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Resumo

A técnica fotoactistica é aplicada numa variedade de experimentos para diferentes
materiais biologicos.

Desenvolvemos uma série de medidas em pericarpos de variedades de milho comum
e de pipoca onde encontramos as principais diferengas entre suas propriedades térmica,
mecinica e estrutural. Os dados, combinados com o modelo do vaso de pressao para
explicar 0 mecanismo do “estouro”, nao s6 explicou a razao do milho da pipoca “estourar”,
como apontou as condigdes necessarias, e portanto, explicar as mudangas que podem ter
ocorrido durante a evolugio para que o fruto do milho de pipoca tenha a habilidade de
“estourar”.

Um novo e sensivel método para estudo de atividade fotossintética em folha vegetal
“in vivo” e “in situ”, com a fotha ainda presa ao caule é descrito. A utilidade geral deste
método é ilustrada através da espectroscopia e atividade fotossintética em folhas de milho
e de soja. A evolugio de oxigénio, detetada na folha, com este novo detetor foi comparada
com medidas usando um eletrodo de Clark. Finalmente, um estudo com a fotoacistica

em folhas adaptadas ao escuro € apresentado.



Summary

The photoacoustic technique is applied in a variety of experimental arrangements
for different biological materials. '

We have performed a series of measurements of the pericarp of popcorn and corn
varieties to find out what are the main differences among their mechanical, thermal and
structural properties. The data, combined with the pressure vessel model for the popping
mechanism, not only explains why popcorn pops, but point out what are the necessary
conditions, and therefore, the necessary changes that migh have occured during evolution,
for a fruit to be able to pop in this species.

A new and highly sensitive method is described for “in vivo” and “in situ” studies
of photosynthetic activity of undetached leaves. The general utility of this method is
illustrated by examining the spectroscopic and photosynthetic activity of undetached
leaves of maize and soybean. The leaf photosynthetic oxigen evolution in this new detector
was estimated by comparing with measurement using a Clark-type O; electrode detector.

Finally, a study of photoacoustic from dark-adapted leaves is presented.



Apresentacao

A caracteristica comum da espectroscopia fotoactstica e técnicas fototérmicas rela-
cionadas é devida ao fato de que os sinais detectados sdo proporcionais & conversio da
energia absorvida em calor. Alguns aspectos dos processo da absorgao e conversao da en-
ergia luminosa, em particular, tem sido explorados para o estudo de moléculas biologicas,
célulag e tecidos. Além das vantagens dbvias e reconhecidas para o estudo das carac-
terfsticas espectrais de sistemas biolégicos, os métodos fototérmicos tém sido largamente
usados para a obtencio de novas informagbes, algumas delas, nao acessiveis por métodos
convencionais; estudos de perfil de profundidade de sistemas constituidos de duas ca-
madas, transferéncia de energia inter-molecular “in vitro”, processos de armazenamento

de energia, processos de adaptagdo e mudangas de morfologia, etc.
Na presente dissertagio, apreséntamos o uso da técnica fotoacistica, numa var-

iedade de situagdes experimentais em sistemas biolégicos. Em particular, metodologia
de como utilizar esta técnica no estudo e pesquisa da fotossintese em folhas vegetais “in
vivo” e “in situ” é demonstrada.

O presente trabalho é constituido de seis capitulos e um apéndice, organizados da
seguinte forma:

No capitulo 1 apresentamos aspectos gerais relativos & espectroscopia fotoacistica,
sen modelo tedrico e suas extensdes. Em particular, a introdugio do novo detetor, denomi-
nado “célula fotoaciistica aberta” (OPC), bem como a dependéncia deste, com parimetros
dpticos e térmicos das amostras “in vivo” e “in situ” s&o considerados.

Os métodos experimentais utilizados durante o trabalho, a preparagio das amostras,
obtencao de espectro éptico, bem como a calibragio da célula aberta para detecdo do
oxigénio evoluido com o eletrodo de Clark, constitui o capitulo 2.

No capitulo 3 é mostrado um estudo das diferengas estruturais entre o pericarpo
do milho comum e o de pipoca. Tendo-se como base, o modelo do vaso de pressdo,
é demonstrado as razoes que levam o milho de pipoca, ao contrario do milho comum,

“explodir™.



No capitulo 4 é mostrado o uso da célula aberta (OPC) numa variedade de siu-
tuagdes experimentais “in vivo” e “in situ”. A obtencao da energia armazenda e oxigénio
evoluido de folha de soja envenenada e de milho constitui o tema deste capitulo.

A heterose tem despertado o interesse dos melhoramentistas de vegetais, desde
o inicio do século, que buscam criar melhores hibridos adaptaveis as diversas condigoes
ambientais. Em particular, para o milho, uma metodologia com uso da célula aberta
(OPC), monitorando a atividade fotossintética apos desativagio do aparelho fotossensivel
da planta é apresentada no capitulo 3.

As conclusdes e perspectivas de estudo sdo apontadas no capitulo 6.

Tépicos de fotossintese e morfologia de folhas vegetais sao apresentados no apéndice

O trabalho constante desta dissertagio deu origem as seguintes publicacdes:

1- Pereira, A.C., Zerbetto, M., Silva, C.G., Vargas, H., Silva, W.J., O. Neto, G.,
Cella, N. and Miranda, L.C.M.; OPC technique “in vivo” e “in situ” studies in plant
photosynthesis resarch; Means. Sci. Technol. 3(1992)931.

2- Silva, W.J., Vidal, B.C., Martins, M.E.Q., Vargas, H., Pereira, A.C., Zerbetto,
M. and Miranda, L.C.M.; What makes popcorn pop; Nature, 362(1993)417.

3- Pereira, A.C., Prioli, L.M., Silva, W.J., Oliveira Neto, G.,Vargas, H., Cella, N.
and Alvarado, J.J.; “In vivo” and “in situ” measurements of undetached leaves using the

OPC technique; Plant Science, submetido a publicagio, 1993.



Conteudo

1 Efeito Fotoacistico: Consideragbes gerais 1
1.1 IntrodigBo . o o v v v v v i e e e e e e 1
1.2 THSEOTICO « « o v o v e e e e e v e e e e e e e e e e e e e e e e e e 1
1.3 Mecanismos de Geragdo do Sinal Fotoacdstico em Sélidos . . . . .. .. .. 2
1.4 Modelos TeOIicos . . « v v v v v o e e e e e e e e e 4

1.4.1 Difusfo térmica . « . v v v o v v e e e e e e e e e e s 4
1.4.2 Expansao térmica . . . . . . . . ..o 13
1.4.3 Flexao termoeldstica . . . . . .« v o 0 e 16
1.5 Célula Fotoacustica Aberta (OPC) . . .. ... ... ... ... 19
1.5.1 Consideracdes Gerais . . . . . . . . . .o ot vl 19
1.5.2 Espectroscopia com Amostras Opticamente Transparentes . . . . . 25
2 Métodos Experimentais e Preparacao das Amostras 29
2.1 Introduglo . . . v« o v i e e e e e e 29
2.2 Medidas por Espectroscopia Fotoacistica em Folhas Vegetais “In Vivo™ e
“In Situ” utilizando OPC . . . . . . . . . e 29

9.3 Medidas Fotoactstica Nio Espectroscpicas em FolhasVegetais “In vivo” e
“ In situ” com uso da Célula Aberta . . . ... .. ... ... ... .... 34
2.4 Calibracio da Célula Fotoacustica Aberta com o Eletrodo de Clark . ... 36
2.4.1 OEletrododeClark . .. ... .. ... .. ... ... 36

2.4.2 Calibracao do Eletrodo de Clark com o Microanalisador Biologico . 36
2.4.3 Calibragao de Glucosimetro com o Microanalizador Bioldgico . . . . 37

2.4.4 Calibragio da Célula Fotoacustica aberta com o glucosimetro. . . . 38



2.5 Configuragio Experimental e Modelo Teérico para Determinar a Rigidez

Mecanica de Pericarpos de Milho . . . . . . .. .o oo 47
2.5.1 Configuragio Experimental . . .. ... ... ... ... 47
9592 Modelo TEOrICO . « v v v v v v o o e e e e e e 49
96 Técnica Fotoactstica da Diferenca de Fase de Dois Feixes . . . .. ... .. 51
9.7 Determinacio da Capacidade Térmica por Unidade de Volume (pC ). ... 83
2.8 Preparacio das Amostras. . . . . . ..o 58
2.8.1 PericarpodeMilho . . . .. ... 58
989 Plantio e Crescimento de Sojae Milho . . . . . . ..o v 59

Determinagio das Propriedades Térmicas e Mecanicas de Pericarpo de

Milho Comum e de Pipoca. 62
3.1 IntrodUGho . . o v v i e e e e e 62
3.9 Medidas de Difusividade Térmica (a) e Capacidade Térmica por Unidade

de Volume (pC) . . - o v v v i i 63
3.3 Medidas de Rigidez Mecdnica . . . . . .. ... oo 64
3.4 Modelo do Vasode Pressao . . . . . . . . o oo oo i e e 67
3.5 DISCUSSAO &+ + v v v v ot e e e e e e e e e e e e e e e e 72
3.6 Aspectos Complementares . . . . . .. .. e 72

Estudo da Fotossintese em Folhas Vegetais “In vive” e “In Situ” com

OoPC 77
4.1 TntrodugBo . . . v o o v i e e e e e 77
4.2 Equacao da Fotossintese e Efeitos Observados com oPC .......... 78
4.3 Medidas de Evolugio de Oxigénio e Energia Armazenada em Folhas de
Soja “In Vivo” e “In Situ” com OPC . . . . .. .. ... .o 80
4.3.1 Caracterizagio de Folhas de Soja sem Tratamento de Nitrato de
Cadmiocomusoda QPC . . . .. . . .. ... oo 82

4.3.2 Estudo de Evolucdo de Oxigénio e Energia Armazenada em Folhas
de Soja “Envenenadas” com Solugio de Nitrato de Cadmio . . . . . 89

4.3.3 Aspectos Complementares . . . .. .. ... .. ... L 93

it



4.4 Estudo de Evolugio de Oxigénio e Energia Armazenada em Folbas de Milho
“In Vivo” € “In Situ” com OPC . . . ... ... ..o 95
4.4.1 Medidas de efeito negativo, area foliar e peso seco em plantas de

MEIHO . o . o e e e e e e e e e e e e e 95
4.4.2 Medidas de Oxigénio Evoluido em Folhas de Milho e Normalizagéo
do Sinal OPC com a Espessura da Folha . . ... ... ... .. .. 98

5 Estudo da Heterose em Folhas de Milho, com Uso da OPC, “In Vivo”
e “In Situ” por Inducio Fotossintética em Folhas Adaptadas ao Escuro104

5.1 Introduglio . . . v v v v it e e e e 104
5.2 Procedimento Experimental . . . . .. ... ... ... 000 106
53 Resultadose Discussdao . . . . . . .« o v ot b oo ... or

6 Conclusbes e Perspectivas de Estudo 115

iii



Capitulo 1

Efeito Fotoactustico: Consideragoes
gerais

1.1 Introdugao

Neste capitulo trataremos dos aspectos tedricos, fundamentais do efeito fotoacistico.
Inicialmente serd mostrada sua evolugio e os mecanismos de geragao do sinal, seguidos das
respectivas teorias. Na dltima parte apresentaremos a teoria da célula fotoactstica aberta
(OPC) que foi o método utilizado em nossos experimentos envolvendo folhas vegetais “in

vivo” e “in situ”, tema central de nosso trabalho.

1.2 Histérico

Ao incidir radiac3o eletromagnética (de ondas de radio ao raio x,elétrons, fétons,
ultra-som, etc.) modulada, numa amostra, parte dela pode ser transmitida ou refletida
pela amostra e outra parte absorvida [1]. A absor¢ao dessa radiagio incidente converte-se
diretamente em calor, ou com certo atraso, via processo de desexcitac¢do, luminiscéncia,
energia fotoquimica ou energia fotoelétrica. O calor gerado na amostra ¢ o responsavel
pelos chamados “Efeitos Fototérmicos”, produzindo ondas actsticas ou outros efeitos
termoeldsticos que sdo detectados por sensores adequados para cada resposta emitida.
A técnica fotoacistica é a mais antiga com base nesse efeito {2] e foi a que inspirou o
desenvolvimento das demais.

O efeito sonoro devido ao aquecimento periddico de um sélido foi primeiramente



observado em 1880, por Alexander Graham Bel} [3}; no ano seguinte Bell concluiu que
“a natureza dos raios que produzem efeitos sonoros em diferentes substancias, depen-
dem da natureza das substincias expostas ao feixe, € os sons sao, em todos os casos,
devidos aos raios do espectro absorvido pelo corpo”[4]. Nesse trabalho Bell investigou o
efeito fotoaciistico em liquidos e em gases. No mesmo ano outros pesquisadores também
investigaram esse efeito [5,6].

O efeito fotoactistico para amostras gasosas ja era bem entendido desde 1880,
quando Beli veriﬁcaw; a possibilidade de usar o efeito para uma investigagdo do espectro
de absorgio de gases e vapores, tendo construido um instrumento denominado “espectro-
fone”. Em 1938, com o advento do microfone, foi despertado o interesse de pesquisadores
em realizar uma série de experimentos em andlises qualitativa e quantitativa em mistura
de gases {7] e, uma teoria para o espectrofone foi proposta por R. Kaiser em 1959 {8].

No caso de amostras s6lidas em forma de discos finos e flexiveis era adotada, inclu-
sive por Bell, a teoria de Rayleigh [9] que considerava como fonte do sinal fotoacistico a
vibragio mecanica do disco, resultante do aquecimento desigual deste, quando iluminado.

A partir de 1973 o efeito fotoacistico voltou a ser empregado em amostras sélidas
[10]. Somente em 1976 surgiu a primeira interpretacio tedrica do efeito fotoaciistico, para
estes tipos de amostras, sendo proposta por Rosencwaig e Gersho {3]. As mais variadas
aplicagbes dessa técnica passaram, entdo a serem apresentadas na literatura [11-13].

Atualmente a fotoacistica tem sido aplicada, com sucesso, em muitos problemas
néo s6 em fisica, como também em quimica, engenharia, biologia, agricultura e medicina.

As aplicagdes da técnica fotoactistica tornaram-se importantes devido sua versatil-
idade, permitindo analise nio destrutiva do material em estudo, além de ter a vantagem
sobre outras espectroscopias, de oferecer medidas de perfil de profundidade [14,15], como
no caso do comprimento de difusdo térmica dependendo da fregiiéncia de modulagao. Em

particular, por permitir a obtengio de espectros de absorgio éptica em materiais opacos.

1.3 Mecanismos de Geracao do Sinal Fotoacustico
em Solidos

A absor¢io da radiagio pela amostra é seguida de processos de transferéncia de

energia térmica para todo material. Se essa transferéncia é feita através de difusao,

2



caracteriza o mecanismo de difusao térmica.

Outro mecanismo de geragdo de sinal fotoacistico ocorre quando o material, apos
receber radiagio, apresenta uma expansdo térmica. Nesse caso o efeito é denominado
“termoelastico”, causando como consequéncia dois efeitos diferentes na amostra, que de-
pendem da constante de expansio térmica e da velocidade de propagagédo do som.

Um desses efeitos, é devido ao aquecimento periddico, onde todo o material sofre
expansio ou contragio, e sua superficie passa a funcionar-como um pistao vibratério.
Essa situago ocorre pricipalmente em altas freqiiéncias de modulagao, sendo dominanté™,

bl

em amostras com baixo coeficiente de absor¢io éptica e nao depende do comprimento de '7

difusio térmica, uma vez que toda absorgio deve contribuir para a “expansio térmica”. 1
O outro efeito consequente da expansdo térmica é gerado pelo aquecimento ndo
homogéneo da amostra. Os gradientes de temperatura fazem com que ondas elasticas
sejam geradas e se propaguem em todo o material. Se as bordas da amostra estiverem
presas, o gradiente de temperatura, na espessura, provoca uma “flexdo termoeléstica”
gerando o sinal fotoaciistico. Esse efeito é similar ao efeito “gongo” produzido num tambor
quando uma batida no centro provoca vibragoes no plano. _
O sinal fotoacistico, também, pode ser gerado pelo mecanismo de hberaga.o de

gés, notadamente O;, quando induzimos rea¢des fotoquimicas ou fotossintéticas em folhas
vegetais. Neste caso teremos duas contribui¢bes para o sinal fotoacistico. A primeira é
a componente denominada “fototérmica”. Essa componente é gerada a partir de parte
da radiagéo absorvida que é utilizada em reagées fotoquimicas e convertida em calor. A
segunda componente do sinal fotoaclstico é denominada “fotobérica”, e corresponde a

parte da radiacgao absorvida atuante no ciclo fotossintético com liberagao de oxigénio.
~ Uma particularidade do sinal fotoacistico gerado por reagoes induzidas de fo-
toquimica ou fotossintética é a presenca dos dois sinais simultineos em baixa fréqﬁéncia
de modulagdo (f < 200Hz) e apresenca de sinal fotoaciistico puramente térmico em
freqiiéncias de modulagio superiores a 200Hz [16].
A forma de sepér‘a.r essas duas componentes do sinal, em baixas freqiiéncias de
modulagio, é aplicar luz branca, continua, de intensidade superior & luz modulada (em
“torno de dez vezes), simultineamente com a radiagio modulada.

A ocorréncia ou nao de um, ou de outro mecanismo, e a predominancia de um

sobre outro depende das condigbes experimentais, bem como, do material a ser estudado



[17-19). | |
Todas essas formas de mecanismos de geragao do sinal fotoacistico, figura 1.1, 850

detetadas por microfones existentes nas células fotoacisticas.

1.4 Modelos Tedricos

1.4.1 Difusao térmica

O modelo tedrico para o mecanismo de difusdo térmica, em amostras sélidas, para
a detecio fotoacistica convecional foi propostd por Rosencwaig-Gersho, (RG}. A con-
figuragio da célula fotoacistica da qual emerge essa teoria estd representada na figura
1.2. Sua fundamentagdo teérica parte do principio de que, qualquer luz absorvida por
sélidos é convertida, totalmente ou em parte, via processos de deéexcitagz"io nio-radiativa
dentro do sélido, gerando calor. '

Para o desenvolvimento teérico, foram definidas as seguintes' grandezas:

Fisica
k; condutividade térmi.ca, —aal
pi densidade ‘ pront
Ci calor especifico o
Q; = E%.' difusividade térmica %
Parametros
ls=3% comprimento de absor¢do 6ptica cm.
a; = (;‘;ﬂ'/ 2) coeficiente de difusdo térmica  em™!
o; = (1 + ji)a; coeficiente de difusdo complexo em™!

pi =L comprimento de difusao térmica om
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Figura 1.1: Mecanismos de geragdo do sinal fotoacistico. (a) difusdo térmica; (b) ez-
pansdo térmica; (c) flexdo termoeldstica; (d) evolugdo de gases.



Geométricas

L c_omprimentd do suporte cm
l, comprimento da.-amostra. cm
l,=L—1,— 1, comprimento da coluna de gas cm
L - comprimento da amostra cm

O indice ¢ assume : s para a amostra, g para o gas e b para o suporte.

Considerando uma. fonte de luz monocromatica senusoidalmente modulada, numa
freqiiéncia w = 2« f, incidindo na amostra (de comprimento, [,, em contato com uma
cimara de gas, geralmente ar, de espessura l; e opostamente em contato com um suporte

de espessura l;) com intensidade

1(t)=%10 [+ - (1.1)

onde I, é o fluxo de radiagio monocromatica incidente {W/cm?).
Para uma amostra que possui absorgao homogénea, a atenuagio da intensidade da

radiagio até uma profundidade x é (segundo a lei de Beer I{z,t) = I,(1)e#*) dado por

L =I{t)(1-e") . (1.2)
onde B denota o coeficiente de absorgao optica.
Devido a absor¢ao de luz pelo sélido, uma densidade de calor produzida em qual-
quer ponto z, é dada por:

dl, 1 :
s(z,t) = e -2-511[063”(1 + &%) (1.3)

onde z toma valores no intervalode z =0 a z = ~I, e g = 1 é a eficiéncia da amostra em
conversido de luz em calor. _

Na geometria d_a, figura 1.2, o conjunto de equagdes de difusio acopladas que de-
screvem a distribuigdo da fonte de calor podem ser dadas na forma unidimensional {20],

por :
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‘Figura 1.2: Configuragio esquemdticae da célula fotoacistica convencional.



2 ' .
8°04(z,t) - i@@,(m,t) + f(z,t) =0 -1, <2<0 (amosira) (1.4)

Ox2 a, Ot |
0%0y(z,t) 1 00y(z,t)
Dot P 0 0<z<!, (gas) | - (1.5)
2 .
-(_?__Q,,(___m,_tj - LM =0 ~l,-l<z<-l, (suporte) (1.6)
ozx? oy at |

onde f(z,t) = s(z,t)k, e a; = ki/piC; é a difusividade térmica.

Nas equagdes 1.5 e 1.6 nio aparece o termo f(z,t) porque no modelo RG considera-
se que ndo ha .absorgé,o da radiagdo incidente pelo gas nem pelo suporte, consequentemente
nao havera geracao de calor por esses meios.

As condicbes de continuidade para temperatura e fluxo de calor séo:

0:;=0; @
) |
60; _, 96, -
kla - k_, 6:17 (1.8)

os indices 1 e j correspondem aos meios adjacentes.

A primeira condigao, da continuidade de temperatura, supde que nao ha perda de
calor na interface e a segunda condigao garante o fluxo de calor. |

A flutuagio da temperatura no gas nas proximidades da amostra, encontrada re-
solvendo as equagdes 1.4, 1.5 e 1.6 de difusdo com aplicagdo das condi¢bes de contorno

(equagdes 1.7 e 1.8) é dada por

@g = ee—ﬂgrejwt. (1.9)
onde _
(b . 1 '_.,,(l,+:r} (b + 1)60,{1,1-:;)
O(z,1) = |
(=8 = -1 (b - I)e‘ﬂa’a —(g+ Db+ 1)6”313 f(m,t) (1..10)




A solugdo geral para a componente espacial ©(z) sem especificar as condigdes
de contorno ou a natureza da absor¢ao 6ptica expressa por f(x) pode ser encontrada
aplicando-se 0 método das fungdes de Green [21].

A forma explicita para ©(0) que fornece a flutuagéo térmica na interface amostra-

gas, dada por:

Bly (r—D(+ I)e”"' —(r+1)(b—1)e~o! + 2(b - r)e~F
2k, (8 - 07) (g +1)(5+ Deosle — (g — 1)(b — 1)e=oub

e(0) = (1.1'1)

Esta é a expressao obtida por RG, onde:

b= kaskia, g =kpaka,  r=(1+j)8/2a, = fo,

Na equagao 1.9 observamos que a flutuagdo da temperatura no gés atenua rapida-
mente para zero a medida que a distancia z aumenta. Em z = 27y, onde p, = la, é 0
comprimento de difusio térmica no gas, a flutuagio é completamente nula. Rosencwaig-
Gersho relata que somente a camada fronteirica do gas responde termicamente a flutuacéo
periodica na superficie da amostra, portanto agindo como um pistao para o restante da
coluna de gas.

A temperatura média na camada de expessura 27 pg(camada fronteiriga do gas)

determinada por:

1
2mpg

(1) = j 7 O(0)es it g (1.12)

o) ~ ;\—fe(owtwwm | (1.13)

Assumindo que a coluna de gas responde a agao do pistdo adiabaticamente, a

variacdo da pressdo fotoacistica na célula obtlda com uso da lei dos gases [20] é dada por:

P _
§P(t) = _’_7_9_0(_0) Hwt—n/4) (1.14)
'\/- lgdgTo
onde v = G,/C, ; C; e O, sao os calores especificos do gas a pressdo constante e a volume
constantes, respectivamente. Py e Tj s3o a pressio e temperatura do meio; e=7"/4 d§ a

defasagem devido a transdugao.



O sinal fotoacistico é a componente ndo temporal da variagdo de pressao na célula,

portanto sua expressio é

7P09(0) -Jsr[d 1.15
SI \/él a,To ( | ) :
mas ©(0) = |©(0)] e, entédo
eilwd-x[4) :
s, = 11000 (1.16)
fl,a,To )

onde ¢ = ¢ — 7 /4 é a fase do sinal fotoacistico.
Como somente os pontos da amostra que estéo dentro do comprimento de difuséo

_ térmica, p,, podem gerar calor, a fase ¢ representa a média ponderada dos tempos de
atenuagio da oscilagdo térmica de cada ponto na superficie da amostra.

A equagio 1.9 é muito dificil de ser interpretada devido a complicada expressao
de ©. Entretanto pode ser simplificada para alguns casos especiais, definidos conforme

a opacidade da amostra, determinada pela relagio do comprimente de absorco éptica

dada por

Iy = (1.17)

=

A classificacio térmica da amostra ¢ verificada através do comprimento de difusdo
térmica (p,) da amostra. Mas y, depende da freqiiéncia de modulagio (f), pois g, =
[as/7 f]?, portanto uma mesma amostra pode passar do regime termicamente fino para o
grosso. A freqiiéncia na transigo entre os dois regimes é denominada freqiiéncia de corte
(f.), determinada quando fazemos g, = l,, assim f, = a,/=l2. '

Na tabela 1.1 estio listados os casos especiais previstos para o modelo tedrico de

RG, de acordo com as caracteristicas dpticas e térmicas da amostra.
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" Tabela 1.1 Casos especiais previstos para o modelo RG

Casos Limites Amplitude Aproximada | Representagio
do Sinal Fotoacistico | Esquemdltica
| }, 1=
I, b4
Bl, (o 04 11 p's’s
1) fAl,« 1,1, <y, —1#.7-)— H::l¢
W24
o't I
29) _ﬂ'-“:.h ly >, g}i{:':;!;i' i J-¢
o ds Mo
32) BlL» LI, <p,Bp > @[?-:}—”—’ i :i g
. ' tps |ﬂs l‘Qﬁ
492) g, >» 1,1, > p,,Bu, >1 1&’%”1}1{1 %y//é -»
. ¢ ] ] [
’ ', 've'2p
52) AL > 1,0,>pu,0p <1 ﬂ%—?g);ﬂ Y
2 : I
(13 ﬂ/; 'Ps
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Como pode ser visto na figura 1.2, 0 modelo desenvolvido esta supondo a incidéncia
de radiagéo na parte frontal da amostra, isto é, a luz recebida pela amostra incide na face
em contato com o gés da célula. Porém, é possivel incidéncia de radiagéio na face traseira
da amostra (desde que o suporte seja transparente ou o proprio ar) gerar sinal fotoacistico,
cuja diferenga de fase (dos sinais frontal e traseiro), permite o cilculo de parametros fisicos
de interesse em caracterizagdo de materiais. Nesse caso, a técnica utilizada é denominada
“técnica da diferenca de fase dos dois feixes” (T2F), que trataremos no capitulo 2.

A flutuagao de temperatura na interface amostra-gas da célula fotoacistica devido
ao processo de incidéncia traseira (possivel somente com suporte transparente) é determi- :
nada por analogia & incidéncia frontal. Portanto, a absorgio homogénea para iluminagéo
traseira, supondo que se d4 conforme a lei de Beer e toda energia absorvida converte-se

em calor, a intensidade da luz absorvida é dada pela expressao:

I(z) = Ip [1 — e#0)] (1.18)

e a fonte de calor para essa absor¢ao tem a forma

f(z) = %e_p(,,_,) _ (1.19) _'

- )
Com essas consideragoes, a flutuagdo de temperatura na camada fronteirica do gas na

célula fotoaciistica devido a incidéncia traseira € dada por:

0(0) = Blo  [r+1)(b+ 1)t —(r —1)(b— 1)e"’”*e"fﬂ3 —2Ab+r)

ks (B2 — 02) g+ D5+ 1)ert = (g — 1)(b — L)e-v+h (1.20)

Considerando o caso em que a absorgao ¢ localizada na profundidade z, da amostra,
esta absor¢ao localizada, pode ser representada por uma fungao é(z¢) de maneira que a -

fonte de calor é

Sao) = B2z, | (1.21)

onde § 'é o coeficiente (adimensional) de absor¢ao superficial.
Desprezando-se g(g < 1 para qualquer amostra sélida) e lembrando que zo < 0 na

convengao adotada, encontramos a expressao:

12



ﬁ']o (b + l)eﬂ’a(!.-—:o) — (b____ 1.)6—0,{1,—:,,}
ks — o, (b+ 1)eoele + (b—1)e-o+hs

As equagdes 1.20 e 1.22 fornecem a temperatura na interface amostra-gas para o

(1.22)

0(0) =

caso de incidéncia traseira e absorgao superficial, respectivamente, _
No caso de amostra termicamente grossa {u, < I,) a temperatura na interface

reduz-se para

0(0) = 2o goumn (1.23)

" ko,

Em medidas de difusividade térmica utilizando a técnica dos dois feixes (descrita
no capitulo 2) a absorgio é superficial e o suporte é o préprio ar (b = g = 0). Assim,
quando a incidéncia é frontal ocorre em x=0 na equagéo 1.22, e para incidéncia traseira
(na supei'ficie em contato com o suporte) a absor¢do processa-se em T = —I, na mesma

equacio. Portanto, obtém-se [22]:

_ ﬂ}Ij cosh{a,l,)
" ky0, senh(o,l,)

W
k,o, senh(o,l,)

0(0) (1.24)

e(0)

(1.25)

1.4.2 Expansao térmica

Em 1978, McDonald e Wetsel [23] propusseram o modelo do pistio composto, cujo
ponto principal foi estender o modelo de RG incluindo o efeito da expansao térmica. Nessa
teoria, tanto a difusdo do calor quanto a expansado térmica na amostra davam origem
ao sinal acustico. A existéncia do efeito de expansao térmica requer um aquecimento
uniforme da amostra, depende de sua temperatura média e, é proporcional ao coeficiente
de dilatagdo térmica, ar, do material. Resolvendo-se a equagdo de difusdo térmica para
cada meio do sistema, semelhante ao modelo de difusido térmica, obtém-se o perfil de
temperatura da amostra, a partir do qual chega-se 4 temperatura média. |

Esse mecanismo foi utilizado por Baesso [24] para determinar os tempos de re-
laxagdo nado radiativos e os de difusio térmica de centros absorvedores em uma matriz de

vidro soda-lime triturado.
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As equagbes 1.4, 1.5 e 1.6 podem ser resolvidas para o caso onde néo haja trans-

feréncia de calor para o gas, com as seguintes condigdes de contorno:
0, = O, ' (1.26)

para a temperatura na interface entre os meios adjacentes e, .

90,(0)

ks = oz

=0 (1.27)

_ 90,(=L) _ | 98u(=L)

para o fluxo de calor.
Os indices utilizados nesta secdo sdo os mesmos definidos anteriormente, pois es-

tamos tratando de idéntica configuracio geométrica para a célula fotoaciistica.

A expressao encontrada para a temperatura. em qualquer ponto x da amostra é

dada por
0, = —4 {[(r - b)e‘ﬁl, _ (1 + b)re"”’] ea.ﬁ: + C + e.@x} _ (1 29)
s B | L.
onde '
_ ."‘ﬂfo _ | ouls ol .
A= o2k, (r2 — 1)(1 + jwr) B=(1+b)e (1-b)e™” (1.30)
e, :

C=[(r—be-(1 - b)r_e-vs'-] e, - (1.31)

A temperatura média na amostra é

— 1 0 .
6= /: 0,(z)dx | (1.32)
Calculando-se a temperatura média obtém-se:

r(r — b)e-Al (e""' - e“"“’) + 2br
(L4 b)evels — (1 — b)evsls

0= A [(1 - e"‘m") — 7 (1.33)

Bl,
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O incremento 8/, na espessura da amostra devido a expansao térmica € dado por

8l, = a,l,8 (1.34)

Considerando que o gas seja comprimido adiabaticamente pela amostra, relaciona-
se a variagdo de pressdo no gas com &I, da seguinte forma:
P, ia : '
6P = ji——-are-""' (1.35)
8

Simplificando a expresséo acima para estudar os casos limites de interesse, consi-
deremos inicialmente b = 1, isto é, a condutividade térmica da amostra é muito menor

do que a do suporte, entéo a equagdo 1.33 torna-se

o~ s [Gon) e (et — ) +2
O~ 'B'i: {(1 - e ﬂl!) -7y —-r (b (1 -Bb)eoq.(_ (l — b)e—d’?l, ]} (136)

No caso de amostra termicamente grossa, o, 3> 1 e r/b = 0, esta expressao se

reduz para

ond

Para o caso de amostras transparentes, 8l, < 1, usando a aproximagao efs =

1 — Al,, a equagdo 1.37 toma a forma

= B,
O~~~ 1
D R D + o) (1.38)
ou
_ ~B1, '
O —(r+1) 1.3
o2k, (£ — 1) (1 + jwr) (1.39)
A equagio acima tem médulo e fase, dados na referéncia [24], respectivamente,
por: |

_ Bl 1 ' 1

61 = | |
b (1= 24 £2) 1+ r)iaf (140
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. P's 1
d = —{-2— +arctg(wr)+arctg [Wi‘]} | (1.41)

onde 75 = i
Utilizando a intensidade e a fase do sinal fotoacustico é possivel calcular o tempo

de relaxagdo néo radiativo (7) e o tempo de difusao térmica (73).

1.4.3 Flexao termoelastica

O efeito de flexio termoeldstica que é dominante, principalmente, em altas fre-
giiéncias de modulagao, é essencia.l_rhente devido ao gradiente de temperatura dentro da
amostra de raio R e, normal ao seu plano. Esse gradiente de temperatura patalelo ao eixo
z, faz com que a expansio térmica da amostra dependa da profundidade z, de tal forma
‘que haja flexdo da amostra conforme a figura 1.3. _ .

Proposto por Rousset et al. [25], considera-se que o perfil de temperatura na
amostra nao é influenciado pelas deformagdes termoelasticas, isto €, a temperatura na
amostra é obtida resolvendo-se a equagdo de difusio térmica convencional (equagbes
1.4,1.5 e 1.6, independentemente das equagdes termoelasticas.

O modelo teérico proposto da uma solugdo gera! para as equagdes termoelasticas,
onde sio previstos deslocamentos em duas direcdes na amostra; u,, na diregdo radial e,

tiz, na diregdo normal a0 plano da amostra. Resolvendo as equagdes termoeldsticas [25),

obtém-se

2
uz(r,x) = ar {G(Rz ~ 1) Ae + (l + V)I Bﬂ — 1— [12A9 ((:c — %) — ;—3) + Ce:r]}
- (1.42)

onde r é a coordenada radial de um sistema de coordenadas cilindricas com o eixo de

simetria passando pelo centro da amostra (figura 1.3.b), v é a razao de Poisson, ar
é o coeficiente de expansdo da amostra, z a coordenada normal, /i o raio da camara

fotoaciistica e Ae, Bg e Co sao des_critos por:
A = 1 /00 :
o= 1’53'/.; 2+ | Ola)ds (1.43)
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Figura 1.3: (a) HNustragdo da flexdo termoeldstica da amostra; (b} sistema de coordenadas
cilindricas adotado. O eiro de simetria estd na diregdo z € passa pelo centro da amostra,
R € 0 raio da célula foloacistica, ao longo do qual apoia-se a amostra.
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Bo = [1 [ 6(z)iz | (1.44)

Co = lg / * O(z)dz | O (148)

] =g
Na interface amostra-gas, x = 0, a equagédo 1.42 reduz-se para:
ug(r,0) = 6ar(R? ~ r*)Ae (1.46)

nesse ponto, o deslocamento médio da amostra é dado por

w= i / 2eruc(r, 0)dr = Sar K Ao (1.47)
No caso do gas comprimir a a,mostra adiabaticamente, a variagéo da. pressao na

camara é :

v Py R?u,
R,

onde R; é o raio interno da cimara fotoaciustica.

§P = (1.48)

Substituindo a equagio 1.47 em 1.48, obtém-se a forma para a variagio de pressio
da célula, cuja expressao explicita depende do calculo de ©(z) e do termo de fonte ade-

quado para as situagoes de incidéncia de luz, assim

37Pg R Ae aT
R,

Considerando absdrgéo superficial e incidéncia de luz frontal, o termo de fonte é

dado por f(z) = (B;Is/k)5(x).

Substituindo esse termo na equagdo 1.10 e fazendo b = g = 0, obtém-se:

§P = (1.49)

_ Byl coshla,(z + L,)]
O(z) = kyo,  senha,l, (1.50)
Substituindo ©(z) na equagdo (1.43) e integrando, encontramos
Bsl; |coshoyl, — ( 2’ )senhasl -1 '
Ao = — (1.51)

koo2i3 senha,l,
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Uma vez determinado Ay, basta substitui-lo na equacio 1.49 para obter a variacio
de pressdo na camara fotoacistica devido a incidéncia frontal de luz para o mecanismo

de flexao termoeldstica. Portanto,

37P0R"ﬂf]]ar
6P = RO, Bkvod F (1.52)

onde

cosh o,l, — ("2’ )senha,l -1
F= . (1.53)

senho,l,

De forma semelhante a incidéncia frontal, podemos determinar a variagio de pressio
na camara fotoacistica para incidéncia traseira. Nesse caso o termo de fonte é f(z) =
(BrIr/k,)6(x + 1,} e a expressio para O(z) &

ﬂ,I; cosh cosh g,z

k0, senha,l, (1.54)

O(z) =

A variagdo de pressdo na camara fotoaciistica devido a incidéncia traseira é dada por

3PBR413¢It01T

ol ks T (1.55)

6P, = —

1.5 Célula Fotoacustica Aberta (OPC)

1.5.1 Consideracoes Gerais

O modelo tedrico para detecio do sinal fotoacistico pelos diversos modelos cita-
dos prevéem camaras fotoacisticas nas quais estio acoplados microfones especias como
elemento de transdugio. Esses transdutores recebem somente ondas de pressao através
do gas contido na camara.

Silva et al. [26] introduziram uma nova versio de detecio do sinal fotoacistico
denominada de “célula fotoacistica aberta”. Embora esse termo fosse primeiramente
empregado por Helander [27] e McQueen [28], h4 uma diferenca fundamental entre as duas
versoes de OPC. Na primeira versio, a detecao do sinal é feita através de piezolétrico, nesse
caso o transdutor usual é cerdmica PZT onde a amostra é diretamente fixada (técnica de

dete¢do do tipo “contato”). Na segunda versio de OPC, a amostra é colocada no topo
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de um microfone comercial de eletreto; o ponto comum entre as duas versoes € dispensar
um meio transdutor adicional, um gés ou o ar. Essa técnica é caracterizada como técnica
de detegio fotoactistica de volume minimo [29].

As figuras 1.4a e 1.4b, mostram a segéo reta de uma célula fotoacistica aberta

e seu diagrama geométrico. Neste tipo de detegao é permitida apenas incidéncia de luz

traseira na amostra.
A camara fotoacistica, de forma cilindrica tem raio de 3,5mm com espessura de

1mm (correspondente & coluna do gés); a abertura de comunicagao com a face da amostra
tem raio de 1,5mm. O microfone consiste de uma membrana na qual é depositado um
diafragma metalizado de aproximadamente 12um (de tetrafluoroethylene / hexafluoro-
propylene, copolimeros) sobre o eletrodo metélico com espessura entre 50 e 100nm, sepa-
rados de uma placa metalica por um “gap” de ar medindo aproximadamente 45um.

O sinal fotoaciistico detetado com OPC é proveniente dos mecanismos anterior-
mente apresentados, seguido da contribuicdo da membrana. Quando uma onda mecanica
(ou radiagio modulada) atinge a membrana esta vibra (ou sofre processo de evolugio ou
contragio) e provoca variagio espacial no “gap” de ar alterando o campo elétrico pela
indugio de cargas nas camadas dielétricas e uma diferenga de potencial (ddp) sobre o R.
Essa ddp ¢ transmitida & base de um transistor de efeito de campo (FET) inserido na
cépsula do microfone. Devido a esse componente eletronico torna-se necessario tensao de
polarizagio dc na faixa de 3 a 9V para a maioria dos microfones de eletreto.

A densidade de carga induzida (o;) esta relacionada com a ddp, V [30], por:

do; dEg

onde A é a irea da placa metalica, o; a densidade de carga induzida na superficie e Eg o

campo elétrico.
A tensio de saida do microfone (V,,.) devido a variagao de pressao na camara

fotoacustica (6 P) é dada por [31,32]:

jwRC ) 6Peivt
(1.57)

1+ jwRC ) ~P

onde w = 2r f, f é a freqiiéncia de modulagao da luz, C a capacitancia do microfone, P, a

‘/opc':VO(

pressdo ambiente, v = C,/C, e, Cp, C, calores a especificos a pressao e volume constantes,
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(b)
“GAP" MEMBRANA CAMARA  AMOSTRA
DE AR ELETRETO |Fotoacustica (s)
(m) {g!
{g) Io
<}

x=‘(lm+ig) x=‘|.g X=0 X=lg

Figura 1.4: (a) secgdo reta do microfone de eletreto e, (b) esquema geométrico da célula
fotoacistica aberta.
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respectivamente e,

lblma’o
= — 1.58
% IbE + Imﬁg : ( )

onde I, é a espessura do “gap” do ar, € e ¢ sio constantes dielétricas do eletreto e do ar,
respectivamente e, oo é a densidade de carga superficial do eletreto.

De acordo com o modelo RG, onde a flutuagio de pressdo na camara fotoacustica

é devido ao fluxo de calor da amostra para o gas, podemos escrever:

Yo7
6P = — 1.59
TD g ( )
onde Tp é a temperatura ambiente e 7, é a flutuagio de temperatura do ar na camara
fotoacustica.
Combinando as equagoes 1.59 com 1.57 obtemos:
e = = | 0 | €T, 1.60
Vere = 7, (1 +;ch)e ? (1.60)

Assumindo a configuragio da figura 1.4b representando esquematicamente a ge-
ometria da OPC, e que um feixe de luz monocromética modulada com freqiiéncia angular
w = 2r f e intensidade Ipe?? incide na amostra que absorve na forma I(z) = Ioe=8ls—2)

podemos escrever as equagoes de difusfo térmica como sendo [29]:

82T3 2 ﬂIU 8 )
— 0+ e = <z<l, ,
Ox? o5 T+ ks(1 *I~Jw1")e 0 Oszsl (1.61)
2
%j;g — oyl =0 ~L,<e<0  (L50b) (1.62)
T I
322 - O';Tm — %_05"6135(3; + lg) =} — ([m + [g) <z< """l_q (163)
1/2

p t = (m para a membrana, ¢ para o gas e s para a

onde o; = (1 + j)a; com a; = (ﬂi)
amostra); §'é o coeficiente de absorgio superficial (adimensional) da membrana, e 7 é 0

tempo de relaxagio no radiativa.
Os terceiros termos das equagoes 1.61 e 1.63 sao 0s termos que representam as

fontes de calor, na amostra e na membrana, respectivamente. O primeiro termo de fonte
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de calor é devido a absor¢do de luz pela amostra e o segundo refere-se & geracio de
calor na membrana devido a luz incidente sobre esta. A incidéncia sobre a membrana
pode ser através da amostra (quando ndo é opaca) ou incidéncia direta sobre esta; neste
iltimo caso, a cadmara é fechada com janela de vidro que nio seja absorvedor na regiao
de interesse, sobre tudo, quando trabalhamos com espectroscopia na faixa de 300 a 800
nm, caso tipico para estudos envolvendo folhas vegetais.

A fonte de calor na membrana do microfone foi assumida como sendo devida a

absorg@o superficial, que é uma boa aproximacgio para conversio de luz em calor numa
superficie metalica [29].
Resolvendo as equagdes 1.61 ,1.62 e 1.63, obtém-se

T=0,+0n (1.64)

onde,

_ Iorlcosh(lyo,) — 1]{2r — el [(r + 1)e!e?s 4 (r — 1)e~"e| }

° (1 + jwr)ljogks05(r? — 1)senh(l,0,)(etos — e=1s74) (1.65)

_ 'Ly cosh (I )[cosh(lyay) — 1]

Om = Liogkmamsenh(ln,o.,) (1.66)

A equagao 1.65 representa a contribuigio da amostra para a flutuagio de temperatura na
camara, onde r = /a3
e, a equacgao 1.66 representa a contribuicdo da membrana.

Substituindo a equagdo 1.64 em 1.59 e o resultado na equacio 1.57, podemos

escrever a resposta da célula aberta na forma:

V:,pcz V(.]( ]wRC ) (93+9m)e]‘wt (1.67)

14+ jwhC T
A expressdo 1.67 é bastante complicada devido a forma de 8, e #,,, semelhante
a0 modelo RG. Entretanto é possivel reduzi-la para os casos de interesse , em funcéo da
opacidade e espessura térmica da amostra em estudo. Desta forma consideramos uma
amostra opticamente fina quando 8i, <« 1 e opticamente grossa se 8i, > 1 e, termica-

mente fina se l,a, < 1 ou l,a, > 1 para amostra termicamente grossa. Para simplificar
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o modelo é assumido que o gds da camara fotoaciistica é grosso; uma aproximagio muito
boa para uma coluna de gis de lmm em freqiiéncias de modulagio (f) maior do que 10Hz.

No caso em que a amostra é opaca nio ha contribuigio da membrana para o sinal
fotoactstico: fazendo e~#% =~z 0 e assumindo r? = g% 2 0, obtemos a reducio da equacio
1.67 em sua forma final, para as amostras:

a) Termicamente fina,

jUJRCIoﬂjwt
ope = 1% ; T .
Vor o [(1 + jwRC)(1 + jwr)1olsk,0,l,0,0, (1.68)
b) Termicamente grossa,
jwRC Ipeiwtetss
ope = Vi : ; 1.
Vor ° [(1 + jwRC)(1 + jwr)Tolyo4k,0, (1.69)

1.5.2 Espectroscopia com Ameostras Opticamente Transparen-
tes

O caso mais importante para uso da OPC em espectroscopia é quando a amostra é
opticamente transparente e termicamente grossa ({,0, 3> 1). No caso particular de folhas
vegetais, no qual a difusividade térmica é da ordem de 0.00lcm?s™! e espessura na ordem
de 150pum é considerado termicamente grossa para fregiiéncias superiores a 2Hz, pois a
freqiiéncia de corte (f, = a,/ri?) é aproximadamente 2Hz [30]. Usando as equagdes 1.65,

1,66 e 1.67 podemos escrever

I F,

Tol 04k,

Vipe = VoxG et (1.70)

onde, ¥ = jwr./(1 + jwr.), 7. = RC é a fungdo resposta do microfone, G = [cosh(lyo,) —

1)/senh(l,0,) é a fungio resposta do géas transdutor e a fungéo F, é dada por:

K a2 1/2
Fs = r = (__m) m = fls .
_ (14 jwr)(1 —7) +5 km \ a, d ] ¢ (1.71)

com F,, = coth{lo,).
Para altas freqiiéncias de modulagdo, no intervalo onde a amostra é termicamente

grossa, o segundo termo da equagéo 1.71 é dominante e proporcional a e=#+, portanto
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1/2
(E‘E) Fefs (1.72)

s

» kg
Fs’l."ﬂ'k‘—'

m
para este caso, a expressao (1.70) significa que o sinal V,p. é proporcional & densidade de
poténcia transmitida (Ige'ﬁ“) e varia com f7!.

Utilizando a técnica OPC para espectroscopia de absor¢ao com amostra transpa-
rente é necessario normalizac¢io do sinal, pois havera contribuicdo da membrana. Para
normalizar obtemos o sinal da membrana; neste caso, a camara fotoaciistica é fechada
com uso de uma janela transparente (em geral vidro BK7 com espessura de 300um).

Nessas condigdes, 8, e 3 sao iguais a zero nas equagdes 1.65, e 1.66 entao obtemos

para o sinal de incidéncia direta, a seguinte expressao:

I() ’ k, [ 8 2 1/2
Vo = VoG i (Z{") coth{lnom) (1.73)
Comparando as equagdes 1.70, 1.72 € 1.73 obtemos o sinal P.A. normalizado, dado
por
vy = Y2 Yore _y _ ou (1.74)
Vb
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Capitulo 2

Métodos Experimentais e
Preparacao das Amostras

2.1 Introducao

Neste capitulo apresentaremos os métodos experimentais, bem como os aspectos

tedricos especificos, utilizados nas medidas com a técnica fotoacistica e nas medidas

comnplementares.

2.2 Medidas por Espectroscopia Fotoacustica em Fo-
lhas Vegetais “In Vivo” e “In Situ” utilizando

OPC

Em nossos experimentos com a técnica fotoacistica utilizamos plantas de soja e
milho, em pequenés vasos, como mostrado na figura 2.1, note que a folha estd localiza-
da no topo da célula. Assim, podemos utilizar uma amostra por varias vezes inclusive
acompanhar o desenvolvimento da planta, pois esta permanece intacta.

Na figura 2.2 mostramos o espectro de ahsorgio optica de uma folha de milho,
ainda presa ao caule, usando a célula aberta.

A célula OPC é constituida de um microfone de eletreto comercial (mostrado na
figura 2.3) alimentado com tensdo, dc, entre 3 e 12V. A necessidade dessa tensdo ¢ devida

a existéncia de um preamplificador cujo elemento ativo é um transistor de efeito de campo
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Figura 2.1: Vista de uma folha sobre a célula aberta.
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Figura 2.2: Espectro de folha de milho obtido com OPC.
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(FET), localizado na prépria capsula do microfone. A célula é acomodada em um suporte

de aluminio de forma a facilitar a fixacao da folha vegetal.

Para maior estabilidade da folha sobre a célula, durante o experimento coloca-se
uma lamina de aluminio com janela de vidro em sua parte central; o didmetro dessa janela
é de 5mm e permite passagem de luz incidente. A fixagéo da folha no sistema de detegdo
requer o cuidado de nao danificar a amostra por pressio excessiva.

A radiag3o incidente na folha é conduzida por uma fibra optica bifurcada. Por
um dos ramos da fibra, a radiacio conduzida é modulada enquante que no outro ramo,
quando necessério incidimos luz branca continua. O sinal fotoacistico é produzido pela
luz modulada enquanto que a luz branca é utilizada para saturagéo da fotossintese durante
a aquisi¢ao de dados.

A fonte de luz branca é uma lampada halégena de 24V-250W, do tipo ELC
(equipada com refletor parabélico). A alimentagdo da limpada é fornecida por uma fonte
de tensio DC, ajustével (Tectrol, modelo TCA40-50A) e focalizada, através de lente con-
vergente, para um ramo da fibra optica. Entre a lampada e a lente usamos um filtro
de igua com espessura de 6cm com a finalidade de absorver a radiagdo infravermelho
préximo.

A fonte de luz de excitagio é uma lampada de Xenonio de 1000W de poténcia
(Oriel, modelo 6269), de emissio continua na faixa espectral do ultravioleta ao infraver-
melho. Essa lampada é alimentada por uma fonte de tensao estabilizada (Oriel, modelo
6128) que garante a estabilidade de emissao.

A radiagio emitida passa por um modulador mecéanico (PAR-EGG, modelo 191).
O modulador possui pé giratdria cuja velocidade é selecionada, por controlador eletronico,
na faixa de 2,5 a 100 rps de forma estavel; a freqiiéncia de modulacédo é dada pelo produto
da velocidade selecionada com o nimero de furos na pa giratoria. Uma célula fotoelétrica
fornece o sinal de referéncia da modulacio ao amplificador “lock-in” que utiliza essa
referéncia para estabelecer a fase do sinal fotoactstico.

A luz modulada é difratada, em um comprimento de onda selecionado, através de
um monocromador (Oriel, modelo 77250). A rede de difragdo utilizada {Oriel, modelo
“77298) possui 1200 linhas/mm, com “blaze” em 500nm, permitindo varredura na faixa de
300 a 1000nm. A entrada e saida de luz do monocromador séo providas de “slits” (Oriel,

modelo 77269) com fenda selecionada na posigao 1.56, cuja resolugio é +5nm, com banda
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Figura 2.3: Microfone de eletreto utilizado na técnica OPC.
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passante de 10nm centrada no comprimento de onda, A, selecionado.

Para evitar ordens superiores de difragio, num espectro com varredura na faixa de
400 a 800nm, usamos um filtro (NEWPORT, modelo WG 305) que corta comprimentos de
onda abaixo de 305nm e, um filtro (FUNBEC, modelo CO-55-26) que corta os comprimen-
tos de onda abaixo de 550nm; a luz monocromaética é focalizada, por meio de uma lente,
para o outro ramo da fibra éptica. O controle da varredura na faixa de comprimentos de
ondas de interesse é feita através de motor de passo, integrado ao monocromador e co-
mandado por microcomputador, via interface controladora (Oriel, modelo 20010) durante
a fase de aquisi¢do de dados.

O sinal do microfone é introduzido ao amplificador “lock-in” de duplo canal (PAR-
EGG, modelo 5210). Esse amplificador permite leitura direta do sinal e da fase, além de
possuir internamente uma interface GPIB proporcionando seu acoplamento direto a um
microcomputador do tipo PC, onde sio registrados tanto o sinal quanto a fase deste; a
referéncia é recebida do modulador. A sensibilidade do amplificador permite medir sinais
desde ImV até 3V, em freqiiéncias de modulagio de 0,5 a 120Hz.

O programa de aquisigdo gera dois arquivos de saida, um deles com extensao VIS,
no qual estio armazenados os dados com relagio & amostra e o outro, com extensdo DAT,
onde s3o armazenados os comprimentos de onda, o sinal fotoactistico normalizado (pelo
sinal obtido com incidéncia direta da fonte de radiagio sobre a membrana do microfone)

e a fase do sinal. Na figura 2.4 mostramos o espectrometro fotoacistico utilizado em

nossas medidas.

2.3 Medidas Fotoactusticas Nao Espectroscépicas em
FolhasVegetais “In vivo” e “ In situ” com uso
da Célula Aberta |

Os experimentos, nos quais observamos evolugio de oxigénio, energia armazenada e
tempo de resposta fotobarica em folhas de soja e de milho, foram realizados com o mesmo
espectrdmetro descrito na secgdo anterior. As diferencas entre estas e aquelas medidas
sdo: a) manter fixo um comprimento de onda da luz modulada (no caso, A = 680nm que

é um dos picos de absor¢io da clorofila “a”), para as medidas ndo espectroscopicas em
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vez da varredura de uma faixa de comprimentos de ondas nas medidas espectroscépicas;
b) a utilizagdo da luz branca continua que na espectroscopia pode permanecer ligada
para satura¢ao da fotossintese e, nas outras medidas produz os efeitos positivo e negativo,

descritos no capitulo 4.

2.4 Calibracao da Célula Fotoacustica Aberta com
o Eletrodo de Clark

2.4.1 O Eletrodo de Clark

O eletrodo de Clark é um dipositivo constituido de um catodo de platina e um
anodo de prata que sdo mergulhados numa solugio eletrolitica fornecida pelo fabricante.
Entre outras aplicagios, o eletrodo de Clark é utilizado para quantificar o oxigénio evoluido
de folhas vegetais [1,2], em geral cortadas em pequenos discos, com didmetro aproximada-
mente de 1 cm.

Com objetivo de quantificar a concentragao de oxigénio relativa ao efeito negativo
(ver capitulo 4) obtido com a célula fotoacistica aberta, utilizamos um eletrodo de Clark
(Radelkis, modelo OP934-S).

O catodo e anodo do eletrodo foram mergulhados numa solugéao saturada de cloreto
de potassio, fornecida pelo fabricante. O eletrodo, de forma tubular, tem comprimento de
8 cm e base com 1 cm de didmetro; a base € revestida por uma membrana de polipropileno
permeavel ao oxigénio. A estabilidade do eletrodo é assegurada 24 apds o contato com a

solucéo eletrolitica.

2.4.2 Calibragao do Eletrodo de Clark com o Microanalisador
Bioldgico

O funcionamento do eletrodo requer tensio de polarizacio de 0,65 V. Esta tensio

pode ser fornecida por qualquer equipamento, desde que responda s suas pequenas

variagées. Em nossa calibragio utilizamos, primeiramente, um microanalisador bioldgico

{Radelkis, modelo OP-210/3) acoplado ao eletrodo de Clark. Assim, quando oxigénio di-

funde através da membrana, reduz-se no catodo de platina e provoca variacio na tensio

de polarizacdo. A taxa de concentracio de oxigénio, nos dois lados da membrana, sendo
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constante limita o fluxo através da célula e, neste estagio é proporcional & pressao parcial
na amostra sendo lida diretamente na escala do microanalisador, em mmHg [3].
Inicialmente calibramos o eletrodo, usando o microanalisador e, passando no porta
amostra um fluxo, determinamos a pressio parcial de oxigénio relativa a concentragao zero.
Em seguida, um fluxo de mistura de gases, cuja concentragéo de oxigénio é padronizada em
11,8%. Esses dois pontos iniciais servem para calibrar manualmente as pressoes parciais
relativas 3s concentracdes zero e 11,8%. Uma vez determinados esses pontos e conhecendo-

se a pressio parcial, a concentragio do gase ao qual submetemos o eletrodo de Clark é

determinada pela expressio [2],

0
100
onde B, é a pressio atmosférica (em Campinas = 712 mmHg); a, a pressido de vapor

d’agua; cO., a concentragdo de O, em percentual de volume.

POy = (B —a) (2.1)

2.4.3 Calibracao de Glucosimetro com o Microanalizador Bio-
logico

Devido a dificuldades de transporte do analisador (laboratério do prof. Dr. Gra-
ciliano de Oliveira Neto, no IQ-UNICAMP)para o nosso laboratério optamos por usar um
glucosimetro portatil (Radelkis, OP-960) com as mesmas caracteristicas de polarizagao
(0,65 V) para o eletrodo de Clark. Lia-se a resposta do glucosimetro, relativa a variagéo
provocada pelo eletrodo, através de um pHmetro (Radelkis, OP-271), do qual utilizamos
um milivoltimetro eletrdonico com leitura automatica, isto é: os resultados eram expostos
no “display” apos estabilizagdo do sinal.

Foi construida, na oficina mecanica do IQ-UNICAMP, uma célula em acrilico
medindo, 5 cm de comprimento, 3 cm de didmetro externo e 1,2 cm de didmetro in-
terno (por onde foi introduzido o eletrodo de Clark). A distancia entre a membrana do
eletrodo e a face posterior da célula é de 1 mm, com diametro de 0,9 ¢cm, comunicando-se
com o meio externo por intermédio de um duto com 3 mm de didmetro. As dimensdes da
camara da célula reproduzem as caracteristicas geométricas da célula aberta, correspon-
dendo ao mesmo volume da camara fotoacistica. Uma placa metalica com janela de vidro

permite a fixagado da folha vegetal e o posicionamento da fibra 6ptica por onde penetra a
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luz. Na figura 2.5 mostramos a célula com o eletrodo.

Inicialmente calibramos o glucosimetro com o microanalisador biologico. Para isto,
o eletrodo de Clark conectado no microanalisador foi introduzido na célula de acrilico;
em seguida passamos um fluxo de nitrogénio gasoso com a finalidade de ajustar a pressao
parcial de O, com o zero da escala do medidor. O segundo passo foi passar um fluxo
de mistura padronizada, contendo 11,8% de O;. Apds estabilizacdao da pressdo parcial,
ajustamos o controle de fundo de escala até o mostrador indicar a pressdo parcial de
80mmHg, correspondente & concetragio de 11,8% de O, calculada através da equagao
2 1. Neste cilculo levamos em consideracio a pressdo atmosférica e a temperatura no
laboratério. A seguir passamos pela célula um fluxo de ar atmosférico (contém 20,93%
de 0,) e depois um fluxo de O; a 95% (produzido por White Martins). As leituras, apos
estabilizagao dos sinais, foram bem préximas dos valores calculados.

Conectamos o eletrodo de Clark no glucosimetro, e sua saida no pHmetro, re-
fazendo o mesmo processo anterior. Os resultados da calibragio do glucosimetro com o
microanalisador biolégico sdo mostrados na figura 2.6, onde podemos observar um bom

ajuste com a equagio abaixo:

pOy(mmHg) = —1.88X + 4025, 74 (2.2)

onde X é a leitura feita no pHmetro em mV.

Devido a sensibilidade do eletrodo de Clark com a temperatura é necessario recal-
ibrar o glucosimetro, com as concentragdes de Oz a 0% (com nitrogénio) e a 11,8% (com
a mistura padrao de gases) antes do inicio de cada medida, com a finalidade de corrigir a

curva de calibragao.

2.4.4 Calibracio da Célula Fotoacustica aberta com o glu-
cosimetro

Montamos o sistema do eletrodo de Clark em nosso laboratério ao lado do es-
pectrdmetro fotacustico (descrito na secgio 2.3). As amostras utilizadas foram folhas de
milho plantadas em pequenos vasos.

Os primeiros testes foram para verificar a sensibilidade do eletrodo de Clark na

medida do Oy evoluido de uma folha vegetal. Para isso incidimos radiagdo (de A =
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Figura 2.5: Cé€lula utilizada com o eletrodo de Clark para calibragdo da célula aberta “in
vivo” e “in situ”.

38



o

£'600 ¢

£

€  f

\‘-/ .

o~ a

O 400

© :

o "

IS .

© 200 F

() L

Q. a

o .

@ :

73] L

78 IIJIIIJIIfllll[lll!illllllllllllVll!ll
S 1800 1900 2000 2700 T 2200
S pHmetro (mV)

Figura 2.6: Curve de calibragio do glucosimetro com o microanalisador bioldgico.

39



680nm), com intensidade de 22 W/m? até que o sistema entrasse em equilibrio, fornecendo
leitura constante.

Uma vez confirmada a sensibilidade do eletrodo, variamos a intensidade lurinosa,
medindo as respectivas respostas. Cada medida feita com o eletrodo era repetida com a
fotoactistica na mesma folha.

Durante essas medidas, sempre que o sistema do eletrodo de Clark fornecia uma
leitura, correspondente & concentragdo de oxigénio existente no ar dentro da cémara,
mesmo com iluminacao, a fotoaciistica detetava somente a componente térmica da folha.
Isto significa que naquele momento, por motivos inerentes a prépria folha, ndo havia
liberagio de oxigénio. Provavelmente isto é devido ao fechamento de estdmatos (poros
das folhas por onde se verificam as trocas gasosas), devido a seus elementos de controle.

Os resultados obtidos com o glucosimetro foram substituidos na equagio 2.2. Con-

hecida a presséo parcial, calculamos a concentragéo de Oq, em mg/{, através da equagao

abaixo [4].

K,.Ct

- Tt (2.3)

C

onde:
C é a concentragio O, em mg/] ;
& = ¢(,, concentracao de O, em % do volume;
Ci, solubilidade do O, a 1 atm em mg/l e,
f, fator de corregao em fungﬁ,b da altitude.
Os valores de C; e f estio tabelados na referéncia 5 e os dados que utilizamos sdo
refentes & temperatura 22°C, C; = 8,53 ¢ f = 1,08.
As figuras 2.7, 2.8 e 2.9 mostram as variacbes de resposta do glucosimetro em
funcio do tempo, devido & variagdo da concentracio de oxigénio na cimara do detetor,

para trés intensidades de radiagao incidente (A = 680nm}), moduladas em 17Hz.
As equacgdes da variagio de concentragao de O; no tempo, obtida com o glu-

cosimetro e a correspondente variagio de pressio, respectivamente, podem ser escritas na

forma, X=at+b e Y = cX+4d. Combinando essas expressdes obtemos,
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Y=et+f (2.4)

onde o coeficiente “e” nos da a variagio da pressio parcial em um determinado tempo ¢

e, Y fornece a pressio parcial nesse tempo.
Utilizando os dados obtidos na calibracio e aplicando na equagio 2.4 obtemos:

Y(1) = 0,098t + 131,25 (2.5)
Y(2) = 0,108t + 151,25 (2.6)
Y(3) = 0,123t + 145,03 (2.7)

As equagdes 2.5, 2.6 e 2.7, representam as pressoes parciais em qualquer tempo
t e, suas inclinacdes sio as variagdes das pressoes parciais de Oz na unidade de tempo.

Portanto, com uso dos coeficientes de ¢, nas equagoes 2.1 e 2.3 obtemos as concentragbes
1

de O, em mgl~* min~'.

Considerando o volume da camara do eletrodo de Clark (0,58¢m?) e a drea ilumi-
nada da folha, foi possivel determinar a concentracio do oxigénio evoluido em pgm=2s71.

Com a técnica QPC calculamos o efeito negativo como sendo a diferenca entre o
sinal total (ver capitulo 4) e a componente térmica do sinal; os resultados foram correla-
cionados com os obtidos através do eletrodo de Clark, mostrados na figura 2.10.

O resultado do ajuste linear para os pontos foi Y = 0,08X + 0, 97. Utilizando essa
expressio podemos quantificar o oxigénio evoluido de uma folha vegetal, obtido com a
célula aberta “in vivo” e “in situ”.

Na tabela 2.1 mostramos os resultados obtidos na quantificacdo do oxigénio evoluido
de folhas de milho, utilizando o efeito negativo observado com a técnica OPC e calculado

com a equagio da curva de calibragao.
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Tabela 2.1: Relagdo entre o efeito negativo e o ozigénio evoluido de folhas de milho.

Efeito Negativo Oxigénio Evoluido

eV ) (pg.m=%s™1)

2,0 0,16

3,2 0,26

3,7 0,30

3,9 0,31

4,7 0,38

5,6 0,45

7,6 0,61

9,5 0,76
11,4 0,91

2.5 Configuragio Experimental e Modelo Tedrico
para Determinar a Rigidez Mecénica de Peri-
carpos de Milho

2.5.1 Configuragio Experimental

Para medir a rigidez mecénica dos pericarpos de milho foi desenvolvido um sistema
constituido por uma célula de pressio como porta amostra, representada na figura 2.11.
Essa célula é um cilindro metélico de 1 polegada de didmetro com orificio central medindo
1.5 mm de raio no topo. O orificio comunica-se com a entrada de ar comprimido por um
duto, através do qual submetemos as varias pressdes. A amostra é ajustada no topo do
cilindro e fixada por meio de uma tampa, também com furo central de 3 mm de diametro,
rosqueada no corpo do cilindro.

O sistema completo para estes experimentos é constituido, além da célula acima
descrita, por um medidor mecinico de pressio (Dinaltex, com capacidade para até 150
PSI) acoplado ao circuito de forma a medir a pressdo do ar confinado na célula. A
transferéncia e a reten¢io do ar na célula de pressio foi controlada por uma valvula de
fluxo do tipo agulha. .

Como fonte de luz incidente na amostra foi usado um laser de He-Ne. A detecao foi
feita através de um fotodiodo (EG & G Judson, UV100BQ) comn 4rea ativa de 5, lmm?,
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Figura 2.11: Célula de pressdo utilizada para as medidas de rigidez mecdnica de pericarpo
de milho.
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posicionado em frente da amostra, onde captava a radiagao difusa emitida pelo pericarpo.
A fototensio foi medida por um registrador gréfico, XY (HP, 7100BM-12). Os
registros eram feitos com e semn pressdo na amostra.
A figura 2.12 mostra a montagem completa do sistema.

2.5.2 Modelo Tedrico

Consideremos que uma membrana de raio “a” e espessura “I” seja iluminada com
um laser e submetida a uma pressao AP. A reflexdo difusa emitida pela superficie da
amostra, atuando como fonte pontual, sensibiliza um fotodiodo com intensidade que varia
com o inverso do quadrado da distancia (s~2) entre a fonte e o detetor. A pressio (AP)
aplicada na membrana produz um deslocamento, u(r), de sua posigdo de equilibrio (r),

que é inversamente proporcional & sua rigidez mecanica. A flexio da membrana é dada

[5] pela solugéo da equagao:

DV*u = AP (2.8)

3 . ~ v ’
onde D = 1—2(%7%‘_;5—) é a rigidez flexural da membrana; E e v sio, respectivamente, o médulo
de Young e a razido de Poisson.

A solucio da equagio 2.8 é dada por

u(r) = up (1 —~ 5)2 (2.9)

4 . .
onde ug = 4F= | tal que o deslocamento médio da membrana é,

_ U APG“"
U= = oo (2.10)

3 192D

Desta expressiao observamos que a membrana mais rigida permite menor desloca-
mento médio quando submetida a uma pressdo AP.

Considerando que o fotodiodo utilizado em nossas medidas tem area, A4, posi-
cionado & distancia, s, do centro do pericarpo, e denotando por J a intensidade da fonte

luminosa gerando resposta (.5) no fotodiodo, o sinal detetado pode ser escrito como:

S=r—" (2.11)
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Figura 2.12: Montagem ezperimental para determinar a rigidez mecdnica de pericarpos

de milho.
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Para uma pressio, AP, aplicada, s = 5%, onde sp ¢ a distancia inicial entre a amostra e

o detetor. Para pequenos deslocamentos, a equagio 2.11 se reduz para
A 2
§ = x4 (1+s—“) = So+ AS (2.12)

onde Sy = n&’ﬁ-‘ é o sinal de saida do fotodiodo sem pressdo aplicada e AS = Soi—’: é a

variagio do sinal devido & pressio, (AP), aplicada. Combinando as equagbes 2.10 e 2.12,

encontramos

4
= ﬁ"’" (2.13)
o (%)
De acordo com a equagio 2.13 torna-se necessirio obter, no experimento, as in-
tensidades do sinal de saida do fotodiodo correpondentes & amostra, sem e com pressao,

para determinar a rigidez mecanica.

2.6 Técnica Fotoactstica da Diferenga de Fase de
Dois Feixes

A difusividade térmica () é uma quantidade de interesse fisico, pois mede a taxa
de difusio do calor em um material, inclusive em sistemas bioldgicos. Sua determinagao
permite encontrar o valor da condutividade térmica, se a densidade (p) e a capacidade

térmica (C), em pressdo constante, sdo conhecidas através da relagao:

k

" oC
O primeiro método para determinar a difusividade térmica foi introduzido por
Angstron [6] no inicio de 1861. Consiste no aquecimento periédico de um ponto numa
barra, sendo a oscilagio da temperatura medida em outro ponto. A diferencga de fase (¢)

da oscilagdo térmica entre dois pontos quaisquer fornecem uma precisa determinagio de

(2.14)

8

«, como foi feito por Hirschman et al. {7)].

Varios métodos utilizando o efeito fotoactstico foram desenvolvidos para medida
de a. Adams e Kirkbrigth [8] calcularam o de virias amosiras através da fase do sinal

fotoacistico, obtido da iluminagio da face traseira da amostra (f'/2), onde f ¢ a fregiiéncia
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de modulagio da fonte luminosa. Esses autores supuseram que ¢ = lya,, onde a, =
(¢/2a)V? e, I, a espessura da amostra; isto € uma aproximagio para o caso termicamente
grosso (l,a, > 1).

Outra forma para medida de o foi introduzida por Yasa e Armer [9], que mediram
a atenuacéo do sinal da iluminagéo traseira em relagao a0 sinal de iluminagio frontal. No

experimento desses autores a amostra, de formato plano, era presa por suas bordas de

forma a ndo repousar em nenhum suporte.
Em 1986, Pessoa et al. [10] propuseram um novo método para medida da difu-

sividade térmica denominado “Técnica da diferenca de fase de dois feixes” (T2F). Essa
técnica utiliza a montagem experimental sugerida por Yasa e Amer e mede a diferenca
de fase entre os sinais frontal e traseiro. A expressio tedrica é derivada do modelo de

RG, usando as condigbes para absorgéio superficial (Bl, 3> 1; 6, > a,) e tendo o ar como

suporte,
A razéo entre as intensidades dos sinais frontal e traseiro (das equagdes 1.24 e 1.25)

é dada por:

g—f = —ﬂ—% {cosh2 (1,05} — sen? (L.a,)}l!2 (2.15)

tgA¢ = tghz.tgz {(2.16)

onde z = l,a, .
A equagio 2.15 foi utilizada por Yasa e Armer para calcular o a partir da declivi-

dade dos valores S;/S, para varias freqiiéncias.
No método T2F usa-se a equagio 2.16 medindo-se a diferenga de fase dos sinais

frontal e traseiro em tinica freqiiéncia (f) de modulagao, fornecendo o produto l,a,. Assim,

conhecendo a espessura [, da amostra, obtém-se a,, pois

A L
ay=3f = vf : (2.17)

A vantagem da técnica é que nio depende de calibragdes precisas das intensidades
dos feixes incidentes na amostra e nem de condigoes idénticas de polimento nas duoas

faces para que f; e f; sejam iguais. Esta técnica tem sido aplicada, com sucesso, na
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determinacio da difusividade térmica de amostras opacas € transparentes [11,12]. E
adequada para o caso no qual o mecanismo de geragao do sinal predominante (em baixas
freqiiéncias) é a difusdo térmica.

Na figura 2.13 mostramos a célula fotoacustica utilizada na detecdao usando a
técnica T2F.

Em amostras termicamente fina (l,a, < 1) o sinal fotoacistico, obtido com in-
cidéncia traseira de luz, decresce na forma f~'* a medida que a freqgiiéncia de mod-
ulagdo cresce. Se a amostra é termicamente grossa (l,a, > 1), o sinal comporta-se na
forma (1/f) et=4+''"), onde A, = 1,(n/a,)/?. Para os outros mecanismos de geragao do
sinal, no regime termicamente grosso, o sinal gerado por incidéncia traseira em amostras
com absorgio superficial, comporta-se na forma f -1, Portanto, podemos garantir a pre-
dominancia de certo mecanismo de geragio do sinal fotoactstico através do comporta-
mento da amplitude do sinal com incidéncia de luz na parte traseira da amostra.

No caso de amostras transparentes [13] a condigio de absorgéo superficial ¢ satis-
feita usando-se uma folha de aluminio de aproximadamente 20um de espessura em cada
face da amostra, de acordo com a figura 2.14. O contato térmico entre o aluminio e a

amostra é feito por uma fina camada de oleo.

2.7 Determinacao da Capacidade Térmica por Uni-
dade de Volume (pC)

As condutividades térmicas dos pericarpos de milho comum e de pipoca foram
calculadas com auxilio da difusividade térmica e da medida de pC, obtida pelo método
da elevagio (ou descida) da temperatura por iluminagdo continua.

O método baseia-se na subida (ou descida) da temperatura do material sob ilu-
minagio continua [14,15]. Cada amostra foi suspensa adiabaticamente dentro de um “de-
war” no qual foi estabelecido vicuo na ordem de 1073 torr. A radiagio de uma lampada
(halégena de 250W/24V) chega até um face da amostra através de uma janela no “de-
war”. A outra face da amostra é termicamente ligada 2 um termopar (Chromel-Alumel)
que monitora a temperatura no tempo; o contato térmico foi estabelecido com pasta
térmica. As amostras medindo 5 x 5inm, e espessuras entre 50 e 110 pm, foram pintadas

com fina camada de tinta preta para garantir absorgio superficial e tornar conhecida a
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53



Afuminio

Eaaaas st

AN

Amostro

Figura 2.14: Amostra transparente com folha de aluminio para garantir absor¢io superfi-

cial.

54



emissividade (€ = 1). A figura 2.15 mostra os detalhes da cimara utilizada na medida de
pC.

Considerando que, no arranjo descrito, ndo haja perda de calor por condugao ou
convecgio, a poténcia efetivamente aproveitada para o aquecimento da amostra (dQ/dT)

¢ dada pela diferenca entre a poténcia incidente (Fo) ¢ a perda de poténcia por radiagao

(L), ou seja
dQ
——— T —_— .].
=h-L (2.18)
com
L = Aeo (T* - T3) (2.19)

onde A é a area da amostra; €, a emissividade; To, a temperatura inicial; T', a temperatura
final e, o = 5,67 * 10" 12W/cm?K*, a constante de Stefan-Boltzmann.

Escrevendo T' = Ty + ATentao,

T =T} + ATSAT + 6TZAT? + ... (2.20)

Considerando o limite em que AT < Ty, e substituindo a equagio 2.19 em 2.20, obtemos:

L ~ AeadT3AT (2.21)

Por outro lado, a variagio de temperatura na amostra (AT )gera uma energia dada

por

Q = pCVAT (2.22)

onde p ¢ a densidade, C o calor especifico e V o volume da amostra.

A variagao temporal de 2.22 €,
aQ oT

Comparando a expressao 2.23 com 2.18 e substituindo a equagéo 2.21, obtemos:

oT
pCV s~ HAT = Py (2.24)
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onde H = AecdTg,
A solug¢so da equagio diferencial acima, com a condigio de contorno AT(0) =0, é

. dada por [14],

PO —t/7s
AT() = 7 (1—et™) (2.25)
com,
lpC
= 2.9
E Beo Ty (226)

onde 1 é a espessura da amostra.
A partir do parimetro 7, podemos determinar a capacidade térmica por unidade

de volume {pC') através do ajuste dos dados experimentais, da subida da temperatura em

funcao do tempo, com a expressao 2.25.
Apés atingir o equilibrio térmico (L = P), a temperatura da amostra fica saturada.

Interrompendo o feixe incidente, a temperatura desce na forma,

AT(t) = %e"'/” (2.27)

onde ’—;} é a variacdio maxima da temperatura na subida.

2.8 Preparagao das Amostras

Nesta sec¢io descreveremos a preparagao das amostras utilizadas nos diversos ex-
perimentos, por nés desenvolvidos, tanto para as medidas utilizando a técnica fotoacistica

quanto para as técnicas complementares.

2.8.1 Pericarpo de Milho

Para remover os pericarpos, os graos das variedades de milho estudadas foram
postos em agua durante um periodo de 4 a 6 horas. Apds esse tempo cada grio foi
cortado em todo seu perimetro com uso de bisturi; em seguida o pericarpo foi removido

com uma pinga fina.

37



Seguindo a remogio, com os pericarpos agrupados pela espécie e variedade (de-
scritas no capitulo 3) foram colocados entre duas folhas de papel tipo oficio e submetidos
3 pressio de um bloco metélico com massa de aproximadamente 2Kg, dentro de um
dessecador durante o tempo de 24 horas. O objetivo desse processo foi proporcionar a
configuragio plana para os pericarpos, de forma a ajustarem-se aos diversos equipamentos
de medidas.

No experimento com a célula fotoacistica de dois feixes, onde sdo necessarias
amostras opacas, utilizamos dois discos de aluminio com diadmetro de 5mm e espessura
de 20um, fixados com uma fina camada de éleo, conforme descrito na referéncia 13.

Nas medidas de capacidade térmica por unidade de volume, os pericarpos foram
pintados com tinta preto fosco proporcionando a absorgao que o método requer [L5],
aproximando a emissividade da amostra para 1, semelhante ao corpo negro.

No caso da rigidez mecinica nio foi necessaria nenhuma preparagao especial para os
pericarpos de milho, entretanto cuidados foram tomados, a fim de nio pressionar demais

as amostras, evitando enfraquecimento na area submetida & pressao do ar.

2.8.2 Plantio e Crescimento de Soja e Milho

As amostras de soja, em nimero de dez plantas foram semeadas pelo Prof. Dr.
Paulo Mazafera (IB-UNICAMP) e crescidas em vasos adequados para utilizagao em nosso
laboratério. Cinco delas, denominadas controle, identificadas com numeragao de 1 a 5,
e cinco outras, com numeracio de 6 a 10, chamadas experimento. Estas ltimas foram
tratadas com varias doses de nitrato de cadmio (Cd(NOj3), a 100ppm diluida na proporgéao
de 25m! para 1,5! de 4gua, em intervalos de 5 em 5 dias; enquanto que as do controle nao
foram submetidas & solug¢io. O inicio do tratamento ocorreu quando as plantas estavam
com 24 dias apds o plantio e todas elas cresceram numa pequena casa de vegetagao
construida nas proximidades do laboratério. As primeiras experiéncias ocorreram com
as plantas controle e experimento, antes da aplicagdo do nitrato de cadmio (descritas no
capitulo 4), e constam da caracterizagdo geral das amostras.

As amostras de milho, para os primeiros experimentos, foram produzidas, sele-
cionadas e semeadas no laboratério de Genética Vegetal pelo Prof. Dr. William José da

Silva (IB-UNICAMP); constitufam cinco grupos compostos por um hibrido, denominado
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F1, e seus pais que eram linhagens puras ou parentais. Cada tipo de planta contava com
cinco amostras de mesma idade. O inicio dos experimentos com milho ocorren quando as
amostras estavam com 20 dias ap6s o plantio.

Visando manter sempre as mesmas condigdes iniciais das plantas, a partir do se-
gundo conjunto de grupos passamos a condicionar todas as amostras em estufa com luz
artificial. A estufa mede 70cm de lagura, 150cm de comprimento e 70cm de altura; a
iluminagio é feita por quatro lampadas fluorescentes de 40W e, cinco incandescentes de
15W. A intensidade luminosa no interior da estufa garante iluminagéo e calor nescessarios
para assegurar o desenvolvimento das plantas durante o periodo dos experimentos (em
geral duram uma semana).

As amostras de milho, para os experimentos nos quais havia incubagao no escuro,
foram semeadas pela Prof. Dra. Laudenir M. Prioli utilizando sementes de mesma origem
das anteriores. As incubagoes foram feitas numa caixa de papelido medindo 80cm de altura
com 60cm de lado e, fechada com pano preto, espesso, de forma a bloquear a entrada de

luz.
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Capitulo 3

Determinacao das Propriedades
Térmicas e Mecanicas de Pericarpo
de Milho Comum e de Pipoca.

3.1 Introducao

Neste capitulo apresentaremos estudos do pericarpo de milho comum e de pipoca,
utilizando o efeito fotoactstico para determinar a difusividade térmica, e em conjunto com
a técnica da elevacio da temperatura por iluminacdo continua, calcular a condutividade
térmica. A rigidez mecanica foi obtida por experimento no qual, a reflexao difusa do
pericarpo incide num fotodiodo cuja resposta esté relacionada com a curvatura da amostra

submetida a certa pressdo.

A teoria do vaso de pressao apresentada neste capitulo faz a conexdo entre as
propriedades térmicas e mecénicas, com o objetivo de determinar o mecanismo de estouro
da pipoca.

Foram analisados os pericarpos de quatro espécies de milho comum e duas de
milho de pipoca, denominadas pelo Prof. Dr. William José da Silva (IB. UNICAMP)
por C08, C10, Ci2, C16 e P60, P61. As letras C e P representam mitho comum e de
pipoca, respectivamente, enquanto que os nimeros representam as variedades resultantes
de diferentes cruzamentos genéticos.

Estudos com este objetivo tém sido desenvolvidos na drea de agronomia [2], desde

a primeira metade deste século [3], visando o melhoramento das espécies com habilidade

61



de estourar para atender ao mercado consumidor.

3.2 Medidas de Difusividade Térmica («) e Capaci-
dade Térmica por Unidade de Volume (pC)

As difusividades térmicas dos pericarpos de milho comum e de milho de pipoca
foram determinadas com uso da técnica fotoacustica da diferenga de fase de dois feixes,
descrita no capitulo 2.

A absorgéo superficial foi garantida com a fixagao das folhas de aluminio com fina
camada de éleo, visto que as amostras sio transparentes a radiagao incidente, neste caso,
um feixe de laser de argdnio operando com 86 mW de poténcia, no modo multilinha (faixa
de 457.9 a 514.5 nm) em todas as medidas.

O mecanismo de geracio de calor predominante foi o de difusdo térmica devido
ao comportamento termicamente grosso das amostras na faixa de freqiiéncias utilizada
(entre 10 e 50 Hz), conforme mostram as figuras 3.1a e 3.1b, para as espécies de milho
comum C10 e, para o milho de pipoca P61, respectivamente. Observamos que a ampli-
tude do sinal traseiro é dominada pelo comportamento exponencial ( :1; exp(—av/f)), como
prevé o modelo de difusio térmica para amostras termicamente grossas. . Essa faixa de
freqiiéncias ficou definida apés varredura inicial, em faixa maior, observando-se a mudanga
de regime de termicamente fino para termicamente grosso. Usando as diferengas de fase
dos sinais frontal e traseiro e aplicando as expressoes 2.16 e 2.17 calculamos a difusividade
térmica de cada pericarpo.

Na tabela 3.1 sio apresentados o3 resultados obtidos para as diversas amostras.
Cada valor tabelado é resultante do valor médio de uma série de medidas de cada amostra
e variedade.

A condutividade térmica (k) estd relacionada com a difusividade térmica (o)

através da expressao:

k
o=
P (3.1)
onde o produto entre a densidade (p) e o calor especifico {¢) € a capacidade térmica por

unidade de volume do material.
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Tabela 3.1: Resultados das propriedades térmicas dos pericarpos de milho comum e de
pipoca para as variedades estudadas.

Variedades Ci10 C12 Cl6 C08 P60 P61
Difusividade 0.32 045 0.55 0.77 1.42 1.56
Térmica ()

(em?/s)107?

Condutividade 0.62 0.95 1.31 1.79 2.27 230
Térmica (k)

mW /cmK

Calor 1.93 2.12 237 233 160 1.45
Especifico (pC)

Jfem*K

As medidas de pc dos pericarpos de milho comum e de pipoca foram obtidas através
do método da elevagio e diminuigdo da temperatura sob iluminagdo continua, conforme

descrito no capitulo 2.

As figuras 3.2a e 3.2b mostram os resultados da subida e descida da temperatura
para uma variedade de mitho comum (C10) e uma de milho de pipoca (P61). Ajustando-
se esses dados de temperatura em fungéo do tempo de iluminagio com uso das expressoes
2.25 e 2.27 encontramos os valores de pC. Usando a expressao 3.1 com os valores das
difusividades térmicas , j& calculados, determinamos as condutividades térmicas dos peri-
carpos.

Na tabela 3.1 estio os resultados obtidos para a condutividade térmica e capacidade

térmica por unidade de volume, onde observamos diferengas bastante acentuadas.

3.3 Medidas de Rigidez Mecéanica

A avaliagio da rigidez mecanica dos pericarpos foi realizada com uso do sistema
constituido de uma célula de pressio, um laser de He-Ne e um fotodiodo, como elementos
principais, descritos na secgio 2.5. O fotodiodo linearizado com resistor de 5004 foi fixado
a distancia de 2cm da amostra; a area exposta do pericarpo foi limitada pela abertura
da tampa da cimara de pressao (3mm). O laser com poténcia de 2mW foi localizado a

distincia de aproximadamente 30cm da amostra, com angulo de incidéncia préximo de
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Figura 3.1: Dependéncia da amplitude do sinal traseiro com a raiz da freqiéncia de mo-
dulagdo para o pericarpo do (a) milho comum e (b) para o milho de pipoca.
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Figura 3.2: Variagdo de temperatura dos pericarpos de milho comum (a) e de pipoca (b)
em fung¢do do tempo. As linhas continuas representam os ajustes pelas expressoes 2.22 e
2.24. '
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Tabela 3.2: Vualores da propriedade mecdnica, para os pericarpos de miho comum e de

pipoca.

Variedades Clo C12 Ci6  Cos P60 P6l
Pressio 18 21 33 18 36 36
utilizada

(psi) i
Rigidez 66.7 95.3 118.0 206 2150 262.0

Mecanica (I})
atm.cm®(4.2 x 1075
Espessura 50 50 ab 60 60 110

média (pm)

45°.

As pressdes que submetemos os pericarpos foram variadas de tal forma a nao
produzir deformacdes permanentes. Isto foi verificado através do retorno do sinal no
registrador ao nivel inicial quando era cessada a pressao em cada amostra.

O registrador XY foi ajustado para velocidade de varredura de Hcms e escala de
sensibilidade em 10mV.

Os resultados das pressoes, rigidez mecanica e espessuras dos pericarpos sdo mostra-

dos na tabela 3.2. Esses resultados sio valores médios de uma série de medidas.

3.4 Modelo do Vaso de Pressao

O mecanismo de estouro da pipoca tem como {atores principais, bemn definidos, a
temperatura e a pressdo interna dos graos. Isto mostra que o sistema requer um modelo
no qual possamos relacionar essas grandezas fisicas, sendo feito através do vaso de pressao
[1, 2, e 3].

O grao de milho tem conliguracao que pode ser representada por um vaso com
forma aproximadamente esférica de raio efetivo R, contendo ¢m seu interior amido e dgua.
O material interno tem densidade p, condutividade térmica, & e difusividade térmica, a.
A troca de calor com sua vizinhanga se faz através de uma parede fina (o pericarpo) de
espessura [, e condutividade térmica k,. O coeficiente de transferéncia de calor, #, é dado

por:
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. (3.2)
I,

O vaso inicialmente com temperatura T} e pressao Py é aquecido com fluxo de calor

constante ¢g, entdo sua temperatura final pode ser determinada através da equagao de

difusao térmica, escrita na forma,

197 1
2 = e — —
VT = oadt k

onde 0(t) é a fungdo degrau unitaria. Usando a técnica da transformada de Laplace,

[¢of(t) — AT 6(r — R) (3.3)

encontramos a solugdo para a equacao 3.3, dada por:

o doR (7 —eo)
T(r,s) = 2sr  hsinh(or) + (k/R)(or cosh(or))

Calculando a média temporal da temperatura e tomando a transformada de Laplace

(3.4)

inversa, encontramos a expressao para a evolugao da temperatura no dominio do tempo,

dada por:

T(t) = ‘1“ [1 =7 (3.9)

2o le relaxach T S sratura final @
, ¢ 0 tempo de relaxacdo para o vaso atingir a temperatura final §.

onde 7 = £
e

Podemos concluir, da equaciio 3.5, que vasos pequenos atingem a temperatura final
em menor tempo que vasos maiores. Quanto maior o cocficiente de transferéncia de calor
menor sera a temperatura final. Isto significa que os graos do milho de pipoca, por serem
menores e possuirem alto coeficiente de transferéncia de calor, atingem a temperatura
final mais rapido do que os grios de milho comum. Este iltimo além de ter maiores
graos, tém baixo coeficiente de transferéncia de calor.

Para as amostras P61 e Cl0, os comportamentos da temperatura obtidos da

equagao 3.5, sao dados pelas seguintes expressoces:

To(t) = i“ 1 (3.6)
Tu(l) = --]—:-’1,89 (1= e (3.7)



onde T = ;”; ; sendo 7, = 87, h, = 1,89%,.

As curvas para os milho de pipoca e comum obtidas com as expressoes 3.6 ¢ 3.7
estdo na figura 3.3.

Até aqui desprezamos o fato de que o amido inicia o processo de decomposigao
na temperatura de aproximadamente 105°C. Passando a considerd-lo, a expressao da

temperatura na superficie do vaso, em fungio do tempo, é obtida fazendo-se r = R, e

considerando (o R > 1 na expressio 3.4. Isto resulta em:

T(R,s) = %9 [1 - e“2terfc(at_]/2_)] (3.8)

— h_1/2 _ 2 oo —z?
onde a = 2a'/? e erfc(z) = 7 lo e dz.

Fazendo x = a’t, para x pequeno, ¢ considerando que ¢, = 0,5a, e h, = 2h,,
encotramos as expressoes para as variedades de milho de pipoca (P61) e comum (C10),

respectivamente dados por:

T,(R,t) = %;’ {1 p [1 - [1 - e"“'ﬂ'/”] ”2]} (3.9)
To(R,t) = gzz {1 EE [1 ~[i- e"“’/"]]/2]} (3.10)

As curvas de temperatura em func¢do do tempo dadas pelas expressoes 3.9 e 3.10

estao na figura 3.4.
As expressoes para a temperatura no centro do grao (r = 0) sdo obtidas da mesma

forma que para a superficie, dadas por:

7111/2
T,(0,1) = [ngﬁ} M 8 — [1 —exp {—{ {\/.%Jr 2:\/3:} ” (3.11)

il

017 1/2
T.(0,t) = [g%\[y—z} 02523 +0) Ly [l P [_Tlr [\/1 + \;\T} ” (3.12)

onded = %—“
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Figura 3.3: Curvas de temperatura em fung¢do do tempo (z = i/7,) obtidas para peri-
carpos de milho de pipoca (a) e comum (b), obtidas através das expressdes 3.6 e 3.7,

respectivamente.
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Figura 3.4: Curvas de temperatura em fungdo do tempo (z = a®t) obtidas, para a su-
perficie do amido de milho de pipoca (a) e comum (b), através das erpressoes 3.9 e 3.10,

respectivamente.
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3.5 Discussao

Os resultados apresentados na tabela 3.1 mostram que o pericarpo do milho de
pipoca tem difusividade e condutividade térmica dec aproximadamente 2,9 e 2,0 vezes
maior, respectivamente, que as mesmas para o pericarpo do milho comum. [sses va-
lores sugerem que o pericarpo do milho de pipoca é menos amorlo (no sentido de ser
estruturalmente mais organizado) do que o pericarpo do milho comum.

Assim sendo é de se esperar que a rigidez mecéanica do pericarpo do milho de pipoca
seja maior. Isto foi comprovado com os resultados mostrados na tabela 3.2, onde a rigidez
mecanica do pericarpo do milho de pipoca é cerca de 4 vezes maior do que esta para o
milho comum.

Com o modelo do vaso de pressio relacionamos as propriedades térmicas e mecanica
permitindo as seguintes conclusdes:

a) Usando os dados térmicos verificamos que o coeficiente de transferéncia de calor,
equacio 3.2, é aproximadamente 1,9 vezes maior no pericarpo do milho de pipoca do
que no pericarpo do milho comum, proporcionando maior eliciéncia na transferéncia de
calor para o amido no milho de pipoca, de forma que sua temperatura interna aumenta
mais rapida e fortemente, enquanto a temperatura na capa permanece mais baixa que
o pericarpo do milho comum. A baixa temperatura minimiza o risco de combustao do
pericarpo no momento em que o amido atinge a teroperatura para sua maxima expansao.
No milho comum, o pericarpo queima-se quando atinge a temperatura na qual ocorre a
maxima expansao do amido.

b) A rigidez mecanica do pericarpo do milho de pipoca mostra que este suporta
maior pressio que o pericarpo do milho comum, portanto o mecanismo do estouro é

favorecido nas variedades de milho de pipoca.

3.6 Aspectos Complementares

As caracterizagoes térmica e mecanica mostraram perfeita discriminagao entre as
estruturas dos pericarpos de milho comum e de pipoca. Dos resultados podemos afirmar
que o mecanismo de estouro da pipoca esta relacionado com o pericarpo.

A expansao maxima do amido ocorre na temperatura de 180°C e pressao de 135PSH,
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condicdes que o millo comum nédo consegue atingir devido a queima e ruptura de seu
pericarpo.

EEm observagio de microscopia éptica de birrefringénecia, (feitas pelo Prof. Dr.
Benedito Vidal (IB-UNICAMP), ficou comprovado que o pericarpo do milho de pipoca
possui arranjo cristalino da celulose, enquanto que no pericarpo do milho comum o arranjo
é fibrilar. Essa diferenca estrutural, mostrada na figura 3.5, garante maior rigidez para o
pericarpo do milho de pipoca.

Dois experimentos de expansio do amido (aumento de volume do grao apés o
estouro, com relagio ao volume inicial do grao) dos graos foram feitos pelo Prof. Dr.
William José da Silva (IB-UNICAMP) com objetivo de verificar o papel do amido e do
pericarpo no mecanismo de estouro da pipoca. O primeiro, “popping” consiste em colocar
os graos de milho em dleo vegetal a uma temperatura de 180°C. No segundo, "pufling”
0s graos sio colocados numa camara de pressao aquecida a 180°C e levada & pressio de
135PS1. Ao atingir essa pressao, a tampa da cdmara é instantaneamente aberta e os graos
de milho sio expostos A pressiao atmosférica; neste experimento a cAmara simula a agao
do pericarpo durante o mecanismo do estouro.

As amostras utilizadas nos experimentos do “popping” e “puffing” foram duas
variedades de milho comum, C10 e C12, e duas variedades de milho de pipoca, P61 ¢ P62.
Ambos os experimentos forarn realizados com graos inteiros ¢ sem os pericarpos.

Os resultados obtidos no “popping”, para o inilho comum, mostraram que a reti-
rada do pericarpo nio modifica a expansio. Neste caso os graos com casca demonstram
pouca capacidade de expansio, enquanto que as vatiedades de milho de pipoca sofreram
reducio de 90,4% na capacidade de expansio com a retirada do pericarpo.

Quanto ao “pufling” foi verificada a grande capacidadede expansido do milho co-
mum, com valores préximos aos do mitho de pipoca. [ssa capacidade de expansao reve-
lada, neste experimento, pelo milho comum é atribuida a camara de pressao que simula
um pericarpo resistente sobre os graos.

Os resultados desses experimnentos sdo mostrados na ligura 3.6 ¢ confirmam, mais

uma vez, a importancia do pericarpo no mecanismo do estouro da pipoca.



Figura 3.5: (A-C) Resultados da microscopia de birrefringéncia em uma sec¢io de Tum
de espessura de milho de pipoca, mostrando o pericarpo (p), aleuroma (a) e subaleuroma

(3); (367z). (D) Resultado da microscopia de birrefringéncia em wma secgdo de Tum de
espessura de um grio de milho comum.
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Figura 3.6: Resultados dos experimentos de “popping” e “puffing” em grdos inteiro e
sem pericarpo. Os nimeros indicam a expansio apds o estouro, ou seja, quantas vezes o
volume do grde expandiu-se com relagdo ao grao original.

74



Referéncias Bibliograficas

(1] Eldredge, J.C. and Lyerley, P.J.; Iowa Agric. Exp. Stn. Bull, 54(1943)765.
[2] Richardson, D.L.; Agron. J., 51(1959)631.
[3] Hanes, E.R.; MS. Thesis, Purdue University, W. Lafayette, Indiana (1973).

=1
<t



Capitulo 4

Estudo da Fotossintese em Folhas
Vegetais “In vivo” e “In Situ” com

OPC

4.1 Introducao

O efeito fotoacistico investiga, essencialmente, processos de desexcitagao nao-
radiativa que ocorrem num sistema o qual é periodicamente excitado pela absorcio de
luz modulada. A sensibilidade seletiva desta técnica faz dela excelente para estudos em
amostras folossintetizantes.

O espectro fotoacistico de folhas vegetais foi primeiramente obtido por Adams,
Kirkbrigth e colaboradores [1] em 1976. Utilizaram solucao de clorolila extraida de fol-
has de espinafre, monstrando a existéncia da camada de cera. Em 1978, Rosencwaig [2]
mostrou a possibilidade de obter espectro fotoacistico de folhas vegetais intactas. Ainda
em 1978 Cahen et al. [3] demonstraram a possibilidade de estudo do processo foto-
ssintético e outros processos fotobioquimicos. Em 1982, Gerard Bults et al. [4] estudaram
a atividade fotossintética em folhas intactas de [umo monitorada pelo efeito fotoaciistico,
utilizando iluminagao continua de intensidade saturante. Foram observados os eleitos
“positivo” e “negativo”, respectivamente em alta ¢ baixa freqiiéncias de modulagiao. Um
ano mais tarde, a fotoactstica foi utilizada para monitorar “stres™ hidrico “in vivo” em
folhas de fumo [5]. Nesse estudo foi verificado que a deficiéncia de agua na folha causa

reduciio na componente do sinal relativa ao oxigénio evoluido e, um forte anmento na
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componente térmica do sinal. Vargas, Miranda e colaboradores [6] analisaram o perfil de
profundidade e mostraram a agio de herbicidas em plantas verdes.

As amostras, em todos os estudos citados acima, foram discos de folhas ou solugéao
de cloroplastos. Em todos os casos, os termos “in vivo” e “intacta” significam que a parte
fotossensivel do vegetal estavarn em bom funcionamento. Intretanto o envelhecimento
das amostras é inevitavel, podendo ocorrer em torno de 3 horas, para os discos; quanto a
solucio de cloroplastos, o tempo de envelhecimento é urn pouco maijor. Em ambos os casos
é impossivel monitorar a atividade fotossintética por varios dias com a mesma amostra.
A Célula Aberta, com amostras vegetais, foi primeiramente utilizada na obtencao de
espectros de absorcio [8], objetivando estudar a acfio da toxidez metalica (do AP*) em
plantas de milho.

Neste capitulo mostraremos o estudo da atividade fotossintética, realizado pela
primeira vez, “in vivo” e “in situ” em plantas de soja e milho. As folhas, neste con-
texto, foram utilizadas ainda presas ao caule e plantadas em pequenos vasos. No estudo
da soja determinamos a evoluciio de oxigénio e energia armazenada em plantas crescidas
com solugio nutriente, sem tratamento especifico, em outras, tratadas com solugio de
nitrato de ciddmio adicionada na solucao nutriente. Em outras palavras, “envenenadas”.
Quanto ao milho, o nosso objetivo foi correlacionar a atividade fotossintética com o vigor
do hibrido (heterose) apresentado dentro das familias; o hibrido é obtido através do cruza-

mento genético de duas linhagens.

4.2 Equacao da Fotossintese e Efeitos Observados
com OPC

O processo de fotossintese consiste na conversdo de parte da energia absorvida,
pelos vegetais verdes, em energia quimica seguida da liberacao de oxigénio. Este processo

pode ser sumarizado {9] através da equacdo quimica dada por:

nC 0y + ndl0 25 €y Hy Oy + 10, (4.1)

O primeiro termo do lado direito da equacio 4.1 representa os produtos sintetizados

através da energia armazenada pela foltha, e o ultimo representa o oxigénio evoluido.



O sinal fotoacistico total, devido a incidéncia de luz modulada, em folhas vege-
tais, é composto da soma de duas contribuigdes. A primeira é a contribuigio fototérmica
devido & conversdo, de parte ou total, da luz modulada incidente em calor. A segunda
contribuicio é a fotobarica, relativa a evolugdo do oxigénio fotossintético, gerado pela ex-
citacio periddica do fotossistema. Ambas as contribuicoes sio originadas nos cloroplastos,
de onde o calor e o oxigénio se difundem pelo interior da folha.

‘Para determinar o oxigénio evoluido e a energia armazenada em folhas vegetais uti-
lizamos os efeitos produzidos por luz branca, continua de alta intensidade, denominada

luz de saturagio. Esses efeitos se verficam em baixas freqiiéncias de modulagio (efeito

negativo) e em altas freqiiéncias (efeito positivo), assim descritos:

a} Efeito negativo.

Quando adicionamos luz continua suficientemente intensa, esta satura a fotossintese
pelo “fechamento” dos centros de reagéo, eliminando a componente modulada da evolugao

de oxigénio, resultando num decréscimo do sinal fotoacistico. O efeito negativo é dado

por:

-

SN = PA+

onde PA_ é o sinal na auséncia da luz de saturagio, e PAy ¢ o sinal em presenca da luz

PA_—PA,
e (4.2)

de saturacao.
b) Efeito positivo.

Aumentando a freqiiéncia de modulagio até o ponto em que a contribuicdo do
oxigenio evoluido seja eliminada (devido a lenta difusdo comparada com a freqiiéncia de
modulagiio), a adigdo da luz de saturacio produz sinal de maior amplitude do que sem

esta. O acréscimo do sinal fotoacistico é devido a conversio de praticamente toda energia

absorvida em calor. O efeito positivo é dado [10] por:

PAy — PA

Bp= i (13)



O efeito positivo também chamado de “perda fotoquimica” (PL) é relativo a en-

ergia armazenada pela planta; essa energia sera utilizada na sintese de outros compostos

necessirios para o seu desenvolvimento.
Nas figuras 4.1a e 4.1b ilustramos esses dois efeitos.

Em baixas freqiiéncias de modulago os efeitos coexistem e portanto a componente
fototérmica do sinal fotoaciistico é reduzida por uma fracéo equivalente a parte da perda

fotoquimica. Levando em conta a corre¢io para mudanga de nivel fototérmico, o sinal
devido ao oxigénio [11] é dado por: '
O,(sinal) = PA_ — (1 - PL}PA4 (4.4}

onde PL é a perda fotoquimica. Assim, o oxigénio evoluido, com relagdo ao sinal térmico

é calculado pela seguinte expressao:

PA_ - 5
4.5
5 (4.5)

0, =

onde o sinal térmico,S; = (1 — PL)PA,.

4.3 Medidas de Evolugao de Oxigénio e Energia Ar-
mazenada em Folhas de Soja “In Vivo” e “In
Situ” com OPC

Nesta seccio apresentamos o estudo realizado em folhas de soja submetida a agfo
de nitrato de cadmio, onde monitoramos o oxigénio evoluido e a energia armazenada.
Como amostras, foram utilizadas cinco plantas submetidas a solugao de nitrato de cadmio,
denominadas “experimento” e cinco outras sem uso dessa solugio as quais denominamos
“controle”.

O experimento com folhas de soja foi realizado em duas etapas. Na primetra
caracterizamos as amostras observando o desempenho da OPC no sentido de: a) Observar
sensibilidade para determinagao do oxigénio evoluido; b) verificar a transigdo entre os
efeitos positivo e negativo em fungio da freqiiéncia de modulagio; ¢) A energia armazenada

e, d} Adaptacao da folha & luz de excitagao. Na segunda etapa investigamos o eleito do
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Figura 4.1: Efeitos da luz de saturacdo: a) efeito negative (19Hz), e b) efeito posi-
tivo (352Hz). As intensidades luminosas para ambos os efeitos foram: luz modulada
(A=680nm) I=22W/m?, e luz branca continua com intensidade I=230W/m?,
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nitrato de cddmio (C'd(NOs),) aplicado 4s amostras denominadas “experimento”, através

da energia armazenada e da evolugdo de oxigénio.

4.3.1 Caracterizacio de Folhas de Soja sem Tratamento de
Nitrato de Cadmio com uso da OPC

A folha ainda presa ao caule (ver figura 2.1) foi fixada na célula fotoacistica (OPC).
Incidimos sobre a amostra a luz (A = 680nm que é um dos picos de absorgao da cloro-
fila “a”) modulada em 19Hz e intensidade de aproximadamente 12,7W/m?. Por duas
vezes adicionamos luz branca continua, com intensidade de 220W/m?, para saturar a
fotossintese, eliminando assim a componente fotobéarica do sinal. O resultado é o efeito
negativo. Em seguida a folha foi separada do caule com objetivo de monitorar, através
do efeito negativo, o tempo de atividade fotossintética. Podemos observar que a folha de
soja, quando separada do caule, perde gradualmente suas fungdes vitais devido ao efeito
da desidratagio. Isto é verificado com a diminuigdo de atividade fotossintética mostrada,
nas figuras 4.2 e 4.3, através da redugao do oxigénio evoluido (relacionado com o efeito
negativo).

Usando a expressio 4.5 determinamos a evolugdo de oxigénio da folha no caule e
obtemos 1,87 com relagdo ao sinal térmico méximo. Apés o corte, o oxigénio evoluido
passou de 1,87, nos primeiros minutos, para 0,25 em 200min. O valor da taxa de evolugao
de oxigéniono final da aquisicdo corresponde a aproximadamente 11% da taxa inicial,
mostra que a folha estd “morrendo”.

Os efeitos negativo e positivo dependem do indice de hidratagao da folha, das
intensidades luminosas (modulada e continua) e, também da freqiiéncia de modulagio.
Usualmente a freqiiéncia para estudo do efeito negativo é menor do que 100Hz e, para o
positivo é acima de 200Hz. Em cada tipo de planta, a dependeéncia dos efeitos positivo
e negativo com a freqiiéncia de modulagdo pode variar; portanto é importante conhecer
essa dependéncia em cada sistema a ser estudado [12]. Com a finalidade de encontrar as
freqiiéncias de modulagio que produzem melhor observacao desses efeitos, foi realizada
uma varredura entre 46 e 500Hz com saturagoes periddicas.

Na figura 4.4 mostramos a variagio dos efeitos negativo e positivo com a freqtiéncia

de modulagio. As intensidades luminosas foram, respectivamente, 12, TW/m? e 220W/m?
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para a luz modulada (A = 680nm) e continua. Observa-se que na fregiiéncia de 125Hz
a competicdo entre os dois efeitos faz com que se anulem mutuamente. Isto significa
que a partir dessa freqiiéncia de modulacdo a predominancia serad do efeito positivo; o
oxigénio produzido difunde-se lentamente pelo interior da folha néo contribuindo para o
sinal fotoacistico e, indica que a partir de 150Hz podemos utilizar qualquer freqiiéncia
para determinar a perda fotoquimica.

Um dos aspectos mais importantes em atividade fotossintética é a parte da energia
absorvida que é armazenada em processos fotoquimicos intermediarios, também chamada

de perda fotoquimica {13}, dada pela expressao:

PA, — PA_
_ 4.
PL ( 5L ) 100% (4.6)

Essa expressdo representa o percentual de energia armazenada.

O valor do PL varia com a intensidade da luz modulada incidente €, a extrapolagao
linear do reciproco do PL, para a intensidade zero fornece a medida da maxima energia
armazenada [14]. Os transientes da dependéncia do efeito positivo com a intensidade da
luz modulada e a extrapolacio do reciproco do PL obtidos com OPC, “in vivo” e “in situ”

estdo nas figuras 4.5 e 4.6, respectivamente.
Ao incidirmos luz numa folha vegetal verde estamos induzindo a fotossintese.

O efeito dessa indugdo depende principalmente da intensidade luminosa, do estado de
hidratacdo da folha e do nivel de iluminagio em que a planta se encontrava; Assim, pode-
mos ter curto e longo periodos de indugdo. Estes sao caracterizados pelo tempo necessario
para a taxa de oxigénio atingir seu maior valor e permanecer constante.

O efeito da indugdo fotossintética é observado, com a fotoacistica, através da
componente fotobéarica do sinal, e pode ser estimulada com luz de saturacéo. Esse estimulo
é verificado com o retorno do sinal para niveis mais altos, apds desligar a luz continua,
até que a resposta fotoacustica permanega constante no tempo. Com novas saturagoes o
sinal retorna ao mesmo nivel em que se encontrava. A este estigio denominamos estado
estacionario e representa a adaptacao da folha a intensidade da luz de excitagio.

Em experimento de indugao fotossintética, com uso da OPC e folha de soja “in
vivo” e “in situ” observamos que o sinal fotoacistico inicial foi fortemente diminuido (de

8 para 51V') nos primeiros minutos de aquisigao. Ao incidirmos luz de saturagio, o sinal
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fototérmico obtido foi de 1,51V demonstrande que nio houve redugio total de oxigénio.
Esse transiente indica que as primeiras absorgdes de {6tons tem um fluxo maior do que o
fluxo anterior; isto é, a intensidade luminosa na qual a planta se encontrava era menor do
que a intensidade de excitagao, causando fotoinibigdo ou fechamento parcial de estématos.

Apbs sucessivas saturacdes da fotossintese houve estimulo, para aumento da ativi-
dade fotossintética, até que o estado estacionario fosse atingido (50min apds o inicio do
experimento). Portanto, a indugdo fotossintética, em particular, de longa duragio deve
ser observada em condigbes reais de vida. Em situagdes nas quais a folha foi cortada
em forma de disco, esse efeito pode fornecer atividade fotossintética que ndo representa
a atividade real (para a 4rea da folha em estudo), devido ao efeito da desidratagdo. O

resultado deste experimento é mostrado na figura 4.7.

4.3.2 Estudo de Evolugao de Oxigénio e Energia Armazenada
em Folhas de Soja “Envenenadas” com Solugao de Ni-

trato de Cadmio

Sabe-se que o cadmio é um dos maiores contaminantes do meio ambiente, sendo
téxico para plantas, em altas concentragdes. Origina-se naturalmente como resultado,
por exemplo, de emissées vulcinicas e combustio de carviio de pedra e éleo [16], estando
presente em agua e solos, especialmente em areas de pesado trafego de automoveis. £
considerado um inibidor efetivo das plantas e particularmente de processos {otossintéticos
nos vegetais superiores [15]. Em 1978, Lamoreaux e Chaney [16] sugeriram que o cadmio
inibe a fotossintese pelo aumento da resisténcia do mesdfilo (parte intermediaria interna
das folhas) e dos estomatos para a fixagdo de COj.

Com objetivo de observar o efeito do nitrato de cadmio em folhas de soja utilizando
a tecnica QOPC, procedemos os estudos monitorando a evolugdo de oxigénio e energia
armazenada apés cinco semanas de tratamento, descrito no capitulo 2.

Neste experimento observamos a atividade fotossintética, “in vivo” e “in situ”, ao
longo do desenvolvimento das plantas até a {ase de frutificagdao. As medidas de oxigénio
evoluido e energia armazenada foram feitas através dos efeitos negativo e positivo, como
fol mostrado nas secg¢des anteriores, com uso das equacdes 4.5 e 4.6 para as amostras

“controle” e “experimento”, nos mesmos dias e nas mesmas condigbes experimentais.
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Tabela 4.1: Resultados obtidos com OPC em folhas de soja. A coluna PL(%) corresponde
¢ perda fotoquimica com 20W/m?.

Data Mostra Idade (semana) Oz(u.a) PL(%) PLyax(%)
11/10/91 controle 7,5 3,10 11,0 25
experimento 7,5 1,04 13,0 20
30/10/91 controle 13,0 1,96 16,5 29
experimento 13,0 1,10 16,4 20
15/11/91 controle 15,0 6,54 37,0 40
experimento 15,0 4,96 34,0 38

Nas figuras 4.8a e 4.8b, mostramos os transientes dos efeitos negativos para as
amostras “controle” e “experimento”. Neste experimento a fotossintese foi induzida com
radiagio de 680nm, intensidade 20W/m?, modulada em 19 Hz e, a luz de saturagio com
intensidade de 220W/m?.

Na tabela 4.1 apresentamos os resultados obtidos através das equagées 4.5 e 4.6 em trés
dias diferentes.

Os resultados apresentados na tabela 4.1 mostram que apés trés semanas de trata-
mento a taxa de O, foi diminuida em torno de 60%, quando comparada com as plantas
controle. Estando, portanto em bom acordo com o efeito do C'd** aplicado em vegetais,
medido com outro método [17]. Esta redugio é associada com o fluxo de elétrons no
fotossistema II. Qutro fato que pode contribuir com o decréscimo do oxigénio evoluido é
a diminuigio da conduténcia estomatal [18].

Com seis semanas de tratamento, a redugio baixou para 256%, estando este resul-
tado em boa concordancia com estudos desenvolvido anteriormente, com outro método
[17], onde foi verificado que a toxidez de metais pesados depende do estado de crescimento
da planta.

Os resultados da energia armazenada (tabela 4.1) permaneceram equivalentes du-
rante o experimento e s&o coerentes, visto que a energia medida refere-se ao percentual
da energia absorvida pela planta destinada as reagOes enzimidticas, ou seja: a energia
absorvida para o processo da fotossintese, é primeiramente, utilizada na oxidacao das

moléculas de dgua produzindo oxigénio; neste sentido, embora com mesma intensidade
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de radiacdo incidente, a amostra “controle” absorve maior niimero de fotons do que a
amostra “experimento” (devido maior concentragio de pigmentos na amostra “controle”)
. Isto pode ser observado na taxa de oxigénio evoluido e nos niveis dos sinais térmicos
mostrados nas figuras 4.8a e b. Assim, o mesmo percentual de energia armazenada em
ambas as folhas sio diferentes em valores absolutos.

No estudo inicial “in vivo” e “in situ” com folhas de soja usando a técnica OPC
pela primeira vez, observamos que os parametros fundamentais para estudos da ativi-
dade fotossintética, por medidas nao-espectroscopicas, sio bem definidos pela técnica
OPC mostrando boa concordincia com resultados da literatura obtidos com fotoacustica
convencional. '

Na segunda fase do estudo destacamos a versatilidade da técnica em acompanhar
a atividade de uma amostra durante meses, onde podemos observar o mecanismo de
abertura estomatal (ver apéndice) através do comportamento da componente fotobarica
do sinal, isto é; em transientes onde a componente do O, decresce indica estado de estresse

na folha causando fechamento parcial dos estématos como prevengido de possivel perda

de dgua.

4.3.3 Aspectos Complementares

A estrutura interna das folhas de soja foi observada através de microscopia optica.
Isto foi realizado com a colaboracdo do prof. Dr. Antonio Gabrielle (IB-UNICAMP),
cujos resultados s&o apresentados na figura 4.9a,b. Observamos uma diminui¢do média
de 37% na espessura da folha tratada com nitrato de cadmio, em relagio ao controle. A
maior diferenca foi observada no meséfilo lacunoso calculada em 45%; a expessura, dos
constituintes do meséfilo palicddico, da amostra tratada com nitrato de cadmio corres-
ponde, em média a 71% da nao tratada. Os resultados mostram que o efeito do “veneno”
utilizado diminuiu a concentragéo de pigmentos na folha.

O teor de cddmio depositado nas folhas foi quantificado nas amostras “experi-
mento”, pelo prof. Dr. Oswaldo E.S. Godinho (IQ-UNICAMP), apds 23 semanas de
tratamento. O processo utilizado foi 0 método polarografico depois de calcinar a folha

picada e secada a 80°C. O valor encontrado foi 0,014% de folha seca.
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4.4 Estudo de Evolucao de Oxigénio e Energia Ar-
mazenada em Folhas de Milho “In Vivo” e “In
Situ” com OPC

Nesta seccio mostraremos o estudo desenvolvido em folhas de milho utilizando
a técnica OPC. O estudo foi realizado em dois experimentos: no primeiro, analisamos
o efeito negativo, peso seco e area foliar; no segundo, medimos o oxigénio evoluido e,
em etapa complementar, normalizamos o sinal fotoacistico com a espessura das folhas
para relacionar com a eficiéncia fotossintética. O objetivo de ambos os experimentos foi
correlacionar a atividade fotossintética, de duas linhagens de milho e do seu respectivo

hibrido com o efeito da heterose (ver capitulo 5) ligado & produtividade da planta.

4.4.1 Medidas de efeito negativo, area foliar e peso seco em
plantas de milho

As amostras para este experimento foram semeadas e seis grupos com tres plantas
(duas linhagens e um hibrido) com trés repeti¢ées. Entre o plantio de cada grupo foi
mantido o intervalo de uma semana. Para cada conjunto, foram plantadas mais trés
amostras do hibrido com diferenca de uma semana; esse procedimento permitiu amostras
com mesma idade e mesmo tamanho dentro dos grupos, devido ao crescimento mais rapido
do mitho hibrido.

A 4rea foliar foi medida através da relacéo entre a massa de um retingulo de papel
(de uso em fotocopiadoras) e sua 4rea; as folhas foram moldadas no papel e recortadas.
As massas dos recortes foram comparadas com a massa do retangulo do mesmo papel e,
a partir dessa relagio determinamos a area da folha.

O “peso” seco corresponde & massa da planta apds seca-la numa estufa a 60°C
durante 5 dias.

Neste experimento, optamos pelo uso do efeito negativo (proporcional ao oxigénio
evoluido) como uma variavel de estudo devido a dificuldades na medida da energia ar-
mazenada em folhas de milho. O milho faz parte do grupo de plantas “C4” que tém
mecanismo especial para fixacdo de carbono (ver apéndice).

O efeito negativo foi calculado com uso da expressao 4.2. As intensidades luminosas
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Tabela 4.2: Formagdo dos grupos estudados. Os germoplasmas citados sio linhagens e,
0s F1 sdo hibridos gerados do cruzamento genético das linhagens.

Grupo Amostra Germoplasma
i 1 L222N

3 L910(N)

10 F1(hibrido)
2 I L222N

8 L78(7700)

11 F1(hibrido)
3 5 L910Wx

6 L473Wx

12 F1(hibrido)
4 1 L222N

2 1.222(90)

13 F1(hibrido)
5 i L910(90)

9 1.910(80)

14 Fi(hibrido)
6 6 L473Wx

7 1.833(80)Wx

15 F1(hibrido)

utilizadas foram 20W/m?, para a luz modulada em 17Hz com A = 680nm e, 220W/m?,
para a luz de saturagdo. E as medidas efetuadas, em cada grupo, de modo que o intervalo -
de tempo entre duas amostras nio excedesse 30min, evitando mudangas nas condigbes -
ambientais com esse procedimento.

Os grupos foram compostos de acordo com a tabela 4.2.

Os dados obtidos para o efeito negativo, area foliar e peso seco foram submetidos,
pelo prof. Dr. William José da Silva IB-UNICAMP, ao teste estatistico das médias de
Tukey. Esse teste é dito de grande importancia para estatistica em biologia (sendo on-
hecido como o teste das diferencas totalmente significantes), considera o método hipotese
nula [19]. Os resultados da estatistica estdo na tabela 4.3.

A analise estatistica com as médias de Tukey mostra que nao houve diferengas sig-

nificativas entre o efeito negativo (proporcional ao oxigénio evoluido) dos seis hibridos es-
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Tabela 4.3: Resultados do efeito negativo médio, peso seco e drea foliar de dois grupos de
milho, obtidos em 3 repetices em amostras de mesma denominagdo, em plantas diferen-

tes.

Grupo Amostra £.N.(u.a.) R.A.Foliar(cm) P.Seco(g)
1 i 1422 7.00b 0,955
1 3 1,27a 8,91ab 0,3%
1 10M 1,5%a 10,282 0,41a
1 10D 1,29a 7,60ab 0,29a
2 1 1,42ab 8,19b 0,37b
2 8 1,15b 9,62ab 0,44b
9 1M 1,502 12,52 0,61a
2 11D 1,43ab 9,86ab 0,43b
3 5 1,27a 8.92a 0,40a
3 6 1,51a 6,70b 0,28b
3 12M 1,50a 9.50a 0,43a
3 12D 1,20a 5,07b 0,21b
4 1 1,43a 7,50ab 0,35ab
4 2 1,48a 9,26a 0,45a
4 13M 1,50a 8,83ab 0.44a
4 13D 1,484 7.07b 0,31b
3 4 1,26a 8,65b 0,42b
5 9 1.08a 8,30bc 0,38¢c
5 14M 1,33a 11,23a 0,548
5 14D 1,13a 6,93c 0,28d
6 6 1,27a 7,98b 0,34b
6 7 1,33a 10,01a 0,452
6 15M 1,32a 10,00a 0,45a
6 15D 1,24a 6,31b 0,23c
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tudados em relagio is suas linhagens parentais. Foi observado que a evolugdo de oxigénio,
por unidade de érea, se comporta de forma semelhante nas plantas de mesma familia e
com a mesma idade. Isto sugere que a densidade de pigmentos fotossintetizantes é igual,
nos conjuntos estudados, e significa que o O; evoluido nao explica as diferencas de vigor
registradas, de 19,1 a 125% (valores obtidos, correlacionando area foliar e peso seco, no

teste de Tukey).

4.4.2 Medidas de Oxigénio Evoluidoe em Folhas de Milho e
Normalizacao do Sinal OPC com a Espessura da Folha

Motivados pelos resultados do experimento anterior, no qual nem uma diferenca
entre hibridos e linhagens foram observadas, tentamos, nesta investigacio, correlacionar
o vigor do hibrido com as componentes fotobarica e fototérmica do sinal do oxigénio
evoluido, normalizadas com a espessura da folha. Nosso principal objetivo foi verificar se
o efeito da heterose est4 associado com a eficiéncia fotossintética. Partimos da hipdtese de
que o milho hibrido, devido sua maior rea foliar e maior produgio de graos, tem maior
eficiéncia fotossintética quando comparado com suas linhagens parentais.

Neste experimento utilizamos dois grupos de amostras de mesma origem das ante-
riores, com trés repeticdes. Os grupos foram compostos por: r

Grupo 1: linhagens L222N (amostra 1) e L78(7700) (amostra 8); hibrido (amostra
11) obtido com o cruzamento das linhagens.

Grupo 2: linhagens L222N (amostra 1) e L910N (amostra 3); hibrido (amostra 10)
obtido com o cruzamento dessas linhagens.

O oxigénio evoluido de folhas vegetais é detetado, em fotoacustica, através das
componentes fotobarica e fototérmica em baixas freqiiéncias de modulag¢io. A componente
fotobérica corresponde ao sinal fotoacistico total, sem presenca de luz de saturacio, apds
atingir o estado estacionario. A componente fototérmica é observada através do sinal em
presenca da luz continua de fundo. Devido a energia armazenada pela folha, é necessario
introduzir corregao para o sinal térmico; isto é feito através da perda fotoquimica (PL),
obtida em altas freqiiéncias de modulagio. Neste experimento o oxigénio evoluido foi
determinado com uso da equagao 4.4, onde a perda fotoquimica foi obtida com a mesma

intensidade luminosa utilizada para o efeito negativo.
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A méaxima energia armazenada em fothas de milho nao foi medida devido a par-
ticularidades desta planta, tipo C4 (ver apéndice). A anatomia das folhas dessas plantas
difere das folhas do tipo C3, por exemplo, soja. A energia armazenada das plantas C4
é processada pela bainha vascular e, o mesdfilo apresenta reduzido espage intercelular
no meséfilo, que contribuem para captagio do sinal térmico. As intensidades luminosas
utilizadas foram 220W/m? e 17TW/m?, respectivamente, para luz continua de saturagao
e, de excitagdo (A = 680nm) modulada, em 17Hz para o efeito negativo e 258Hz para a
energia armazenada.

A sistematica adotada para as medidas foi trabalhar com cada grupo em trés
dias alternados, e com cada amostra trés repeticdes. As espessuras foram medidas com
micrémetro (Mitutoyo, ref.7309) e confirmadas com espectroscopia dptica.

Um dos pardmetros importantes na detegio fotoacustica é a espessura da amostra.
Em folhas vegetais verdes, a espessura é considerada para distinguir a atividade foto-
ssintética quando duas espécies sio comparadas [20]. Portanto, o sinal fotoacistico
pode, em principio, ser usado como ferramenta p.ara a discriminacdo, em uma colegao
de amostras da mesma espécie, aquela que apresenta maior produto vegetativo.

Na fregiiéncia de modulagio de 17Hz uma folha vegetal é considerada amostra

termicamente grossa [8] e, o sinal fotoactstico pode ser escrito na forma [21]

S~ Afee”® (4.7)

onde A é um fator constante que depende da intensidade da fonte luminosa; f, freqiiéncia
de modulagio (constante no experimento) €= (1—17), é a eficiéncia na qual a luz absorvida
é transformada em calor, onde 7 representa a eficiéncia fotossintética; 1, a espessura da
amostra e, g = (a/mf)/2, o comprimento de difuséo térmica.

Para um sinal de referéncia (Sgr) normalizado com a intensidade luminosa obtemos,

Sr(1) = —}e"(”/“.e(l) (4.8)

Essa expressao nos permite obter a eficiéncia fotossintética de uma folha vegetal.
Quando comparamos duas plantas da mesma familia, podemos analisar a razao entre
os sinais fotoacusticos para determinar a planta de maior produtividade. Aqui estamos

assumindo que a planta de maior atividade fotossintética exibe maior vigor, logo
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@) = Sr(2)

Com a expressiao 4.9 podemos determinar a eficiéncia fotossintética do milho hibrido

(1) _ Sr(l) uwy-uznm (4.9)

com relagao as suas linhagens parentais.

A difusividade térmica da folha de milho é, a = 0,0012¢m?/s [7], portanto para
o caso de Sp = Sr (sinal fotoacustico total), f=17Hz e para Sg = 5; (sinal térmico com
saturagdo) com a mesma intensidade luminosa, f = 258Hz. Portanto p = 47,4um para
f=17THz e p = 12,3um para 258H z.

Na tabela 4.4 sio mostrados os resultados obtidos com a expressio 4.9, para a
relagdo entre as atividades fotossintéticas do milho com suas respectivas linhagens. Pode-
mos observar que a relagio entre a eficiéncia fotossintética, do milho hibrido e de suas
linhagens parentais, ndo apresentou resultados que possam distinguir o milho mais pro-
dutivo dos grupos.

Os resultados obtidos nos dois experimentos com milho “in vivo” e “in situ” estao,
de certa forma, em concordéncia com a literatura utilizando outros métodos. Alguns
pesquisadores mostram que a diferenciagdo entre hibridos e linhagens nao pode ser ex-
plicada pela atividade fotossintética, enquanto que outros mostram o contririo. Os
parametros discriminativos mais utilizados sdo a area foliar e o peso seco, embora os
processos sejam igualmente controvertidos. Assim sendo, a questao da heterose ainda

continua em aberto.
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Tabela 4.4: Relagdo entre as eficiéncias folossintéticas.

hibrido, e L a linhagem.

Onde H representa o milho

Grupo Repeti¢io Amostra Mais Ffic.

1 1 1 H
1 8 =
2 1 L
2 8 L
3 1 L
3 8 L
2 1 1 H
1 3 L
2 1 H
2 3 H
3 1 L
3 3 H
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Capitulo 5

Estudo da Heterose em Folhas de
Milho, com Uso da OPC, “In Vivo”
e “In Situ” por Inducgao
Fotossintética em Folhas Adaptadas
ao Escuro

5.1 Introducao

Neste capitulo apresentaremos o estudo da heterose em folhas de milho. No capitulo
anterior tentamos identificar, através do oxigénio evoluido e da eficiéncia fotossintética,
diferencas entre o milho hibrido e suas linhagens parentais, que explicassem o efeito da
heterose. Os resultados que obtivemos no capitulo 4, nac demonstraram correlagio com o
vigor hibrido. Neste experimento observamos a curva de resposta a inducéo fotossintética,
em trés grupos de plantas, em diferentes intensidades luminosas, depois de adaptadas ao
escuro. Os grupos eram formados por duas linhagens e os respectivos hibridos. Nosso
objetivo foi identificar parametros que sejam correlacionados com o efeito da heterose.
A heterose (o aumento em vigor e produtividade) obtida no cruzamento de variedades,
espécies e géneros, tem recebido variados graus de atengéo desde 1893 com as publicacoes
de Kolreuter [1). No cruzamento genético entre linhagens, normalmente o resultante (F1
ou hibrido), produz bem mais que suas linhagens parentais. Este efeito da heterose ficou

muito conhecido desde as primeiras observagdes, por Shull [2], em 1909.No estudo da
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heterose, muitos pesquisadores atribuem esse efeito a fotossintese [3]. m 1969, Heichel
e Musgrave [3] mostraram que existern diferengas de 100 a 200suas linhagens parentais.
Resultados de outros pesquisadores, por exemplo, Moss [4] e, mais recentemente, nossos
resultados (apresentados no capitulo 4 ), mostram que as diferengas nio sao significativas
em fotossintese, entretanto existe boa correlagio entre a area foliar e o vigor hibrido.

Em estudo desenvolvido por Johnson e Tanmner [5], o efeito da heterose nao é
atribuido ao grande indice de 4rea foliar (LAI- relagdo entre a area total das folhas e
area de terra onde estd a planta) do hibrido, tornando-o capaz de interceptar mais luz
do sol. Eles observaram que, em igual LAI e percentual de penetracao de luz, o Il e
suas linhagens parentais foram iguais em produtos vegetativos. O menor tamanho de
espigas das linhagens foi compensado pelo acréscimo do nimero de espigas por hectare e,
o nitmero de graos foi menor ou intermediario entre as linhagens.

Atualmente a heterose em milho ainda permanece inexplicavel e o método uti-
lizado, na identificacdo dos cruzamentos que produzem os melhores hibridos, consiste na
observacdo do plantio em grandes dreas. Admitimos que o efeito da heterose esta rela-
cionado com a capacidade do milho hibrido em responder, mais rapidamente e comn maior
intensidade, a baixa incidéncia de luz apds adaptacao ao escuro.

Durante o tempo de adaptagdo ao escuro, as folhas vegetais perdem sua capacidade
fotossintética progressivamente [6] até chegar ao ponto onde somente um pequeno nimero
de pigmentos, com absor¢ao no infravermelho, permanece funcionando [7]. Nesse estagio
a planta estd adaptada ao escuro. Esse efeito é usualmente atribuido & desativagio das
enzimas no ciclo da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) e esgotamento metabdlico intermediario
[8]. Além disso, em iluminagdo abaixo de 1W/m? causa forte inibi¢io na transleréncia
de energia do fotossistema I, como se a principal antena fosse funcionalmente desligada
de seus centros de reagio.

(Juando as plantas verdes sio iluminadas, apds um periodo de escuro, nao ini-
ciam imediatamente a fixa¢ao do dioxido de carbono nem alcancam a taxa maxima de
oxigénio evoluido. Na maioria das vezes ha um perfodo de indugao por alguns minutos [9].
Também pode haver uma variedade de flutuagdes transientes em troca de gases (consumo
e liberagdo) os quais variam com as espécies e seus tratamentos anteriores, alé que seja
atingido o estado estacionario.

QOutro fator importante, levado em conta para inducio fotossintética, é a abertura
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Tabela 5.1: Formagdo dos grupos estudados.

Grupo Amostra Germoplasma

1 1 L222N

2 L222(90)

13 F1(hibrido)
2 3 L910N

4 L910(90)

14 F1(hibrido)
3 5 L910Wx

6 L473Wx

12 F1(hibrido)

estomatal, isto porque causam atraso nas trocas gasosas quando as folhas sao repentina-
mente iluminadas. Alguns trabalhos [10,11] concluem que o movimento estomatal pode
continuar a afetar a fotossintese por relativamente grandes periodos, apds o inicio da ilu-
minagio. Freqiientemente a influéncia estomatal é relativamente pequena. Por exemplo,
tem sido observado em fendmeno de indugao seguido de periodo muito breve no escuro
conduzir a apreciivel fechamento de estématos. Da mesma forma os estomatos, enquanto
fechados, podem afetar a troca de gases durante os primeiros segundos de fotossintese,
sendo pouco provivel que os segundos iniciais de fotossintese sejam afetados por deficiéncia
de CO; [11], imposta pelo fechamento parcial ou total dos estomatos. Assim, o periodo
de indugio representa o tempo necessario para formar concentragio intermediria de CO,
suficiente para permitir fotossintese em taxa controlada pela predominancia de fatores

ambientais [12] como intensidade luminosa, temperatura, etc..

5.2 Procedimento Experimental

Utilizamos o arranjo experimental descrito no capitulo 2 (para medidas nio-es-
pectroscopicas em folhas vegetais). Trés grupos de plantas, cada um formado por duas
linhagens e o hibrido (F1) (com a mesma origem dos outros milhos ja citados), foram
trazidos para o laboratdrio e postos na estufa (descrita no capitulo 2). A tabela 5.1
mostramos a formagio dos grupos.

Inicialmente verificamos a resposta de indugao fotossintética das plantas, “in vivo”
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e “in situ” com uso da técnicaOPC, para os tempos de adaptagao ao escuro variando entre
15min a 12h. Desses testes inictais, definimos o tempo de adaptagio ao escuro em 2h e,
10 e 20/W/m?, as intensidades da luz de excitagio (680nm modulada com 17 Hz) .

As intensidades luminosas foram escolhidas nesses niveis com base nos resultados
dos experimentos anteriores, por nds desenvolvidos, que nao mostraram diferengas sig-
nificativas na taxa de fotossintese entre o milho F1 e suas linhagens parentais. Nesses
experimentos a intensidade da luz de excitacio foi maior do que 20W/m?.

Durante o experimento adotamos a sistematica seguinte:

1) As plantas trazidas para o laboratério e permaneciam, por dois dias na estufa,
adaptando-se as novas condigdes ambientais.

2) Cada planta era retirada da estufa e levada para uma caixa (descrita no capftulo
2} onde permanecia por duas horas adaptando-se ao escuro.

3) Apés o periodo de adaptagdo, a planta era levada para dentro de uma camara
escura, onde foi montada a célula fotoacistica aberta (OPC). Depois de ajustar a folha

no topo da célula, o experimento era iniciado.

5.3 Resultados e Discussao

Estudamos a relagao entre os sinais fotoacisticos maximo {Smax) € minimo (Suin),
o tempo (%;) em que a amostra inicia o processo de fotossintese e o tempo final ({7}, no
qual inicia o estado estacionario. A derivada (dS/dt) da curva de adaptagao com relacao
ao tempo foi também considerada. Na figura 5.1 mostramos um dos transientes obtidos,
onde observamos o fendmeno de indugao fotossintética e definimos as variaveis estudadas.
Nas figuras 5.2 e 5.3 apresentamos os transientes obtidos respectivamente, com os grupos
1 e 2, apds adaptacio ao escuro de 2h.

Na tabela 5.2 apresentamos os resultados obtidos com a inducio fotossintética em
folhas de milho, “in vivo” e “in situ”, com uso da técnica OPC. A intensidade da luz de
excitagdo foi LOW/m? e as plantas {oram adaptadas ao escuro por 2h. Podemos observar
que os tempos inicial e final sdo menores nos hibridos que nas linhagens dos trés grupos
estudados. Com relagéo a variagdo do sinal, entre o minimo e o méximo, as linhagens
forneceram maior diferenga em 3 das 11 medidas. Esses resultados mostram que o milho

hibrido, se readapta & luz mais rapidamente que as linhagens. FEsses sinais, também
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Figura 5.1: Transiente foloacistico obtido com OPC, em folha de milho “in vive” e “in
situ”.
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Figura 5.2: Transientes obtidos por indugdo fotossintética com as amostras do grupo I,

I =10W/m?
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Figura 5.3: Transientes obtidos por indugdo fotossintélica com as amostras do grupo 2,

I =20W/m?.

109



indicam que os hibridos possuem maior eficiéncia fotossintética, em baixas intensidades
de uz, quando comparado com as linhagens. Isto é mostrado através da derivada da
curva de atividade fotossintética, que foi sempre maior nos hibridos de todos os conjuntos,

excessao feita a uma das medidas do grupo 2.
Os resultados obtidos com incidéncia de luz de 20W/m? sao mostrados na tabela

5.3. Onde observamos que o tempo inicial da fotossintese é sempre menor nos hibridos.
Entretanto o sinal maximo observado no F1, é semelhante ao mesmo sinal, observado nas
linhagens. Por outro lado, a derivada da curva de fotossintese é maior nos hibridos com
excessdo de uma das medidas.

Podemos verificar nas tabelas 5.2 e 5.3, que a derivada da curva de atlv:lda,de fo-
tossintética, é um pardmetro que pode discriminar o milho hibrido de suas linhagens
parentais. Os resultados da derivada mostram que o F1 de uma familia de milhos,
apds adaptacdo ao escuro, responde mais rapidamente & excita¢do luminosa de baixa
intensidade que as linhagens. Isto significa melhor aproveitamento de energia e, conse-
quentemente indica forte correlagio dessa resposta com a heterose apresentada pelo F1i,
resultando em maior produtividade de grios e matéria vegetativa.

Os resultados deste experimento indicam que a heterose deve estar correlacionada
com a rapidez com que o milho hibrido ativa os seus centros de reagdes fotossintéticas,
observado através da curva de inducédo fotossintética. Verificamos que nio deve existir
diferengas no oxigénio evoluido, por unidade de area, quando incidimos sobre uma folha
vegetal radiagdo com intensidade superior a 20W/m?. Esse fato é indicado através do sinal
maximo obtido, ou seja; para a incidéncia de luz de 10W/m?, o filho (F1) apresentou maior
sinal fotobarico que seus pais (linhagens), e para excitagio de 20W/m? o sinal, relativo
ao oxigénio, mostra-se parecido dentro dos grupos estudados.

Ao contrario do observado anteriormente, em nosso estudo sobre heterose com o
milho, os resultados deste experimento foram submetidos ao teste das médias de Tukey
e mostraram claramente a correlagéo entre a heterose e a indugdo fotossintética, apds a
adptagao da planta ao escuro. Entretanto, novos experimentos estdo sendo feitos para

diminuir o desvio padrao no teste estatistico.
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Tabela 5.2: Resultados obtidos da inducdo fotossintética, em plantas de milho, excitadas
com luz de 10W/m?.

AMST  Smax(2V) Swin(V) AS(pV) t;(s) ti(s) AT(s) dS/dt
1 14 3,0 11,0 1400 600 800 0,0137
2 5,6 45 1,1 1450 700 750  0,0014
13 13 3.5 95 800 250 550  0,0172
1 7.2 3,6 36 3700 2100 1600 0,0022
2 5,7 5,2 0,5 3300 3100 400  0,0012
13 12,8 44 84 1150 400 750  0,0112
1 10,7 2.8 79 1300 650 650 0,0121
y 5,6 4,0 1,6 1250 1100 150  0,0106
13 12,0 3,6 84 950 400 550  0,0152
1 10,0 6,4 36 2050 1050 1000 0,0036
2 6,3 4,2 21 1450 680 770 0,0027
13 12,9 3,8 91 1050 550 500  0,0182
3 7,2 4,0 32 1700 900 800  0,0040
4 74 18 26 2100 1150 950  0,0027
14 12,0 45 75 2000 900 1100 0,0068
3 6,4 5,6 08 2250 1900 350  0,0022
4 7,2 4,0 3,2 1650 1100 550  0,0058
14 12,4 2.8 96 1500 550 1050  0,0091
3 13,6 5,6 80 1350 850 500  0,0160
4 8,0 6,0 2,0 1900 1250 650  0,0030
14 12,0 5,6 6,4 1550 650 900  0,0071
3 6,8 6,2 06 2500 2000 500  0,0012
4 8,6 4,0 46 2250 1350 900  0,0051
14 11,5 3,6 79 1350 700 650  0,0121
5 9,0 1,5 75 1700 650 1050  0,0071
6 8,0 2,5 55 1950 950 1000  0,0055
12 14,5 2,0 12,5 1750 650 1100 0,0113
5 6,4 3.8 26 1800 1200 600  0,0043
6 11,2 44 68 1250 600 650  0,0104
12 13,8 2.8 11,0 1100 450 650  0,0169
5 12,2 2,9 9,3 850 300 550  0,0169
6 12,7 3,3 94 1000 450 530  0,0170
12 12,5 3.8 87 900 400 500 0,0174
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Tabela 5.3: Resultados obtidos da indugdo fotossintética em plantas de milho, excitadas
luz de 20W/m?.

AMST  Soax(#V)  Smin(#V) AS(pV) t5(s) ti(s) AT(s) dS/dt
1 16,0 4,0 12,0 1700 450 1250  0,0096
2 12,5 2,5 10,0 1400 350 1050 ©,0095
13 16,5 3,5 13,0 950 400 550  0,0236
1 26,5 4,0 22,5 1300 450 850  0,0265
2 22,5 3,0 19,5 1400 750 650  0,0300
13 27,5 4,0 23,5 1200 400 800  0,0294
3 19,0 4,5 14,5 1400 600 800  0,0181
4 14,0 6,0 8,0 1750 1000 750  0,0107
14 20,0 3,5 16,5 1600 1000 600  0,0275
3 15,3 7,0 8,5 2050 1450 600  0,0142
4 17,5 6,0 11,5 2450 1450 1000 0,0115
14 19,0 5,0 14,0 2250 1350 900  0,0156
5 15,0 5,0 10,0 1100 750 350  0,0286
6 14,0 3,5 10,5 1100 400 700  0,0150
12 17,5 6,0 11,5 800 400 400 0,0287
5 16,0 7,0 9,0 2750 1200 1550  0,0058
6 12,0 7,0 5,0 2650 1200 1450 0,0035
12 19,0 4,5 14,5 1100 600 500  0,0290
5 9,5 3,5 60 1400 500 900  0,0067
6 15,0 6,0 9,0 1100 600 500  0,0180
12 24,5 4,5 20,0 900 330 530  0,0364
3 7,5 3,5 4,0 1900 1000 900  0,0044
6 20,0 4.3 15,7 850 500 350  0,0449
12 20,0 4,3 15,7 900 550 350  0,0449
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Capitulo 6

Conclusoes e Perspectivas de
Estudo

Neste trabalho exploramos o efeito fotoaciistico e mostramos sua notavel aplicabi-
lidade e versatilidade no estudo de sistemas bioldgicos. A potencialidade desta técnica foi
evidenciada quando obtivemos pardmetros 6pticos e térmicos das amostras estudadas, e
também quando usamos tais pardmetros para monitorar processos fisicos e quimicos que
ocorrem em amostras bioldgicas.

No caso dos graos do milho e de pipoca, a medida da difusividade térmica no
pericarpo destes, foi um parimetro de fundamental importancia, com a qual a técnica
fotoacustica demonstrou sua notével possibilidade para detectar e monitorar diferencas
estruturais, que levaram, a explicar o mecanismo do “estouro” do milho de pipoca. Da
mesma forma, e auxiliada por outras técnicas complementares- condutividade térmica,
microscopia, rigidez mecinica-, a técnica fotoacustica, combinada com o modelo do vaso
de pressao, evidenciou as condi¢des e variagdes que devem ter ocorrido durante a evolugao
e domestica¢do no fruto da pipoca.

No estudo de folhas vegetais, a performance da técnica fotoacustica foi demon-
strada, em varias situacdes experimentais, nas quais o detetor “célula aberta” foi empre-
gado. Em particular, motramos a possibilidade, de se fazer, estudos “in vivo” e “in situ”,
e com isso eliminar sérios problemas com a desidratacdo das amostras vegetais durante o
experimento.

Obtivemos o espectro de absor¢ao de soja e de milho, evolugdo de oxigénio e energia
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- armazenada fazendo uso da “célula aberta”. Através da evolucio de oxigénio observa-
mos a “morte” de uma folha de soja, quando esta, foi separada do caule. Ainda com
folhas de soja, estudamos o efeito do nitrato de cadmio durante o desenvolvimento da
planta, até a fase de frutificagdo. Nesse experimento, “in vivo” e “in situ”, foi observada
uma forte diminuigio (60%) na taxa de oxigénio, nos dois primeiros meses de envenena-
mento. Observamos também, que a energia armazenada nas plantas de soja submetidas
ao nitrato de cddmio permaneceu com diferengas de até 8% com relagdo ao controle,
estando este valor dentro do erro experimental e estatistico. Apds quinze semanas as
plantas de soja mostraram recuperagio observada com aumento da taxa de oxigénio para,
aproximadamente, 70% com relagdo as planta do controle. Em plantas de milho, sem
uma adaptagio ao escuro, foi medida a evolugio de oxigénio “in vivo” e “in situ”; onde
mostramos que esse parametro nio aponta o mais produtivo, entre o F1 (hibrido) e seus
pais (linhagens). Além da aplicagdo em folhas vegetais, para medidas de oxigénio e en-
ergia armazenada, procedemos a calibragio da “célula aberta” com o eletrodo de Clark,
onde mais uma vez, demonstramos a sensibilidade da técnica OPC e, ao mesmo tempo,
desenvolvemos o método de calibragao.

Um efeito de grande importincia na area de melhoramento de vegetais é o efeito
da heterose. Esse efeito é obtido com o cruzamento genético de linhagens, resultando
num hibrido com maior capacidade de produgio que seus pais. Em particular, o efeito
da heterose, em plantas de milho tem despertado a atengio dos melhoramentistas dessa
drea. Em geral, a heterose é observada com o plantio das linhagens e do hibrido, onde
os resultados das medidas de indice de drea foliar- (LAL) e o peso seco séo estudados.
Esse método é utilizado desde o inicio deste século e, apresenta resultados controvertidos.
Com a indugao fotossintética em baixa intensidade luminosa, apés adaptagado ao escuro,
mostramos a possibilidade do uso da “célula aberta”, em distinguir o mais produtivo,
entre o hibrido e as linhagens da mesma familia.

Como perspectivas de continuidade e futuros estudos, com a aplicagdo da “célula
aberta”, em sistemas bioldgicos “in vivo” e “in situ”, destacamos a aplica¢io no estudo
da acdo de agrotdxicos, herbicidas, pesticidas, etc. em folhas vegetais. Em particular,
podemos correlacionar, através das medidas de oxigénio evoluido e energia armazenada,
a produtividade de plantas frutiferas e leguminosas.

Finalmente, esta técnica nio destrutiva pode tornar-se bastante util para os fisio-
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" logistas vegetais em outras investigagoes envolvendo interages de sistemas quimicos com
biolégicos. Além disso, a possibilidade de desenvolver medidas “in vivo” e “in situ” pode
ajudar em estudos que necessitem de informagoes da resposta fotossintética das plantas

para absorgio de nutrientes, intensidade luminosa, condi¢des do ar, temperatura, e outras

mudangas ambientais.

116



Apéndice A
O Processo da Fotossintese e Estrutura de Folhas Vegetais
A.1 Histérico [1]

Fotossintese é o processo pelo qual as plantas verdes e certos organismos trans-
formam energia luminosa em energia quimica. A energia luminosa absorvida em plantas
verdes é utilizada para converter 4gua, diéxido de carbono e minerais em oxigénio e com-
postos organicos.

Os estudos em fotossintese foram iniciados, em 1771, pelo quimico inglés Joseph
Priestley. Em seu experimento, Priestley acendeu uma vela dentro de uma caixa fechada,
contendo somente ar, até que niio houvesse mais combustdo. Foi entdo colocado um ramo
de hortel3 dentro da caixa, e alguns dias apds, ele descobriu que a planta produziu uma
substincia que fazia com que o ar, confinado na caixa ficasse combutivel. Hoje sabemos
que essa substéncia é o oxigénio. O trabalho de Priestley foi expandido pelo fisico alemao
Jan Ingenhousz, em 1779, mostrando que o oxigénio reaparecia se a planta fosse exposta
3 luz e o processo necessita de tecido verde.

Em 1782 foi demonstrado, por Senebier, que o gas combustivel e reaparecia devido
a presenca de outro gas chamado “ar fixo”, sendo este mais tarde identificado como diéxido
de carbono (CO,).

Em 1804, outros experimentos mostraram que a malor contribuigao para o cresci-
mento e peso de de uma planta vem da soma de carbono, retirado do CO; absorvido e da
agua recebida via raiz.

Em 1845, com base no conceito de energia quimica, foi descoberto que a energia
luminosa do sol é transformada em energia quimica pela planta. Desde aquela época até
os dias atuals, cientistas nas areas de fisica, biologia e quimica pesquisam a fotossintese
para explicar, cada vez melhor, o processo passo a passo.

Em termos quimicos a fotossintese é um processo de oxi-reducio usando a energia
luminosa. A energia da luz € utilizada para oxidagdo da dgua (H,0), produzindo O, fons
de hidrogénio (H1) e elétrons. A maioria dos ions e elétrons removidos sio transferidos

para o CQO,, que é reduzido a produtos organicos. Qutros elétrons e ions sao usados para
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reduzir nitrato e sulfato em aminoécidos, os quais formam blocos de proteinas. Na maioria
das plantas verdes, os carboidratos, especialmente amido e aglicar 30 os maiores produtos
organicos vindo direto da fotossintese, representados no primeiro membro do lado direito
da equacdo 4.1 (capitulo 4), que sumariza o processo [2]. Essa reagao envolve numerosas
reagdes complexas que ocorrem em dois estdgios [1]: a) o estagio de luz, consistindo das
reagoes fotoquimicas dependentes da intensidade luminosa e do comprimento de onda
da luz; b)o estégio escuro compreendendo reagoes quimicas controladas por cataliticos
organicos (enzimas). No primeiro estagio, a energia da luz é absorvida e usada para in-
duzir transferéncia de elétrons, resultando na sintese dos compostos adenosina trifosfato
_(ATP) e o elétron doador reduzido em nicotina adenina dinucleotide (NADPH). Durante
o estagio escuro, o ATP e NADPT formados nas rea¢des de luz sdo usados para reduzir o

didxido de carbono para compostos organicos de carbono.

A.2 Pigmentos de Folhas Vegetais

Os pigmentos sio 0s componentes mais importantes dos cloroplastos [3]. Eles
absorvem a luz e iniciam a cadeia de reac¢des enzimaticas que fazem a conversao de H,O
e CO; em carboidratos e oxigénio.

Os pigmentos podem ser divididos em trés maiores classes [4}: 1) clorofilas; 2)carote-
néides e 3) ficobile (este é uin pigmento especifico de algas).

A clorofila “a” encontrada em todos os vegetais fotossintetizantes, exceto nas
bactérias, apresenta um duplo comportamento, pois tanto registra absor¢io méaxima de
energia em torno do comprimento de onda de 680nm, como em torno dos 700nm. Esse
fendmeno nao deve decorrer da estrutura molecular mas talvez de tipos diferentes de as-
sociagdo de sua molécula com outras substancias, como lipideos, proteinas e fosfolipideos
[5]. Essa clorofila também absorve em 435nm.

Qutros tipos de clorofila sao também encontradas em vegetais superiores e algas,
entretanto a mais importante destas é a clorofila “b” com picos de absor¢ao em 453 e
650nm quando dissolvidas em solventes organicos; em 480 e 650nm, em células.

Os carotendides sfo encontrados em quase todos vegetais e dividem-se em dois

grupos [3]: a) carotenos e, b) as xantofilas.
Os carotenos subdividem-se em: a-caroteno com absor¢ao em 420, 440 e 470nm, en-
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contrado em todas as folhas, em algas vermelhas e num grupo de algas verdes, chamadas si-
fonais. O B-caroteno, encontrado em todas as plantas é o principal do grupo dos carotenos;
tem picos de absor¢cao em 425, 450 e 480nm. O 4-caroteno é encontrado em bactérias
verdes e em algumas plantas.

As xantofilas mais importantes sio a luteina, presente em folhas verdes e em algas
absorvem em 425, 445 e 475nm. A segunda mais importante é a violaxntol com absor¢ao
em 425, 450 e 475nm, sendo encontradas em folhas vegetais.

Todos os picos de absorgio citados para os carotendides, referem-se a solucao destes
em solventes, como hexano para os carotenos e etanol para as xantofilas. As bandas “in
vivo” tém certa dificuldade de localizagido devido a forte superposi¢ao com as bandas
violeta e azul das clorofilas. Portanto suas bandas sio estimadas com deslocamento de

20nm, em torno dos comprimentos de onda, de suas posigbes em solucio.
A.3 O Processo de Absorgao e Transferéncia de Energia

A energia luminosa de 450nm absorvida por uma molécula de clorofila excita al-
guns elétrons, dentro de sua estrutura, para niveis mais altos, ou estados excitados. Uma
molécula nesse estado facilmente libera energia na forma de calor e decai para um estado
de menor energia. No caso da clorofila “a”, este estado excitado de baixa energia cor-
responde ao de uma molécula que absorveu luz de 680nm. O retorno da clorofila para
o estado fundamental requer liberagdo de energia do estado excitado. Isto pode ocorrer
de vérias formas. Em fotossintese, a maior parte dessa energia é convertida em energia
quimica pela transferéncia de um elétron da molécula da clorofila para um aceitador de
elétrons. Quando esta transferéncia é bloqueada por inibidores ou por baixa temperatura,

a energia pode ser liberada na forma de luz. Tal reemissio é chamada de fluorescéncia.
A.4 Estrutura de uma Folha Vegetal

Em corte transversal, a folha (figura 1) apresenta trés camadas: a epiderme supe-
rior, o mesofilo e a epiderme inferior.
A epiderme superior é formada por uma camada de células estreitamente unidas;

a parte de suas paredes que fica voltada para fora, em contato com o ambiente, forma a

119



cuticula que tem a fungio de proteger a folha da radiagio ultravioleta do sol, da perda
excessiva de dgua e de agentes externos, como os fungos [5].

O mesdfilo, onde se localizam os cloroplastos, é formado por células ricas em cloro-
fila dispostas em dois tecidos: o parénquima pali¢adico, logo abaixo da epiderme superior,
onde as células alongadas acomodam a clorofila. Mais abaixo células arredondadas estéo
dispostas irregularmente formam o meséfilo esponjoso (ou lacunoso), deixando entre si
lacunas por onde circulam os gases. Nesse iiltimo tecido passam as nervuras, formadas
de vasos de seiva, tanto mineral, procedentes da raiz e de outras regides de absor¢éo
ocasional, como organica, que se originam nas préprias folhas e distribuem alimentos por
todas as regides da planta.

Os estomatos sao pequenos orificios, por onde se processam as trocas gasosas,
localizados na superficte epidermial. Os estématos sdo circundados por células de defesa
chamadas de “guardas” que controlam sua abertura [4]. Quando completamente aberto,
o poro estomatal pode medir de 3 a 12um de secgio transversal [6].

A superficie de uma folha pode conter de 1000 a 6000 estdmatos por em?, depen-
dendo da espécie. Em folhas de milho existem em torno de 6044 estomatos na epiderme
superior e 9922 na epiderme inferior, por em? [7]. Os estématos sdo freqiientemente mais
encontrados na superficie inferior da folha, mas ocorre em algumas espécies em ambas as

superficies [8].
A.5 Fatores que Afetam o Movimento Estomatal

Os fatores ambientais que exercem grande influéncia na abertura e fechamento de
estomatos sao a luz, agua e temperatura.

Luz: Geralmente os estdmatos de uma folha se abrem quando expostos a luz e
permanecem abertos sob luz continua, a ndo ser que algum outro fator torne-se limitante.
Ao retornar ao escuro, os estomatos se fecham. A média de luz necessaria para encontrar
a maxima abertura estomatal varia com as espécies, mas usualmente é considerada (250fc)
menor do que o necessario para maxima atividade fotossintética [9].

Agua: Quando a taxa de transpiragio excede a taxa de absorgio para qualquer
periodo de tempo, é criado um déficit de agua na planta. O desenvolvimento do déficit

causa um gradiente de propagagao de pressdo deficitaria entre as células de defesa e o
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mesdfilo esponjoso e, entre células epidermiais e o meio ambiente. Esse gradiente favorece
o movimento de 4gua fora das células de defesa, causando fechamento dos estomatos,
parcial ou total.

Temperatura: Quando todos os outros fatores sdo favoraveis, entio € evidente que
um acréscimo na temperatura causa um acréscimo na abertura estomatal. A faixa de

temperatura entre 22 e 30°C permite abertura estomatal entre 80 e 95% {10].

As8. Plantas C4

Certas plantas, como a cana de agticar e milho, tém mecanismo préprio de fixagao
de carbono. As folhas dessas plantas tém anatomia e bioquimica especiais. As folhas
dessas plantas denominadas, C4, possuem dois tipos de células fotossintéticas, geralmente
arranjadas com interface comum. As células do meséfilo sdo localizadas imediatamente
abaixo da epiderme e préximo as células da bainha vascular que geralmente formam um

circulo em torno dos centros vasculares [11].
Em particular, as fungdes fotossintéticas sdo divididas entre as células do meséfilo

e bainha vascular. A fixacio do carbono inicia nas células do meséfilo, onde o CO; é
adicionado ao carbono 3 do acido fosfoenolpiruvato (PEPA) por uma enzima chamada
fosfoenolpiruvato carboxilase. O produto desta reagio é o acido oxaloacetato carbono-4,
que é reduzido para malato, outra forma de 4cido carbono-4. O malato é transferido
para as células da bainha vascular, localizada préximo ao sistema vascular da folha, onde
completa o ciclo C4, com algumas variagdes para diferentes espécies.

As plantas C4 transportam o CO; dos cloroplastos para a bainha vascular onde
é utilizado na sintese de carboidratos. O alto indice de CO; no interior
dos cloroplastos serve para o acréscimo da taxa de carboxilagio para a oxigenagio, assim
minimizando a fotorrespiraciao. Embora a planta gaste mais energia para o ciclo, a perda
da energia é compensada pela eliminagio da préxima fotorrespira¢do sob condigdes onde
ocorreria. Isto é uma vantagem das plantas C4 que proporciona & cana de agiicar, milho

e outras, grande produgio anual de biomassa.
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