)03k5
Fase o = arc g (Bus + 1) Pp = 90%
Pr_opo Dticas uB > Mg UB << g Mg >> £ UB << £
2 g-L8, AR TN iy ~>ro w2 Sy Ll g v w2
F. . r lu—-ksr r 4,(5 %) I 4 Sk F 4@ kl:
Fase ¢p = 45° = 90° o = 90° | ¢y = 90°
Dependenc1a -3/2 t -1 A\, -1
¢/ freguéncia [ ow \\\ Ip o W g aw Ip aw
Definigao do o . ] _
espectro resolvido saturado resolvido \\\ saturado
|Propriedades transp, | opace opaco transp. tranSp; opaco
{Oticas p << My 2 5> Mo Mg << Ug | Mg > Y
_ N ; Pamemme fugmeeee
Repbesentagao vﬁ """" ug"'“'"'
U 2 - o5
Esquematica

YO
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CAPTTULO T1I

Materiais e Metodos Experimentais

I1I-1. Montagem Experimental

A montagem do espectrometro fotoacstico utilizado neste trabaltho esta
descrito na figura 9.

A fonte de luz consiste de uma lampada de 1000 Watts de arco de xenonio

da Oriel Corp.. A luz gerada pela lampada passa entao por um modulador ("chopper")

da'PAR, que consiste numa pa que gira de maneira estavel. Uma fotocelula no
"chopper" fornece ao amplificador sintonizado o sinal de referencia da modulagao,
que consiste numa ohda quadrada, em rela¢ao ao qual € estabelecida a fase do sinal
fotoacustico,

A Tuz modulada e ent3o difratada, e um certo comprimento de onda e sele-

cionado em um menocromador de varredura, modelo Ebert, de 50cm, da Jarrel-Ash.Div.

No monocromador ha uma rede de difracgap com 1880 linhas por milimetro, e um
"blazer" em 500 nm, o que permite varrer de 300 3 900 nm. A resolucdo da luz mono
cromatica que obtivemos e de 12 nm, o que e satisfatorio para a espectroscopia
fotoaciistica.

Para eliminar o aparecimento de ordens superiores de difragao, usamnos um
filtro amarelo, da FUNBEC, que corta os picos de segunda ordem acima de 580 nm. 0
feixe que sai por uma fenda do monocromador & entdo colimado por meio de dois es-
pelhos concavos, obtidos da FUNBEC, colocados de forma que o feixe tenha inciden-
cia vertical na celula fotoaclstica,

A celula fotoacustica (fig., 10) que utilizamos possui forma cilindrica,

‘com 6 mm de diametro e altura de 4 mm, onde repousa a amostra. A janela atraves
da qual entra luz & de quartzo, pois e transparente inclusive no ultravioleta,

0 microfone condensador, da Brukl e Kjaer, modelo BK 4166, e instalado

no bloco metalico que contem a celula fotoacUstica acoplada ao pre-amplificador,



~ lampada de
Xenonic

- Monocromadon

"Chopper

4 - Celuta

Fotoacis tica
- Amostra
Michogone
- "lock-{n"
Ampeificadon
- Micrhoprocessadon
~ "PRotiten”

Fig. 9: Diaghama esquematico de um Espectrnometro Fotoacustico.
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0 sinal do microfone e levado ao amplificador sintonizado, ou “Lock-in".
Esse instrumento mede a amplitude e a fase de sinais fracos que estdo misturados
com rquos, recuperando o sinal fotoaclstico., Utilizamos dois f]ock~in“, da
Princeton Appl. Res., modelo 124 A, que mede siﬁais de alguns nanovolts ate 2 KHz.
0s dois “lock-in" sao usados para obter sinais em quadratura, de maneira que se
obtem tanto a intensidade quanto a fase do sinal fotoacustico.

A variagao do sinal fotoacustico com o comprimento de onda da Tuz e obti
do por um sistema computacional, constituido de um microcbmputador CBM 4032
(COMMODORE}, uma unidade de disco flexivel e um cassete. Um pulso eletronico e
gerado pelo monocromador a cada 10.Angstrons (1 nm} no comprimento de onda da Tuz,
0 qual faz com que esse sistema colete e armazene um dado (ref. 16).

-0 sinal & entao normmalizado pelo espectro do carvao, dividinde ponto por

ponto pelo espectro de emissdo da lampada (fig. 11).

Por fim, o espectro e entao impresso por um "plotter”, ajustado ao micro-

~computador, finalizando a coleta de dados.

111-2, Analise de Perfil de Profundidade

AMem de permitir a obtenciao de espectros de absorgao de maneira nac des-
trutiva, a outra grande vantagem da espectroscopia fotoaclUstica € a possibilidade
de fazer uma analise do perfil de profundidade da amostra, ou em outras palavras,

uma microscopia da amostras, que pode ser feita de duas maneiras.

I11-2.1 Variagao da Frequencia Angular

Faz-se uma microscopia, medindo-se o sinal fotoacistico em fungao da fre
. . ‘

quéncia angular de modula¢3c (w), ou seja, variando-se ¢ comprimento de difusao

termica bg» onde:
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Bloco metalico
Luz modulfada
Janela de quarntzo

5 - Pornta amostna
& - Duto com an
7 - Microfone

Amostaa

4,0

3,0

7,0

1,0

‘Fig. 10: Esquema da célula fotoaciistica usada.

SF (u.a)

i

0 300 400 500 600 700 800

Fig., 11: Espectro de emissdo da fampada de xendnio

200

Este ¢ usado para nommalizan 0s espectros
fotoacusficos experimentais,

A {nm)
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Em frequencias baixas, pS_E maior, e conforme a amostra, pode-se penetrar
em duas ou mais camadas do material (fig. 12}. Aumentando-se a frequéncia, by dimi

nui e passa~se a cbter o espectro apenas da camada superior (ref. 17). Com isso,

pode-se medir a espessura da camada superficial da amostra.

wT < mz - < m3 < w4

£ _ j_ camada A

camada B

Fig, 12: Perifdl da_prdfundidade por_variagac da grequincia. O aumento em w
diminui o comprimento de difusto teamica y, selecionands proghessd-
vamente o sinal da camada A :

FOLHA

25 Hz {20 mV)

, R e Aam)
400 ‘ 500 500 700

Fig, 13: Espectro fotoacistico de uma folha verde em thes frequineias de modulacdo,
- mostrande a separacde do espectro da camada A {cuticula) a 500 Hz (nef. 17},
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A limitagdo deste método, & que nao se obtem o espectro da camada inter-
na, (fig. 13), pois, ele nao pode ser obtido tomando-se a diferenga entre o espec
tro composto e o espectro da camada superf{cia], porque, nao ha como saber, em
quanto os sinais de cada camada contribuem para o sinal compasto. Nio s8 os sinais
de cada camada possuem intensidades diferentes {0 interno tende a ser mais fraco),
como as fases de cada um sao diferentes, isso pode ser visualizado considerando

que o sinal da camada interna demora mais tempo para atingir a interface gasosa.

I11-2.2 Metodo “das Fases

P

0 metodo de separacao de espectros na fase, analisa o perfil de profundi
dade de.amostras com duas camadas, ou seja, separd 0s espectros de absorgao de
diferentes camadas, atraves da analise de qual e a fase dos sinais Spe Sy de ca-
da camada, Este metodo foi desenvolvido paralelamente por Cesar e outros (ref. 18)
aplicando a amostras solidas, e por Anjo e outros a sistemas biologicos (ref. 19).

Para explicar este metodo, assumimos gue uma amostra € feita de 2 camadas
‘de materiais A e B, com o material A faceando o gas dentro da célula fotoacﬁstica.

Para uma frequencia de modulagao fixa, o sinal acustico detetado pelo mi
crofone & a resultante das contribui¢Ges geradas em ambos constitutintes, A e B.
Como a componente B esta abaixo de A, existira um intervalo de tempo entre os si-
nais surgindo de AeBdevidae a diferenca nos correspondentes tempos de difusao ter-
mica. Fsta diferenga no tempo para alcangar o gas, produz uma diferenca de fase ¢
entre os.dois sinais, Entao, o sinal observado realmente gF deve ser visto como
a resultante de dois vetores (cujo comprimento Sp € SB correspondem aos sinais de
A e B, respectivamente) com um angulo ¢ entre eles (fig. 14),

0 metodo das fase;) parte da medigao de um sinal S0 e outro em quadratu-

ra 590’ utilizando dois amp]ificaddres sintonizados, "lock-in".
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Como visto na segdo (II-5.6}), o sinal fotoacustico §F pode ser represen-

tado por meio de um vetor §F = SFewF (fig. 7), e podemos escrever:

S
2 _ 2 2 _ 90 |
Se” = S,0 * Sgg e ¢p = tg S (29)
! Fig. 14: 0S SINAIS DAS CAMADAS E SUA

SEPARACAC, Mostram-se 0 sinais
Sy e SB.de duas camadas diferen
tes, cuja adigdo fornece o sinal
p medido. 0 metodo
de separaqio nas fases Ldentifi

fotoacistico S

ca a fase ¢, em que estda o s~
nal S,, a partin da composigao
na gase ¢'', na qual todas as

caractenisticas espectrals de
S4 desapatiecem (e analogamente
para o sinal Sgl.

Fig. T5: COMPOSICAO DO ESPECTR( M VARIAS
FASES, 0 metedo de separacac nas
fases pante da composicdo dos | g
sdlnals em quadhatura (SO, Sqo) em S?O ¢
virias fases entre - 90° e 907 5
0 espectno em uma gase ¢ arbitra
ria e composto de acordo com:

S¢ = SO cos ¢ + 390 Asen ¢ 4/4
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Tendo em maos os dois espectros (S0 e 5q0)» efetua-se a composicao de
espectfos por vﬁrias fases ¢ (fig. 15) a partir da re]égﬁo:

S, = S0 cos ¢ + S,n  Sen ¢ {30}

¢ 90

Pelo comportamento das curvas, e possivel selecionar para quais fases
¢A e ¢B obtemos os espectros das camadas individuais. Se no angulo ¢' obtemos o

espectro da camada A, sabemos entdo que o sinal SB se encontra numa fase

! 90°, Analogamente, se no angulo ¢' obtemos o espectro da camada B

— a
¢B'¢
sabemos que o sinal de S, esta em oy = 0" I 90% 0 matodo das fases permite
encontrar as fases dos sinais de cada camada, e portanto a diferenga de fase &

entre os dois sinais, (ver segao V-1).

1I1-2.3 Vantagens das Medidas de Fase sobre as de Intensidade

- Olmétodo das fases utiliza apenas uma frequencia (freqﬁéncia fixa).

- Pelo metodo de variacao das frequencias (intensidade) nac se obtem
o espectro da camada interna (fig. 12).

- 0 espectro da fase mostra distintamente as diferentes absorgoes das
camadas. Na figura 16 ve-se claramente que no espectro da intensidade,
a absor¢ao da fina camada superior {em 500 nm) e mascarada pela forte
absorcao da camada interna, mas no eﬁpectro da fase ambas as contribui

coes sao visiveis (ref., 20).



S, lu.a)
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- Fig. 16: 'Carﬁp@magﬁo‘ entre a nesposta de dntensdidade e de _ﬁa:.{sve:ﬁgilo_aa@z)am/s

para um sdistema de duns camadas. Esta simulacao supoe que as absor

coes sdo gausianas, estande o pico da camada A em 500 am ¢ o da ca
mada B em 600 nm,
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"CAPTTULO IV

Morfologia de Folhas e Acao_de Herbicidas ‘

Antes de discutirmos nossos resultados experimentais, util se torna uma
descrigao da morfologia e dos pigmentos das folhas em vegetais superiores (cafe,

soja, etc). Apos tal descrigao, mostraremos como se processa a acao e danos que

tm herbicida provoca nas folhas.

s IV-1. Morfologia e Pigmentos de Folhas

A foltha e o orgao da planta responsivel pela sua nutricio; & nela que se
realiza a fotossintese (ref. 21).
Cada folha possui diversas camadas de celulas que executam ativamente a
“fotossTntese. O conjunto dessas camadas recebe o nome de mesofilo, ver fig. 17.
Cuticula {ecamada cerosa,

acelular, que cobre a
_epiderme)

epidenme superion

camada paligadica

camada esponfosa

epdidesnme.
Anfenion

Celula-guanda

- Aberntuna estomatica

Fig. 17: Secgao transversal de uma folha em diaghama.
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_AhfoTha consiste numa camada protetora supeﬁior e_éut{a-infer{or; as epi.
" dermes, entre as quais estdo as c€]ulas fotossinteticamente ativas. Em contato
com a epidermé superior encohtra~se a camada.§a1{gadica e com a inferior, a cama-
da esponjosa. As camadas epidérmicés 556 freqﬁéntemente perfuradas pelos poros
estomaticos, cujo grau de abértura e controlado pela pressao de turgescﬁncia das
celulas guardas que as limitam, Os espacos “intercelulares servem como ductos para
o intetcambio gasoso de agua, 002 e oxigenio. As pequenas nervuras, contendo ele-
mentos do floema e do xilema, servem para conduzir agua e substancias minerais
para a folha e os agucares al _sintetizados para fora dela. Uma cut¥cula cerosa,
bastante impermedvel a agua, cobre as epidermes éuperior e inferior, esta possui
uma éspessura de 3 a 5 um,-e sa0 responsaveis também para minimizar o dano ha fo-
Tha causado por fungos, insetos e agentes mecanicos alem de filtrar o excesso de
radiacio W do sol.

1 ’ '

No mesofilo sao encontrados os cloroplastos, que estao distribuidos ao

- Tongo das paredes das.cé1uiés, ne?éslsﬁo encontrados 0s-pigmentos responsaveis pe
1o armazenamento de energia luminosa, consequentemente a fotossTntese;

Para desempenhar seu papel na fotoss?nfesé, a luz precisa ser “absorvida"
pbr,uma p1anfa..Quando 1550 ocorre,. nUmerosas reagﬁes'quTmicas sao desencadeadas,
0 primeiro elo na cadeia de reacGes e:formado pelas moleculas dos pigmentos, den-
fre os quais a clorofila & o principal.

| A clorofila participa nas reagoes de transferencia de energia, ambos pe-
To transporte de eletrons - {isto e, oxidacdo e redugao, pe]b ganho e perda de um
e1éfr0q5 e pela reséongncia {uma transferencia direta de enérgia),

_: A contrib@igﬁo dos varios pigmentos no’c]oropIastﬁ para a fotossintese,
. E.de_érahde intgrésse experimental. Com o desenvolvimento de metodos de espectros
'Copia modernos, tornou-se possivel comparar o especfro de.absorgﬁo de um organis-
.mo (isto e, o espectro de luz absopvida pelo organismo todo, a qua]tdepende da |
presen§a e poncentragﬁo de todos os pigmentos do organismo} com o espectro de

agao da fotossTntese no organismo.
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Fazendo-se incidir diferentes comprimentos de onda de luz, um por vez,
sobre uma folha verde e medindo-se a taxa de fotossintese, nota-se que a luz ver-
metha e azul causam as mais elevadas taxas de fotoss?ntése, e & luz verde a mais
baixa, representando assim, o© espectro de a¢ao para fotossintese de uma planta,

(fig. 18)

8
3
E =
3 :
S
3 3
S &
S : 2
< S
BN =2
S 2
E%
t : , , o dam) , . . o A lnm]
400 500 600 700 400 500 600 700
Azul Verde Amarelo Veamelho -
Lananja
Fig. 18+ Lspectro de agdo para a | Fig. 19: Bspectrne de absoncgao da
fotossintese. clonofila,

0 espectro de agao mostra que embora o vermelho e o azul aparegam como
sendo 0s mais eficientes, o amarelo parece também influenciar a taxa de fotossin-
tese. Acontece que os pigmentos carotenoides, amarelados, presentes em grande
quantidade no cloroplasto, tambem absorvem luz, que e Util na fotossintese. Como
0s carotenoides nao podem atuar na fotossintese se nao houver clorofila, admite-se,
geralmente, que a energia que os carotencides adquirem pela absorcao de luz e
transferida para a clorofila.

Fazendo passar cada comprimento deonda da luz atraves deuma solucao de clorofi-
Ja, podemos produzir tambem um espectro de absor¢ao, que mostra quais desses com-
primentos de onda sao mais eficientemente absorvidos pela clorofila, Comparando o
espectro de absorcao da clorofila (fig. 19) com o espectro de agao para fotossin-
tese (fig. 18}, comprovamos que a clorofila e o principal pigmento na recepgao de
luz para a fotossintese.

Uma lista dos pigmentos fotossintetizantes mais importantes,com algumas

informacoes basicas sobre estes, esta apresentado na Tabela 3.



‘Tabela 3: Alguns pigmentos mais_ importantés da folha.
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. Pigmento.......

.. ....onde . encontramos. ... . ...

... .. Juz absorvida. ...

Clorofila a
C]orof?1a b

Clorofilta ¢
Clorofila d
Ficocianina
Ficoeritrina
Carotencides
(bérdteno}é
xantofilas)

todas as plantas verdes
plantas verdes, menos algas
vermethas e azuis

algas marrom

algas vermelha _
algas vermelhas, azul-verde
algas vermelhas, azu]-vefde
maioria das plantas,
bacterias

vermelho e azul-violeta
vermelho e azul-violeta

vermelho e azul-violeta
vermelho e azul-violeta
laranja-vermelho

verde

azul, azul-verde

A figura 20 mostra o espectro de absorgao de

tetizantes (ref., 22).

Absongas

feﬁonoééﬁa b

clorchila b

alguns pigmentos folossin-

, cLorofila a

" X (ym)

700

'Figf 21: Espectro de absorgde dos prdnelpais pigmentos da folha,

extrnaidos em solventes aproptiados.
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IV-2. Monitoracdo da acao de herbicidas

Quando um herbicida penetra numa folha e entra em contato com o protoplias
ma da folha, um grande nﬁmero de reagﬁes bioquimicas ocorrem,‘dependendo do herbi-
cida em particular, especie da planta, fator de formulacao, metodo de aplicacio,
temperatura, umidade, etc,

Geralmente os hetbicidas sao sais ou acidos, levam as estruturas proto-
plasmaticas delicadas a uma rapida destruicao em virtude'de sua alta acidez, da
concentracao osmotica, e do poder precipitante de proteinas. Pouco se conhece so-
bre a natureza exata e sequencia dé reacgoes quimicas envolvidas (ref. 23).

Emhbarticu1ar, estudamos o herbicida PARAQUAT, que e um dos mais impor-

tantes herbicidas do grupo dos bipiridinics, comercialmente vendido como sal

(dictorato) (ref. 24).

Cloneto de 1,1" - dimetil, 4,4' - bipinidinie

0 PARAQUAT e um herbicida nao seletive, que atua rapidamente come disse-
cante, nao residual pois e inativo ao entrar em contato com o solo, de grande im-
portancia na agricultura, por causa de seu amplo espectro de atividade contra
gramas e ervas daninhas de folhas largas.

0 PARAQUAT & um sal de amonium quaternario, ndo volatil, higroscopico e
extremamente soluvel em agua. Alguns trabalhos (ref. 29, 30) mostram que ele s
atua numa planta desde que esta esteja na presenga de luz solar, e uma vez tendo
penetrado nessa, nao e metabolicamente degradado, a rapida destruicao dos tecidos
- da planta tratada com PARAQUAT assegura-ﬁos iss0.

Borrifado sobre uma folha verde, o PARAQUAT a destroi em questao de horas,
desde que ela esteja sob a luz solar. Nao ocorre penetracao do herbicida na folha,

salvo no escuro. Sua agao diminui no frio e aumenta com a umidade. Acredita-se que
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sua penetragio se da atrayés da cuﬁﬁcu]a, e ngo pelos estgmatos.

| A agao do PARAQUAT esta iatimamente ligada a fotossintese, gie provavel-
mente age capturando e]Etpons, ne Fotossistema I, competindo com os receptores na .
turais do cloroplasto. Ele e portanto, ﬁeduzido'pata radical fivre (potencial de
- 450 mY) mas logo anseguida'é reoxidado, o que produz peroxido de hidrogenio
Hy0,, que e fitatoxico. A redugdo do PARAQUAT tambem ocorre no processo respira-

torio da planta, mas em grau muito menor.

Ap6§ a rapida penetragao do PARAQUAT, ha catalisac@o na produgao de H,0,,

observa-se a quebra da membrana plasmatica e a perda de agua resultante da plasmo

Tise, se acelera.

Y

A fig. 21 mostra a producao do peroxido de hidrogenio pela rapida redugdo

e oxidagao do PARAQUAT no Fotossistema I.

H,0,
ou

0 H- .

Fig., 21: Producac do peroxido de hidrogenio pela neducdo e
oxidagdo do PARAQUAT ne Fotossistema 1.

A Tabela 4 mostra um resumo dos mecanismos de acao dos herbijcidas em

plantas (ref. 25j.



" Tabela 4: Mecanismos de agé’o de herb‘i_ci,da':s"em‘pTantas

Tipo de acao o interferéncia fcdo primaria

Acao seaindaria Modo de agao

- faptura do eletron

- Sintese de carotendides
- Transporte de elétron
fotossintetico e fosforilagao

~ Membranas

o TRadicais Tivres —-——-——-—-

> § Caro tendi des pm——s

- |Ferredoxin (vern.)-

.

- Atividade MNuclear

- TPer‘wrbag'ﬁes

\ 1 O}”gani Zag'éo

Mi crotubul ar

» lOrganizagEo Nuclear _—_—a--ilReprodug'éowm_————v

TOmdagao de pigmentos «-—u—destrm ¢z de pigmentos

e 11D1dwo/ \

TFotoom dagao -

,LNO2 e $0, (reducdo) ——— }Sintese aminoacido -—-b-o

Tmoredoxm (verm. )____,lmocluhg'éo da luz para
atividade enzimatica

(DNA, RNA, proteinas, —» TCessar metabolismo —
sintese de 11p1d1os)

lfungoes da membrana . —» 4Integr'idadé ——--——~—~>

lReagoes bwsm’cetmas

J (transporte, fitocromo,

hoymonios)

lModu]ac;'éo do metabolismo —» lPerca de regﬂaf;'a'o-—_-u—
(variacio da energia). '

e TPermeabinade '

Fluiditividade

o~ lm'itose/memse-_-—————pldwwao da celula .« |Crescimento e

tDesenvolvimento

E
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G
A
N
r
Z
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" CAPITULD Vv

Resultados FExperimentais e Discussao

V-1. Separacao dos constituintes das folhas

A figura 22 mostra um espectro fotoactstico de uma folha verde intacta.
Podenos observar claramente todas as caracteristicas oticas de uma folha; a cama-
da da cutiaula (cera) situada numa banda de 300 a 400 nm, os carotencides entre

400 a 580 nm e as cliorofilas a e b numa banda.entre 580 e 700 nm (ref. 26, 27, 28).

SF[u.a]

. - —_— . o~ Alnm)
400 500 600 700 500

Fig. 22: Espectho fotoactstico de wna fotha verde.

A analise do perfil de profundidade de folhas atraves da espectroscopia
fotoacustica foi feita por Bults e outros (ref. 17), pela variacdo da frequencia
de modulagao. Conseguiram assim separar a contribuicao da cuticula e da epiderme
superior, mas nao isolaram o espectro dos pigmentos {ver fig. 13),

£ aplicagao do metodo das fases para uma folha de cafe, soja, etc, pode
ser feita sem problemas, pois a camada superficial de cera e oticamente transpa-

rente, mesmo no ultra violeta proximo e termicamente fina (usamos f = 25 Hz, para
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o qual yg ~ 50 pm, usando as prppriedades'téﬁmicasda_ggua).

Na figura 23 iﬁustrawse a aplicacio desse matodo com‘uma simu]égﬁo. A
partir de um espectro composto de uma f01ha.verde {soja) medida nas fasés QO e 900,
‘efetua-se no computador a composiggp en vﬁrfas fases de 10 em 10 graus, segundo a
equacao 30, os espectros com-vaTores negativos podem ser excluidos.

Foi possivel separar o espectro da camada superior de cutieula, do espec
tro da camada inferior de pigmentos sem nada supor sobre a composicao das camadas,
mas apenas analiseandec os espectfos para as varias fases {conforme explicado na
secao 11-2.2).

- 0 espectro do estrato bruto de.carotenﬁides e 0 da clorofila,extraida em
acetona (fi@i 247, Substﬁnciaé fornecidas pelo Prof, William Jose da Silva, do
'Departamento de Gengtica da UNICAMP, indicam que o espectro que foi obtido na fa-
se ¢f' = - 50° (fig. 23) realmente contém esses pigmentos. 0 fato de nao se poder
separar na fase 0s espectros isolados destgs éubstancias, indica que elas estao
juntas, a mesma profundidéde {no caso, ambos se localizam no cloroplasto).

Como o espectro da cuticula foi isclado na fase ¢' = 80° (fig. 23), ¢ a
“dos pigmentos na fase ¢'" = - 50° (fig. 23}, sabemos que o sinal da camada supe-
rior esta a op = 40%, e o da inferior em ¢p = - 10° (fig. 25).-03 sinais estao

assim defasados em § = 500.

S (u.a) S {u.al
CLOROFTLA

CAROTENDIDES

\ — t - t Loomrmng )\(nm) + T A ¥ -+ A (¥
400 500 600 700 8§00 . 400 500 600 700 800

Fig., 24: Espectros de extrate bruto de clorofifa e carotendides, extraldos em .
acelona, '
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I ) Cutieutla - Fig. 25: Defasagem entre a camada de
/ : cuticwba o 0b pigmentos de

uma goLha verde,

\ : Pigmentos

V-2, 'Resultados Experimentais

Fdi rea]izado, portanto, um estudo nao quantitativo da agao do herbicida
PARAQUAT (ver CapTtulo IV) em fo1has de cafe, soja e dstura. AS amostras testadas
foram borrifadas com uma solugao aquosa contendo 5 % de PARAQUAT e deixadas ao
-501 durante um dia. As amostras tifadaé das plantas foram cortadas na forma de um
disco de 5 mm de diémetro. | |

Procedendo da mesma maneira, como na simylacgae da fig. 23, determinamos
0 espectro fotoactstico de nossas amos tras e medimos a diferenca de fase w==¢A— ¢B
_entre a cuticula e a camada de pigmentos, antes da borrifdcao do PARAQUAT, 10 miny
tos, .2, é”é 6 horas ap0s a aplicacao.

As figuras 25 e 26 mostram os espectros resolvidos na fase para as folhas
- de cafe (fig. 26) e soja (fig. 27) em fungao do tempo, ap0s a aplicacao do PARAQUAT.
Nas Tabe1§§ 5 e 6, tem~se as fases em que 0$ sinais destas camadas se encontram, e
és respe@%ivas defasagens. Além do aparente decrescimo na quantidade de pigmentos
cqﬁ 0 teﬁpo, a diferenga de fase exibe um decrescimo progressivo., 0 espectro foto
acustico mostrou tambem que nao ha destruiggo da cuticula. {

Nofe~se que o pico da cuticula em 300 nm perménecé constante durante o
expetimento; pois, apesar de menos intenso com o passar do tempo, sua estrutura
permanece intacta, coisa que nao e observado com o pico dos pigmentos, pois como

- podemos ver, apds 4 horas de aplicagao o pico de absorcao para a clorofila b (630nm)
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nao pode mais ser identificado, mostrando portanto que esta havendo destruicac de
pigmentos. .

Partindo da hipotese de que a folha sofra um processo de desidratacao
continua, pode-se explicar a diferenca de fase ¢ observada.

Sabe-se que a diferenga de fase para uma amostra termicamente grossa ¢A’
e dada pelo produto do coeficiente de difus3o termico a. pela sua espessura x,, ou

seja,

Considerando-se a mesma difusividade termica tantc para a cuticula, quan
to para a camada de pigmentos, a qual e aproximadamente igual a da agua e, deno-
tando a espessura da camada de pigmentos por Xg» €screve-se a diferenca de fase

como ;

Durante este processo de continua desdidratacao da folha, onde a agua e

substituida pelo ar, ccorre um aumento da difusividade termica o (a = 00,0015 cmz/s,

agua

2
aér = 0,23 em”/s), fazendo decrescer a, e consequentemente .

Isto leva-nos a supor que a acao do PARAQUAT e provavelmente a de induzir
uma rapida desidratagao, ou plasmolise, na folha, como sugerido por varios autcres
(ref. 23).

A figura 28 mostra o decrescimo de massa ocasionada'pela perda natural
de agua de uma folha verde intacta com o passar do tempo; 1, 2, 3 e 5 horas apos
a preparacac da amostra. Pode ser observado tambem pelo grafico, que a perda
d'agua e lenta quando nao ha acao de agentes quimicos.

Um resultado semelhante foi observado nas folhas de d5tura: com uma plas-
molise mais acentuada do que nas folhas de soja e cafe, Decorridos 2 horas da apli
cacao do PARAQUAT, sua estrutura j3 estava totalmente plasmolisada, onde pdde obsqg

var um decrescimo na diferenca de fase,
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() _— (b}

X {am) Alnm)
400 500 600 . 700 §00 400 500 600 700 £00

Fig. 26: Metodo de sepanacio nds fases aplicade o uma folha de cage.la) mostrando
0 espectnd da cutleula ¢ (b) o espectro dos pigmentos; antes (A=A,

10 minutos (—— ), 2 (==, 4 (exx) @ 6 [-=~—) horas apds taatamento
com heabioida,

Tabela 5: Resultados para o metodo de separacao nas fases para a
agdo do herbicida numa folha de caf.

 Clorofita e
Sem - - separa-se - 50° - . 60° 700
.Veneno encontra-se ~ 30° s 400
10#minutqs- . | separa-se - 80_ 20 80°
apos aplicacao | ancontra-se| - 70°—" = 10°
' - b o - 0
2 horas_apos separa-se - 30 | _» 30 700
aplicagao encontra-se | = - 600" [~ 10° '
- | s _ At
4 horas_apos separa-se - 80 160 a0°
_'apiicagaq encontra-se - 307 " T~ 10°
—— : . 9 G
6 horas :apos separa-se - 80 -~ 80 90°
aplicacao encontra-se [ - 100~ ™= 10°




42

(b}

S
(a) F
N T
R e e e e
. . . A {nm)
400 500 600 700 %00

400

600 700 800

Fig. 27: Metodo de separagio de fares apticado a uma folha de sofa: la) mostrando

o espectro da cutlcula e (b] espectro dos pigmentos, antes la-s-, 10 mi

nw@d{~#d,2 [~e—ed, 4 (=%} 2 6 (== horas apos a aplicacdo do
herbicida, ‘

Tabela 6: Resultados para o metodo de separacio de fases para a

acao de herbicida numa folha de soja,

Clorofila
e .

Carotenoides ; Cuticula Defasagem
Sem separa-se | —?007 _6@9_- 505
Vengﬁo . encontra-se —309 - 7‘"“"”200 ‘ .
10_minutos _ separa-se_ ~50° .. ,/v80077 50°
apos aplicagao encontra-se -100~”;hmf“*400
2 hqraépapﬁs separa-se -60°- _ __»80° 40°
apijcagao ' encontra-se —}Oof’f%xﬂ“ﬁ'300
4 hqfaswapﬁs separa-se -70° _»80° 300
aplicagao encontra-se 00— ™= 200
6 horas_apos separa-se -80° ~_ | 80° 20b
~aplicacao encontra-se 10° -7 P> 10° .

A lnm
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R Ul ' i : . ; ; : e : - ,fampo
0 1 : 7 : 3 4 5 6 (horas)

Tig, 28: Grafico da variacio de massa para uma §olha verde com o pass i
do tempo. '

V-3. Microscopia Dtica

Para comprovar as observacoes feitas peTa espectroscopia fotoacustica,
apos cadé-ﬁedida, a amostra era estudada usando-se um microscopic otico (60 vezes
amp?iffcaﬁo). |

‘A hicroécopia otica (fig. 30), mostra que esta havendo uma plasmdlise na
folha coﬁ*o passar do tempo, apos a aplicagdo do herbicida, e que nenhuma altera-
¢3o na cuticula e observada. . ._ | .

Estes resultados concordam com as observacbes experimentais atraves da

espectroscopia fotoaclistica.



Fig. 29: Microscopia otica de uma folha de sofa.

b) Microscopia otica de uma §olha se sofa 2 honas apos a
aplicacdo do henbicida, S

- Nota-se um inlcio de desonganizacdo, com os cloroplastos
aglomenados proximos a parede da celula.

44



o) Micnoscopia otica de uma folha de s0fa 4 hoxas apos @ aplicacdo
do herbicedda,

- Nota-se sifuagdo semelhante d anterioh com a plasmofise mais

evidente, Ha ponem, &/1@0_(/5 do palicadico com as celulas bastante
danificadas ., '

d) Microscopia otica de uma folha de soja 6 horas apos a aplicagdo
do herbicida, '

- Nota-se que a cuticula esia praticamente intacta, enquanto que
as celulbas esiio totalmente plasmolizadas.

45
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©CAPTTULD VI

Conclusoes e Perspectivas

0 presente trabalhc evidenciou a potencialidade das medidas de fase do
efeito fotoacustico para analisar os constituintes de amostras biologicas compos-
tas de duas camadas. A tecnica foi experimentalmente testada para o estudo da
a¢ao de um herbicida nos diversocs componentes de folhas de cafe, soja e datura.

Foi observado que o herbicida (PARPQUAT), quando aplicado numa foiha atua
de duas maneiras. De um lado, este agente quimico nduz uma rapida desidratacao
da folha, evidenciado experimentaimente pelo decrescimo na diferenca de fase entre
a cuticula e a camada dos pigmentos. Paralelamente ao processo de desidratacao o
PARAQUAT produz um aumento da fitotoxidade atraves da producao de peroxido de hi-
drogEnio (H202). Esta observacao e verificada pelo gradual decrescimo na intensi-
dade das bandas de absorgao dos pigmentos. Medidas atraves da microscopia otica,
nos mesmos sistemas, confirmaram qualitativamente a compatibi]idade e a interpre-
tacao de nossas observagoes,

0 metodo das fases mestrou-se particularmente importante para o estudo de
sistemas bioldogicos. Estes, em sua majoria,encontram-se sob uma forma que as tor-
na dificeis, sendo impossiveis de serem analisadas por qualquer tipo de tecnica
otica convencional de transmiss3o ou de reflexdao, Alem de permitir a obtencdo de
espectros de uma maneira nao destrutiva, o me todo podera se tornar uma ferramenta
util para fisiologistas de plantas, em particular voltados para o importante estu

do da interacao entre agentes guimicos e sistemas biologicos.
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