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RESUMO 

Uma das areas mais promissoras para o usa do metoda fotoacUstico e no es 

tudo de sistemas biolOgicos, pai·s estes, em sua materia, encontram-se sob uma for 

rna que OS tornam dificeis, sen3o impossiveis de serem analisados par qualquer ti­

po de tecnica Otica convencional" 

Aplicou-se a tecnica fotoacUstica para o estudo qualitative de transfor­

ma~Oes estruturais em certas esp€cies de tecidos biolOgicos, {folhas de cate, so­

ja, etc), em presen~a de agro-tOxicos, 

Atraves da tecnica fotoaclistica, fez-se uma microscopia da amostra, _e C£. 

rna consequencia,uma avalia~3o dos danos causados pela influencia de agentes qulmi_ 

cos nos diversos constituintes puderam ser avaliados. 



P,bstract 

Photoacousticdepth profiles of double-layer biologycal samples are 

studied using the two-signal phase-resolved method. It is shown that the 5pectra 

of each layer can be resolved 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 1 eaves under the action of a herbicide is disrussed. 
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CAP!1ULO I 

IN1ROOUQ\O 

0 presente trabalho tern par objetivo o estudo,atraves da Espectroscopia 

FotoacUstica, dos espectros de abson,:ao de amostras biolOgicas compostas de duas 

camadas. Utilizar-se-a aqui o metoda de separac;B:o de espectros na fase do sinal 

fotoacUs ti co. 

o usa cto metoda para o monitoramento cte varia~Oes temporais que ocorrem 

em cada urn dos constituintes de folhas verdes, devido a ac;ao de agentes quimicos 

(herbicidas) constitui o tema central desta dissertac;B:o. 

Al€m de apresentar a pesquisa real izada, procurou-se no presente traba­

lho, expor os fundamentos teOricos do efeito fotoacUstico de maneira mais com­

preensivel para o lei tor. Assim, apOs urn breve his tOri co, introduzem-se no Capi­

tulo II os conceitos mais importantes do fenOmeno, apresentando a equa<;ao geral 

que descreve o sinal fotoacGstico e por fim apresentando os cases limites onde a 

teoria se simplifica. 

No .cap'itulo III e descrita a parte experimental. Em particular e feita 

uma descri<;ao do metodo das fases. 

0 Cap'itulo IV e destinado aos leitores nao familiarizados com materiais 

biolOgicos. Descrevemos a morfologia e pigmentos de uma folha, bern como a a<;ao 

de herbicidas sobre esta. 

Os resultados da presente pesquisa sao apresentados e discutidos no 

Cap]tlllo V. 

0 Cap'itulo VI e constitu'ido das conclusOes e perspectivas deste traba-

lho. 

As Referencias e Bibl iografias sao apresentadas no Capitul'o VII. 



CAP11ULO II 

Teoria do Efeito FotoacUstico 

II-1. Introdu~;ao histOrico 

0 efeito fotoacUstico foi descoberto em 1880 par Alexander Graham Bell 

(ref. 1), ao observar que urn feixe de luz solar interrompido periodicamente, ao 

incidir em urn sOlido dentro de uma celula fechada, produzia urn som audlvel par 

meio de urn tuba 1 igado a celula. Nessa epoca tu.mbem, Lord Rayleigh (ref. 2), 

Mercadier (ref. 3), Preece. (ref. 4), trabalharam com a efeito fotoacUst·ico, e 

hipOteses expl icativas fa ram dadas, mas o fenOmeno foi considerado apenas como 

uma curiosidade e nenhum valor cientifico au funcional foi atribuido, e foi logo 

esquecido. 

Cinquenta anos mais tarde~ o efeito fotoacUstico renasceu na RUssia, 

quando Veingerav (ref. 5) criou o chamado 11 Espectrofone" para o estudo de gases, 

servindo para analisar concentra~Oes em misturas gasosas. 

Com a desenvolvimento tecnico de microfones sensiveis, surgimento de 

fontes de laser, Kreuser (ref. 6) usou metodos fotoacUsticos para detectar tr~ 

cos poluentes em gases. No entanto, o efeito fotoacUstico em sOlidos sO veio a 

ser investigado a partir de 1973, e Parker (ref. 7) mostrou que a vibra~ao me­

canica da amostra e em geral despresive1 face ao efeito termico. Rosencwaig e 

Gersho (ref. 8) apresentaram a mais ampla teoria, a qual ass'ume que o sinal 

fotoacUstico e gerado apenas pelo fluxo de calor da amostra para o gas em con 

tato com este. 

Desde entao, a Espectroscopia Fotoaciistica, tern sido metoda de estudo 

de propriedades termicas e el3sticas, de rea~Oes quimicas, de proce1ssos radio­

ativos, de eficiencia qu3ntica, de resson3ncia magnetica, de superficie, de 

espessura de camadas e de microscopia, nao sO em todos as tipos de materiais 

inorganicos, como tamb8m em materiais biolOgicos. 
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!l-2. 0 Efeito Fotoacustjco 

0 efeito fotoaclisti_co consiste na produ<;a'o de uma onda aclistica dentro 

de uma celula fechada contendo urn g:3s, que pode ser ar, em cantata com uma amos 

tra sOl ida au semi-sOl ida, estando esta exposta a luz monocromatica modulada. A 

luz modulada, ao incidir na amostra, aquece-a periodicamente, fazendo com que 

uma camada relativamente fina de gas adjacente a superflcie da amostra, respon­

da a varia<;ao termica da amostra, expandindo-se e contraindo-se periodicamente, 

Essa expansao e contra<;iio do gas em cantata com a amostra gera uma varia<;ao de 

pressiio dentro da celula, a qual pode ser facilmente detectada como um sinal 

acUstico par urn microfone sensivel. Essa camada de gas adjacente a amostra po­

de ser encarada como urn pist3o vibratOrio (ref. 9), criando o sinal acUstico. 

Desde que a grandeza davaria<;ao de press3o periOdica na celula e pro­

porcional a quantidade de calor emanada do sOlido absorvedor, ha uma prOxima 

corresponctencia entre a intensidade do sinal acUsiico e quantidade de luz ab­

sorvida pela amostra. 

II--3, Vantagens da Espectroscopia FotoacUstica 

a} Permite-nos obter espectro similar ao espectro de absor<;3o 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 e urn serio problema, quando tratado com alguns materiais sOlidos par t€~ 

nicas espectroscOpicas convencionais) nao apresenta dificuldade em Espectros­

copia Fotoacustica (ref. 10). 

b) sao necessaries apenas algumas miligramas de amostra, n3o sendo 

necessaria submete-la a qualquer tratamento. 

d) t possivel obter o espectro de amostras Oticamente opacas. 

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

3 



copi.a de varredura •. 

f} Nao sO a absor~ao 5tica, mas tamb€m as propriedades tCrmicas, sao 

passiveis de estudo. 

g) Aplica-se para uma larga faixa do espectro (luz visivel, UV~ IV, 

raio-X, microondas) sem necessidade de trocar o detetor. 

h) Informa~3o e oferecida nao sO pela intensidade do sinal, mas tam­

bern par sua fase. 

II -4. Absor,ao 'Ot i ca 

Quando urn feixe luminoso incide numa amostra, pode ou nao ser absor­

vida totalmente na supcrficie, e a medida que a radiar;ao penetra no material_, 

as mol€culas deste vao interagindo com os f0tons e absorvendo-os, fazendo com 

que a intensidade do feixe luminoso diminua exponencialmente. ~1ede-se macros­

copicamente a absorr;ao pela distancia que o feixe penetra ate sua intensidade 

inicial ser reduzida a 1/e. Esta medida e dada pelo comprimento de absOr(;B.'o 

otica (~B), ver (fig. 1). 
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A absor~ao da energi_a radiante pela amostra e seguida po~ uma conversao 

em energia cinetica, e transferencia de calor atrav€s da amostra para a interfa­

ce sOlido-gas, necess3ria para a produ<;'ao do efeito fotoacUstico. Ps caracteris­

ticas termicas da amostra deve afetar a natureza do sinal observado; e em parti­

cular, a difusividade ter mica da amostra (a}, a qual mede a velocidade com que 

o calor se espalha numa amostra. Se urn ponte for aquecido, seu calor difundir2i 

para outros pontes da amostra, que sofrer'ao urn aumento e diminuic;:ao de tempera-

tura, semelhante a urn pulse (fig. 2). 

No efeito fotoacUstico, todos as pontes da amostra dentro do comprime~ 

to de absorc;:ao Otico, geram calor de maneira periOdica. A difus3o a partir de 

urn ponte~ neste caso~ se darB: em ciclos correspondentes a frequencia de modula­

~ao f ~ w/2n da luz. A magnitude da oscila~ao tennica sent ida em urn ponte da 

amostra (par exemplo, na superficie em cantata com o ga.'s) dependera nao sO da 

distancia entre os pontes, mas tamb€m da t.requencia (fig. 3). Define-se assim 

o comprimento de difusao t€nnica ~. cuja magnitude da oscila~ao t€rmica se 

atenua a urn valor 1/e. Este parametro usado para analisar a transmiss3o periO-

die~ de calor, e expresso par ~ = 2a/w, e indica a atenua~ao da oscila~ao t€r 

mica. A Tabela l fornece valores de a e de ~ para alguns materials. 

Ia) 
e e 

[b) 

X 

F-i..g. 2: Vi6uJ.Sdo telun-i..c.a de. um ~5o: 

a) Vi.o.ttvi.buir;.Ci.o 'UpacW.i da .tempe.Jw.tu.Jta (au da de.nc.idade. de. c.alo!t), ao 

.tango do tempo, de. vida a di6u.6Q.o te:llrnic.a a pa.1l.-t{.Jt de. um y:utho em P 0• 

b) Valt.i.ar;.Q.o da .tempe.JuLtuJta nM pon.t.o-6 P
1 

e. P
2

, moJ.Stltando que. qttanto maW 

l.onge. de. P
0

, ma,W cU..6pe...~~.Aa e. me.no.6 in.te.n6a e: a va!Uar;.M da tempeJt..atult.a, 
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Tabela 1: Par8:metros lerrn:icos de'Alguns Materi.ais 

/Is medidas de difusividade tennica (a} sao diretas (ref. 8), ou quando 

indicadas par*, derivados da condutividade tennica (ref. 9, cap. 9)" Os val ores 

correspondentes do comprimento de difus'Bo termi ca (JJ
5

) sao para urn a frequenci a 

de modu1a,ao f = 25 Hz . 

• 
Material a(cm/s

2
) "s ("m) (25 Hz) 

Aluminio 0,97 lllO 

Cobre 1 '17 1220 

Ferro 0,23 540 

MetcUrio 0,044 240 

carvao amorfo 0,003 62 

Diamante (tipo !I a) 12,7 4020 

Borracha 0,0012 39 

Polietileno 0,0013 41 

Jleua 0,00146 43 

Ge1o (0°C) 0,014 134 

Ar 0,23 540 

Hel; a * 1 '52 1390 

~1cool etilico * 0,0009 34 

Quartzo 0,035 210 . 
' 

Vidro ("crown 11
) 0,005 80 

Carne Bovina 0,0012 39 



Il-5, Descnvolvimento teOrtco 

Para se en tender as process as que envolvem o efeito fotoacUstico, temos 

que ter o conhecimento sabre mecanfsmos de produ~ao e transmissiio de calor da 

amostra para o sistema. 

11-5.1 Condu<;ao de calor 

P..lguma luz absorvida par urn sOlido e converticta, em parte au num tocto 

em calor, par processes de decaimento niio radioativo ctentro do sOlido . 
. 

Consider0ndo urn fluxo de calor (1') que atravessa urn elE:'mento de volume 

dV = Sdx (fig, 4), onde ¢ e a quantidade de calor que atravessa par unidade de 

¢I xi s ¢1x + dx) 

X X. + dx. 

hq. 4: H.uxo de c_afoJt. .60b!Le. um elemen.to de volume. dV 

8 

tanpo, uma superflcie unitaria perpendicular ao fluxo, A quantidade de calor anna 

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

d¢ = {¢(x) - ¢(x + dx)} S 

d¢ = - (~~) Sdx ( 1 ) 
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onde <P est'a relacionado com a temperatura pela lei. de Fou~ler: 

•=-KC
01i ' ax· 

(2) 

onde K e uma constante positiva chamada condutividade t€rmica, 

[KJ = [ energia] I [tempo x dist.incia x temperatur~ " 

0 sinal negative na equa~ao (2) aparece porque o fluxo de calor se dB em 

sentido contrBrio ao do gradiente de temperatura; indo da mais alta para a mais 

baixao De (1) e (2), temos: 

d~ = K (a'T) Sdx 
.ax 2 

(3) 

Par outre lado, a quantidade de calor armazenada no elemento de volume 

d,V, no tempo 6t, devido a varia~'ao de temperatura OT € dada par: 

on de 

onde 

c -

dQ = c dm OT 

e o calor especi fico do material" 

Derivando ( 4) ' temos: 

dQ - dT 
dt- c dm dt 

d~ 
dT 

= c dm df 

d~ 
dm dT dV = cav dt 

d~ 
dT = c o Carl Sdx 

Compa ran do ( 3) e ( 5) , temos: 

K 

a'T = .!_ (n) 

dx 2 a at 

Ct.=-. 
p c 

e chamado de d i fus; vi dade t€nni ca' on de [Ct. 1 

( 4) 

(5) 

( 6) 

= [areaJ I [tempo] 0 
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Devi.do a fontes de calor no elemento de volume dV, devemos introduzir na 

equa~ao (_3} urn termo extra f(x, t) ,-entao: 

d~ = K (a'T) Sdx + fl~,t) Sdx 

ax' 
( 7) 

onde f(x,t) C a densidade de calor gerada no elemento de volume dV considerado. 

Obtem-se ent'5:o uma expressao mais geral para a equa<;3o (6}: 

1 

a 

f(x,t) 

K 

II-5.2 Produ<;iio de Calor na Amostra 

(8) 

Assumimos uma fonte de luz monocroma:tica com corr:primento de onda A inci­

dente num sOlido com intensidade: 

I(t) = 
1 

2 
!

0 
(1 + cos wt) 

onde I
0 

e o fluxo de luz monocromatica incidente (Wjcm2) 

A amostra absorve a luz incidente segundo a lei: 

Ia (x,t) = l(t) exp (8 x), (x ~ 0) 

(9) 

( 10) 

onde S denota o coeficiente de absor~ao Otico da amostra (em cm-l) para o compri­

mento de onda A, e Ia(x,t) a intensidade de luz absorvida. 

Derivando (10), iemos: 

mas d!a(x,t) 

dx 

= 8 I(t) exp (8 x), 

e a densidade de energia absorvida, portanto: 

f(x,t) n exp (8 x) (1 +cos wt), 

(x <: 0) ( 11 ) 

(x ( 0) 



ll 

ent'ao, na equa~ao (8}, tenos: 

ax' 
n exp (B x) (1 + cos wt), (x .; 0) ( 12) 

onde T e a temperatura e n e a eficienciu para qual a luz absorvida para urn comprl 

menta de onda A e convertido em calor par processo de desexita~ao nao radioativo. 

11-5,3 Distribuis:ao de Temperatura na celula 

De ucordo com o mode1o unidimensional desenvolvido par Rosencwaig-Gersho 

(ref, 8), a situa~ao experimental a ser analisada teoricamente consiste numo celu 

ia fotoacUstica ciHndrica conforme mostra fig, 5. A amostra tern comprimento £., 

suporte fb e a coluna de gas £
9

. A luz incide pela esquerda e tern comprimento de 

and a A, send a modulada a uma frequencia an9ular w = 2nf, onde f e o niimero de 

vezes par segundo que a pa giratOria interrompe a luz, 

6Uxe. de_ .f'uz 
--+ -> ~ 

inte.JUtompi.do 

' 
Gii.; ' Amo.6bta 11 badUng" 

' 
~ ~ ~ {-< 

' 
lwpoJLtel 

' 
q ' " b 

' 

t------JH--------+ ----·-i 
X < £ 

g 
X ·· 0 

L 

X < -£ X < - (£ + fb) 

F-i.g. 5: Eoquema de wna c.efu.ta 6o-toacil.6lic.a 

-Assume-se que o comprimento !:_ e pequeno comparado ao compr)mento de onda 

do sinal acUstico. Supomos que nem o g5"s ·e nem o 11 backing" absorvam luz. 
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Def"inem-se, usando as slmbolos usados na (_)~ef. 8), para o material 11 i" 

condutividade t12nnica (cal/an.s.°C) 

densidade (g/cm3 ) 

C; calor 

a
1
• = K./p.C. 

1 1 1 

especifico a pressaa constante (cal/g. °C) 

difusividade t€rmic;;t_ (cm
2
;s) 

a
1 

::: w/2 ai coeficiente de difusa'o t€rmica (clll-l) 

a;= (1 + i)a; - coeficiente complexo de difusaa t€rmica (cm-1} 

11i = i- -·· comprimento de difusao t€rmica {em} 
1 

S; = coeficicnte de absor~ao Otica {cm-1) 

comprimento de absor~ao Otica (em) 

As equa~oes para cada rcgi3o da fig. 5, sao: 

a'¢g(x, t) a¢ 
[o < .tg] =- (-3 l X < 

ax' ag at 

1 a¢ a'¢
5
(x,t) S 'o -- (~) - ~ n exp (B x) {1+ exp (iwt)1 

ax' as at 2K
5 

E: .t < X < ci) 

1 
< x< -{] 

( 13) 

( 14) 

( 15) 

Como somente a parte real das solur;.Oes e de nosso interesse, e represen­

ta a temperatura na ci?lula relativa a temperatura ambiente como uma func;3o da po­

si~ao e do tempo, isto €: (x,t); IP(x,t) = Re e(x,t) + y
0

, onde y
0 

e a temperat~ 

ra ambiente, podemos substituir em (12), cos wt por exp (i wt). 



lnteressa-nos apenas a parte peri:Odica das solu~Oes 1/Ji, denotadas par 

e. (i = g, sou b), portanto: 
1 

13 

e
9

(x,t) = 0 exp (- o
9
x. + iwt) (16) 

0s(x,t) = { U exp (os') + V exp (- os') - E exp (S x)} exp (iwt) (17) 

%(x,t) = B exp { ob(x + t) + iwt} (18) 

iw 1/2 
com o.' = • . 0. = ( 1 + i )a; = (1 + i ) (w/2a.) 

1 ai 1 1 

[ 
A 

SI
0
n 

= com. A=--
B2-a 2 2K 

s s 

~ue satisfazem as equa~Oes {13, 14, 15), 

11-5,4 Condic;Oes de Contorno 

Falta agora estabelecer as condir;Oes de contorno para x = 0 ex = -f, e 

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

0- = 0. 
1 J 

ae. ae. 

K; 
1 K. ____.1. and€ i j - meios adjacentes, = • e sao 

ax J ax 

A primeira delas, que supoe nao haver perda de calor numa interface, de~ 

preza a resistencia t€rmica de cantata entre superficies, a que e vBlido no cant~ 

to entre a amostra e urn gas, mas nao entre sOlidos au entre urn sOlido e urn liqui-

do (reL 11, 12, 13), 

Esta condir;3o e muito restritiva, seu significado fisico e que a transfe 

rfncia de calor na superflcie de separa~ao l e it e instant3neoo 

A segunda condi~ao, e a de continuidade do fluxo de calor entre os dais 

meios, i e j. 
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!1-5.5 rqua,ao Gera1 

Com a aplicac;'ao das condic;Oes de contorno, fbsencwaig e Gersho (ref. 8), 

determinam as coefici'entes U, V, B e 0 para as equac;Oes (16, 17, 18), obtendo 

assim, a distribui~)io de temperutura na celula em tennos de par".i'lletros Oticos, 

teml-icos e geom'etricos do sistema" A soluc;a:a explicita para 0(x,t), a amplitude 

complexa da temperatura periOdica para interface amostra-gas (x = 0), que e o 

q~e interessa no efeito fotoacUstico, e dado par: 

e I
0 

0( 0) = --:-"-.,-

2K (S'-o ') 
s s 

onde: b 
~ ab 

= 
Ks as 

g 
K a 

= _JJJ 

~ as 

r= (1 - i ) 

a £. -a l J 
G
r-1)(~+1)e 5 

- (r+1)(b-1)e 5 + 2(b-r)e-St 

o.i -o.t 
g+1)(b+1)e 

5 
- (g-1)(b-1)e 

5 

( 19) 

s 
2a

5 

o tenno Q_ e em geral despresivel (g « 1), como pode-se vel~ pelos dados da Tabela 

1. 

A resoluc;'ao geral para a componente especial e(x), sem especificar as 

condic;Oes de contorno au a natureza da abson;ao Otica expressa por f(x,t), pode 

ser feita aplicando-se o metoda das fun~Oes de Green (ref. 14). 

11-506 Produc;Bo do Sinal AcUstico 

Como j'a foi di to anteriormente, ternos que a principal fonte do sinal 

acUstico surge do fluxo de calor do sOlido para os arredores do g3s" A temper at~ 

ra no g3s oscila no tempo e depende da distiincia a interface amostra-gas, 

(eq. 16): 0 = 0 exp (- a x + iwt). 
g g. 
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Vemos que apenas uma pequena camada de g'as responde termicamente a varia 
. -

c;ao de tanperatura na superflcie da amostra. Esta camada li.mite de gas possui 

espessura 2'Jlll
9

, (fig. 6), 

bratorio (ref. 8). 

cuja camada superficial de gii.s funciona como pist3o vi-

on de 

wt " 0 
Gi\s 

X 

8 lx,.t) " 0 exp (-a x) eM (wt - a x) 
g g 9 

Fig. 6: ViJ.dJUbui.c;O.o Mpa.Ua.f da tempeJta:tu.Ji.a pa!La vLVt.t_o.6 w t na c.amada de. 

git6 adjac.e.n:te. a_ .6UpVLt)Z<'A.e. da amMbta. 

Nesta camada 211v
9

, o gas e suposto ideal e a pressao const.ante, donde: 

oV 
= 

vo 

oX(tJ = 

< O(t)> = 

oX - = 
xo 

2n"g 

8 (OJ 

2 '/2' TI 

< 

6T 
(20) 

To 

@ 
T 

> (21 ) 

0 

exp [ i ( wt - ~ 1] 
c 

eo restante do g[s responde adiabaticamente, isto e, PVY= cte, can y- + - v • 

·onde y e a razao dos calores especificos, entao temos: 



logo; 

anos tra. 

oP(t) = 

oP(t) = 

on de Q = 

Re 

+ y p v y-1 
0 0 

yPo"g 
((¥2' ) 

2 T/g 

6 y = 0 

8(0) exp [i 

Re ( Q exp [ i (wt - ~)]} 

yPo"9 
0(0) (- ) 

V2' To-~'g 

16 

(22) 

(wt 
TI 

) ] } --
4 

(23) 

(24) 

Nessa equa~uo (24), P
0 

e a pressao ambiente e T
0 

a temperatura media na 

Aamodt et al (ref" 15) cons ideraram o cas a geral em que a colunz. de gas 

nao e tennicamente grossa. Nesse caso (.C. < 2np ), a contribui<;iio do gas na de-
g g 

pend end a do ·s ina 1 com a frequ€ncia (de w-l/
2 

no pist"iio vibratOrio) se altera, 

tornando-se aproximadamente nul a. 0 sinal e miiximo para tg "' -"-' 1J
9

• Alem disso, a 

defasagem constante de 11/4 introduzido pelo pist3o vibratOrio diminui progressi­

vamente com a diminui~ilo do canprimento da co luna do gas, para t
9 

< 2n]J
9

. 

Oessa maneira, mostra-se que existe uma corresponctencia direta entre o 

sinal acUstico e a intensidade de luz absorvida pela amostra. 0 sinal fotoacUsti­

co SF e tornado como sendo a componente nao temporal da variac;iio de pressao, con­

tendo uma intensidade SF e uma fase ¢F' podendo ser apresentada como urn vetor no 

plano complexo (fig. 7). 

aP(t) 

(25) 



Fig. 7: Ve-to!L do ~inat 6o:toacM-ti.co 

0 ~inat 6otoacii.~>-ti.CIJ SF num dado 

eomp!Wncnto de onda A , pode -6 e!L 

!Lep!Le-6 entad a polL um v uo!L no pta no 

eomptexo, de inten-~>Ulade SF e 6Me 

¢F, -~>endo medido po-~ doi-6 amp£-i.6i­

e-~>do!LU "tocf<-in" ~inton-i.zado-6 em 

nMe e em quad!Latuiw, S
0 

e S
90

. 

1!~5,7 A Fase do Sinal Fotoacustico 
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Tanto a intensidade como a fase do sinal fotoacusti co dependem da profu~ 

didade na amostra xo' no ponto onde a luz e absorvida. 

No caso de uma camada absorvedora· fina, localizada a uma profundidade X
0 

dentro de uma amostra transparente, termicamente grossa (t » lls• t « ll
8

), a 

fase e simplesmente ¢ ; - ~ -
F 2 

R,G,, para uma camada termicamente 

as x
0

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

grossa, obtem-se: 

¢F;- n +arc tg (Blls + 1) (26) 

Assim, pode-se representar, em termos da fase, a absor<;ao de uma amostra 

pela absor<;ao de uma camada fina a profundidade: 

x0 ; lls [ ; - arc tg (2_ + 1~ 
lls :J 

(27) 

A fig. 8 mostra essa repre.senta<;ao, e tambem um grafico da eq. 27, onde 
' 

se ve que x
0 

_,_ 0 para ll -+ 0 
s 

ou -+ 0 0 

A fase do sinal fotoacustico e portanto, uma media ponderada da fase de 

todos os pontos dentro do comprimento de difusao termi co (lls). Se houver 2 camadas 

superpostas, existe uma fase ¢
6 

na qual o sinal da camada inferior e detectada, e 

Corresponde a media ponder ada das fases de todos OS pontos da cam ada inferior que 

UNICAMP 

BIBLIOTECA CENTRAL 
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contribuem para o sinal fotoacust~co. Como se ve na Fig. Be, e possTvel represen-

tar a profundidade x
6 

de tal forma que ¢
6 

~ (a - a ) £A+ a x6 . SA SB sB 
(28) 

~-·_,:_ 

iA [ 

--

(a) 

A 

1-----t----:-lB 

(e) 

11-5.8 Casos Limites 

xo 

5 JlB 10 

xo 4 

3 

2 
lls 

3 4 5 

I b I 

Fig. 8: Pll.ofiu.ndidade. equ.ivaimte. a pMe. FotoacMtiea 

(a) - A pll.Ofiu.ndidade x
0 

e.qu.ivale. a dU.,.tii!!_ 

ua na quai a abMil.~ao de w,;a eamada 

fiina poMui a mehma 6ah e que a abM,'!: 

c;.ao do c.Mo em quCL>tao. 

(b) - Gna{Jieo da pll.06<md/dade equ.iwden:te 

x0 em 0u.t11;ao de lJ h e. lls , leq. 2 71 • 

I e) - Nu.ma anwh:t!ta eom duM c.amadr~;, o 

!>ina£ de. eada wna ating e a wpe.ll.SZ­

Ue. eom u.ma oMe. futin:ta, C.Oil.ftehpO!!_ 

dendo a oM e. do 6;.na£ de wna camada 

abMil.vedoll.a 0/na M pll.o6u.nd;.dadeh XA 

e. XB. 

A expressao completa para oP(t), (eq. 23), e na maioria das vezes dificil 

de ser interpretada, por causa do fa tor Q, (eq. 24), ser representada pot· uma ex­

pressao complicada. No entanto, a compreensao fisica pode ser conseguida examinan­

do-se casas especiais, onde a expressao para Q torna-se relativamente simples. 
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A Tabe1a ·2, mostra estes cas:os espedais, de acordo com sua· opacidade 

otica para soHdos, estabelecendo uma rela~ao entre o comprimento de absor~ao oti ca, 

. . . 1 
lls =·1\", para a espessura l do solido. Para cada categoria de o"pacidade otii:a, nos 

consideramos tres casos, de acordo com a magnitude relativa do comprimento de dif~ 

sao. termi:ca ll • comparando-o com 0 comprimento l e 0 comprimento de absor~ao otic a s . . 

lls• Para todos os casos, supomos, g < b e b"'·1, is toe, K
9

a
9 

< lb~ e Kbab"' Ksas' 

Tabe 1a 2: Cases Limi t€s do Efei to Fotoacils ti co, 

Propri edades Termi camente Grosso Termi camente Fino 

temli cas l ?>- \ls l « lls 

_,. 
~ ={Yuf e~trA) @ L .. (r-1) 

SF 
F 2 Ks (~ 2

- <l:) (9 + \) 

~ ( -'/2 --'fl4) L S=/W e 
F · ~+b)o;, ks 

~-0J ·e- 1) 

Fase <PF;, arc tg (Bll
5 

+ 1) <P = 
F 

90° 
. 

Prop. Uti cas llB !>> lls lls « . lls . lls >> l lls « l 

_,. 
~ -YL ~ 11: ( 1+L) S= -YL JA,/.2 ;_ S =-Y1~/-ub.f2' ;_ S=-YLub-fl . 

SF "-
'4ffk.JW ' 4 k.JW ' 4 w Kb F 4JW kb 

Fase 
0 0 ¢ ,; 90° <P - 90° q,F = 45 q,F = 90 F F -

Dependericia 
IF 

-3/2 \ -1 IF 
-1 

\IF 
-1 

c/ frequencia 
aw IF a w a w a w 

Defini~ao do 
reso1vido \ saturado reso1vido \ saturado 

espectro 

Propri ed ad es transp. opaco opaco transp. transp. opaco 

llti cas 
t « 11

6 
. t >> 1-Ls lls « lls lls » Ps 

. ).1 ---- .. --- ~s- ---- -- lls··----- lls·-----·--

Representa~ao 
s I 

. ~. ----· ---
:;:0~ t--o l---~ f--lil'l": 

~'-o 
l -- 1:""'7· 

Esquema ti ca t< -, I '" ,'• !: j \' q' ~~ 
11 -- r"· H. '- '!;]. s ,. ~. ).IS'.. .,, 11 --·!!·~-· l.l • ·- ~.-:,..; 

lls·- ---
,, :·l) 

s~ s~ lls ___ ~ t•·' 

i l l i i i 
fuz fuz .fJLZ. fuz fuz fuz 

. 



CAP11ULO I I I 

Materiais e Metodos Experimentais 

III-1. Montagem Experimental 

Amontagem do espectrometro fotoacustico utilizado neste trabalho esta 

descrito na figura 9. 

A fonte de luz consiste de uma lampada de 1000 \jatts de arco de xenonio 

20 

da Oriel Corp .. A luz gerada pel a 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 modul?~ao, 

que consiste numa onda quadrada, em rela~ao ao qual e estabelecida a fase do sinal 

fotoacus ti co. 

A 1 u z modu 1 ada e en tao di fra tad a, e urn certo comprimen to de onda e se 1 e-

cionado em urn monocromador de varredura, modelo Ebert, de 50cm, da Jarrel-Ash.Div. 

No monocromador ha uma rede de difra~ao com 1880 linhas por milTmetro, e um 

"blazer" em ·sao nm, o que permite varrer de 300 a 900 nm. A resolu~ao da luz mono 

cromatica que obtivemos e de 12 nm, 0 que e satisfatorio para a espectroscopia 

fotoacustica. 

Para eliminar o aparecimento de ordens superiores de difra~ao, usamos um 

filtro amarelo, da FUNBEC, que corta os picas de segunda ordem acima de 580 nm. 0 

feixe que sai por uma fenda do monocromador e entao colimado por meio de dois es­

pelhos concavos, obtidos da FUNBEC, colocados de forma que o feixe tenha inciden­

cia vertical na celula fotoacustica. 

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

com 6 mm de diametro e altura de 4 mm, onde repousa a amostra. A janela atraves 

da qual entra luz e de quartzo, paise transparente inclusive no ultravioleta. 

0 microfone condensador, da Bru~l e Kjaer, modelo BK 4166, e instalado 

no bloco metalico que contem a celula fotoacustica acoplada ao pre-amplificador. 
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3 

1 2 4 ?t 
~ 

I 6 

r 
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REF 
7 

Ill 

OUT 

1 - Lampada de 
.__ 

Xeno.Uo 

2 - Monoc_JWmadoJt 

3 - "ChappelL" 

4 - Cemta REF IN 
F o:toccciM tic_a 

7 
OUT 

5 - AmM:tfta 

6 - Mic_JW 6one 

7 - "Lodz.-.i.n" 

hnpti6ic_adolt 

8 - MieJto~oc_ehhadoJt 

9 - "PR..ot.teA." 8 

SF 

fV\ 
9 

I. I 

Eig. 9: V,i_agJtama ehquemiitieo de wn E!.>pecX!Wme:tJto Fo:toaeiM:tic_o. 
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0 sinal do microfone i levado ao ampltftcador sintonizado, ou "Lock-in". 

Esse instrumento mede a amplitude e a fase de sinais fracas que estao misturados 

com ru]dos, recuperando o sinal fotoadistico. Utilizamos dais "lock-in", da 

Princeton Appl. Res., modelo 124 A, que mede sinais de alguns nanovolts ati 2KHz. 

Os dais "lock-in" sao usados para obter sinais em quadratura, de maneira que se 

obte!ln tanto a intensidade quanta a fase do sinal fotoacustico. 

A varia~ao do sinal fotoacustico com o comprimento de onda da luz i obti 

do par urn sistema computacional, constitu1do de urn microcomputador CBM 4032 

(COMMODORE), uma unidade de disco flex1vel e urn cassete. Um pulso eletronico i 

gerado pelo ~onocromador a cada 10 Angstrons (l nm) no comprimento de onda da luz, 

o qual faz com que esse sistema colete e armazene urn dado (ref. 16) . 

. 0 sinal e entao normalizado pelo espectro do carvao, dividindo ponto par 

ponto pelo espectro de emissao da lampada (fig. ll). 

Par fim, o espectro e entao impressa par urn "plotter", ajustado ao micm-

-computador, finalizando a coleta de dados. 

111-2. Analise de Perfil de Profundidade 

Alem de permitir a obten~ao de espectros de absorc;ao de maneira nao des­

trutiva, a outra grande vantagem da espectroscopia fotoacustica e 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. 

111-2.1 Varia9ao da Freguencia Angular 

Faz-se uma microscopia, medindo-se o sinal fotoacustico em fun~ao da fr~ 
I 

quencia angular de modul a~ao (w), ou seja, variando-se o comprimento de difusao 

termica ~s' onde: 



- B.toeo metiiUeo 

2 - Luz modu.tada 

3 - ]aneta de qua!U:zo· 

4 - kn Of:, :I:NL 

5 - Po~a amo6~a 

6 - Vuto eom M 

7 - AUc.JWfione 

Hg. 10: uquema da c.Ctu.ta fio-toaeiio.:U.c.a Mada. 

4,0 

3,0 

2,0 

1,0 

Xe 

0 300 400 500 600 700 800 

Fig. 11: ue~~o de em~tao da .tampada de xenoltio 

8-t:e e M ado p<Vta n011milizaJr. o!> M pewwJ.. 

· 6o-toac.iiotieM expe1ume~. 
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Em frequencias 

em duas ou mais camadas 

baixas, l1 . e maior, e conforme a amostra, pode-se penetrar s . . . . . 

do material (fig. 12). Aumentando-se a frequencia, lls dimj_ 

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

pode-se medir a espessura da camada superfi·cial da amostra. 

< < < 

c.amada A 
. 

c.amada B 

Fig. 7 Z: PVL6il da p11.6 6unc[{dade. poi!. vaM.a<;-ao da 6f1e.quenua. 0 aume.n:to em w . 

cL{minui o c.ompf1-i.me.n:to de. di6Mao :t"Vcmic.a \l, M.ie.uonando pi!.ogl!.e.h~i­

vame.n:te. o ~J.na.t da c.amada A, 

•"'-. . 
ZOO Hi-
( 7 0 mV\ 

'\ 
\ 

\ 
---

400 

...._ 

'\ 

\ 
\ 

\ 

FOLHA 

I 

I 

I 

Z5 Hz (ZO mV) 
r -\ 

/ \ 
\ 
\ 

'-.. ;- I \ ...... _ / ..... / . ---· 
.. - -- / '\ 

\ 

' 
'-.....- ------.-. -· __.-' .\ 

\ 
\(nm) 

500 600 700 

Fig. 7 3: Eope.c.:t:Jw 6o:toac.U.Otic.o de. uma 6o£ha vVLde. em .ti!.&. 6~te.quenc.-i.M de. modufw;,ao, 

mo~.tl!.ando a ~e.pa11.a~iio do e.hpe.c.:tl!.o da c.amada A (c.u:t:Zc.uf.a) a 500 Hz (i!.e.J. 77). 
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A limita<;ao deste metoda, e que nao se obtem o espectro da camada inter­

na, (fig. 13), pais, ele nao pode ser obtido tomando-se a diferen<;a entre o espe£ 

tro composto eo espectro da camada superficial, porque, nao ha como saber, em 

quanto os sinais de cada camada contribuem para o sinal composto. Nao so os sinais 

de cada carnada possuem intensidades diferentes (o interno tende a ser mais fraco), 

como as fases de cada urn sao diferentes, isso pode ser visualizado considerando 

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

JII-2. 2 Metodo ·das Fases 

0 metoda de separa<;ao de espectros na fase,. analisa o perfil de profund_i_ 

dade de amos tras com duas camadas, ou seja, separa os espectros de absol"r;:ao de 

diferentes camadas, atraves da analise de qual e a fase dos sinais SA e s
6 

de ca­

da camada. Este metoda foi desenvolvido pa_ralelamente 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 que uma amostra e feita de 2 camadas 

de materiais A e B, com o material A faceando o gas dentro da celula fotoacustica. 

Para uma frequencia de modula(ao fixa, o sinal acustico detetado pelo m_i_ 

crofone e a resultante das contribuir;:oes. geradas em ambos constitutintes, A e B. 

Como a componente B esta abaixo de A, existira um intervale de tempo entre os si­

nais surgindo de Ae B devido a diferenr;:a nos correspondentes tempos de difusao ter­

mica. Esta diferen<;a no tempo para alcan<;ar o gas, produz uma diferen<;a de fase w 

entre os dais sinais. Entao, o sinal observado realrnente SF deve ser vista como 

a resultante de dais vetores (cujo comprimento SA e s
8 

correspondern aos sinais de 

A e B, respectivamente) com urn angulo w entre eles (fig. 14). 

0 metoda das fases; parte da medi<;ao de um sinal S
0 

e outro em quadratu-
. 

ra s
90

, utilizando dais amplificadores sintonizados, "lock-in''. 



tado 

Como 

por meio 

s 2 
F 

Sq,' 

~ 
I 

I 

v i.sto 

de urn 

s 2 
0 
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na se<;ao lllc5.6), o stnal fotoacustico SF pode ser rep res en-

vetor SF = SFei<PF (fig. 7), e podemos escrever: 

+ 
2 

sgo e <Pr tg 
sgo 

(29) = s 
0 

Fig, 14: OS SI NAIS Vt\S CAMAVAS E SUA 

SEPARACfiO. MMf.JuinHe o~ ~incUJ., 

SA e s
8

' de. du.cu, camadM di6VLe!':_ 

:te-6, cuja adi<;ao 60JtrHcc.c o 6ina.f. 

6otoaciMt.-i.co SF medido. 0 metoda 

de 6epcvw<;ao nM 6Mel> .i.dert:ti.6:!:_ 

ea a 6Me <P A em q"e ef>fa a 6i­

ncU'. SA, a pa~ da c_ompo/~i<;-iio 

na 6M e ¢' ', na qtta.f. foda;., M 

eMactelU.oticM upe.c.tAaM de 

SA duapMecem ( e ana.f.ogamente 

pMa o 6ina.f. s
8

). 

Fig. 15: COMPOSICfiO VO E5PECTRO EM Vi\RIAS 

FASE5. 0 metoda de 6 epMw;.ao nM 

6M M pM:te da conrpo6i<;ao do6 

~-mav., em quadAatwca (SO' s
90

) em sgo 

vii!Ua6 6MM e.n.tfte - 90° e 90~ 

0 u pee.tAo em uma 6M e ¢ MbLtJca 

JUa e eompo6:to de aco.tdo com: 



Tendo em maos as dais espectros (S
0 

e s
90

), efetua-se a composi~iio de 

espectros par vB:rias fases <P (hg. ·15) a partir da rela~ao: 
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= (30) 

Pelo comportamento das curvas, e possivel selecionar para quais fases 

¢A e ¢
8 

obtemos as espectros das camadas individuais. Se no angulo ¢' obtemos o 

espectro da camada A, sabemos entao que o sinal s
8 

se encontl~a numa fase 

¢
8 

= ¢' + 90°. Analogamente, se no angulo ¢' obtemos o espectro da camJda B 

sabemos que o sinal de SA estii em ¢A = ¢'' 
+ 90°-. 0 metoda das fases penni te 

encontrar as fases dos sinais de cada camada, e portanto a diferen~a de fase 1/J 

entre as dais sinais, (ver sec~o V-1 ). 

III-2.3 Vantagens das Medidas de Fase sabre as de Intensidade 

0 metoda das fases utiliza apenas uma frequ€ncia (frequ€ncia fixa). 

- Pelo metoda de varia<;iio das frequ€ncias (intensidade) niio se obtem 

o espectro da camada interna (fig. 12). 

0 espectro da fase mostra distintamente as diferentes abson;Oes das 

camadas. Na figura 16 v€-se c1aramente que no espectro da intensidade, 

a absor<;iio da fina camada superior (em 500 nm) e mascarada pe1a forte 

absor<;3o da camada interna, mas no espectro da fase ambas as contribui 

<;Oes sao visiveis (ref. 20). 
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Hg. 16: Compa!lascd:o en:t1Le a ILeopM;ta de i,;;tew.,-Ldade. e de fi<U_e 6o;toac.iiouc.<U 

pa!la um !,i!,;tema de du.a,5 _c.cunad<U. Ef>;ta !>imuf.ac;.ao !>Upoe que. <16 abMIL 

c;.ou !>ao gaw.,ia.n<U, u;tando a pic.o da c.amada A em 500 nm e o da c.a 

mada B em 600 nm. 
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CAP1TULO IV 

Morfologia deFolhase Ar;TJ.o de Herbtddas 

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 process a a agao e danos que 

um herbicida provoca nas fo1has. 

IV-1. Morfo1ogia e Pigmentos de Fo1has 

A fo1ha e o orgao da p1anta responsave1 pe1a sua nutri9ao; e ne1a que se 

tea1iza a fotossTntese (ref. 21 ). 

Cada fo1ha possui diversas camadas de ce1u1as que executam ativamente a 

- fotoss 1 ntese·. 0 conjunto dessas camadas recebe o nome de mesofi 1o·, ver fig. 17. 

XU.ema 

· F .to <!J!Ja 

F~g. 17: Se.c.~ao tltan.6veMai de uma 6o.tha em ~gJtama. 

camada (!/) po n j o.6 a 

e.p~d e.Jtme. 
~n6~oJt 

Cetu.i'.a-guaJtda 
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A folha consiste numa camada p~otetora superior e outra inferior> as epj_ 

dermes, entre as quciis e_st'iio as ceJulas fotosstnteticamente attvas. ~ cantata 

com a epidenne superi.or encontra-.se a camada pal i:c;adica e com a inferiCir, a cama-

da esponjosa. As camadas epl.ctermtcas s8o frequentemente perfuradas pelos paras 

estomilticos, cujo grau de abertura e controlado pela pressao de turgesc€ncia das 

celulas guardas que as 1 imitam. Os espar;:os intercelulares servem como ductos para 

o intercambio gasoso de agua, co
2 

e oxig€nio. As pequenas nervuras, contendo ele­

mentos do floerna e do xilema, servem.para conduzir agua e substancias minerais 

para a folha e os ar;:ucares ai sintetizados para fora dela. Uma cuticula cerosa, 

bastante irnpemeavel a -agua, cobre as epiderrnes superior e inferior, esta possui 

uma espessura de 3 a 5 1Jn1,·e sao responsaveis tambem para minirnizar o dana na fo­

lha causado par fungos, insetos e agentes mecanicos alem de filtrar o excesso de 

ract i ac;ao uv do so 1 . 
; 

No mesOfilo sao en-contrados os cloropla:stos, que estao distribuidos ao 

longo diiS paredes das celulas, neles sao encontrados OS pigmentos. responsave·]s p~ 

lo armazenamento de energia lurninosa, consequenternente a fotossintese. 

Para desempenhar seu papel na fotosslntes€, a luz precisa ser 11 absorvida 11 

por.uma planta. Quando isso ocorre, numerosas reac;Oes gulmicas sao desencadeadas. 

0 "primeiro elo na cadeia de reac;oes e··fonnado pel as mol"Gculas dos pigmentos, den­

tre OS quais a clorofila e 0 principal. 

A clorofila participa nas reac;Oes de transferencia de energia, ambos pe-

lo trans;porte de eletrons {_isto e, oxidac;ao e reduc;ao, pelo ganho e perda de urn 

eletro~') e pel a resson5."ncia (uma transferencia direta de energia). 

A contribuic;ao dos viirios pigmentos no cloroplasto para a fotossintese, 

e de grande interesse experimental. Como desenvolvimento de metodos de espectro~ 

copia modernos, tornou-se possiVel comparar o espectro de absorc;ao de urn organis-

' mo {isto e, 0 espectro de luz absorvida pelo organismo todo, a qual depende da 

presenc;a e concentrac;ao de todos os pigmentos 'do organismo) com o espectro de 

a~ao da· fotossintese no organismo. 



Fazendo-se incidi.r di.ferentes compnmentos de onda de luz, um por vez, 

sabre uma fol ha verde e medindo-se a taxa de fotoss1ntese, nota-se que a luz ver­

melha e azul causam as mais elevadas taxas de fotoss1ntese, e .a luz verde a mais 

baixa, representando assim, o espectro de a<;ao para fotoss1ntese de uma planta, 

(fig. 18) 
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400 
Azul:. 

500 
Ve.Jtde 

600 700 
A ( 11111 I "-----:-!-:;-----;'-.;:-;;----~-~--~ \(11n1) 

AmMe.t'o Ve.!Une.t'ho 
LMa11ja 

Fig. 18: Ehpec~o de a~ao pMa a 
6otoMZn.tv., e. 

400 500 600 700 

Fig. 19: fhpec~o de abM![~ao da 
c.('o![ot)ila. 

0 espectro de a<;ao mostra que embora o vermelho e o azul apare<;am como 

sendo os mais eficientes, o amarelo parece tambem influenciar a taxa de fotoss1n­

tese. Jlcontece que os pigmentos carotenoides, amarelados, presentes em grande 

quantidade no cloroplasto, tambem absorvem luz, que e util na fotoss1ntese. Como 

os carotenoides nao podem atua1· na fotoss1ntese se nao houver clorofila, admite-se, 

geralmente, que a energia que OS carotenoides adquirem pela absor<;ao de luz e 

transferida para a clorofila. 

Fazendopassar cadacomprimentcdeondada luz atravcs ceuma solu<;ao de clo1·ofi-

la, podemos produzir tambem um espectro de absor<;ao, que mostra quais desses com-

primentos de onda sao mais eficientemente absorvidos pela clorofila. Compa1·ando a 

espectro de absor<;ao da clor.ofila (fig. 19) como espectro de a<;ao para fotoss1n-
' 

tese (fig. 18), comprovamos que a clorofila e o principal pigmento na recep<;ao de 

luz para a fotoss1ntese. 

Uma lista dos pigmentos fotossintetizantes mais importantes,com algumas 

informa<;oes basicas sabre estes, esta apresentado na Tabela 3. 
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Tabela 3: 'Alguns pigmentos mais importantes da folhao 

Pigmento ... .onde encontramos. . ..... . · ... luz absorvida . 

Clorofila a todas as plantas verdes vermelho e azul-violeta 

Clorofila b plantas verdes, menos algas vermelho e azul-violeta 

vermelhas e azuis 

Clorofila c algas mar rom vermelho e azul-violeta 

Clorofila d algas vermelha vermelho e azul-violeta 

Ficocianina algas vermelhas, azul-verde laranja-vermelho 

Ficoeritrina algas vermel has, azul-verde verde 

Carotenoides maioria da~ plantas, azul, azul-verde 

( ca roteno,<. bacter·ias 

xantofilas) 

A figura 20 mostra o espectro de absor~ao de alguns pigmentos fotossin-

tetizantes (refo 22)o 

UOJtotUCl b 
r, 

I I 
I 1 
I \ 

' I 

400 

\ 
, , \ • -., cMo.tenM 
' l/ ~ 
~, \ 

\ . 
\ \ 
·I \. 

' . 
\ 

500 
l.(rrm) 

600 700 

E£g. 21: upec.tJto de ab~.>aJtc;.ao do4 p!tinupa..£6 p{gmen.to4 dCl 6ofha, 

ex:/:luUda4 em Mfven.te4 apJtop!UadM. 
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IV-2. Monttora~io da a9ao de herbicidas 

Quando um herbicida penetra numa folha e entra em contato como protopla~ 

rna da folha, urn grande nurnero de rea~oes bioqu]rnicas ocorrem, dependendo do hel'bi­

cida em particular, especie da planta, fator de formula~ao, metoda de aplicac;ao, 

temperatura, umidade, etc. 

Geralmente OS herbicidas sao sais ou acidos, levam as estruturas proto-

plasmaticas delicadas a uma rapida destrui~ao em virtude·de sua alta acidez, da 

concentra~ao osmotica, e do poder precipitante de prote1nas. Pouco se conhece sa­

bre a natureza exata e sequencia de rea~oes quimicas envolvidas (ref. 23). 

Em particular, estudamos o herbicida PARAQUAT, que e um dos mais impo1·-

tantes herbicidas do grupo dos bipiridinios, comercialmente vendido como sal 

(diclorato) (ref. 24). 

2C£ 

0 PARAQUAT e um herbici.da nao seletivo, que atua rapidamente como disse-

cante, nao residual poise inativo ao entrar em contato com 0 solo, de grande im-

port5ncia na agricultura, por causa de seu amplo espectro de atividade contra 

gramas e ervas dani nhas de fol has 1 argas. 

0 PARAQUAT e urn sal de amonium quaternario, nao volatil, higroscopico e 

extremamente soluvel em agua. Alguns trabalhos (ref. 29, 30) mostram que ele so 

atua numa planta desde que esta esteja na presenc;a de luz solar, e uma vez tendo 

penetrado nessa, nao e metabolicamente degradado, a rapida destruic;ao dos tecidos 

da planta tratada com PARAQUAT assegura-nos isso. 

Borrifado sabre uma folha verde, o PARAQUAT a destroi em questao de horas, 

desde que ela esteja sob a luz solar. Nao ocorre penetrac;ao do herbicida na folha, 

salvo no escuro. Sua ac;ao diminui no frio e aumenta com a urnidade. Acredita-se que 
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sua penetra91io se da atraves da 9ut'fcula, e nl\o pelos estOinatos. 

A a9ao do PARAQUAT esta inttmamente 1"\gada a fotoss1ntese. Ele provavel­

mente age capturando eletrons, no Fotosststema r, competindo com os receptores n~ 

tUI'ais do cloroplasto. Ele e portanto, reduzido para radical livre (potencial de 

- 450 mV) mas logo em seguida e reoxidado, o que produz peroxide de hidrogenio 

H
2
o
2

, que e fitatoxico. A redu9ao do PARAQUAT tambem ocorre no processo respira­

torio da planta, mas em grau muito menor. 

Apos a rapida penetra9ao do PARAQUAT, ha cataliSa9ao na produ9ao de H
2

o
2

, 

observa-se a quebrada membrana plasmatica e a perda de agua resultante da plasm£ 

lise, se acelera. 

A fig. 21 mostra a produ9ao do peroxide de hidrogenio pel a rapida redu9ao 

e oxida<;ao do PARAQUAT no Fotossi.stema I. 

FJg. 21: P~odu~ao do p~oxJdo de hJ~ogenJo peta ~eduyao e 

oxJdayao do PARAQUAT f'W Fo:toM-U:teJna I. 

N-CH 
3 

A Tabe 1 a 4 mos tra um resumo dos mec ani smos de a 9ao dos herbi ci das em 

plantas (ref. 25). 



Tabela 4: Mecanismos de a<;ao de herbi.cidas em'pl'antas 

Tipo de agao ru interferencia P<;ao .prim,aria A<;ao .serundari.a Modo de agao 

- Caprura do eletron -------~ jRadicais livres __ __, tOxi dagao de pigmentos . des trui gao de pigmentos D 
e lip]dios" -~ ~ E 

- Sintese de carotenoides ~ Carotenoi des , • fFotooxi dagao -------- . s 

- Trans porte de el etron 

fotossi nteti co e fosfori la<;ao 

...... i~erredoxi n (verm.) ~·N0 2 e so4 ( redu<;ao) tS1ntese ami noacido ---> O 

~NADPH~ Thioredoxin (ven11.) 1modulagao da luz para R 
. tatividade enzimatica _,. 

!ATP lRea<;oes biosinteticas G 

- Membranas 

- Atividade t'l.lclear ~ 

. (D~A, RNA, prot§1nas, tcessar m~tabolismo ___,. A 
sintese de lipidios) N 

~
fungoes da membrana . ~Integridade 

1 
, (tran~porte, fitocromo, M 

hOn110nlOS) Z 

.!Modula<;ao do metabolismo-... ~Perea de regul agao-- A e ~ 
. ·trvariagao da energia). i T 

fPertJJrba<;oes ~ fPermeabilidade · 
0 

E 
/Fluidi tividade · 

~mi tose/meiose jdivisao da celul a ___ _.,. jCrescimento e 
iDes envo l vi men to 

1 Organizagao !organiza<;ao Nuclear JReprodugao-----... 
tt~i crotubul ar 

c 
E 

L 

u 
L 

A 

R 

w 

"' 
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CAP1lULO V 

Resultados Experimentais e Discussao 

V-1. Separa<;ao dos constituintes das folhas 

A figura 22 mostra urn espectro fotoacusti co de uma folha verde intacta. 

Podenos observar claramente todas as caracteristicas oticas de uma folha; a cama­

da da cut1cula (cera) situada numa banda de 300 a 400 nm, os carotenoides entre 

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

400 500 600 700 800 

Ug. 22: E!peww Jlotoaci1.6tico de wna 6otl1a ve.Jtde. 

A analise do perfil de profundidade de folhas atraves da espectroscopia 

fotoaciistica foi feita par Bults e outros (ref. 17), pela varia<;ao da frequencia 

de modula<;ao. Conseguiram assim separar a contribui<;ao da cutlcula e da epiderme 

superior, mas nao isolaram o espectro dos pigrnentos (ver fig. 13). 

P. aplica<;ao do metoda das fases para uma folha de cafe, soja, etc, pode 

ser feita sem problemas, pais a camada superficial de cera e oticarnente tt·anspa­

rente, mesmo no ultra violeta proximo e termicamente fina (usarnos f =25Hz, para 
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o qual 11 ~ 50 )Jm, usando as propriedades termicasd.a agua). s .. . . 

Na figura 23 ilustra-se a aplica~ao desse metoda com uma simula~ao. A 

partir de um espectro compos to de uma fol ha verde (soja), medida nas fases 0° e 90°, 

efetua-se no computador a composi~ao em varias fases de 10 em 10 gratis, segundo a 

equa~ao 30, os espectros com valores negativos podem ser excluidos. 

Foi poss'fvel separar o espectro da camada superior de cut'fcula, do espe,<: 

tro da camada inferior de pigmentos sem nada supor sobre a composi~ao das camadas, 

mas apenas analisando os espectros para as varias fases (confonne explicado na 

Se\'aO Il-2.2) . 

. 0 espectro do estrato bruto de carotenoides eo da clorofila,extra1da em 
·A 

acetona (fig. 24), substancias fornecidas pelo Prof. William Jose da Silva, do 

Departamento de Genetica da UNICAMP, indicam que o espectro que foi obtido na fa­

seq>'' =- 50° (fig. 23) realmente contem esses pigmentos. 0 fato de nao se poder 

separar na fase os espectros isolados destas substancias, indica que elas estao 

juntas, a mesma profundidade (no caso, ambos se localizam no cloroplasto). 

Como o espectro da cut'fcula foi isolado na fase ~· = 80° (fig. 23), e a 

·ctos pigmentos na fase q," =- 50° (fig. 23), sai:Jemos que o sinal da camada supe­

rior estii a ~A= 40°, eo da infel'ior em <PB =- 10° (fig. 25). Os sinais estao 

assim defasados em ~ = 50°. 

CLOROFTLA CAROTENUIVES 

400 500 600 700 800 400 500 600 700 800 

Fig. 24: E6pectnoh de exthato b~uto de cto~o6ifa e ~~o~enoideh, exthaZdoh vn 

a~uona. 

\(n 
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V-2. Resultados Experimentais 
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Hg. 25: Veficuagem en;I:Jce a c.amada de 

c.utlc.uta e o4 p~gmenta4 de 

uma 6ofha veJLde. 

Foi realizado, portanto, urn estudo nao quantitativa da a~ao do herbicida 

PARft.QUAT (ver Capitulo IV) em folhas de cafe, soja e datura. As amost1oas testadas 

foram borrifadas com uma solu~ao aquosa contendo 5 % de PARAQUAT e deixadas ao 

sol durante urn dia. As amostras tiradas das plantas foram cortadas na forma de urn 

disco de 5 mm de diametro. 

Procedendo da mesma maneira, ~omo na simula<;ao da fig. 23, determinamos 

o espe·ctro fbtoacustico de nossas amostras e medimos a dife.ren<;a de fase 1jJ o <I> A- q,
8 

entre a cuticulae a camada de pigmentos, antes da borrifar;ao do PARAQUAT, 10 minu 

tos. 2, 4 e 6 horas apos a aplica<;ao. 

As figuras 25 e 26 mostram os espectros resolvidos na fase para as folhas 

de cafe (fi'g. 26) e soja (fig. 27) em fun<;ao do tempo, apos a aplica<;ao do PARAQUAT. 

Nas Tabelas 5 e 6, tem-se as fases em que os sinais destas camadas se encontram, e 

as respectivas defasagens. Alem do aparente decrescimo na quantidade de pigmentos 

com o tempo, a diferen<;a de fase exibe um decrescimo progressivo. 0 espectro foto 

acustico mostrou tambem que nao ha destrui<;ao da cuticula. 

Note-se que o pica da cuticula em 300 nm permanece constante durante o 

experimento, poi.s, apesar de menos intenso como passar do tempo, sua estrutura 

permanece intacta, coisa que nao e observado com o pica dos pigmentos, pais como 

podemos ver., apos 4 hora.s de aplica<;ao o pica de absorr;ao para a clorofi.la £. (630nm) 
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nao pode mais ser identificado, mostrando portanto que esta havendo destrui<;ao de 

pigmentos. 

Partindo da hipotese de. que a folha sofra urn processo de desidrata<;ao 

contTnua, pode-se explicar a diferen<;a de fase ~ observada. 

Sabe-se que a diferen<;a de fase para uma amostra termicamente grossa ¢A' 

e dada pelo produto do coeficiente de difusao tennico a
5 

pela sua espessura xA' ou 

seja, 

Considerando-se a mesma difusividade termica tanto para a cutTcula, qua~ 

to pat-a a camada de pigmentos, a qual e aproximadamente igual ada agua e, dena-

tando a espessura da camada de pigmentos par x
8

, escreve-se a diferen<;a de fase 

como: 

Durante este processo de contTnua desdidrata<;ao da folha, onde a agua e 
2 

substitu1da pelo ar, ocorre urn aumento da difusividade termica a (o:aguo" 0,0015 em /s, 

2 
"ar" 0,23 em /s), fazendo decrescer. a

5 
e consequentemente ~;. 

Isto leva-nos a supor que a a<;:ao do PARAQUAT e pt·ovavelmente a de induzir 

uma rapida desidrata(ao, ou plasmolise, na folha, como sugerido par varios autores 

(ref. 23). 

A figura 28 mostra o decrescimo de massa ocasionada pel a perda natural 

de agua de uma folha verde intacta com 0 passar do tempo; 1' 2, 3 e 5 horas apos 

a prepara<;:ao da amostra. Pode ser observado tambem pelo grafico, que a perda 

d'agua e lenta quando nao ha a<;:ao de agentes quTmicos. 

' Um resultado semelhante foi observado nas folhas de datura, com uma plas-

molise mais acentuada do que nas folhas de soja e cafe. Decorridos 2 horas da apl~ 

ca<;:ao do PARAQUAT, sua estrutura ja estava totalmente plasmolisada, onde pode obser 

var urn decrescimo na diferen<;:a de fase. 
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(a) I b I 

400 7 00 
\(rnnlL---~----~~--~~~~--~ 

800 400 500 600 700 800 
\(rnn) 

500 600 

·Fiq. 26: Mexodo_ de Mpcur.ac;.ao nM £a;u ap.eic.ado a uma £otha de c.a£_e. (a) moMJW.ndo 

· o upec.:Ur.o da c.u.U.c.uta e (b) o Mpec.:Ur.o do~ pigmm:tM; an:tu 1-LHI-Aj, 

10 minu:to.6 (-I, 2 1-·-·-1, 4 (-\C->c-x) e 6 1---- I ho!W.6 apoh .U~a:tamen:to 

c.om heJLbic.ida. 

Tabela 5: Resultados para o metoda de separa,ao nas fases para a 

a,ao do herbicida numa folha de cafe" 

. 

Cl m·ofil a e 

Ca rotenoi des CutTcula Defasagem 

Sem . separa-se - 50° . ..-" 60° 
70° 

Veneno 
encontra-se - 30°~ r---. 40° -- 0 

..-..-"' 20° 10 mi nutos separa-se -80 -~ 80° 
apos aplica,ao encontra-se - 70°~ ......... 10° 

2 horas apos separa-se - 80°--..... _.P 30° 70° 
ap 1 i ca,ao encontra-se . - 60°~ --.......,. lOu 

4 horas apos separa-se - sou-....__ ___,. 60u 
40° 

aplica,ao encontra -s e - 30°~ :-----... 10° 

6 horas apos separa-se - 80°-....__ ~80° 20° 
aplica,ao encontra-se - 10°~ ----... 1 ou 
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(a) 

400 500 600 700 

(6 I 

t,\ 
.A \, 

~ 
~-x~x_ . ~ 

v__.,..X' ,.._X-X-x-x;-...'-' \ - /·-·-·.._ ... "' ~ 
-· •-... -·-·- "• X \.~. . ,.---- ' ' ~ _,... .... -- • 1-- '6 
..... -------- ..... ,, .._ 

..... ....... -,.._ ................ _ -----
\(~1~--~---r~--~~--~,-~ 

800 400 500 600 700 800 
\(nm 

Hg. 27: Metoda de Mpa.Jr.ar;_ao de £aM;, apUc.ado a uma 6ofh~ de_ Mja.: Ia) mM:tJwndo 

o e.ope_c;tJw da c.u.Uc.ufa e_ 161 e.ope_c;t}W dM p.Lgme>rtoh, an;tu 1-~-A-), 10m-<­

nutoh 1-1, 2 1-·-·-l, 4 (-x-x-) e 6 1----) ho!Lall apo!.> a apU"ar;.iio do 

heJLb.Luda, 

Tabela 6: Resultados para o metoda de separa,ao de fases para a 

a~ao de herbicida numa folha de soja, 

·-
Clorofila 

. e 
Carotenoi.des Cut1 cul a Defasagem 

Sem separa-se -70°- __. 60° 
50° 

Veneno 
encontra-se -30°----- 20° 

10 minutos separa-se 
. 0 . 

.-->-' 80° -50 - 50° 
apos aplica~ao encontra-se -10° ...--- r-- 40° 

2 horas apos separa-se -60°~ ---"' 80° 40° 
aplica~ao encontra-se -10°...----- J--.. 30° 

~ 

4 horas apos separa-se -70°-..._ ...v80° 30° 
aplica~ao encontra-se -10°/ f-.. 20° 

6 horas apos 0 _..., 80° 
20° separa-se -80 ~ 

apl ica~ao encontra-se -1 0° ------ ~ 10° 

t; 

' ' 

i 

.i 

i-! 

I! 
fi 



0 2 3 4 5 

·Ug. 28: GJtaJicco da vMw<;<w de ma.Ma .rMa uma 6o-Cha v<Cltde ccom o pa6.6M 

do -tempo. 

V-3. Microscopia Otica 
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,tempo 
6 { hoJtao I 

Para comprovar as observa~oes feitas pela espectroscopia fotoacustica, 

apos caM medida, a amostra era estudada usando-se urn microscopic otico (60 vezes 

amp 1 i fi cado). 

A microscopia otica (fig. 30), mostra que esta havendo uma plasmolise na 

folha com o passar do tempo, apos a aplicar;ao do herbicida, e que nenhuma altera­

r;ao na cutlcula e observada; 

Estes resultados concordam com as observar;oes experimentais atraves da 

espectroscopia fotoacustica. 

~. ' 



fig. 29: U[c.JWM.opia OUC.a de. wna 6ofha de. }.,0 ja. 

a) UlcJwJ.,c.opia olic.a de. wna 6ofha de. Mja .{vt:tac..ta, 

b) M-i.CJto!.:>c.opia olic.a de. uma 6ofha !.:>e. Mja 2 ho!LM apO!.:> a 

apUc.ar;.ao do heJtbiuda. 

Nota-~.:>e. um inluo de. de.J.:,OJLgavtizar;.ao, c.om o~.:> cfO!LopfM.to~.:> 

agfomeJtadM pttoxi.nw!.:> a pMe.de. da c.etu£a. 
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c.) M-CC!Lo!.>c.op~a otic.a de. uma £of..hcc de. Mja 4 hoJUV., apo!.> a apf..~c.w;.ao 

do heJLb~uda. 

Nota-~.> e. ~.>-U:uw;ao M.me.f..haVIX.e. a avl..:te)uo!L c.om a pf..a~.>mo£.~ e m~ 

ev~deVIX.e. Ha po!Lem, Ci.!Lea~.> do palir;ad~c.o c.om cu. c.Cl.u.f..a~.> ba~.>.:taVIX.e 

daniMc.ada~.> • 

d) M~c.!Lo~.>c.opl . .a otic.a de u.ma £oR..h.a de ~.>oja 6 ho11.a~.> apo~.> a aplic.ar;ao 

do heJLb~uda. 

Nota-~.> e que a c.u..:t1C.u.R..a e_J.,.:f:a p!Latic.amen;te bl..:t.ac..:ta, enqu.an;to que 

M c.CJ'.uf..M e_J.,:f:ao .:to.:tafmen;te pf..MmolizadM. 
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CAP1TULO VI 

Conclusoes e Perspectivas 

0 presente trabalho 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 urn herbicida nos diversos componentes de folhas de cafe, soja e datura. 

Foi observado que o herbicida (PPRN)UAT), quando aplicado numa folha atua 

de duas maneiras. De urn 1 ado, este agente quimico induz uma rapida desidl-atuc;ao 

da folha, evidenciado experimentalmente pelo decrescimo na dife1·enc;a de fase entre 

a cu tT cu 1 a e a cam ada dos pi gmentos. Para 1 e 1 illllen te ao proces so de des i d ratac;ao o 

PARAQUAT produz urn aumento da fitotoxidade atraves da produc;ao de pe1·oxido de hi­

drogenio (H
2
o
2

). Esta observa~ao e verificada pelo gradual deCl·escimo na intensi­

dade das bandas de absor~ao dos pigmentos. r~edidas atraves da microscopia otica, 

nos mesmos s1stemas, confirmaram qualitativamente a compatibilidade e a interpre­

tac;ao de nossas observa~ocs. 

0 metoda das fases mostrou-se particul armente importante para 0 estudo de 

si~temas biologicos. Estes, em sua maioria,encontram-se sob uma forma que as tor­

na dificeis, senio impossiveis de serem analisadas por qualquer tipo de tecnica 

otica convencional de transmissao ou de reflexao. Alem de permitir a obtenc;ao de 

espectros de uma man~ira nao destrutiva, 0 metoda podera se tornar uma ferrumenta 

util para fisiologistas de plantas, em particular voltados para 0 importante estu 

do da interac;ao entre agentes quTmicos e sistemas biologicos. 



CAP11ULO VI I 

Referencias Bibliograficas 

1 -Bell, A.G,- "On the Production and Reproduction of Sound by Light", em 

"American Journal of Science", 120, 1880, 305-324. 

2- Rayleigh Lord (1881), Nature (London) 23.274, 

3- ~lercadier, M,E. (1881). C,R, Acad. ScL 92o409, 

4- Preece, W,A, (1881) Proc, R, Soc, London 31.506 

5- Veingerov, M.L. - Dokl, Akad. Nauk,, SSSR 19, 687 (1938). 

6 - Kreuzer, L.B,; J, Appl, Phys. 42, 2934 (1971), 

7 Parken, J.G. - ''Optical absorption in Glass Investigation using an Acoustic 

Technique", in "Applied Optics", 12(12), 2974- 2977 (1973), 

8- Rosencwaig, A,; Gersho, A. - "Theory of Photoacoustic Effect with Solids", in 

"J, Appl, Phys.", 47 (1), 64-69 (1976). 

9- Rosencwaig, A, - "Photoacoustic and Photoacoustic Spectroscopy", J.Wiley, 

New York, (309 pgs.) 1980. 

10 - Yasa, Z.(\,; Jackson, W.B,; Jlmer, NJ1, - "Photoacoustic thermal spectroscopy 

of scattering media", in "Appl. Opt.", 21 (1 ), 21-31 (1982), 

47 

11 - Cesar, GeL; Vargas, H,; Meyer, J.A.; Miranda, L,C.~I. - "Photoacoustic Effects 

in Solids", in "Physical Review Letters", 42(3), 1570-3 (1979), 

12- Quimby, R.S.; Yen, W,M. -''Effect of Thermal O:Jntact Resistance on the 

Photoacoustic Signal", in "J, AppL Phys,", 52(1), 500-2 (1981), 

13- Moncholin, J.P.; Parpal, J.L.; Bertrand, L; Gagne, J.M.- "Thermal Contact 

Probing by Photoacoustic Effect", in "AppL Phys, Lett.·", 39(5), 391-3 (1981), 

14- Butkov, L - "Fisica Matematica", ed, Guanabara Dois, Rio de Janeiro, pgs, 

502-13 (1978). 

15- Hamodt, L.C.; Murphy, J,C.; Parker, J.G. - "Size Considerations in the Design 

of Cells for Photoacoustic Spectroscopy", in "J. l'ppl, Phys.", 48(3), 927-33 

(1977). 



48 

16 - Cavalhei:ro, F,R,F. - "Automac;ao, Desenvolvimento e Performance de um Espectr§. 

metro Fotoacustico", Tese de Mestrado apresentada no Depto, de Engenharia 

El'etrica, FEC-UN!CAMP em 1985, 

17- Bults, G.; Horwitz, B.A.; Malkin, S,; Cahen, D, - "Leaf Physiology and 

hlatomy by Photoacoustic", in "Topical Meeting on Photoacousti c Spectroscopy", 

Jlmes 1979, paper TuB 28. 

18- Cesar, C.L.; Vargas, H.; Pelzl, J.; Miranda, L,LM. - "Phase Resolved 

Photoacoustic ~1icroscopy Application to Ferromagnetl'c Resonance", in "J. AppL 

Phys.", 55(10), 3460-4 (1984). 

19- Anjo, D.M. and Moore, T.A. - "A photoacoustic depth pt·ofile of S-carotcne in 

skin", in "Photochemistry and Photobiology", 39(5): 635-640. 

20- ~1andelis, A.; Teng, Y.C.; Royce, B.S. H. -·"Phase Measurements in the F1·equency 

Domain Photoacoustic Spectroscopy", in "J. AppL Phys.", 50(11), 7138-46 (1979). 

21 - At·thur, W.G. - "A planta verde, Funda\nentos de Biologia", pag. 29-35. 

22- Bidwell, R.G.S.- "Plant Physiology", pag, 143-147, 

23- folot·eland, D.E. - "Mechan·ism of Action of Herbicides", Ann. Rev. Plant 

Physiology, 31: 597-638 (1980), 

24- Calderbank, A. and P,, Slade- "Diquat and Paraquat'', in Kearney, P.C.; 

Kaufman, D.O. - "Herbicides: Chemistry, Degradation and Mode of Action", 

voL 2, 11aJ·cel Dekkel" Inc., New Yo1·k, 502-539. 

25- ~1oreland, D.E. -Ann. Rev. Plant Physiology, pag. 626 (1980). 

26- Pessoa, O.F. - Tese de ~1estr·ado, "Aplicac;ao de ~1edidas de Fase do Efeito 

Fotoacustico", 1985- IFGW" 

27- Cesar, C"L"; Vargas, H"; 11il·anda, L"C.- "Photoacoustic t1icroscopy of 

Layered Samples: Phase-Detection Technique", in J. Phys. D: AppL Phys., 

)8, 599-608 (1985)o 

I 

28- Pessoa Jr., 0.; Cesar, C.L; Vargas, H.; Reis, F.A"M.; Miranda, L.C. -

"Phase-Resolved Photoacoustic Microscopy: Application to Biological Layered 

Samples", Can. J. Phys. (in press), 1985. 



49 

29- Minshall, W.H.- "Influence of light on the effect of 3-p-(chlorophenyl)-1,1-

-dimethylurea on plants"; Weeds 5: 29-33 (1957). 

30- Moreland, D. E.; Gentner, W.A.; Hilton, J.L. and Hill, K.L. - "Studies on the 

mechanism of herbi cida 1 action of 2-chl oro-4 ,6-bis (ethyl ami no )-3-tri azine"; 

Plant. Physiol. 34: 432-435 (1959). 


