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Capitulo I -) Introducio

O monitoramento da fotossintese, baseado nas medidas de consumo de CO; e
evoligdo de O, é de findamental importincia para os fisiologistas e gencticistas de
vegetais. E a partir do estudo da atividade fotossintética!, em resposta 4 absorgdo de
nutrientes e poluentes, intensidade luminosa e condigtes do ar e temperatura, que novas
variedades, fertilizantes, pesticidas ¢ herbicidas sfo avaliados.

Uma das grandes dificuldades com as quais os bidlogos e agronomos se deparam
freqlientemente € a baixa disponibilidade de dispositivos confidveis ¢ de simples
manuseio para medidas da fotossintese “in vivo e in situ”. A disponibilidade de tais
equipamentos para medidas em campo em muito aceleraria, por exemplo, os trabathos
de desenvolvimento de hibridos, apontando as variedades com maior atividade
fotossintética.

O objetivo desta pesquisa é o de dar continuidade no projeto Sistema Compacto
para Monitoramento “in vivo e in situ” da Fotossintese que esti sendo desenvolvido no
LAS.

No que concerne aos métodos cientificos de medida, este sistema e¢mprega a

técnica fotoactstica para monitoramento da evolugio de O, e espectroscopia de gases
para o monitoramento do consumo de CO, durante a realizagdo da fotossintese pela
planta.
Neste relatorio final apresentamos um resumo das atividades realizadas, de acordo com
o cronograma de trabalho do projeto, que inclui os seguintes itens: estudo bibliogréfico
sobre fotossintese e técnicas de monitoramento; construcdo de um “viveiro” para cultivo -
controlado das espécies em estudo; testes com o analisador de COs; testes com o
sistema fotoactstico de detecgio de O,; comentarios e conclusdes parciais.



Capitulo II-) Fotossintese

A fotossintese é constituida de uma longa cadeia de eventos fisico-quimicos a
qual se inicia pela absorcgéio de luz através de uma molécula receptora que se encomtra
nos cloroplastos, a clorofila. Neste processo hd absorcdio de luz, dgua e didxido de
carbono. A densidade de fluxo irradiante que atinge a atmosfera terrestre, a constante
solar, é cerca de 1360 Wm? @, A irradiacéio solar, absorvida por uma folha exposta é
freqlientemente metade desta durante um dia. A concentracio média de didxido de
carbono na atmosfera é de 360 ppm proximo a superficie da Terra.

O processo fotossintético tem grande importincia mundial. Uma parte
consideravel do que os economistas chamam de riqueza se deve, diretamente e
indiretamente, a fotossintese. As espécies animais e vegetais dependem deste simples
processo para sua existéncia; ademais, por conseqiiéncia dos estudos realizados sobre a
fotossintese, novas vartedades, pesticidas e fertilizantes sdo desenvolvidos.

Ao comeco da iluminagiio de uma planta, sua atividade fotossintética € baixa
havendo um aumento gradativo, que varia de planta para planta, até atingir seu valor
maximo. Este periodo de inducfio € de 1 a 3 minutos, podendo ser mais curto ou mais
duradouro devido as condi¢Ges preliminares e ambientais das plantas.

Desta forma, existem alguns fatores limitantes na fotossintese. Estes fatores
podem ser externos ou internos a0 organismo. Como fatores internos podem ser citados
as estruturas das folhas e dos cloroplastos, teor de pigmentos, acimulo de produtos da
fotossintese no interior dos cloroplastos, a concentragio de enzimas e a presenca de
nutrientes. Como fatores externos podem ser citados intensidade de luz, a temperatura, a
salinidade, o grau de hidratacio e a concentracio de COs.

Quanto ao grau de hidratacio, a essencialidade da agua para as plantas deve-se a
sua contribui¢iio na manutengfio e preservagdo de suas funcGes vitais. A dgua participa
de imimeras reagdes quimicas ocorrentes nos protoplasmas, agindo como solvente, além
de estabilizar termicamente a planta permitindo que as folhas absorvam quantidades
considerdveis de radiagdo sem alterar sua temperatura. Qualquer fonte radiante, seja
através de fontes artificiais, luz elétrica ou fontes naturais, de longitudes de ondas
compreendidas dentro dos limites do espectro visivel, provocard o processo
fotossintético, proporcionalmente 3 intensidade luminosa.

A absor¢iio de luz incidente resulta em uma excitagio elétrica na molécula de

clorofila, capaz de iniciar e alterar a taxa de reagdies quimicas. A energia luminosa



absorvida pela clorofila causa fosforizagso ( unido de um radical fosfato a um composto
organico ); tal energia entéio ¢ utilizada para quebrar fortes ligacdes entre o oxigénio e
outros clementos. Aglcares séo sintetizados a partir de diéxido de carbono e agua por
células clorofilicas, e os #tomos de oxigénio se¢ unem em pares formando o gis
oxigénio(0,) que é expelido para a atmosfera. Do ponto de vista da quimica
fundamental, a fotossintese é uma reagiio de 6xido-reduciio entre o gis carbdnico ¢ a
4gua, onde o gas carbdnico € reduzido ¢ a dgua € oxidada.

A atividade fotossintética'” ¢ um processo complexo onde ocorre
simultaneamente uma série de fendmenos como, abertura e fechamento de estomatos,

transpiragio e respiragio (processo inverso ao da fotossintese) conforme mostra a
equacdo reduzida a seguir:
fotossintese

6CO,+6H,0 > CeH1206+60;

respiraciio

Esta equagio, acima, nio mostra com detalhes o complexo mecanismo da
fotossintese, mas sintetiza a rea¢fio quimica envolvida. A influéncia do processo da
respiracdo se d4 como resultado de uma oxida¢fio de parte dos carboidratos que sdo
sintetizados na fotossintese. Quando se mede 2 quantidade de produtos formados pela
fotossintese em um determinado tempo, os resultados séio menores que os valores
esperados, devido a quantidade de carboidratos consumidos durante a respiragio, sendo
qualificada como a quantidade aparente da fotossintese (intensidade da fotossintese
menos a intensidade respiratoria).

O cloroplasto ¢ uma unidade fotossintética completa contendo sistemas
multienzimaticos divididos em trés grupos principais: fotolise da dgua, fosforilagio e
fixacdo de CO,. Os pigmentos encontrados nos cloroplastos, como clorofila e os
carotenoides, sfo de fundamental importéncia para a fotossintese atuando como agentes
catalizadores em uma fase do processo fotossintético. A clorofila, pigmento que da a
coloragio verde na planta, pode ser encontrada na forma de diferentes isdmeros, a, b, ¢
e d, cada qual com espectros de absorgdo diferentes. Os mais importantes tipos sdo do
tipo a e b. Os coeficientes molares de absorgio nos picos das clorofilas a e b sfo os
mais altos observados em compostos orginicos. Os picos de absorgdo se¢ encontram
entre 400 nm. e 500 nm. e entre 600 nm. e 700 nm. A clorofila € utilizada para realizar
reacdes fotoquimicas, enquanto que outros pigmentos, como os carotendides, auxiliam
na absorgfio da luz e na transferéncia de energia radiante para centros de reagéo.



A fig. I1.1 apresenta os espectros de absorgéo das clorofilas a ¢ b dissolvidas em
éter. Os picos de absorcdio entre 600 ¢ 700 nm sio os mais importantes para a
fotossintese na maioria das plantas.

clorofila a

clorofila b

Constante de Absorgéo

400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura I1.1: Espectros de absorcio das clorofilas a e b dissolvidas em éter dietilico.
(de F.B. Salisbury ¢ C. Ross'")



Existem vérios métodos para monitorar a evolugio de O, e consumo de CO; :
Me¢todos para evolucdo de O, :

1. Método da contagem das bolhas, no qual as bolhas de O, produzidas na agua
por uma planta aquatica, como a Elodea ( Egeria Densa), sfo contadas ¢ uma
taxa de producgdo de bolhas ¢ determinada.

2. Métodos manométricos comumente utilizados nas medigdes da presséo
parcial de um gés.

3. Método da corrente contimia. A planta € posta em uma cimara fechada e a
cotrente de gases que entra ou sai ¢ analisada.

Meétodos para consumo de CO; :

1. Mesmo método utilizado no item 3 citado acima.

2. Mudanca de pH da agua que circunda uma plamta aqudtica, devido a

mudanca na concentraciio de CO».

3. Absorgio do infravermelho. Utiliza-se o fato de o CO, absorver radiagéo
infravermeiha ( 4,26 um ) para medir variacGes em sua concentragio.

O método utilizado em nosso sistema para monitorar a concentragio de CO; é o
de absorcio no infravermelho; o método fotoactstico utilizado para monitorar a
evoluciio de O, € do tipo que mede a pressdio parcial do gis. Neste caso, o sinal
fotoactstico ¢ devido a flutuagiio periédica da pressio parcial de O; na cimara
fotoacistica.

A planta libera a mesma quantidade de O, que consome de CO,. Sob condigdes
tipicas de iluminagéio, uma planta consome cerca de 8 pmol m? 57 (2 pg cm® min™ ou
1 mm® cm min™ nas CNTP ) de CO; *?; é evidente que estamos falando em termos de
ordem de grandeza, uma vez que o consumo depende da espécie vegetal e das condicdes
ambientais. Considerando que a concentragio padriio de CO; no ar, nas CNTP, € de 340
ppm, o fluxo de ar estimado, por cm” de folha exposta, para repor a quantidade de CO»
consumida durante a fotossintese numa cirmara fechada, deve ser da ordem de 3 ml/min.
ou 3000 mm’/min. Esses nimeros também indicam que ¢ desejivel uma sensibilidade
melhor que 10 ppm para um equipamento destinado & medidas de consumo de COs.
Outro fendmeno importante para o estudo quantitativo da fotossintese € o efeito
Emerson'? , que mostra que a fotossintese realizada com absorgdio de luz em torno de
700 nm é incrementada se o vegetal em estudo for suprido com radiag@o adicional em
torno de 650 nm. Esse é mais um fator que torna evidente a dependéncia da fotossintese
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em relagio ao espectro da luz utilizada. Estudos em “chlorella” mostram que o
incremento nas taxas de fotossintese é de cerca de 30 a 40% em relac3o 4 soma das
taxas obtidas utilizando os dois comprimentos de onda em separado.

Outro aspecto importamte a considerar ¢ o que diz respeito as intensidades de
radiag8io envolvidas. A regifo do espectro entre 400 ¢ 700 nm, na qual a maioria dos
pigmentos absorvem radiagfio para promover reagdes relacionadas com fotossintese, é
chamada de Radiagdo Fotossinteticamente Ativa-PAR (photosynthetically active
radiation). Da radiacéo solar que atinge a superficie terrestre, em um dia claro com o sol
a pino, cerca de 400W/m’ corresponde 4 PAR'.

Dependendo do mecanismo de assimilagiio do CO,, as plantas sdo classificadas
como C3 e C4. Nas plantas do tipo C3 (por exemplo: trigo, cevada, aveia), a saturagfio
da fotossintese ocorre para intensidades de PAR abaixo de 120W/m?, enquanto que as
plantas do tipo C4 (por exemplo: miltho, sorgo, cana de agiicar) podem atingir niveis de
400W/m*W).

Considerando uma banda de 30nm centrada no pico de 680nm, numa
aproximacdo grosseira, a intensidade da radiagfio nesse intervalo corresponde a 10% da
PAR, o que, tomando o valor de 400W/m’, equivale a 40W/m’ ou 4mW/cm?,
intensidades de radiac8o essas compativeis com as utilizadas por Miranda, Vargas ¢ co-
autores®
Durante a fotossintese a abertura dos estOmatos, para a captura de CO;, ocasiona uma
inevitivel perda de agua. Em plantas do tipo C3 sfo comuns taxas da ordem de 8 umol
m? 5™ de CO, fixado para taxas de 5 mmol m? s™ de H,O transpirada por mol de CO;
fixado. Esses valores chamam a atengdo para a necessidade de um estudo sobre a sua
influéncia em métodos de medidas de consumo de CO; e O,;. Os estomatos, tem

, € que serdo utilizados por nds na detecgdo fotoacistica da evolugéio do O,.

movimentos com amplitude da ordem de 10um, com tempos de abertura e fechamento
da ordem de 5 a 20 min. Embora os tempos de resposta sejam relativamente grandes, a
amplitude desses movimentos é significativa para a detecglio fotoacustica; dessa
maneira esses movimentos podem imduzir ruidos em medidas utilizando a técnica

fotoaciistica, bem como podem influenciar medidas em fungdio do tempo.



Capitulo ITI-) Espectroscopia no infravermelho :

A radiagfio infravermetha pertence a uma regifio do espectro eletromagnético, cujo
comprimemto de onda € da ordem de micrometros. Quando um feixe de radiagio
eletromagnética interage com a matéria podem ocorrer vérios tipos de fendmenos como:
reflexfio, transmissio, espalhamento, absorgdo e outros. A interagéo mais comum da
radiacio infravermelha com a matéria é a sua absorgiio por modos de vibragbes
molecularest'>19,

A matéria ¢ composta por dtomos com organiza¢io molecular segundo arranjos
bem definidos. Os elétrons ocupam 6rbitas definidas, num 4tomo ou numa molécula,
que possuem diferentes niveis de energia. Da mesma forma, as ligac8es entre atomos
em uma molécula possuem energias caracteristicas. Um foton de radiagfo
cletromagnética também ¢ definido por uma energia caracteristica e um comprimento de
onda caracteristico. Quando um dtomo ¢ atingido por um féton de radiagéo
eletromagnética, se a energia do foton for suficiente para provocar um salto energético
de um elétron num estado fundamental para um estado excitado, pode ocorrer absorcio
desse foton pela camada eletrfnica do 4tomo. Esse processo ¢ bastante comum para
radiagOes ultravioleta e visivel, cujos comprimentos de onda so da ordem de centenas
de nandmetros e as energias dos fotons da ordem de unidades de elétron-volt ( 1 eV =
1,6 x 10"° J). Uma molécula formada por vérios atomos possui modos de vibragdes
elasticas entre os dtomos que a constituem, que podem ser excitados por um campo
elétrico quando existe polarizacédo elétrica entre os atomos na molécula. A radiagéio
infravermetha, cujos comprimentos de onda sfo da ordem de micrometros e as energias
dos fétons da ordem de décimos de eV, pode interagir com as moléculas excitando esses
modos de vibragdo. A molécula de CO, possui modos de vibragio entre o atomo de
Carbono e os dtomos de Oxigénio, dentre os quais um de estiramento assimétrico que
absorve radiagdo infravermelha no comprimento de onda de 4,26 pm, efeito esse que
utilizamos em nosso trabatho para monitorar a concentragiio de CO; .

Neste trabalho utilizamos uma fonte de radiacio infravermelho construida de um
“bastio de carborundum” ( cerdmica de carbeto de silicio ) de aproximadamente 60 mm
de comprimento e 6 mm de didmetro, denominada “globar”. Esta fonte emite radiagio
infravermelha em varios comprimentos de onda. Para selecionar o comprimento de
onda desejado utilizamos um filtro de interferéncia fixado na frente do detetor. Este
filtro possui uma banda passante estreita ( 50 nm ) em torno de 4,26 pm.



Quantitativamente, a absorgfio de radiagio pela matéria pode ser descrita pela Lei
de Beer!!>19), que relaciona a radiagéo transmitida com a espessura ¢ as propriedades do
material. A transmiténcia T, ¢ a razio entre a poténcia radiante P transmitida através de
uma amostra ¢ a poténcia da radiaglio incidente Py, tendo-se em conta somente a
absorcio da amostra : T=P/Py

Pela Lei de Beer temos: P=Pyx exp(—a.b.c) onde
a = absor¢do de uma radiagfo de freqii€ncia especifica v.
b = espessura da amostra em cm.
¢ = concentragio de volume da amostra em g/1.
Dessa forma : T = exp(—a.b.c) e log( 1/T) define a absortincia : A =a.b.c
A absorcédo da amostra de uma substincia é efetivamente maior, quanto maior for

sua espessura, € maior for o seu coeficiente de absorgfo para o comprimento de onda
em questdo. No nosso caso, a absorgio depende da concentracdio de CO; no ar.



Capitulo IV-) Analisador de gases (CO,) :

O analisador compacto de CO, para monitoramento da fotossintese é um
analisador de gases”*® convencional, adaptado para este tipo de aplicagéio, levando-se
em conta a sensibilidade exigida, custo e simplicidade de manuseio para o experimento
em questdo.

O sistema de medic3o utilizado (vide Fig. IV.1) funciona através da absorcio do
infravermelho e tem, basicamente, em sua estrutura uma fonte de infravermetho do tipo
“globar”, duas cAmaras de gases, as quais sfo seladas por janelas dpticas de safira,
sendo uma cémara ativa ,onde circula o ar com concentragdes variadas do gés carbdnico
em contato com a planta em estudo, ¢ uma camara de referéncia, onde circula o N>
puro; um par de detetores de radiagfo infravermelho (foto- condutores de PbSe), fixados
apds cada cimara; um par de filtros de interferéncia centrados em 4,26pm (pico de
absorgfio do CO;) com uma banda passante de 10nm; um chopper que modula a
radia¢fio infravermelho, possibilitando que sinais com freqgiiéncias diferentes daguela
oriunda do chopper sejam eliminados quando processados eletronicamente, methorando
a relagdo sinal- ruido.

ct FOLHA

Foml:enca AMOSTRA)

ABERTA f - CAMARAATIVA

|
c N A
a4

MOTOR DO
MCOULADOR
OPTICO >

DETETORESDE -

INFRAVEHMELHO i —
1
ENTRADAS/SAIDAS DE £~ - e |1 I |
GASES CAMARA DE | , MCDULADOR FONTE DE
REFERENCIA l | GFTICO INFRAVERMELHO

Fig. IV.1 : Analisador de CO; acoplado & uma cimara fotoacustica aberta.



Quando a fotossintese € realizada, a concentragdo de CO, diminui na c&mara ativa
gerando um decréscimo de absorgiio do infravermelho, resuitando no aumento do sinal
do detector. O sinal do detector da cimara ativa ¢ normalizado pelo sinal da cimara de
referéncia e os dados so processados, armazenados em disquetes (os equipamentos sio
interfaceados com um microcomputador) e mostrados na tela na forma de grafico.

¢ Equipamento baseado na eletronica dedicada desenvolvida no LAS:

No caso da eletrdnica dedicada, mostrada na Fig. IV.2, sdo utilizados pré-
amplificadores com ganho de trinta e guatro vezes apés os detectores. Logo em seguida
o sinal passa por filtros tipo passa- faixa centrados em 150Hz que além de limitar a
banda de freqiiéncias do sinal, fazem uma amphacfio suplementar de dezesseis vezes;
entdio os dois sinais estdo prontos para serem digitalizados pela interface DagBook/100
da IOTech e processados em um microcomputador conforme descrito no procedimento
de calibracio.

PRE
FPF
17Hz
CAMARA N
FOTOACUSTICA =
N Al
CHOPPER | . PREs
FONTE CAMARA ,
DE MED
TENSAO DE B_D_
FONTE T
DETECTORES
OSCILADOR
LASER MODULADOR
CONTROLE
MODULADOR

Fig. IV.2 : Analisador de gis CO; com 2 eletrénica dedicada desenvolvida no LAS.
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CapituloV-) O monitoramento da evolugio de O, ¢ a técnica
fotoacustica

O monitoramento da evolugiio de O é baseado na técnica fotoacustica’**”. Este
efeito consiste na geragdo de ondas de pressio em uma cimara fechada (Cimara
Fotoacustica ), devido a absor¢do de luz modulada por uma amostra. A huz incidente,
proveniente de uma fonte pulsada ou modulada por ym modulador de feixe luminoso, é
absorvida pela amostra gerando pulsos de calor que causam uma flutuagiio periédica de
temperatura na camada de gas adjacente a amostra (geralmente ar a pressiio ambiente)
com a mesma freqiiéncia de modulaciio que a do feixe de luz incidente. A flutuagéo de
temperatura causa a expansio ¢ compressdo dessa camada de ar, dando origem a ondas
de pressgo dentro da camara, que sfo detectadas pelo microfone.

O sinal gerado pelo microfone dependera diretamente do coeficiente de absor¢dio
da amostra e da transmissdo e geragfio de calor do ar para a amostra € posteriormente
para a cimara fechada. A fig.V.1 mostra mma cimara fotoacistica convencional.

Camada
Amostra Fronteiriga de
Gas

<~ Microfone

/Janela Optica

Luz Incidente

“Lrr

—>x

Figura V.1 : Camara fotoacistica convencional.

Neste trabalho a evolugiio de O, € baseado em uma célula fotoacistica aberta,
acoplada sobre a folha vegetal em estudo que é deixada no escuro por aproximadamente
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uma hora, para que haja relaxamento do sistema fotossintético. A fotossintese € iniciada
com um feixe de iz modulado formando pulsos de O, no interior da cémara
fotoacustica onde as ondas de pressido geradas sfio “ouvidas” pelo microfone.

Uma luz monocromitica em torno de 680nm (pico de absor¢do da clorofila) é
guiada através de um cabo optico excitando a fotossintese. Dois casos serdo
apresentados; em um deles, a folha vegetal em estudo é acoplada entre o orificio da
ciimara ativa do analisador de gases € o microfone de eletreto conforme a figura V. 2.

Luz Modulada

Graxa de
Silicone

S e 0 P L S e -

Placa Metilica

Figura V. 2 : Célula fotoacistica aberta (microfone de eletreto).

Em outro, a folha € acoplada a um microfore de eletreto ligado diretamente &
eletronica do sistema desenvolvida no LAS, recebendo luz modulada diretamente do
cabo éptico. Em determinados intervalos de tempo, incidi-se luz branca nfio modulada
(DC), através de um segundo ramo do mesmo cabo optico, sobre a amostra, saturando a
absorgio da clorofila, cessando a fotossintese modulada e, assim, diminuindo o sinal
fotoactstico. Quando a luz modulada (AC) incide sobre a amostra, ocorrem dois
fendmenos importantes: o primeiro € a absor¢do da luz gerando calor e induzindo sinal
fotoacistico; esta € a componente "fototérmica" do sinal total gerado. O segundo € a
absorcio de luz modulada pela folha vegetal efetuando a fotossintese e liberando pulsos
de O, para o interior da cimara fotoactstica, responsaveis pela componente
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"fotobarica”, a qual queremos medir. Quando a luz branca (DC) incide na amostra, a
fotossintese ¢ saturada e a componente “fotobdrica” é eliminada, o que permite a
discriminagfio das duas componentes.

O tempo de resposta da evolugdo do O, € da ordem de 5 ms, sendo entiio
utilizadas freqiéncias baixas de modulagfo neste processo.

A seguir ¢ descrito em linhas gerais o sistema utilizado para o monitoramento do
O, na prética.

s+ Monitoramento do gis O; com a eletrénica dedicada

Com a eletrénica dedicada, mostrada em blocos na Fig. V.1, o monitoramento do
O, é realizado também com uma cidmara fotoacistica, mas sem os amplificadores “lock-
in”; no lugar destes foram implementados pré-amplificadores com ganho de trezentos e
setenta e cinco vezes apds os detectores; posteriormente o sinal passa por um filtro tipo
passa-faixa centrado em 23,7Hz que, além de limitar a banda de freqiiéncias do sinal,
também faz uma ampliagdio suplementar de cento e setenta e oito vezes; desta forma o
sinal do microfone com apenas alguns microvolts é ampliado até€ alcangar alguns volts,
possibilitando a sua digitalizagfio com a interface DaqBook/100. O microcomputador
pode entdo adquirir os dados para 0 armazenamento ¢ cdlculos.

Os componentes basicos do monitor de O, sio:

e Microfone de Eletreto comercial (célula fotoacitstica aberta) : didmetro do orificio
de entrada da cémara & = 3 mm; didmetro externo do microfone & = 10 mm (como
o microfone foi adquirido em lojas de componentes eletronicos nfio se tem uma
especificagio mais completa; na carcaga existe a inscrigio 90Y, e ¢ similar ao
modelo EM60 da Primo Company - Jap#o).

¢ Fonte de Luz Modulada (luz AC): diodo laser de AsGaAl, A, = 660 nm, P = 4 mW
(15 W / m® na superficie da folha vegetal em estudo acoplada no equipamento (o
laser utilizado foi retirado de um “laser pointer”, cujo custo unitirio é bastante
reduzido - R$ 10,00 - e apresenta uma boa estabilidade quando alimentado com
fonte externa de 4,5V).
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o Fonte de luz branca continua (luz DC): [Ampada OSRAM Xenophotde 36V e 400W.
A luz branca foi filtrada por um fitro de calor de vidro KG1 da Melles Griot e
colimada através de lentes convergentes na entrada do cabo optico utilizado.

» (Cabo Optico bifurcado para guiagem dos feixes de laser e luz branca até a amostra
(tipo A53,045 da Edmund Scientific).

Capitulo VI-) Materiais e Métodos :
Nesta secéo descrevemos os trabalthos realizados na pritica, tais como:

- Construgdo do “viveiro™;

- Modificagdes no sistema;

- Cultivo das amostras € procedimento de medidas;

- Medidas de evolugdo de O; em células de aluminio, utilizando o Laser de Diodo
para excitagdo da fotossintese;

- Medidas de evolugiio de O, em folhas de palmito doce e milho hibrido, utilizando o
Laser de Diodo para excitagdo da fotossintese.
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VL1) Construcio do “Viveiro” :

Foi construido um “viveiro” (vide figuia V1.1) para o cultivo das espécies vegetais
a serem estudadas. Neste, as espécies foram condicionadas num ambiente natural,
sofrendo influéncias diretas dos fatores limitantes externos. Para sua construg¢do foram
utilizados: 4 toras de bambu nativo, 2 tibuas de madeira( 1,10m x 0,80m); 1 tela de

sombreamento 50% (2,50m x 1,00m) com o objetivo de filtrar a a¢io da radiagio solar .

Vista Iateral m A Vista frontal

Gl L,

mdss emh hibrido o Amostras de palmito doce

Figura VL1 : Fotos do “viveiro” construido, em diferentes ingalos.
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V1.2-) Medificacdes mecénicas no sistema :

Foram feitas algumas modificaches no sistema. Para explicarmos melhor essas
mudangas, resolvemos dividi-lo em: sistema :»mtigoz‘8 e sistema atual.

No sisterna antigo, utilizava-se uma espécie de eldstico para acoplar o conjunto
pré-amplificador e analisador na espécie vegetal em estudo, ja no sistema atual, foi
instalada uma dobradica entre o pré-amplificador e o analisador tornando-lhe mais
eficiente e sistémico. Uma outra modificagiio que tornou o sistema mais pratico foi a
implementacdo de um parafuso para ajuste da press3o do pré-amplificador na regido do

orificio do microfone, obtendo, uma melhoria na vedagio. A figura VI.2 a seguir ilustra

o sistema antigo e o sistema atual:

Sistema antigo Sistema atual

Figura V1.2 : Modo de acoplamento da amostra no sisterna antigo e no atual.
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VL.3-) Cultivo de amostras e Procedimento de Medidas :

As amostras utilizadas foram Milho Hibrido ¢ Palmito Doce. Os palmitos
procederam da Fazenda Citra — S.P. Para os milhos hibridos foram utilizadas sementes
“Selegran”, lote 085, com wvalidade até 04/02/02, plantadas em wvasos de
aproximadamente %2 1 de terra vegetal. As medidas foram realizadas em folhas de
amostras com idade entre 1 e 3 meses apds a germinacfio.

Para obtermos resultados repetitivos ou passiveis de comparagfio nas medidas de
evolugio do O, da planta em estudo, é necessario trabalhar nas mesmas condi¢Ses
ambientais, ou scja, mesma irradidncia, hidratagio e temperatura. Para isso, foi
estabelecido o seguinte procedimento de medidas:

- as amostras foram mantidas basicamente no “viveiro” (vide Fig. VI. 1) com
iluminagfo natural. Um dia antes da realizacio de medidas, elas eram colocadas na
estufa?®, localizada dentro do laboratério, cuja iluminagsio ¢ proveniente de limpadas
fluorescentes e incandescentes.

- as folhas das amostras, “in vivo”, foram acopladas no equipamento selando o
orificio da parte superior da cdmara ativa do analisador de CO,. Por sua vez, a célula
fotoacustica aberta foi acoplada sobre a folha em estudo e centrada no orificio da
cdmara ativa do analisador de CO,. Desta maneira, a folha em estudo ficava levemente
prensada entre o analisador de CO, e a célula fotoacustica aberta. Para garantir a
vedacdo completa no sistema foram utilizadas camadas finas de PVC e graxa de
silicone.

- as amostras, ja acopladas no equipamento, eram mantidas no escuro por cerca de’
duas horas antes da realizagdo das medidas para relaxar os centros de excitacio da
clorofila.
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VL 4-) Medidas de calibracio em amostras de aluminio utilizando o
Laser de Diodo :

Foram feitas medidas com uma amostra de aluminio de 55 pm de espessura ¢ 8
mm de diimetro, acoplada ao sistema no lugar da folha vegetal, com a finalidade de
verificar se o sistema estava calibrado, bem como, apresentar ¢ familiarizar com o
aparetho de medidas. A seguir, a figura VI. 4.a, apresenta o gréfico do sinal fotoacistico
gerado pela célula de aluminio, comprovando que o sistema estava calibrado para
realizacio de medidas fotoachsticas.

ser desli . i
Laser liga Laser desliga  Laserliga  Laser desliga
|
] r
3,54
3.0-
2 55
W
S
>
@ 20-
3] i
S 15
S 15-
e ;
E 1,0-
B ]
05-
0,0+
] I T | 1 A I
0 20 40 60 80 100
Tempo (s)

Figura VL 4.a : Grifico do sinal fotoacistico gerado por uma célula de aluminio,
pintada com uma fina camada de tinta preta (Pilot para retroprojetor).
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VL 5-) Medidas de evolugio de O; em folhas de palmito doce e milho
hibrido, utilizando o Laser de Diodo para excitacio da fotossintese:

Para medidas da evolugdo de O,, a luz modulada (laser, 17 Hz), para a excitagdo
da fotossintese, permaneceu ligada constantemente. Foram adquiridos 100 pontos, de 2
em 2 segundos cada, num total de 200 segundos. Nos primeiros 20 pontos a luz branca
(DC), para a saturacio da fotossfntese, permanecia desligada; no 21° ponto a luz branca
era ligada; no 40° a luz branca era desligada novamente, e assim sucessivamente, de 20
em 20 pontos, até o final da medida. Foram utilizadas folhas de milho hibrido e de

palmito doce.

A figura VI. 5.a abaixo, mostra o grafico do sinal fotoacuistico gerado utilizando-
se uma poténcia de 237 W (LB) para saturagfio da fotossintese. Antes do inicio das
medidas, o milho hibrido permaneceu cerca de uma hora no escuro, relaxando o sistema
fotossintético da planta. A folha foi acoplada “in vivo™ & célula fotoacistica aberta.

0,50 -

e f ot

046 -
044 -

042 tLB Liga

Sinal Fotoacustico (V)

0,40 -

0.38 T | J T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

Figura V1. 5.a : Grifico da evoluciio de O; em uma amostra de milho hibrido com
a limpada de saturaciio (LB) nas condi¢ies de 25,0V ¢ 9,5A.
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A figura VI. 5b a scguir, apresenta o grifico do sinal fotoacistico gerado
utilizando-se uma poténcia de 321 W (LB) para saturaciio da fotossintese. Antes do
inicio das medidas, o mitho hibrido permaneceu cerca de uma hora no escuro, relaxando
o sistema fotossintético da planta. A folha foi acoplada “in vivo” & célula fotoactstica
aberta.
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Figura VL 5.b : Grifico da evolugiio de Oy em uma amostra de milho hibride com
a lampada de saturaciio (LB) nas condigdes de 30,0V e 10,7A,
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A figura VL 5.c a seguir, apresenta o grafico do sinal fotoacdstico gerado
utilizando-se uma poténcia de 409 W (LB) para saturacdo da fotossintese. Antes do
inicio das medidas, o milho hibrido permaneceu cerca de uma hora no escuro, relaxando
o sistema fotossintético da planta. A folha foi acoplada “in vivo™ i célula fotoactstica
aberta.

Sinal FotoacUstico (V)
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Figura VL. 5.c: Grifico da evolugiio de 02 em uma amostra de milho hibride com a
Limpada de saturacio (LB) nas condicdes de 35,0V e 11,7A. )

Observando os grificos VI.5.ab,c, a0 se ligar o laser modulado, o sinal
fotoacistico encontra-se num patamar mais alto. Quando liga-se a luz branca (DC), de
saturagdo da fotossintese, o sinal fotoacdstico cai para um patamar mais baixo. Essa
diferenca corresponde ao efeito fotobdrico, de evolugiio de O, para o interior de cdmara
fotoacustica. O sinal correspondente ao patamar mais baixo é a componente fototérmica
que independe da saturagiio da fotossintese. Quando a luz branca é desligada, a
fotossintese modulada volta a ocorrer e o sinal fotoacistico retorna ao patamar mais
alto.
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A figura VI.5.d mostra os resuitados das médias das diferengas entre os patamares
mais altos e os patamares mais baixos (componentes fotobdricas) para cada uma das
medidas apresentadas nas figuras V1. 5.ab,c, para as 3 diferentes poténcias na lampada
DC utilizadas : 237 W, 321 W e 409 W respectivamente. Para o grafico VI.5.c ndo foi
considerado o ultimo patamar no célculo da média por estar muito fora do padr3o.
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Figura VL5.d: Grifico do sinal fotobirico em func¢io da poténcia da luz
branca (DC) utilizada para a saturacio da fotossintese.

A tabela VI.5.1 apresenta os valores das poténcias utilizadas na limpada DC € os
respectivos valores das componentes fotobéricas e os desvios (o). E ¢ instrutivo denotar

que o sistema eletrbnico amplifica cerca de 5000 vezes o sinal fotoachstico como
detectado pelo microfone.

Tabela V1.5.1

Poténcia da Limpada (W) | Componente fotobarica (V)

237 0,082 + 0,003
321 0,087 + 0,004
409 0,093 + 0,004




Os dados acima mostram um comportamento linear com a poténcia da limpada ¢
um desvio da ordem da 5%, no entanto as diferengas entre as componentes fotobéricas
para as diferentes poténcias utilizadas sio da ordem de grandeza dos desvios.

O grafico VI. 5.e abaixo, mostra o sinal fotoacustico gerado utilizando-se um a
poténcia de 430 W (LB) para saturacio da fotossintese. Antes do inicio das medidas, o
palmito doce permaneceu cerca de uma hora no escuro, relaxando o sistema
fotossintético da planta. A folha foi acoplada “in vivo” & célula fotoaciistica aberta.
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Figura VL 5.e : Grifico da evolugiio de O, em uma amostra de palmito doce com
limpada de saturacgio (LB) nas condicdes de 34,5V ¢ 12,46A.

As medidas com folhas de palmito, no entanto, apresentaram resultados ainda
muito discrepantes, ndo permitindo um tratamento estatistico.
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Capitulo VII -) Comentirios e Conclusdes :

No primeiro semestre foi realizada uma revisfo bibliografica e familiarizag&o com
o sistema de medidas; foi construido um viveiro para acomodaghio das plantas
utilizadas; foram cultivadas amostras de Palmito doce e de Milho; foi realizada uma
modificagdo no sistema mecénico de acoplamento da amostra, o que facilitou a fixacgio
das amostras no sistema de medidas. No segundo semestre foram realizadas medidas de
evolucdo de O,.

Os resuliados apresentados mostram a viabilidade da técnica fotoacistica para
monitoramento da evolugio de O, durante a fotossintese. Mostram também que os
esforgos no sentido de sanar os problemas com a eletronica dedicada ao sistema, que
esta sendo desenvolvida no LLAS, est#o surtindo efeito.

Medidas de consumo de CO; nio foram apresentadas devido a prioridade na
soluchio dos problemas com a parte da eletrénica dedicada as medidas de O,. Cabe
ressaltar que o desenvolvimento da eletrénica ndo faz parte do proposto neste projeto
PIBIC. O desenvolvimento da eletrbnica ¢ tema de tese de mestrado do LAS. Este
projeto utiliza o sistema para realizar medidas e, assim, também colaborar no

desenvolvimento do sistema como um todo.
Como continuidade do projeto propomos a realizagio de mais medidas de

evolugdo de O, e a realizagio das medidas de consumo de CO; pela espéeie em estudo, -
durante a fotossintese, medidas estas necessérias para testar o sistema.
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APENDICE A -) Cronograma das atividades previstas que foram realizadas neste

primeiro ano de bolsa.

Cronograma de atividades:
Atividades Meses
01102(03]|104|05 07108(09|10 |11 (|12
Levantamento Bibliografico X|X|X|X|X XIX|X[X[X
Cultivo de Amostras no Viveiro XX X|X|X XX X|X|[X
Realizagio de Medidas XX XIX|X X|IXIX|X|X
Relatérios X X1X
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