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Resumo

Metodologias espectroscdpicas de absorcao baseadas em fontes de radiagéo lase-
res combinadas a um detector fotoacustico como, por exemplo, a espectroscopia fotoa-
custica, tem mostrado alta sensibilidade e seletividade para a deteccdo de diferentes
moléculas gasosas em tempo real. O presente trabalho utilizou a espectroscopia fotoa-
clstica para detectar etileno (C;H,), 6xido nitrico (NO), amonia (NH3) e didxido de
carbono (CO,), justificado pelos importantes papéis que essas moléculas gasosas de-
sempenham em sistemas biol6gicos. Nesse sentido, por meio de um laser de CO,, a
producdo de C,H, foi monitorada em plantas de amendoim bravo (Pterogyne nitens
Tul.), uma arvore tropical, cultivadas durante sete dias em 500 umol L™ de Cr*®. Os
resultados para a emissao de C,H, revelaram a espectroscopia fotoacustica como uma
técnica inovadora e eficiente para avaliar o nivel de estresse induzido pela presenca do
metal pesado. Adicionalmente, outras técnicas mais comumente utilizadas para acessar
estresse em plantas, tais como a fluorescéncia da clorofila a, a fluorescéncia do NO e o
contetdo de poliaminas foram empregadas no presente estudo. Quanto a detec¢do de
NO, um espectrometro fotoacustico foi montado e seu limite inferior de deteccdo foi
aferido modulando em comprimento de onda e em amplitude um laser de cascata quan-
tica. O limite inferior de deteccdo alcangado com a modulagdo em comprimento de onda
foi bastante significativo (na faixa de ppbv). Adicionalmente, a modulacdo em compri-
mento de onda se mostra mais eficiente na elucidacdo de estruturas de absorgéo estrei-
tas. Esses resultados indicam que o sistema é apropriado para estudos de amostras bio-
I6gicas. Para a deteccdo de NH3;, C;Hs e CO,, uma montagem experimental foi feita
para que essas moléculas pudessem ser simultaneamente detectadas em misturas bina-
rias utilizando apenas um unico sensor (célula fotoacustica). Os resultados mostraram
que o método de medida simultanea foi capaz de diferenciar os espectros das espécies
gasosas presentes nas misturas. Os limites de deteccdo das moléculas na mistura ndo
foram afetados quando comparados com o limite obtido para a cada molécula em Na.
Embora a metodologia tenha sido testada para NH3, C,H4 e CO,, apenas substituindo a
fonte de radiagdo, qualquer outra molécula pode ser simultaneamente detectada em uma

mistura.

Palavras-chave: espectroscopia fotoacustica, etileno, éxido nitrico, aménia e laser de

cascata quantica.
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Abstract

Absorption spectroscopic methods such as photoacoustic spectroscopy based on
infrared radiation sources, as lasers, combined with a photoacoustic cell, have shown a
high selectivity and sensitivity for the detection of various gas molecules in real time. In
the present study the photoacoustic spectroscopy was applied to detect ethylene (C;H,),
nitric oxide (NO), ammonia (NHs) and carbon dioxide (CO;). These molecules play
important roles in biological systems. In this sense, by means of a CO; laser, the pro-
duction of C,H, was monitored from brave peanuts (Pterogyne nitens Tul.), a tropical
tree, cultivated during seven days in 500 pmol L™ Cr*®. The results obtained for the
emission of C,H, revealed the photoacoustic spectroscopy as an innovative and efficient
method to assess the stress induced by heavy metal. Additionally, techniques commonly
used to access stress in plant tissues like the chlorophyll a fluorescence, NO fluores-
cence and polyamine contents were employed in this study. Concerning to the detection
of NO, a photoacoustic spectrometer was assembled and its lower detection limit was
assessed by modulating the quantum cascade laser in wavelength and amplitude. The
lower detection limit achieved by the wavelength modulation was highly significant (in
the ppbv range). The wavelength modulation is more efficient in elucidating narrow
absorption structures. These results indicate that the system is suitable for the study of
biological samples. For NH3, C,H, and CO; sensing, a new experimental setup was
used to detect these molecules simultaneously in a binary mixture using only one sensor
(photoacoustic cell). The results showed that this method was able to single out the
spectra of a molecule in mixtures. The detection limits of each molecule in the mixture
were the same compared to the detection limit of a unique molecule in N,. Although the
simultaneous method has been tested for NH3, C,H,4 and CO,, just replacing the source

of radiation, any other molecule can be simultaneously detected in binary mixture.

Keywords: photoacoustic spectroscopy, ethylene, nitric oxide, ammonia and quantum
cascade laser.



Introducéo

A espectroscopia fotoacustica € um método amplamente reconhecido por suas
diversas aplicagfes, como no monitoramento da poluicdo ambiental (Rocha et al., 2011;
Berrou et al., 2010; Martinez et al., 2009; Ferus et al., 2008; Grossel et al., 2007; da
Silva et al., 2006; Schilt et al., 2004; Marinov e Sigrist, 2003), no processamento de
materiais (Chrobak et al., 2010; El-Brolossy e Ibrahim, 2010; Albor-Aguilera et al.,
2009; Ghosh et al., 2008), em diagndsticos médicos (Dumitras et al., 2008; Harvey et
al., 2007; Bakhirkin et al., 2006; Mccurdy, 2006; Mcmanus, 2006; Narasimhan et al.,
2001; Menzel, 2001; Liang e Knox, 2000; Loscalzo e Vita, 2000), no controle de pro-
cessos industriais (De Gouw et al., 2009; Besson et al., 2006; Howieson, 2006; Wysoc-
ki et al., 2005), no estudo de solos e vegetais (Du e Zhou, 2011; Schrier-Uijl et al.,
2010; Du et al., 2009; Baptista-Filho et al., 2008; Bernardi et al., 2008; Baptista-Filho
et al., 2006; Webber et al., 2005), entre outras.

Todas as aplicagdes acima citadas requerem alta sensibilidade, alta seletividade,
e tempo real e, muitas vezes, instrumentos portateis. Esses requisitos podem ser
preenchidos pela espectroscopia fotoacustica, fazendo dessa técnica uma opgéo bastante
adequada para diferentes aplicagoes.

A espectroscopia fotoacUstica de alta seletividade depende da utilizacdo de fon-
tes de radiacdo que tenham boas propriedades espectrais, por exemplo, largura de linha
estreita, alta densidade espectral e boa colimacéo, sendo a radiacdo laser uma candidata
natural. Uma grande variedade de fontes de laseres atualmente disponiveis (laseres se-
micondutores, laseres a gas, entre outros) cobrindo quase todo o espectro infravermelho,
faz a deteccdo de multiplas espécies gasosas possiveis (Baptista-Filho et al., 2011; Cor-
réa et al., 2011; Corréa et al., 2008; Baptista-Filho et al., 2006; da Silva et al., 2006; da
Silva et al., 2005; da Silva et al., 2003).

Outros fatores importantes envolvidos na deteccdo de gases pela espectroscopia
fotoacuUstica sdo as metodologias empregadas para modulacdo da fonte de radiacéo e de
processamento do sinal gerado. Em particular, os laseres semicondutores podem ser
modulados através da corrente de alimentacdo (modulacdo em intensidade ou em com-
primento de onda) (Curl et al., 2010). A modulacéo realizada pela variagdo da intensi-
dade da radiacdo é denominada por modulacdo em amplitude. Para este caso, o sinal
fotoacuUstico gerado é diretamente proporcional ao coeficiente de absor¢do da molécula
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e, assim, quando monitorado em funcdo da variagdo do comprimento de onda fornece,
diferentemente da espectroscopia de transmissao convencional, o espectro de absorgéo
da molécula. Um segundo método de interesse é a modulagdo em comprimento de onda,
que, em funcéo da oscilagéo gerada sobre o comprimento de onda, produz a derivada do
espectro de absor¢do da molécula. Este método é especialmente utilizado quando o es-
pectro da molécula apresenta linha de absorcdo bastante estreita (Besson, 2006). Quanto
ao processamento do sinal gerado, amplificadores sincronos, do tipo Lock-in, sdo am-
plamente utilizados. Estes equipamentos permitem ndo somente a determinacdo da in-
tensidade do sinal, como também fornecem a resolugdo temporal. A partir deste parame-
tro, os espectros de absorcdo de duas espécies quimicas diferentes podem ser separados
pelo método de separacdo pela fase, por exemplo.

De modo geral, o presente trabalho teve como objetivo aplicar a espectroscopia
fotoacustica, utilizando laseres como fonte de radiacdo, na deteccdo das moléculas ga-
sosas de etileno, didxido de carbono, éxido nitrico e aménia. Para melhor entendimento
e, em virtude das diferentes aplicacdes e estudos metodoldgicos realizados, este trabalho
foi dividido em capitulos, compreendendo cinco no total. O primeiro capitulo traz uma
abordagem dos principais temas aqui estudados. Tais temas compreendem principal-
mente a espectroscopia fotoacustica, seus fundamentos tedricos, os tipos de fontes de
radiacdo utilizados e suas aplicagcdes. Uma breve descrigdo sobre as moléculas gasosas
estudadas também foi feita.

No capitulo 2, os resultados para etileno e di6xido de carbono, detectados utili-
zando um laser de CO, e um analisador de gas comercial, a partir de plantas de amendo-
im bravo (P. nitens) tratadas com Cr*® foram mostrados. Técnicas usuais para acessar
estresse (fluorescéncia da clorofila a, conteddo dos pigmentos fotossintéticos, contetdo
relativo de agua, conteddo de poliaminas e fluorescéncia do 6xido nitrico) foram tam-
bém utilizadas.

O capitulo 3 teve como objetivo caracterizar um espectrémetro fotoacustico
baseado em um laser de cascata quantica para deteccdo de Oxido nitrico. As
caracterizagcBes basearam-se, por sua vez, nos métodos de modulagcdo em amplitude e
em comprimento de onda para o laser e na determinagdo dos limites inferiores de
deteccdo para cada método.

O capitulo 4 descreve uma metodologia para detecgdo simultanea de gases. Uti-

lizando dois laseres de cascata quantica, uma Unica célula fotoacustica e trés frequéncias
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de modulacéo distintas, as misturas binarias etileno+aménia e etileno+diéxido de car-
bono puderam ser detectadas simultaneamente.

O capitulo 5 traz as consideragdes finais, bem como uma perspectiva para os es-
tudos realizados.
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CAPITULO 1

Fundamentos béasicos da espectroscopia fotoacustica utilizando laseres

para a deteccdo de moléculas gasosas

1.1 Espectroscopia no infravermelho a laser

A espectroscopia no infravermelho é um método eficiente para detectar espécies
gasosas, ja que muitas delas absorvem nesta faixa espectral (Jia et al., 2009; Grossel et
al., 2006; Veres et al., 2003; Martin, 2002).

A espectroscopia no infravermelho é fundamentada na teoria explorada por Al-
bert Einstein em 1905 e por Niels Bohr em 1913, os quais postularam a quantiza¢do do
campo eletromagnético e dos niveis de energia atdmicos, respectivamente (Zilio, 2009).

Em 1915, Einstein descreveu em detalhes a interacdo entre luz e absorcdo atra-
vés dos coeficientes de probabilidades de transi¢do entre dois niveis de energia (Zilio,
2009). Outro importante avanco foi alcan¢ado nagquele mesmo ano com a contribuicéo
de Gerhard Herzberg para a descricéo de transicdes moleculares (Herzberg, 2003).

Paralelamente as investigacOes teoricas, investigaces experimentais foram rea-
lizadas ja no inicio da década de 20. Naquela época, 0s espectrémetros desenvolvidos
eram usados com fontes de banda larga em combinacéo com filtros para detectar os ga-
ses de interesse. Entretanto, a baixa seletividade e sensibilidade desses sensores limita-
ram o seu uso (Besson, 2006).

Um avanco tecnoldgico bastante relevante para a espectroscopia ocorreu com o
advento dos laseres nos anos 60 (Martin, 2002). Essas fontes de radiacdo séo particu-
larmente bem adaptadas a espectroscopia no infravermelho, uma vez que elas oferecem
muitas vantagens como, por exemplo, alta densidade de energia, colimagdo e emissao
monocromatica (Sigrist, 2003). Atualmente, em funcdo da existéncia de uma grande
variedade de fontes laseres (laseres semicondutores, laseres a gas, entre outros), que
juntos cobrem uma grande faixa do espectro infravermelho, a deteccdo de multiplas
espécies gasosas se torna viadvel. Uma metodologia baseada em laseres oferece muitas
outras vantagens, além das citadas anteriormente: ela é imune a interferéncias, possui
alta sensibilidade, permitindo a deteccdo de ppbv (partes por bilhdo em volume) ou
concentragdes ainda em pptv (partes por trilhndo em volume); a linearidade e a faixa de
deteccdo sdo geralmente maiores do que seis ordens de magnitude, a partir de 100 pptv
até 100 ppmv (partes por milhdo por volume), permite a analise da amostra em tempo
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real, com medigdes continuas ou ndo, e portabilidade relativa para medicGes in situ
(Dumitras et al., 2010). Laseres & gas e semicondutores emitindo na faixa do infraver-
melho séo excelentes fontes de radiacdo, preenchendo de forma bastante conveniente
esses requisitos. Adicionalmente os laseres de semicondutores podem ser facilmente
modulados através da corrente de alimentacdo (modulacdo em intensidade ou em com-
primento de onda) (Curl et al., 2010).

1.2 Laseres a gas

Os laseres a gas podem ser classificados em trés grupos de acordo com a regido
do espectro eletromagnético em que emitem: laseres a gas no ultravioleta, no visivel ou
no infravermelho. De todos os laseres a gas no infravermelho, o laser de di6xido de
carbono (CO,) é o mais comumente usado, enquanto que outros gases, como o 6éxido
nitroso (N,O) e monodxido de carbono (CO), sdo usados com menor frequéncia (Csele,
2004).

O laser de CO, emite sua radiagdo em um comprimento de onda na faixa do
infravermelho médio, tendo, por exemplo, uma emissdo com comprimentos de onda em
torno de 10,6 um. Existe um numero razodvel de moléculas (hexafluoreto de enxofre,
amomia, etileno, etc) que absorvem na faixa de emissédo do laser de CO,. Quanto a
poténcia do laser, ela é relativamente alta quando comparada aos laseres mais comuns,
como o Hélio-Nebdnio (HeNe), podendo ser superior a 50 kW. Mesmo 0s menores
laseres fornecem alguns watts de poténcia. Além da poténcia alta, outro distintivo dos
laseres de CO; é sua alta eficiéncia (mais de 10%), propria para aplicacdes industriais.
Esses recursos se combinam para tornar o laser de CO,, de fato, um laser padrdo em
processamento de materiais, com aplicag¢des, incluindo corte e soldagem de materiais
como metais endurecidos e ceramicas (Csele, 2004).

Laseres de CO, usam uma mistura de CO;, nitrogénio (N;) e hélio (He) na
propor¢do aproximada de 1: 2: 8, com cada gas assumindo um papel especifico na
mistura. O funcionamento quantico do laser de CO, é semelhante ao do laser de HeNe,
ou seja, quatro niveis quanticos estdo envolvidos no processo de geracdo de radiacéo,
onde o nivel de bombeamento para este sistema esta em uma outra espécie quimica. A
molécula de N, € excitada com a energia da descarga elétrica e seu primeiro nivel
excitado (energia vibracional) tem valor muito proximo ao nivel superior de energia da
molécula de CO, (primeiro modo de estiramento assimétrico - 001). Por meio de
colisbes das moléculas de N, e CO,, a energia de seus respectivos estados excitados €
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transferida de uma molécula para a outra. Uma maior quantidade de N,, isto é, uma
propor¢do mais elevada do que o CO,, garante que as moléculas de CO, no estado
fundamental sejam bombeadas rapidamente para o nivel de mais alta energia (Figura
1.1) (Csele, 2004).

A emissdo mais comum e de maior poténcia que ocorre no laser de CO, tem
comprimento de 10,6 um. Essa emissdo é gerada pela transi¢ao entre o nivel vibracional
de estiramento assimétrico (001) e o nivel vibracional de estiramento simétrico (100)
(Figura 1.1). A partir deste nivel, a molécula decai para o nivel vibracional 010
(“flexdo” ou dobramento angular) e, em seguida retorna ao estado fundamental. A
adicdo de He a mistura de géas garante que 0s niveis excitados de menor energia das
moléculas de CO, sejam rapidamente despopulado. O He também serve para conduzir o
calor da descarga para as paredes do tubo, uma vez que ele desempenha melhor esse
papel do que a maioria dos gases (Csele, 2004). Assim como 0s niveis "puramente”
vibracionais, as rotaces da molécula de CO; sdo responsaveis pelo espectro de emissao
deste laser, uma vez que os niveis de rotagdo dividem cada nivel vibracional principal
em multiplos niveis muito préximos entre si. Como resultado, a emissao real do laser €
composta por uma série de linhas com comprimentos de ondas espagados, abrangendo a
faixa de 9,2 um a quase 11 um, centradas em torno de 9,6 um e 10,6 um. O grupo de
emissdes centrado em 10,6 um, por exemplo, é composto por mais de 20 linhas de
emissdo na faixa de comprimento de onda 10,44 a 11,02 um. Com uma rede de difragdo
adicionada a cavidade do laser, a emissdo do laser pode ser sintonizada em qualquer
uma dessas vinte linhas, tornando assim o laser de CO, uma fonte de radiacdo
interessante para a espectroscopia no infravermelho (Csele, 2004).

N, CO,
1 (001
Nivel de oA A 106 pm
bombeamento bl s ¥ : W
LW AYAYEAS 5| 1T
Y (1000 ™ (020) ;
o
' r_mu]I
A Efeito das energias
rotacionais sobre os
0 ) ¥ niveis vibracionais
Estiramento Estiramento Dobramento
assimétrico  simétrico angular

Figura 1.1 - Niveis de energia em um laser de CO..

UENF - Laboratério de Ciéncias Fisicas 20



1.3 Diodos laseres

Diodos laseres emissores de luz em comprimentos de onda que vdo desde o
infravermelho préximo ao visivel fazem parte de uma das tecnologias mais difundidas
no cotidiano da sociedade, por exemplo, em telecomunicagfes, em processos de
gravacgdo Optica, scanners de supermercado, impressoras, faxes, apontadores laser, entre
outros (Numai, 2004) .

O principio de funcionamento dos diodos laseres é fundamentalmente simples:
portadores de cargas opostas (elétrons e buracos) sdo eletricamente injetado em uma
regido ativa feita de materiais semicondutores (nas bandas de conducdo e valéncia,
respectivamente), onde se recombinam, emitindo fétons de energia préxima a diferenca
de energia entre as bandas de conducdo e valéncia da regiéo ativa. Em outras palavras, a
recombinacdo de elétrons e buracos produz luz de frequéncia v = Eg/h, sendo Eg ' a
energia que separa o menor nivel energético da banda de conducdo do maior nivel
energético da banda de valéncia e h é a constante de Planck (Sands, 2005).

Uma decorréncia direta disto é que, quando se pretende construir diodos laseres
emitindo em comprimentos de onda muito diferentes, é necessario escolher materiais
com Eg muito diferentes e, portanto, propriedades eletrénicas e Opticas diferentes. Este
fato limita, entretanto, uma aplicagdo mais ampla destes dispositivos. Por exemplo, para
os diodos laseres emitindo em comprimentos de onda usados em telecomunicagdes (em
torno de 1,3 e 1,5 um), ligas quaternarias feitas de galio-indio-fosforo-arsénio séo
utilizadas. Ja para os diodos laseres emitindo na regido do azul, as ligas de aluminio
contendo apenas galio e indio devem ser escolhidas (Curl et al., 2010; Sands, 2005).

A dependéncia da emissdo de luz com o Eg é um fator que limita severamente a
emissdo no infravermelho médio, especialmente na maior parte da regido de impressao
digital molecular (de 2 & 20 um). A dificuldade é combinar materiais diferentes que
fornecam diferencas entre as bandas de conducdo e a de valéncia para fornecer o
comprimento de onda desejado (Tittel et al., 2003).

Com o desenvolvimento dos laseres de cascata quantica, as limitacGes
anteriomente citadas relacionadas ao laseres convencionais foram superadas, tornando
possivel a utilizacdo desses novos dispositivos na chamada regido de impressdo digital
molecular (Curl et al., 2010).

! A letra “g” vem da palavra inglesa “gap” de “bandgap”, que poder ser traduzida como separacéo de
bandas.

UENF - Laboratério de Ciéncias Fisicas 21



1.3.1 Laser de Cascata Quantica

O laser de cascata quéntica (LCQ) é um laser semicondutor que emite radiacao
na regido do infravelmelho médio (4 - 17 um) do espectro eletromagnético. O
desempenho desses dispositivos foi primeiramente demonstrado nos Laborat6rios Bell
em 1994 (Faist et al., 1994).

O principio de funcionamento de um LCQ contrasta com o principio de
funcionamento dos laseres semicondutores convencionais, baseando-se em um processo
totalmente diferente para a emissdo de luz, que é independente da separacdo entre as
bandas de condugéo e valéncia (Curl et al., 2010).

Os LCQ utilizam apenas um Unico tipo de portador de carga (elétrons), que sdo
submetidos a saltos quanticos (tunelamento) entre os niveis de energia gerando fotons.
Estes niveis de energia ndo existem naturalmente nos materiais constituintes da regido
ativa, mas sdo criados artificialmente pela estruturacdo da regido ativa em camadas
muito finas (de espessura nanométrica), conhecidas como po¢os quanticos. O estado dos
elétrons nessas camadas € quantizado e caracterizado pelos niveis de energia, cuja
diferenca é determinada pela espessura dos poc¢os e pela altura das barreiras de energia
que os separa (Gmachl et al., 2001).

Em um LCQ um elétron permanece na banda de conducdo depois de emitir um
foton. O elétron pode, portanto, ser facilmente reaproveitado, ao ser injetado em uma
regido ativa adjacente idéntica, onde ele emite outro féton, e assim por diante. Para
atingir esta emissdo de fotons em cascata, regifes ativas sdo alternadas com materias
dopados e uma tensdo de polarizacdo adequada é aplicada. Os estdgios das regides
ativas existentes em um LCQ fornecem, quando polarizados, uma *“escada de energia”,
na qual os fotons sdo emitidos em cada um desses estagios (Figura 1.3.1). Este efeito
cascata é responsavel pela intensidade da radiacdo de saida que um diodo LCQ pode
fornecer (Gmachl et al., 2001).

A implicacdo deste efeito independe da separacéo entre as bandas de conducéo e
valéncia, mas que se utiliza das transigbes Opticas entre os estados eletronicos
quantizados, é de grande relevancia para um laser com caracteristicas de funcionamento
completamente diferentes dos diodos laser convencionais e muito superiores ao

desempenho destes (Curl et al., 2010).
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Figura 1.3.1 - Esquema do principio de funcionamento de um laser de cascata quantica baseado
em poco quéntico e tunelamento.

O primeiro passo para a producdo de LCQ é a escolha de materiais com alta
capacidade para o efeito de cascata quantica. A heteroestrutura AllnAs/GalnAs crescida
em substrato de InP é normalmente o material de escolha para a regido do infravermelho
médio. Para o crescimento de alto desempenho de heteroestruturas, varios requisitos
devem ser cumpridos. O mais importante deles é a capacidade de formar atomicamente
interfaces (regides ativas) entre camadas de espessura nanométrica. O segundo passo em
processamento de materias com capacidade para o efeito de cascata quantica, fazendo-
0s Uteis a emissdo de luz com alta eficiéncia, € confinar 0 meio ativo em um guia de
onda Optico. Isso faz com que seja possivel dirigir a luz em um feixe colimado (Curl et
al., 2010). O meio ativo é mais comumente usado em combina¢do com uma cavidade
Optica para formar um laser Fabry-Pérot ou um laser de realimentacdo distribuida (do
inglés Distributed-Feedback laser — DFB laser) (Numai, 2004).

A cavidade mais simples usada para os laseres de cascata quéantica é o de Fabry-
Pérot. Um guia de onda oOptico é primeiro fabricado a partir do material escolhido para
promover a cascata quantica para o meio ativo. As extremidades dos dispositivos
semicondutores cristalinos sédo entdo clivada para formar dois espelhos paralelos. A
refletividade residual sobre as faces clivadas, a partir da interface semicondutor-ar, €
suficiente para criar um ressonador (conhecido como ressonador de Fabry-Pérot).
Diodos LCQ Fabry-Perot sdo capazes de produzir poténcias relativamente altas (na
ordem de dezenas de miliwats) e o comprimento de onda pode ser alterado,
principalmente, alterando a temperatura do dispositivo de controle de temperatura
(Numai, 2004).

Um LCQ de realimentacdo distribuida ¢ um laser onde a regido ativa €

estruturada como uma rede de difracdo. A estrutura cria uma rede de interferéncia
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unidimensional (espalhamento de Bragg), fornecendo uma resposta (feedback) Optica
para o laser (Numai, 2004). Tais tipos de diodos laseres ndo usam dois espelhos para
formar a cavidade Optica. A rede de difracdo atua como um elemento seletivo de
comprimentos de onda, refletindo a luz para dentro da cavidade para formar o
ressonador. A rede é construida de forma a refletir apenas uma estreita faixa de
comprimentos de onda, e assim produzir um Unico modo longitudinal de luz. Isto esta
em contraste com um laser de Fabry-Perot, onde as faces clivadas, que formam os
espelhos fornecem o feedback. Nesse caso, varios modos longitudinais sdo
simultaneamente fornecidos (Numai, 2004).

Alterar a temperatura do diodo faz com que a separacdo entre as linhas da rede
de difracdo seja alterada, como também, o valor do indice de refracdo. Uma mudanca
no indice de refracdo altera a selecdo de comprimento de onda da estrutura da rede e,
portanto, o comprimento de onda de saida do laser, produzindo um laser de
comprimento de onda continuamente sintonizdvel. Uma alteragdo na corrente de
alimentacdo do laser também “sintoniza” o dispositivo, ja que a mudanca de corrente
altera a temperatura do laser (Sands, 2005).

Em funcdo da tecnologia dos primeiros diodos, quase todas as suas aplicagdes
eram restritas a pequenas moléculas gasosas com estruturas bem resolvidas. Tudo o que
era necessario era um laser que pudesse ser ajustado para uma linha de absorcdo que
ndo sobrepusesse uma linha de absorcdo de uma outra molécula presente em uma
amostra. A partir do desenvolvimento dos diodos LCQ foi possivel fornecer, através da
tecnologia empregada na fabricacdo desses dispositivos, uma linha de emissao bastante
estreita, isto €, comprimentoss de onda especificos para absor¢do de determinadas
moléculas (Curl et al., 2010).

Os LCQ psssuem as vantagens adicionais de serem compactos, operarem a
temperatura ambiente, e terem vida util longa. Como mencionado anteriormente, o
ajuste de frequéncia de um LCQ de realimentacdo distribuida é realizado por meio do
ajuste térmico do indice de refracdo. Uma vez que os LCQ sdo muito pequenos e,
portanto, tém capacidades calorifica muito pequenas, a temperatura pode ser alterada
rapidamente pela modulacdo da corrente de operagdo, o que confere mais uma
vantagem ao LCQ (Normand et al., 2007).

Neste sentido, os laseres de cascasta quéntica de realimentacdo distribuida
representam a fonte ideal para aplicagdo em deteccdo de gases. Entre suas propriedades

mais Uteis, a possibilidade de sintonizar eletricamente o comprimento de onda de
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emissao e aplicar diferentes tipos de modulagfes, sdo fundamentais para 0 aumento da
sensibilidade, da seletividade e do tempo de resposta dos detectores nas medidas

envolvendo a espectroscopia fotoacustica.

1.4 Espectroscopia fotoacustica

A espectroscopia fotoacustica € um método no qual a energia 6tica absorvida por
uma espécie gasosa é transformada em calor. A conversdo de energia 6tica em calor é
induzida pela absor¢do molecular de fétons em um comprimento de onda especifico e
subsequente relaxagdo ndo radiativa do estado excitado (relaxagdo colisional). A peque-
na variacdo de temperatura na amostra é associada a uma variagdo de pressdo. Quando a
energia Otica é modulada, um aquecimento periddico é produzido, gerando, assim, uma
modulacdo da pressdo da amostra. Isto resulta em ondas acusticas. Apenas a relaxagdo
ndo radiativa contribui para a geracdo sinal fotoacustico (Altuzar et al., 2006).

Em gases, o efeito fotoacustico é produzido como resultado da seguinte
sequéncia: 1) modulagéo da radiagdo laser (tanto em amplitude, comprimento de onda
ou em frequéncia) de comprimento de onda relacionado a uma caracteristica espectral
da espécie quimica a ser estudada; ii) excitacdo de uma fragdo da populagdo do estado
fundamental molecular da molécula-alvo pela absor¢do da radiagdo laser incidente; iii)
processos ndo-radiativos de perda de energia ; iv) expansdo e contracdo do gas em um
volume fechado (célula fotoacustica), que origina uma variacdo de pressdo e V)
monitoramento das ondas acusticas resultante com um microfone e um amplificador

sincrono lock-in (figura 1.4).
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Figura 1.4 - Processos que ocorrem durante a geracao do sinal fotoacustico numa amostra gaso-
sa. A absorcdo da energia do féton é parcialmente transformada em energia térmica e sonora.

Em um sistema fotoacustico para gases, a concentragdo do gas medido (C) é
dada por:
c=S/ (P Ce. Ntor. 8) (1)

sendo o sinal fotoacustico S (dado em Volts) gerado dentro da cavidade da célula fotoa-
clstica depende da poténcia do laser P (dado em Watts), da constante da célula fotoa-
custica Ce (dada em V.cm/W), da densidade total de moléculas Ntor (nimero de molé-
culas por cm®) e da secdo de choque & (em cm?). A constante da célula depende de fato-
res geométricos do ressonador e das caracteristicas eletronicas do microfone.

Quando S = Smin (razéo sinal-ruido = 1), a concentracdo minima detectavel (C
= Cmin) do géas é obtida por: Cmin = Smin / (P. Ce. Ntor. 8). A partir desta formula,
pode-se observar que para diminuir a concentracdo minima detectavel, existem trés
possibilidades: (a) reduzir os ruidos no sistema; (b) aumentar a responsividade da célula
fotoacustica e / ou (¢) aumentar a poténcia do laser.

Os ruidos que limitam a sensibilidade na espectroscopia fotoacustica podem ser
classificados em trés categorias:
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1) Ruido elétrico incoerente: qualquer flutuacdo aleatdria, eletrénica ou acustica
(turbuléncia), que ndo tém uma relacdo de fase fixa com a modulagdo da
intensidade do laser;

2) Ruido acustico coerente: um sinal causado pelo processo de modulagdo, mas que
ndo é atribuido a presenca do feixe de luz na célula fotoacustica;

3) Sinal fotoacustico de fundo coerente: um sinal sempre presente no detector
fotoacustico, causado pelo feixe do laser, mas ndo devido a absorcéo de luz na
maior parte do gas. Pelo contrario, € devido ao feixe de laser aquecer as janelas
da célula e das absor¢des em suas paredes internas, devido a luz refletida ou
espalhada pelas imperfeicbes da lente de focalizagdo, das janelas, pelo gés e
paredes internas do ressonador fotoacustico. Este sinal estd em fase e na mesma
frequéncia com a modulacdo da intensidade do laser, ndo sendo filtrado pelo
amplificador lock-in conectado ao microfone.

Desta forma, um sinal de fundo proporcional a poténcia do laser torna-se o principal

fator que limita a sensibilidade do sistema na detec¢cdo de moléculas gasosas (Dumitras
et al., 2010).

1.5 Moléculas gasosas bioldgicas detectaveis pela espectroscopia fotoacustica

1.5.1 Oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO), conhecido também por mondxido de nitrogénio ou mond-
xido de azoto, é uma molécula heterodiatbmica que participa de diversas reagdes bio-
quimicamente relevantes para a maioria dos organismos vivos. O NO é produzido por
uma ampla variedade de tipos celulares que incluem células epiteliais, nervosas,
endoteliais e inflamatorias (Filho e Zilberstein, 2000).

Para plantas, foi apenas a partir de 1996 que o NO foi descrito como molécula
sinalizadora (Leshem, 1996). Alguns estudos apontam o NO como molécula sinalizado-
ra com fungdes variadas, como no controle das trocas gasosas, na regulacdo dos canais
de K* e CI' da membrana das células-guarda, na emissdo de raizes laterais (Correa-
Aragunde et al., 2004) e em respostas ao estresse abidtico, incluindo por metais pesados
(Arasimowicz-Jelonek et al., 2011; Kopyra e Gwdzdz, 2004; Xiong et al., 2010).

Em animais, NO é gerado principalmente por 6xido nitrico sintase (NOS), a qual
catalisa a oxidacdo da L-arginina, dependente de NADPH, a L-Citrulina e a NO (Bes-
son-Bard et al., 2008). Em plantas, os dados da literatura sugerem que a sintese de NO é
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realizada por duas vias enzimaticas distintas (Besson-Bard et al., 2008): uma dependen-
te de nitrato (NO3)/nitrito (NO;) e outra dependente da L-arginina. A primeira via en-
volve a nitrato redutase citosolica (NR) e uma nitrito-NO redutase (Ni-NOR). Uma
primeira visdo para o papel de NR como fonte de NO em processos de transducdo foi
fornecido pela Arabidopsis thaliana mutante deficiente em NR. Além disso, a NR e a
Ni-NOR estdo envolvidas na formacdo de NO a partir de nitrito exclusivamente nas
raizes. A atividade da Ni-NOR ¢ coordenada de modo que a NR ligada a membrana
plasmatica reduza nitrato a nitrito. Embora ndo haja nenhum homdlogo da NOS de
animais no genoma da Arabidopsis, a via dependente da L-arginina pode envolver uma
enzima como a NOS em plantas (Besson-Bard et al., 2008).

O radical livre do NO, o radical 6xido nitrico (NOe) € lipofilico, podendo se di-
fundir através das membranas, reagindo prontamente com anions superoxidos (Oz™-),
metaloenzimas e oxigénio. A vasta gama de reagdes das quais 0 NOs pode participar é
largamente atribuida as diferentes espécies de éxidos de nitrogénio (NOy) encontradas
em sistemas aquosos. Nestes sistemas ele pode ser rapidamente oxidado & NO* (cation
nitrosénio), ou reduzido a NO™ (anion nitroxil) (Loscalzo e Vita, 2000).

Os estudos com NO ndo revelam apenas a sua reputacdo de gés toxico, de estar
na lista de gases de poluicdo ambiental, de ser um dos precursores da chuva acida, des-
truidor da camada de oz6nio, entre outros (Tsuji et al., 2003). Por outro lado, o0s estudos
também descrevem o NO como um importante marcador bioldgico em seres humanos
(Mccurdy, 2006). Esta pequena e simples molécula, talvez a menor produzida pelos
mamiferos, tem efeitos desde a manutencéo inicial da vida, através do controle da circu-
lacdo placentaria, ou a inducdo do inicio da vida através da regulagem das contracdes
uterinas no trabalho de parto, como também efeitos letais demonstraveis, por exemplo,
no choque séptico (Filho e Zilberstein, 2000). O NO é um importante neurotransmissor
com capacidade potencializadora, atuando na memoria e no aprendizado. Esta molécula
tem obrigado a revisdo de muitos paradigmas da fisica, da quimica, da biologia e da
medicina (Filho e Zilberstein, 2000). Em 1998 no Karolinska Institute em Estocolmo
(Suécia), os cientistas Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid Murad foram premiados
com o Nobel em Fisiologia e Medicina pelas suas descobertas em relacdo ao NO como
molécula sinalizadora no sistema cardiovascular (Furchgott, 1999).

Frente a gama de conhecimentos adquiridos sobre 0 NO nas diferentes areas da
ciéncia, o desenvolvimento de métodos para a deteccdo desta molécula se faz, portanto,

cada vez mais necessario.
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1.5.1.1 Metodologias de deteccdo de NO em plantas

Muitos métodos tém como foco a determinacdo do conteddo de NO endbgeno
(produzido dentro da planta) e o emitido pela planta em concentracbes em nivel de tra-
¢o, mas com impacto sobre os processos celulares e fisiologicos. Os méetodos utilizados
para avaliacdo do contetido enddgeno de NO em plantas atualmente descritos sdo: rea-
cao de Griess, oxiemoglobina, corantes fluorescentes (diaminofluresceina - DAF), res-
sonancia paramagnética eletrénica, anélise eletroquimica e espectrometria de massas
(artigo de revisdo de Mur e colaboradores de 2011).

Um dos primeiros métodos de deteccdo de NO enddgeno, a reacdo de Griess, €
normalmente utilizado na forma de kits comerciais relativamente baratos para medidas
de NO. Trata-se de um método colorimétrico desenvolvido por Johann Peter Griess
(1829-1888), um quimico alemao, que sugeriu que NO, poderia ser detectado pela
reacdo com &cido sulfanilico e a-naftlamina sob condigdes acidas para fornecer um
corante azo. O corante estavel resultante pode ser quantificado por espectrometria de
absor¢cdo em 520 nm. O NO é rapidamente oxidado a NO,, de modo que a reagdo
béasica de Griess é usada como um método indireto para anélises de NO (Schmidt e
Kelm, 1996). A sensibilidade relatada para esta técnica (na faixa de micromol) (Hetrick
e Schoenfisch, 2009) pode ser um dos motivos pelo qual a técnica esta caindo em desu-
so. No entanto, através de uma aplicacdo nova da reacdo de Griess, sensibilidades na
faixa de nanomol foram relatadas (Vitecek et al., 2008).

A oxiemoglobina é um método espectroscdpico baseado na reacdo da oxiemo-
globina (HbO;) com NO para produzir metemoglobina (MetHb) e NOs". Esta reagéo
resulta em um deslocamento da absorbancia de 415 — 421 (HbO,) para 401 nm (Me-
tHb). Embora a oxiemoglobina seja um método robusto e sensivel (limite de detecgdo ja
alcancado de 1,3 nmol L™) (Murphy and Noak, 1994), a producéo de HbO; é tecnica-
mente exigente, uma vez que requer a oxigenagdo da hemoglobina seguida por isola-
mento através da cromatografia. Além disso, espécies reativas de oxigénio (ROS) po-
dem oxidar a HbO,, fornecendo leituras falsas para o ensaio.

Corantes DAF tém sido amplamente utilizados na determinagéo de NO, possibi-
litando ainda que as propriedades dos sitios de geracdo do NO sejam reveladas (Bales-
trazzi et al., 2011; Santa-Catarina et al., 2007; Silveira et al., 2006; Hilderbrand et al.,
2005; Pallini et al., 1998). Corantes DAF foram primeiro descritos por Kojima et al.
(1998a) para reacdo com o triéxido de dinitrogénio (N,Os), um subproduto da oxidagado
de NO, com um aumento significativo da fluorescéncia. Esse tipo de corante foi
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inicialmente comercializado na forma diacetato (DAF-2DA), a qual permite uma rapida
absorc¢do por células vivas. Os limites de detec¢do alcancados para padrdes de imagem
de producdo de NO celular por fluorescéncia de microscopia foram muito baixos (5
nmol L™) (Kojima et al., 1998b), porém o pH tem influéncia direta sobre os limites
atigindos e devem ser considerados na interpretacéo dos resultados.

A ressonancia paramagnética eletronica (também conhecida como ressonancia
do spin do elétron) é baseada na observacdo de elétrons desemparelhados sob um campo
eletromagnético, que exibe uma ressonancia entre orientacdes paralelas e antiparalelas
do spin do elétron (Kleschyov et al., 2007). A intensidade do campo magnético €
verificada até que a ressonancia entre os estados paralelos e antiparalelos do spin do
elétron seja atingida a uma dada frequéncia de microondas (que sera especifica para um
dado radical) até que um sinal seja observado. Como sé as espécies de radicais livres
sdo detectas, a técncia € altamente seletiva para NO sobre todos os outros produtos de
oxidacao de N (Kleschyov et al., 2007). No entanto, a natureza do radical NO" implica
na utilizacdo de armadilhas de spins especificas, isto €, compostos quimicos que dao
longevidade ao sinal do radical dependente do NO. Complexos de ditiocarbamato de
ferro tém sido frequentemente utilizados em funcdo da afinidade do NO com o ferro
(Hilderbrand et al., 2005; Weaver et al., 2005). Os limites de deteccdo da ressonancia
paramagnética eletrdnica sdo da ordem de picomol (Weaver et al., 2005). No entanto, a
técnica ndo tem sido amplamente utilizada por cientistas de plantas devido aos custos
inerentes dos ressonadores e a experiéncia consideravel exigida para interpretar os
dados obtidos, de tal forma que a maioria dos estudos biolégicos envolvem
colaboracbes com departamentos de fisica. Experimentalmente, a ressonancia
paramagnética eletrdnica € excelente para medias ndo-continuas, porém de dificil
aplicabilidade as medidas de longo prazo de uma mesma amostra de planta (Muer et al.,
2011).

Andlises eletroquimicas baseadas em eletrodos de NO tém sido amplamente
utilizadas por cientistas clinicos, ja que elas representam um meio relativamente barato
e facil de detectar NO (Davies e Zhang, 2008). O eletrodo de NO consiste de uma
micropipeta com a extremidade aberta e coberta com uma membrana permeével ao NO.
Eles podem ser feitos a partir de borracha de cloropreno, acetato de celulose,
poliestireno, politetrafluoretileno (PTFE) e fenilenodiamina. Apds a passagem de uma
corrente elétrica, 0 NO é detectado com base na sua oxida¢do em + 0,8 a + 0,9 V em
relacdo ao eletrodo de referéncia (Pallini et al., 1998; Hampl et al., 1996; Shibuki et al.,
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1990). Sensibilidades relatadas para eletrodos de NO atigiram a ordem de 10?° mol de
NO em células (Malinski e Taha, 1992). O posicionamento dos microeletrodos revelou
que a geracdo de NO é restrita ao local da lesdo (Arasimowicz et al., 2009), no entanto,
eles proprios podem ser elementos estressantes, interferindo na producéo de NO.

A utilizagdo da espectrometria de massa por introdugdo via membrana (MIMS,
do inglés membrane inlet mass spectrometry) acoplada a um cromatdgrafo a gas
permite a detecg@o on-line de NO a partir de culturas de tecidos de plantas e de plantas
inteiras (Tsikas et al., 2010; Tsikas, 2004). Nesta técnica, uma membrana separa 0
espectrometro de massa a partir da cultura de tecidos, permitindo a difusdo de gases de
pequenas massas moleculares, tais como o NO. Um particularidade da MIMS é que ela
é capaz de distinguir entre diferentes istopos de N, de modo que a suplementacdo de
culturas com substratos especificos para enzimas geradoras de NO pode ser estimada
quando o NO ¢ produzido (Mur et al., 2011).

Métodos que podem oferecer medidas em tempo real da emissdo de NO por
plantas sdo, atualmente, a quimioluminescéncia e a espectroscopia no infravermelho a
laser (Mur et al., 2011). E importante salientar que, com o emprego desses métodos,
existe a possibilidade de leituras de outros produtos volateis, principalmente vapor de
agua, e que este deve ser considerado.

A quimiluminescéncia é um dos métodos mais bem estabelecidos para determi-
nacdo de NO, baseiando-se na sua reagdo com o Os, gerando luz e O, (Planchet e Kai-
ser, 2006; Hilderbrand et al., 2005; Robinson et al., 1999). A reacdo do NO com O;
produz estados excitados de di6xido de nitrogénio (NO;'), que emitem fétons ao
retornarem para o estado fundamental de energia. A luz emitida (maior que 600 nm) é
medida através de um tubo fotomultiplicador. A intensidade observada é proporcional a
quantidade de NO. O processo de quimioluminescéncia também pode resultar da reacao
do NO com compostos de etileno e enxofre, estas reacbes emitem em comprimentos de
onda entre 440 e 470 nm (com etileno) e menores que 400 nm (com enxofre), porém o0s
resultados sdo menos especificos do que para o caso da reacdo com o Oz A
quimioluminescéncia apresenta excelente sensibilidade, com limites de deteccdo muito
baixos (na faixa de picomol) (Byrnes et al., 1996), necessitando apenas de um
equipamento comercializavel com plataforma robusta para as medidas, embora indiretas
de NO.

A determinagdo de NO emitido por plantas, por exemplo, utilizando a

espectroscopia no infravermelho a laser pode ser feita com base em um laser a gas (laser
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de CO, cobrindo a faixa de 4,6 a 8,2 um) e em um LCQ (linha principal centrada em
torno de 52 um). Um limite de deteccdo de 20 pmol (comparavel a
quimioluminescéncia) foi alcancado quando um laser de CO foi utilizado. O atraso de
apenas 2,5 min entre a emissao da planta e a detec¢do dentro da célula fotoacustica faz
desse tipo de medida quase simultanea e continua (Mur et al., 2005). Um LCQ para NO
em combinacdo com uma célula de multipassagem foi aplicado para determinacdo do
limite inferior de deteccdo de NO para esse sistema, sendo de 0,8 ppbv o limite atingido
com tempo de 1s de resposta da célula fotoacustica (Cristescu et al., 2008). Além dessa
rapida resposta, uma das principais vantagens deste sistema de deteccdo de NO é a
possibilidade de operagdo automatizada em longo prazo. Concentragdes de 3 a 16 ppb
de NO provenientes de ar exalado foram atingidas por Menzel e colaboradores (2001)
ao utilizarem um LCQ para essa molécula. Um sensor para NO baseado também em um
LCQ termoeletricamente resfriado foi desenvolvido para determinar baixas concentra-
¢bes de NO. Um limite minimo de 0,7 ppbv foi alcangado (Bakhirkin et al., 2006).
Comparando os resultados obtidos por espectroscopia no infravermelho,
utilizando um laser de cascata quantica, e os obtidos por quimioluminescéncia (Cristes-
cu et al., 2008; Byrnes et al., 1996), o0 método quimioluminescente exige uma fluxo de
gas de arraste muito maior (14 L h™), o que representa uma diluicdo consideravel do
sinal em comparacdo com o fluxo habitual de 1 & 1,5 L h™ para a metodologia
envolvendo o LCQ. Portanto, a escolha de um ou do outro método para detec¢do de NO
dependerd da concentragdo caracteristica emitida por um sistema biolégico, de modo
que o método satisfaca as condigbes da prépria amostra sem que haja diluicdo da

mesma.

1.5.2 Etileno

O etileno ou eteno (C,H,4) é uma molécula gasosa que funciona como horménio
e estd presente em todos os Orgdos vegetais (Ecker, 1995). Sintetizado a partir da S-
adenosilmetionina (SAMdoMet) e do 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) (Yang
e Hoffman, 1984), o etileno esta envolvido em muitos processos do ciclo de vida de
plantas, incluindo a germinacdo de sementes, desenvolvimento de raizes, senescéncia
das flores, abscisdo e maturacgdo dos frutos (Johnson e Ecker, 1998).

Além do NO, etileno é uma molécula sinalizadora relacionada ao estresse em
plantas. Muitas das reacfes adversas as plantas causadas por metais pesados, como o

crescimento atrofiado, tor¢do de folhagem, nanismo de raizes e outros parecem estar
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ligadas ao etileno (Arteca e Arteca, 2007).

A exposicdo a estresses fisicos, quimicos ou biolégicos € uma caracteristica
intrinseca das plantas. De acordo com Levitt (1980), o termo estresse é usado para
qualquer fator externo capaz de induzir prejuizos potenciais as plantas. O estresse pode
ser descrito como um estado em que demandas crescentes feitas sobre a planta podem
levar a uma desestabilizacéo inicial de suas funcGes, seguido por respostas adaptativas
para a normalizacdo, podendo até levar a um excesso de compensagdo de funcdes e a
maior resisténcia (Gazzarrini e McCourt, 2003). No entanto, a toleréncia aguda ou a
capacidade de adaptagdo sobrecarregada podem levar a danos permanentes e a morte.
Dentro de uma rede hormonal, a producdo de etileno e os processos de sinalizacdo estdo
altamente envolvidos, ndo apenas por sintomas induzidos por estresse, mas também nos
processos de aclimatacdo do desempenho da planta e ajuda a sobrevivéncia (Khan,
2006).

Embora o estresse envolvendo metais pesados, tais como cobre, zinco, niquel,
entre outros, tenham mostrado um efeito na producdo de etileno, esses ndo sdo muito
bem esclarecidos (Arteca and Arteca, 2007; Poschenrieder et al., 1993; Pezzarossa et
al., 1991; Fuhrer, 1982). Alguns trabalhos reportaram tanto um aumento quanto um
decréscimo na producdo de etileno na presenca de metais pesados, parecendo ser o
cadmio o ion inorganico mais fitotoxico (Fuhrer, 1982; Pezzarossa et al., 1991).

A cromatografia gasosa tem sido a técnica mais utilizada para a deteccdo de
etileno em plantas sob estresse, especialmente por metais pesados (Arteca e Arteca,
2007; Poschenrieder et al., 1993; Pezzarossa et al, 1991; Fuhrer, 1982). Embora a
cromatografia gasosa seja a mais comumente utilizada, a espectroscopia fotoacustica
tem mostrado vantagens em termos de sensibilidade e acuracia, medidas em tempo real
e ndo destrutivas, como no caso do acompanhamento de amadurecimento de frutos
(Corréa et al., 2011; Alvez et al., 2010; Oliveira et al., 2010; Pereira et al., 2009; Corréa
et al., 2008; da silva et al., 2005; da Silva et al., 2003). A aplicacdo da espectroscopia
fotoacuUstica, portanto, na deteccdo de etileno a partir de plantas sob estresse por metal
pesado é viavel e, ela ndo foi reportada até o presente momento, vindo a ser uma inova-

¢ao nesse sentido.
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1.5.3 Amonia

O nitrogénio (N) é um elemento essencial para as plantas e limitante a produtivi-
dade agricola. O grande reservatério de N é representado pelo gas atmosférico N, (N N)
(cerca de 78%). Antes de ser incorporado aos compostos organicos (aminoacidos e nu-
cleotideos) presentes em sistemas bioldgicos, o N, atmosférico é reduzido a aménia
(NHs). Seres humanos e animais obtém N através de suas dietas alimentares. Entretanto,
as plantas ndo possuem aparato enzimético para quebrar a tripla ligacdo da molécula e
utiliza-la como fonte de proteina (Puppato et al., 1987).

O processo de conversdo do nitrogénio molecular em aménia é conhecido como
fixacdo de nitrogénio. Existem, basicamente, duas alternativas para a realizagdo desse
processo: a fixacdo quimica (industrial) e a fixacdo biologica do nitrogénio (FBN). A
fixacdo quimica corresponde a reacdo do nitrogénio com hidrogénio, sob alta temperatu-
ra e pressao, conhecido como processo de Harber-Bosch, desenvolvido no inicio do
século XX na Alemanha, e tem sido a base de produgdo dos adubos nitrogenados para a
agricultura moderna (Felix e Cardoso, 2004; Puppato et al., 1987).

A FBN € um processo bioldgico de quebra da ligagdo tripla do N, através de um
complexo enziméatico, denominado nitrogenase. Este processo ocorre no interior de es-
truturas especificas, denominadas de nddulos, onde bactérias do género Rhizobium,
Bradyrhizobium e Azorhizobium (geralmente conhecidas por riz6bios) convertem o N,
atmosférico em amdnia, que é incorporada em diversas formas de N organico para a
utilizagdo nas rotas metabdlicas de producdo de biomassa por plantas da familia das
leguminosas (De Araujo e Carvalho, 2006).

As industrias tém sintetizado cada vez mais fertilizantes baseados em nitrogénio
amoniacal, visando atender o desenvolvimento e a produgdo méxima da agricultura nas
terras agriculturaveis. A vegetacdo consegue reter apenas parte do material incorporado
ao solo, o restante é perdido para o ambiente por processos de erosao, ou através de e-
missdo para a atmosfera, criando-se um sistema aberto que requer frequente adicdo de
fertilizante (Felix e Cardoso, 2004). A principal fonte de fertilizante nitrogenado usado
em pastagens € a ureia. Entretanto, ela possui grande propensao a perder N por volatili-
zacdo da amonia presente. O uso de aditivos para reduzir as perdas de N da ureia pela
volatilizagcdo de amonia tem aumentado recentemente. A zeolita € um mineral que vem
sendo estudado como um desses aditivos, pois apresenta alta porosidade e alta capaci-
dade de troca catidnica e também auxilia a liberacdo lenta de nutrientes. Essas caracte-
risticas facilitam o aumento da capacidade de absorcdo de nutrientes e de retencdo de
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agua no solo. O principio da acdo da ze6lita na conservagdo do fon amdnio (NH4") en-
volve a diminuigéo da concentragdo do nitrogénio na solucdo por meio da troca cationi-
ca. Além de reter grandes quantidades do ion amdnio, esse mineral interfere no processo
de nitrificagdo (Bernardi et al., 2008).

Um laser de cascata quéntica pulsado de baixa poténcia (2 mW) com temperatu-
ra variando de -41,0 °C a +31,6 °C e um detector fotoacustico diferencial ressonante
foram utilizados para medir concentracfes de am6nia em nivel de traco. Boa concordan-
cia entre o espectro experimental e o espectro simulado HITRAN foi encontrada na fai-
xa espectral entre 1046 e 1052 cm™. Um limite de deteccdo de 30 ppbv de ambdnia e
uma razdo sinal-ruido de 1 foram obtidos (Baptista-Filho et al., 2006).

Um tipo de zedlita sedimentar da regido do centro-norte do Brasil foi
caracterizada pela determinacdo de suas propriedades fisicas e quimicas (&rea de
superficie, volume de poros, dinitrogénio e as taxas de dessor¢do de amodnia, entre
outros), e comparado com outras duas zeOlitas naturais comerciais. Utilizando a
espectroscopia fotoacustica, 0 desempenho desses materiais microporosos na adsorcgao e
dessorgdo de fertilizantes contendo nitrogénio foi estudado através do monitoramento da
taxa de emissdo de amonia apos o tratamento com sulfato de aménio (Baptista-Filho et
al., 2011).

Andlise da respiracdo pode ser uma ferramenta ndo invasiva valiosa para o diag-
néstico clinico de uma série de condic6es patoldgicas. A deteccdo de ambnia no ar expi-
rado é de particular interesse e tem sido associada ao mau funcionamento renal e Glceras
pépticas (Manne et al., 2006). Um analisador de gases baseado em um laser de cascata
quantica pulsado operando na regido do infravermelho (970 cm™) foi desenvolvido para
a deteccdo de niveis tragos de amonia no ar. Foi relatada uma sensibilidade de aménia

de aproximadamente 50 ppm no ar com este sistema (Manne et al., 2006).

1.5.4 Diéxido de carbono

O dibéxido de carbono (CO,) é um um gas a temperatura ambiente e pressao
atmosférica. A sua concentracdo atual na atmosfera terrestre esta ao redor de 390 ppm.
As principais fontes de CO, sdo a combustdo de carvdo e de hidrocarbonetos, a
fermentacgdo de liquidos, producdo de cimento, respiracdo dos seres humanos e animais,
vulcoes e fontes termais (Inventory of U.S. greenhouse gas emissions and sinks, 1990-
2010).
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O CO; é removido da atmosfera para ser incorporado a compostos organicos
(acUcares, gorduras e aminoacidos), num processo conhecido fixacdo de carbono.
Plantas, algas e muitas espécies de bactérias (cianobactérias) fixam carbono e criam seu
préprio alimento através da fotossintese. A fotossintese €, portanto, a utilizagdo de CO,
(e &gua) da atmosfera para producdo de acUcares e outros compostos organicos,
liberando O,. Por outro lado, plantas, animais, muitos fungos e algumas bactérias
produzem CO,, que € um produto final da quebra de compostos organicos como parte
do metabolismo desses organismos em um processo conhecido como respiragdo celular
(Taiz e Zeiger, 2010).

Considerado como um gas de efeito estufa (absorve luz infravermelha térmica),
as plantas desempenham um importante papel no que diz respeito a amenizagdo dos
efeitos provocados pelo CO, quando langado na atmosfera em largas escalas. Isto €, o
CO; pode ser removido da atmosfera por meio do crescimento de plantas selecionadas
especialmente para essa finalidade. Quanto mais rapido o crescimento, mais rapida é a
sua absorcdo (Baird, 2002). Existe ainda outro método de sequestrar carbono (que ndo
tem relacdo com o crescimento de plantas) para amenizar os efeitos que o CO, pode
causar ao ambiente: em lugar de ser liberado na atmosfera, o0 CO, pode ser removido
quimicamente dos gases de exaustdo das usinas termelétricas, por exemplo, que quei-
mam combustiveis fosseis. O CO, € posteriormente recuperado é armazenado em um
local, evitando sua liberagéo para a atmosfera (Baird, 2002).

Em plantas, organelas especificas, conhecidas como estdmatos, iniciam o pro-
cesso de sequestro de carbono da atmosfera. Os estdmatos Sd0 pequenos poros nas
superficies de folhas e caules, delimitadas por um par de células-guarda, que efetuam o
controle de troca de gases entre o interior da folha e o ambiente. A troca gasosa €
regulada através do controle da abertura do poro estomatico e do nimero de estdmatos
que se formam na epiderme (Hetherington e Woodward, 2003).

A presenca de poluentes como metais pesados toxicos em altas concentragdes e
de fatores como excesso de luz, alta temperatura e transpiragédo podem reduzir a assimi-
lacdo de CO; por interferir na conduténcia estomatica, afetando o metabolismo da plan-
ta (Elfadl e Luukkanen, 2006).

Mecanismos de trocas gasosas dizem respeito a assimilacdo de CO,, a processos
de evaporagdo-transpiracdo, a condutancia estomatica e ao déficit ou o excesso de car-
bono na camara subestomatica, uma vez que a dgua e o CO, compartilham a mesma rota

de difusdo (células estomaticas). Desta forma, é necessario manter um equilibrio entre
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assimilacdo de carbono e transpiragdo. Sob algum tipo de estresse a taxa de assimilacao
de CO, declina em fungdo da reducdo na condutancia estomética (Prado et al., 2004).

A importancia de se detectar 6xido nitrico, etileno, aménia e CO, é justificada
pelos diversos papéis desempenhados por essas moléculas em sistemas bioldgicos. Com
base no conhecimento adquirido na area de deteccdo fotoacUstica, € de interesse cienti-
fico e tecnoldgico expandir a experiéncia na detecgdo em tempo real dessas e de outras
espécies quimicas.

Os capitulos descritos a seguir sdo resultados das aplicacGes da espectroscopia
fotoacuUstica na detecgdo dos gases mencionados, bem como do aprimoramento da me-
todologia envolvida, que se utilizam, por sua vez, dos conceitos e das informacGes ge-

rais até aqui abordados.
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CAPITULO 2

Espectroscopia fotoacUstica aplicada a deteccao de etileno em plantas

de amendoim bravo cultivadas em Cr*®

2.1 Justificativa

A poluicdo por metais pesados € um dos problemas ambientais mais graves da

atual sociedade. Atividades agricolas, urbanas e industriais, ao longo dos anos, tém
contribuido para aumentar os niveis de metais no solo e na agua. As maiores fontes de
poluicdo por metais sdo mineracgdo e fundigdo, mas quantidades significativas de metais
também sdo liberados para esses ambientes em consequéncia da combustdo de carvdo e
do descarte de residuos toxicos sem tratamento adequado (Spongberg et al, 2008).
Entre as diferentes espécies metdlicas existentes, como o cromo (Cr), chumbo (Pb),
zinco (Zn), ferro (Fe), cadmio (Cd) e cobre (Cu), algumas atividades industriais em
larga escala, como as das industrias siderargicas, favorecem a contaminagdo em
especial pelo Cr no ambiente (Ganesh et al., 2008).

Apesar do Cr ser um elemento essencial para 0s seres humanos, para 0
crescimento da planta, ele pode ser toxico (Hansel et al., 2003; Panda e Choudhury,
2005; Paiva et al., 2009). A fitotoxidade do Cr nos diferentes ambientes é controlada
por uma série de fatores, incluindo sua biodisponibilidade, a competi¢do por sitios de
ligagdo e a espécie idnica existente (Vernay et al., 2007).

A especiacdo ionica ou o estado de oxidacdo tem relacéo direta com a toxicidade
do metal pesado, sendo a forma idnica hexavalente para o Cr (Cr*®) a mais toxica (Paiva
et al., 2009), mutagénica e cancerigena (Prasad, 2004). O Cr*® é capaz de gerar
indiretamente espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, levando ao chamado estresse
oxidativo (Shanker et al., 2005; Unyayar et al., 2006; Zazo et al., 2007; Zhang et al.,
2007). Embora algumas espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxigen
species) e nitrogénio (RNS, do inglés reactive nitrogen species) possam atuar como
moléculas sinalizadoras, preparando o organismo contra os efeitos negativos da
presenca de metal, elas também tém acdo negativa sobre os processos fisioldgicos e
bioquimicos das plantas (Kopyra e Gwozdz, 2004). Sob estresse provocado por Cr'®,
tem sido observado alteragdes na estrutura dos cloroplastos e das membranas, nas trocas
gasosas, no contedo de pigmentos fotossintéticos e na emissdo de fluorescéncia da
clorofila a (Paiva et al., 2009; Vernay et al., 2007; Arduini, et al., 2006; Panda e Chou-
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dhury, 2005; Panda e Khan, 2003; Shanker et al., 2005; Vajpayee et al., 2000). A fluo-
rescéncia da clorofila a € um método ndo invasivo poderoso para detectar estresse em
plantas, permitindo entender os processos fotoquimicos e ndo-fotoquimicos que ocor-
rem nas membranas dos cloroplastos (Maxwell e Johnson, 2000). Através das
componentes da fluorescéncia da clorofila a € possivel determinar o rendimento
quantico do fotossistema Il (FSII), dado pela razdo F./Fn (Fluorescéncia variavel/
Fluorescéncia maxima), a qual expressa a capacidade do sistema em converter energia
luminosa em energia quimica. H&4 também as componentes que medem a dissipacdo ou
extincdo da fluorescéncia: P (extincdo fotoquimica) e NPQ (extin¢do ndo-fotoquimica)
(Van Kooten e Snel, 1990). Assim, a avaliacdo de diferentes estagios da fotossintese
representa um excelente indicativo de estresse por Cr em plantas (Paiva et al., 2009).

Além das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, do NO e do etileno, existem
ainda as poliaminas putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm) que atuam
como moléculas sinalizadoras a muitas respostas adversas relacionadas ao estresse em
plantas, incluindo por metais pesados (Arteca e Arteca, 2007; Balestrasse et al., 2005).
A diamina Put, a triamina Spd e a tetramina Spm sdo as principais poliaminas em
plantas e estdo envolvidas desde respostas ao estresse (abiodtico e bidtico), assim como
em muitos processos regulatérios em plantas, como crescimento, divisdo celular,
replicacdo do DNA, entre outros (Groppa e Benavides, 2008). O excesso de metais
pesados produz mudangas no metabolismo das poliaminas (Oliva et al., 2010;
Balestrasse et al., 2005; Pirintsos et al., 2005; Groppa et al., 2003). Embora essas
mudancas sejam controversas para diferentes espécies, elas estdo relacionadas a fungéo
protetora das poliaminas nas células das plantas quando em altas concentracdes de
metais (Ghnaya et al., 2011).

Apesar das alteraces que podem ocorrer em plantas em resposta a presenca de
metais pesados, muitas espécies mostram tolerdncia a estes metais em funcdo de
aclimatacdes anatémicas, morfoldgicas bioquimicas e fisioldégicas. A demanda por
espécies arbdreas tolerantes a metais pesados tem aumentado devido a necessidade de
reflorestamento perto das areas inativas de mineracdo (Pulford e Watson, 2003) e/ou
restauracdo de mata ciliar com alta atividade antropica e, portanto, com maior
possibilidade de presenca de metais pesados (Madejon et al., 2004). Pterogyne nitens
Tul., comumente conhecida como amendoim bravo, é indicada para plantio em mata
ciliar com inundac@es periddicas de rapida duragdo, redefinicdo e recuperacdo de areas
degradadas (Santos et al., 2008). Estas espécies ocorrem naturalmente em areas de Mata
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Atlantica, principalmente em florestas semideciduas. Apesar do fato de as espécies
lenhosas serem comumente usadas para a restauragdo ecoldgica em ambientes tropicais,
pouco se sabe sobre como elas respondem ao estresse por metal (Fuentes et al., 2007).
De acordo com o exposto, a presenca de metais pesados em plantas gera uma
gama de respostas que envolvem diversas moléculas e organelas de seus processos
fisiologicos. Algumas dessas respostas estdo bem estabelecidas, outras porém, como as
moléculas de sinalizagdo envolvidas, ainda precisam de maiores investigacfes. Deste
modo, a espectroscopia fotoacustica foi utilizada para detectar etileno e CO, de mudas
da &rvore tropical P. nitens (Figura 2.1) cultivadas em Cr*®. A aplicacdo da técnica é
inovadora frente aos métodos tradicionais de pesquisa sobre estresse ja bem
estabelecidos, como por exemplo a emissdo de fluorescéncia da clorofila a, o contetdo
dos pigmentos fotossintéticos, o contetdo relativo de agua e a &rea foliar especifica.
Além dessas andlises, o presente trabalho teve como objetivo realizar medidas de
fluorescéncia de NO e do contetido de poliaminas nas plantas citadas para também ter

acesso ao nivel de estresse em que as plantas se encontravam.

Figura 2.1 - Arvore tropical Pterogyne nitens Tul.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Crescimento das plantas e tratamentos
Plantas de P. nitens foram cultivadas em duas condicOes distintas de acordo com
as analises a serem realizadas.

1) As sementes foram cultivadas em substrato Plantmax sob densidade de
fluxo de fétons fotossintéticos de 1500 umol m? s* e & temperatura
ambiente (cerca de 25 °C) até dois meses de idade (Figura 2.2.1). As
plantulas foram submetidas por sete dias a 500 umol L* de Cr*
(K2Cr,07). Apos esse periodo, a emissdo de C,H, e CO,, 0s parametros
de fluorescéncia da clorofila a, o contetido dos pigmentos fotossintéticos,
0 conteldo relativo de agua, a area foliar especifica, a fluorescéncia do
NO e o conteido de poliaminas livres foram avaliados. As andlises de
NO foram feitas para duas horas e sete dias. Isto pode ser explicado com
base no fato que o NO esta envolvido em respostas primarias ao estresse
(Besson-Bard et al., 2009).

2) As sementes foram germinadas em &gar na auséncia e na presenca de
500 umol L™ de Cr*®. Apés sete dias, trés amostras das raizes e das fo-
Ihas de cada tratamento foram coletadas para determinar o contetdo de

poliaminas livres.

Figura 2.2.1 - Plantulas de Pterogyne nitens Tul. com dois meses de idade.
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2.2.2 Detecgao de etileno e CO,

Cada planta foi colocada dentro de camaras fechadas para monitorar as taxas de
emissao de etileno usando um espectrometro fotoacustico. Um analisador comercial de
gas no infravermelho (URAS14 ABB) conectado em série ao espectrdmetro foi
utilizado para monitorar a respiracdo das plantas (emissdao de CO,) (Figura 2.2.2).
Filtros quimicos (KOH e NaCl) foram usados para eliminar as contribui¢cdes de CO; e
H,0, respectivamente, presentes no gas de transporte. Para evitar interferéncias devido a
tracos de vapor de agua e de hidrocarbonetos, a amostra gasosa foi passada através de
uma "armadilha fria" antes de entrar na célula fotoacustica. Para calibrar o detector
fotoacUstico, uma mistura padrdo de 1 ppmv (parte por milhdo por volume) de etileno
em nitrogénio foi utilizada. Etileno e CO, emitidos das plantas foram, entdo, arrastados,
usando uma taxa de fluxo continuo de 2 L h™ de ar como gés de arraste controlado por
controladores de fluxo eletronico (modelo 5850S, Instrumento Brooks), para o interior
do detector URAS e do espectrometro fotoacustico. As concentragcdes de etileno e de
CO, foram determinadas considerando os valores do fluxo e as massas das partes aéreas
das plantas.
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Figura 2.2.2 - Esquema da montagem experimental utilizada para as medidas fotoacuUsticas de
etileno e CO, em plantas de amendoim bravo apés sete dias em 500 pmol L™ de Cr*®: a) porta
amostra, b) detector de infravermelho de CO, (URAS), c) filtros de KOH e CaCl,, d) armadilha
de N, liquido, €) espectrdmetro fotoacustico e f) fluxémetros eletronicos.
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2.2.3 Emisséo de fluorescéncia da clorofila a

Essas medidas foram conduzidas entre 11:00 e 12:00 h usando um fluorimetro
modulado portétil (FMS2, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK). Trés folhas de
cada planta (em um total de trés plantas) foram mantidas no escuro por 30 minutos,
sendo posteriormente expostas a um feixe de luz modulada de baixa intensidade (cerca
de 6 umol m? s a 660 nm), seguido pela exposicdo por 0,8 s a um feixe de luz branca
de alta intensidade (10.000 pmol m? s?), adaptado por Genty et al. (1989). O
rendimento quéantico maximo do FSII (F./Fn), a fluorescéncia da clorofila variavel
(F/Fo) e os coeficientes de extin¢do gP (quenching fotoquimico) e NPQ (quenching ndo
fotoquimico) foram medidos. Os valores foram apresentados como média de trés
repeticdes para cada tratamento.

2.2.4 Conteudo dos pigmentos fotossintéticos

Trés discos foliares de 1,1 cm de didmetro foram retirados de cada planta e
colocados em tubos plasticos contendo 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Os frascos
foram envolvidos em papel aluminio (para evitar a degradacdo do DMSO com a luz) e
colocados em banho-maria termostatico (CIENTEC-246) a 70°C por duas horas. Esse
tempo foi suficiente para descolorir os discos das folhas. Apds estes procedimentos, 0s
extratos foram analisados em espectrofotdometro (Shimadzu, UV-160A) nos
comprimentos de onda de 480, 649 e 665 nm. Os pigmentos fotossintéticos foram
quantificados utilizando as equacdes descritas por Wellburn (1994) para carotenoides,

clorofila a e clorofila b. Os valores encontrados foram expressos em nmol cm™.

2.2.5 Conteudo relativo de agua da folha

Trés discos de 1,1 cm de didmetro de cada folha para cada planta foram
utilizados para essas medidas. Os discos foliares foram pesados (massa fresca, MF) e,
para se obter a massa tdrgida (MT), as folhas foram infiltradas com &gua destilada
utilizando um sistema de vacuo. Posteriormente, as superficies dos discos foliares foram
suavemente enxugadas com lenco de papel e secadas a 60°C, por 48 h e a massa seca
(MS) foi obtida. O conteudo relativo de agua (CRA) foi calculado a partir da férmula:
CRA (%) = [(MF = MS)/ (MT — MS)]*100.
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2.2.6 Area foliar especifica
As areas foliares especificas (AFE) foram dadas pelas areas dos discos das
folhas divididas por suas massas secas e expressas em cm’ de acordo com a férmula:

AFE = area da folha/massa seca da folha.

2.2.7 Determinacéo de NO

Os niveis de NO intracelular foram analisados por microscopia de fluorescéncia
utilizando sondas fluorescentes de acordo Tun et al. (2006), com modificacbes. Apds
duas horas e sete dias de tratamento, por¢des de raizes de cada tratamento foram retira-
dos (10 pontas de raizes/tratamento, em triplicata) e incubadas em 5 mmol L™ de
tampdo Hepes-TrisHCI (pH 7,5), contendo 5 pmol L™ DAF-FM-DA (4,5-diacetato
diaminofluoresceina, Calbiochem), um corante fluorescente permeavel a célula para
analisar NO enddgeno. As amostras foram incubadas no escuro, a 25 °C, num agitador
rotatorio (50 rpm), durante 2 horas. Posteriormente, as amostras foram lavadas duas
vezes com tampdo Hepes-TrisHCI, sendo preparadas para observacdo através de um
microscopio fluorescente Axioskop 2 (Carl Zeiss, Germany). O filtro foi definido para
excitagdo e emissdo da fluoresceina em 515 nm e 525 nm, respectivamente. Fotos
digitais foram tiradas. Todos os experimentos foram repetidos duas vezes, com

resultados semelhantes, sendo as fotos apresentadas de um experimento Unico.

2.2.8 Determinagéo do conteudo de poliaminas

Essas medidas foram feitas em colaboragdo com o grupo da professora Eny lo-
chevet Segal Floh do Laboratério de Biologia Celular de Plantas do Departamento de
Botanica da USP. Os procedimentos foram realizados de acordo com Silveira et al.
(2004). As amostras foram moidas em 1,6 mL de 5% (v/v) de acido perclérico, e ap6s
uma hora, centrifugadas por 20 minutos a 2,0 x 10* g a 4 °C. As poliaminas livres foram
determinadas diretamente do sobrenadante usando cloreto de dansil e identificadas por
HPLC (Shimadzu Shinpack CLC ODS) usando uma coluna de fase reversa de 5 um. O
gradiente foi desenvolvido misturando proporcgdes crescentes de acetonitrila 10% em
agua (pH 3,5). O gradiente de acetonitrila foi programado para para 65% ao longo dos
10 primeiros minutos, de 65% a 100% entre 10 min e 13 min, e 100% entre 13 min e 21
min, com fluxo de 1 mL min™ & 40 °C. A concentracdo de poliaminas foi determinada
usando um detector de fluorescéncia em 340 nm (excitagéo) e em 510 nm (emisséo). As
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areas dos picos e os tempos de retencdo foram medidos por comparagdo com padrdes de
Put, Spd e Spm.

2.2.9 Andlises estatisticas

Os resultados da emissdo de etileno e CO,, das analises ecofisiologicas (emissao
de fluorescéncia de clorofila a, pigmentos fotossintéticos, area foliar especifica e
conteddo relativo de agua) e de poliaminas foram avaliados através das analises de
variancia (ANOVA). As médias dos valores obtidos foram comparadas usando o teste
de Turkey (P<0.05). Os dados foram apresentados como médias + desvio padrao.

2.3 Resultados

Utilizando a espectroscopia fotoacustica, foi possivel detectar um aumento
significativa na taxa de emissdo de etileno para as plantas expostas a Cr*®: de 0,008 pL
h?g™ para aproximadamente 0,026 uL h'g™ (Figura 2.3.1 A). Por outro lado, a taxa de
respiracdo das plantas, ou seja, a emissdo de CO, (Figura 2.3.1 B), ndo mostrou
diferencas estatisticas, partindo de 0,90 mL h™g™ nas plantas do controle para 1,10 mL

h™g™ nas plantas cultivadas em Cr*® durante sete dias.
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Figura 2.3.1 - Medidas de espectroscopia fotoacustica de: A) Etileno (uL h™ g™) e B) CO, (mL
h™ g™) em plantas de amendoim bravo do controle e apds exposicdo em 500 pmol L™ em Cr*®
durante sete dias. Letras diferentes expressam diferencas estatisticas (P < 0.05) entre as plantas
do controle e as do tratamento para 0 mesmo parametro (n = 3). Letras iguais significam que
nao houve diferencas estatisticas.
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Todos os pardmetros relacionados a fotossintese (Tabela 2.3.1) ndo mostraram
diferencas estatisticas ap6s sete dias de exposicao a 500 umol L™ de Cr*®. Os valores de
F./Fm e Fu/Fo para os controles e para as plantas tratadas com Cr*® foram 0,814 e 4,57 e
0,845 e 4,89, respectivamente. As proporg¢des Clo a: Clo b para os controles e as plantas
tratadas com Cr*® foram 3,27 e 3,74, respectivamente e nenhuma diferenca estatistica
foi observada entre eles e os carotendides em funcéo da presenca de Cr*®. Além disso, o
CRA e a AFE obtidas para as plantulas de amendoim bravo tratadas com Cr*® néo

mostraram variacdo em relacdo as plantas do controle (Tabela 2.3.1).

Tabela 2.3.1 - Medidas ecofisioldgicas de fluorescéncia da clorofila a, conteido dos pigmentos
fotossintéticos (nmol.cm™?), conteddo relativo de 4gua (CRA, %) e area foliar especifica (cm?)
em plantas de amendoim bravo expostas a 500 pmol L™ de Cr*® durante 7 dias. Valores segui-
dos por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0.05) para 0 mesmo parametro
(média + desvio padréo, n = 3).

Cr® (umol L™

Parametros analisados Controle 500

Fu/Fm 0,814 + 0,006 A 0,845 +0,012 A

Fu/Fo 4,57 +0,028 A 4,89 + 0,565 A

qP 0,898 £ 0,021 A 0,891 £0,033 A

NPQ 0,149 £ 0,013 A 0,150 £ 0,014 A
Cloa 45,486 + 0,713 A 45,660 + 2,366 A
Clob 13,903 £ 0,042 A 13,013+ 3,862 A
Cloa:Clob 3,271 +£0,041 A 3,747 £ 0,901 A

Carotentides (nmol.cm?)

CRA (%)
AFE (cm?)

13,758 + 1,426 A
25,214 +1,4695 A
447,94 + 14,361 A

13,906 + 2.105 A
24,952 + 00,3787 A
434,31 + 13,344 A

A producdo de NO intracelular para as plantulas de amendoim bravo foi medida
ap6s 2 horas e 7 dias de tratamento em 500 pmol L™ Cr*® (Figura 2.3.2). Em 2 horas de
exposicdo ao Cr*®, a emissdo de fluorescéncia de NO no sistema radicular das plantulas
pareceu ser ligeiramente mais intensa quando comparada as plantas do controles e as

expostas durante 7 dias ao Cr'*®.
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Campoclaro Fluorescénciado NO

Controle

2 horas

7 dias

Figura 2.3.2 - Fluorescéncia de NO intracelular em raizes das plantulas de amendoim bravo
tratada com 500 pmol L™ de Cr*® durante duas horas e sete dias. As amostras das raizes foram
incubadas com corante permeével a célula (DAF-FM-DA) e analisados utilizando microscopio
de fluorescéncia.

A concentracdo de todas as poliaminas livres analisadas (Put, Spd e Spm) foram
maiores nas folhas do que nas raizes (Figura 2.3.3). Nas folhas, Spd foi a poliamina com
a maior concentragcdo em ambos 0s tratamentos, e apesar do padréo das poliaminas ter
sido similar entre os controle e as plantas tratadas com Cr*°, concentracdes
significativamente menores foram encontradas nas plantas tratadas com Cr*®.

Por outro lado, nas raizes, um aumento significativo nos niveis de poliaminas foi
observado na presenca de Cr*°. Este aumento foi maior para Spd, seguido por Spm e
Put. Analisando as diferentes poliaminas, Put apresentou um decréscimo significativo
nas folhas das plantas de amendoim bravo cultivadas em Cr*®, enquanto nas raizes ela
aumentou sob o tratamento. A concentragdo de Spd nas folhas ndo mostrou variagéo, no
entanto, para as raizes, foi possivel observar um aumento de cerca de 6 vezes na
presenca de Cr*®. Para Spm, um comportamento inverso pdde ser observado, isto &,
diminuiu nas folhas e aumentou nas raizes quando comparado com as plantas do

controle.
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Figura 2.3.3 - Concentragdo de poliaminas (ug g MF) em plantulas de amendoim bravo expos-
tas a 500 umol L™ de Cr*® durante sete dias. A) Folha e B) Raiz. Letras maitsculas comparam a
concentracao de poliaminas entre as concentracdes de 0 e 500 umol L™ de Cr*®. Letras mindscu-
las comparam a concentracdo de poliaminas dentro do controle e dentro dos tratamentos com
Cr*®. Asterisco (*) compara a concentragio de poliaminas entre as folhas e as raizes (o Put -
putrescina, m Spd - espermidina e m Spm - espermina). P < 0.05 para 0 mesmo parametro (n =
3).

2.4 Discussao

Cr*® é descrito na literatura como a espécie quimica de Cr mais nociva a planta
devido ao seu alto poder de oxidacdo (Paiva et al., 2009; Shanker et al., 2005). Apesar
dessa caracteristica, a toxicidade do Cr*® e das demais espécies quimicas metélicas de-
pende fortemente das concentragdes em que elas estdo disponiveis para a absorgdo, da
espécie vegetal exposta a sua presenca e da fase de desenvolvimento da planta (Remon
et al., 2005).

Um parametro muito utilizado para avaliar a extensdo do estresse ao qual um or-
ganismo esta submetido é a producdo de etileno (Arteca e Arteca, 2007; Poscherieder et
al., 1993; Abeles, 1992; Fuher, 1982). Plantas podem regular internamente a produgéo
de etileno por caracteristicas genéticas, estagio de desenvolvimento, érgao e/ou por uma
variedade de fatores ambientais (temperatura, luz, oxigénio, nutricdo e metais pesados)
gue podem ou ndo conduzir ao estresse (Arteca e Arteca, 2007; Maksymiec, 2007; Pos-
cherieder et al., 1993; Van Assche et al., 1990; Fuher, 1982). Em relacdo a detec¢édo
desta molécula gasosa no presente trabalho, é importante ressaltar o emprego da espec-
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troscopia fotoacustica como uma poderosa ferramenta no estudo de plantas expostas a
metais pesados. Até o presente momento, € de nosso conhecimento que o trabalho é
inovador nesse sentido. A literatura mostra que a cromatografia gasosa (CG) tem sido a
técnica mais comumente utilizada para tal finalidade (Arteca e Arteca, 2007; Abeles,
1992; Pezzarossa et al., 1991; Fuhrer, 1982). As baixas concentragdes de etileno aqui
detectadas refletem vantagens na utilizacdo da espectroscopia fotoacUstica como méto-
do de detecgéo de gases e, em especial, no acompanhamento de pequenas variagdes das
respostas fisioldgicas de plantas frente a possibilidade de medidas ndo- destrutivas e em
tempo real. Estas caracteristicas conferem a espectroscopia fotoacUstica uma grande
vantagem sobre a cromatografia gasosa, por exemplo, cujas amostras devem ser coleta-
das em intervalos de tempo para somente depois serem avaliadas. Alteragdes na concen-
tracdo de etileno variam a depender do metal utilizado (Arteca e Arteca, 2007). Esses
autores observaram que em Arabidopsis thaliana, Cu*? e Cd*? mostraram efeito positivo
na producdo de etileno, enquanto Ni*? e Zn*? ndo se mostraram efetivos para causar
alteracdo. Cu*? e Cd*? também promoveram um aumento na producéo de etileno para
folhas de trigo (Triticum aestivum), enquanto que para folhas de girassol (Helianthus
annus L.) apenas Cu?* se mostrou efetivo em aumentar a producéo de etileno (Groppa et
al., 2003). Apesar da alteracdo na concentragéo de etileno ser utilizada como indicativo
de estresse, especificamente em estresse por Cr os dados ainda sdo incipientes. O Unico
trabalho encontrado relacionando etileno e Cr*® foi desenvolvido com plantulas de
feijdo (Phaseolus vulgaris) (Poschenrieder et al., 1993) e apresenta resultados
contradiotorios aos nossos. Segundo estes autores foi observado, por CG, inibicdo da
emissdo de etileno na presenca de Cr*®. Esta contradicdo poderia estar relacionada as
diferentes concentracdes de Cr*® utilizadas por Poschenrieder et al. (1993): 2 mmol L™
e 10, 20 e 40 pmol L™ de Cr*® e no presente estudo: 500 pmol L™, e/ou pela diferentes
espécies vegetais. A caréncia de trabalhos nesta area reforca a necessidade de maior
divulgacdo dos dados existentes para etileno e Cr. Isto ajudaria a elucidar o
envolvimento dos metais nesta importante alteracdo fisiologica que é a prépria emisséo
de etileno, cujas consequéncias vao desde a antecipagdo da senescéncia do érgdo onde
ele foi produzido (Taiz e Zeiger, 2010) até o amadurecimento prematuro de frutos (da
Silva et al., 2005; Leshem e Pinchasov, 2000).

Dentre os estudos fotossintéticos para analisar os efeitos observados em plantas
sob condigdes de estresse por metal pesado destaca-se a anélise de fluorescéncia da clo-
rofila a, que avalia o funcionamento do FSII (Maxwell and Johnson, 2000) através de
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uma serie de parametros, tais como as razées F./Fn e F,/Fo. Bolhar-Nordechamp et al.
(1989) sugerem que valores de F./Fr, entre 0,75 e 0,85 indicam que o aparelho fotossin-
tético funciona em condi¢es ambientais propicias ao desenvolvimento sadio da planta.
No presente trabalho, os valores para F,/F, mantiveram-se dentro da faixa proposta
pelos autores citados acima, sugerindo auséncia de estresse na fase fotoquimica. De
acordo com Rohacek (2002), a razao F./Fy em plantas sadias pode variar de 4 a 6, repre-
sentando mudancas entre o rendimento quéntico fotoquimico e processos néo-
fotoquimicos que ocorrem no FSII. Embora F./Fo seja mais sensivel na deteccdo de es-
tresse (Oliveira et al., 2009; Paiva et al., 2009), os valores encontrados nesse trabalho
corroboram os indicativos de auséncia de estresse fotoquimico sugeridos por F./Fn, €
refletem a integridade do funcionamento do FSII. Para plantas de Lolium perenne L. foi
observado um decréscimo significativo na razdo Fv/Fm a partir de concentracGes de 250
umol L™ de Cr*® apés 45 dias de experimento. O decréscimo observado foi ainda maior,
cerca de 24% em relagdo ao controle, quando as plantas foram expostas a 500 pmol L™
de Cr*® (Vernay et al., 2007). Um decréscimo significativo dos parametros F/Fmn, Fu/Fo
e gP em plantas de aguapé (Eichhornia crassipes), uma espécie aquatica
hiperacumuladora de metais, foi observado quando as mesmas foram expostas a Cr*®.
Mesmo para uma espécie hiperacumuladora, o tratamento com a maior concentracao de
Cr*® (10 mmol L™) foi letal (Paiva et al., 2009). Os trabalhos supra-citados evidenciam
que estas razbes sdo eficientes em avaliar estresse por Cr*®. Entretanto, é importante
ressaltar a diferenca entre a disponibilizagdo de espécies quimicas metalicas para plan-
tas aquaticas e terrestres. Uma vez em solugdo aquosa, o ion metélico possuira maior
mobilidade e disponibilidade para ser absorvido (Antoniadis e Alloway, 2002). Em so-
los, além dos ions de metais pesados se apresentarem na estrutura mineral, eles podem
estar adsorvidos as superficies sélidas, nas solucGes intersticiais, na forma complexada
ou associada a coloides, fatores estes que restringem a mobilidade e, consequentemente,
a disponibilidade para absorcéo (Qishlagi e Moore, 2007; Remon et al., 2005).

O conteudo dos pigmentos fotossintéticos (clo a, clo b e corotendides) nao foi
alterado pela presenca de Cr*® nas condices experimentais estabelecidas no presente
trabalho. Porém, diversos trabalhos tém demonstrado alteragcdes desses parametros em
plantas expostas a metais (Pandey and Tripathi, 2011; Khan e Khan, 2010; Paiva et al.,
2009; Choudhury, 2005; Shanker et al., 2005; Boonyapookana et al., 2002; Vajpayee et
al., 2000). Isto poderia ocorrer em funcdo da substituicdo do ion de Mg*? da molécula
de clorofila pelos ions de alguns metais pesados (Kupper et al., 1998) ou pela maior
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necessidade de producdo de carotendides para auxiliar na dissipacdo de energia térmica
proveniente de comprometimentos fotossintéticos (Demmig-Adams, 1990). A manuten-
cao dos valores de pigmentos, sobretudo dos carotendides e do NPQ, sugerem que as
plantas do presente estudo ndo necessitaram dissipar energia para prevenir danos foto-
xidativos, talvez porque o FSII ja estivesse protegido pela ligagdo com as poliaminas
(Hamdani et al., 2011).

O efeito de metais pesados sobre a anatomia e 0s processos fisioldégicos que in-
fluenciam a regulacdo de &gua na planta tem sido bastante documentado (Santala e Ry-
ser, 2009; Ryser e Emerson, 2007; lonenko et al., 2006; Poschenrieder e Barcelo, 2004;
Vitoria et al., 2001). Em geral, estes estudos sugerem uma reducdo do contetdo relativo
de agua e dos pigmentos fotossintéticos na presenca de Cr, como verificado para ervilha
(Pisum sativum) (Tiwari et al., 2009), samambaia chinesa (Pteris vittata) (Su et al.,
2005) e couve (Brassica oleracea) (Chatterjee e Chatterjee, 2000). Para outros metais,
tais como Cu, Co, Ni e Cd, a resposta pareceu ser mais heterogénea, sendo observado
aumento (Chatterjee e Chatterjee, 2000), diminuigcdo (Llamas et al., 2008) e ndo altera-
¢do (Lin e Kao, 2007) no CRA. Existe uma hipotese de que algumas plantas possuem
um mecanismo de fito-toxidade para excesso de metal pesado baseado no disturbio das
funcdes da membrana celular: se o potencial da membrana aumentar em fungdo da ab-
sor¢do de ions de metais pesados, isso ird provocar um decréscimo no contetdo intrace-
lular de fons K*, fazendo, por sua vez, com que haja um decréscimo no contetido de
agua da planta (Llamas et al, 2008). Embora maiores detalhamentos envolvendo mem-
branas ndo tenham sido conduzidos no presente estudo, a manutengdo dos valores do
CRA sugere que o tratamento com Cr*® ndo foi suficiente para provocar alteraces no
potencial de membrana que se refletissem em alteragdes neste atributo foliar.

Assim como 0 CRA, a AFE e a espessura da folha desempenham um importante
papel no funcionamento da planta, pois a quantidade de luz absorvida pela folha e as
rotas de difusdo do CO, através de seus tecidos sdo diretamente dependentes desses
parametros (Syvertsen et al., 1995). O tratamento utilizando Cr*®, descrito nesse traba-
Iho, ndo provocou alteracdo na AFE. A interacdo entre AFE e metais pesados também
ndo mostrou uma relagéo direta para plantas de carvalho silvestre (Acer pseudoplatanus
L.) (André et al.,2006). Estes autores observaram que a area foliar especifica manteve-
se inalterada ap6s 120 dias na presenca de Cu (640mg/Kg solo), Zn (3000mg/Kg solo),
Cd (10 mg/kg solo) e Pb (90 mg/Kg solo). Esse resultado foi obtido para uma espécie

arbérea, tal como no presente trabalho, e sugere uma maior tolerancia a maiores concen-
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tracOes de metais para este grupo de plantas quando em comparagdo com plantas anuais,
como a maioria das espécies de interesse agrondémico, que sdo focos de estudos com
metais pesados (Chatterjee e Chatterjee, 2000; Lin e Kao, 2007; Llamas et al., 2008;
Tiwari et al., 2009).

Put, Spd e Spm sdo as principais poliaminas nas plantas, atuando também em
respostas ao estresse abidtico e bidtico, na divisdo celular, embriogénese somatica, na
formacdo de raizes, na iniciacdo floral e no desenvolvimento de frutos, no metabolismo
secundario e na senescéncia (Santa-Catarina et al., 2007; Silveira et al., 2006; Tun et
al., 2006; Kuznetsov et al., 2006). Estudos sugerem a interacdo de poliaminas com pro-
teinas tilacoidais durante o estresse, capacitando a planta a maior tolerancia (Hamdani et
al., 2011). Segundo estes autores altas concentracdes de poliaminas adicionadas ao FSII
causaram significativa perda de atividade do mesmo, enquanto menores concentragdes,
especialmente de Spm, poderiam estabilizar a conformacéo das proteinas do FSII e me-
lhorar o funcionamento fotossintético sob estresse. Na condig¢do estressante, ocorrem
alteracdes no padréo de ligacdo de Put e Spm ao LHCII (do inglés, Light Harvesting
Complex - complexo coletor de luz), ajustando o tamanho do mesmo. Uma diminuicdo
na razdo Put/Spm levaria a0 aumento do tamanho do LHCII. Isto poderia levar a um
aumento na dissipacdo de energia e um reducdo da atividade fotoquimica (Hamdani et
al., 2011). No presente estudo foram verificadas reducgdes nas concentragdes de Put e
Spm na presenca de Cr*®, o que pode ter conferido maior estabilidade ao FSII. Porém, a
razdo Put/Spm no presente estudo ndo se alterou e talvez por isso ndo tenhamos verifi-
cado aumento na dissipacdo de energia (dados ndo mostrados). Outras fungdes das poli-
aminas ja foram relatadas em condicGes de estresse, tais como a manutengdo do trans-
porte de elétrons, da transferéncia de energia entre FSI e FSII, principalmente por Spm,
e do contetdo de clorofila (Humdani et al., 2011).

Nas plantas, situacOes de estresse podem desencadear uma cascata de
sinalizacdo, induzindo a producdo de moléculas sinalizadoras, como o NO, as quais
levam a mudangas na concentracdo ou modulacdo dos mensageiros secundérios, e
consequentemente, ativando a resposta de defesa (Arasimowicz e Floryszak-Wieczorek,
2007; Xiong et al., 2010). A maior fluorescéncia de NO apds duas horas de tratamento
com Cr*® pode estar associada & rapida sintese deste composto visando a ativacéo de
respostas de protecdo. Isto, aliado a sua rapida difusdo e reatividade, conferem a esta
molécula caracteristicas que a classificam como mensageira secundaria a respostas

iniciais na protecdo contra estresse (Wendehenne et al., 2004). Dentre as respostas de
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defesa ativadas pelo NO encontram-se a capacidade antioxidante dessa molécula pela
sua habilidade em sequestrar ROS e estimular o sistema antioxidante, aliviando o
extresse oxidativo gerado por metais pesados (Kopyra et al., 2006). Adicionalmente, em
estudos com estresse salino, os tratamentos com doador de NO permitiram um maior
crescimento das plantas, com a manutencdo da atividade do PSIl e o aumento da
atividade das enzimas antioxidante, resultando em tolerancia ao estresse (Uchida et al.,
2002). Embora a atividade antioxidante ndo tenha sido analisada no presente estudo,
pode-se sugerir que o aumento no contetdo de NO no inicio do tratamento (2h) possa
ter induzido um aumento da atividade antioxidante e protecdo do PSII, aliviando o
efeito do Cr*®. Aumentos na producéo de NO sob condicdo de estresse induzido por
metais pesados ja foram descritos para varias espécies, em especial para as de ciclo
anual de interesse agrondmico (Bartha et al., 2005, Valentovicova et al., 2010). Neste
sentido, os resultados obtidos para P. nitens sdo inéditos e revelam o papel do NO sob
condigdes de estresse por metal pesado em espécies de ciclo longo (arboreas), sugerindo
que o mecanismo de defesa envolvendo NO é mantido por uma ampla gama de espécies
independente do seu ciclo de vida.

2.5 Concluséo

A espectroscopia fotoacUstica empregada para a detec¢do de etileno mostrou-se
eficaz na avaliacdo das alteracdes fisioldgicas das plantulas de amendoim bravo em fun-
¢80 da exposicdo a Cr®. Isto abre um novo leque de possibilidades de anélises que po-
dem ser conduzidas conjuntamente com métodos classicos de avaliacdo de estresse.

A presenca de Cr*® em amendoim bravo ndo promoveu comprometimento do
processo fotossintético, assim como de outros parametros associados a ele, tais como
pigmentos. Isto pode ter sido devido a modulagdo das concentracfes de poliaminas e
NO observadas. As poliaminas se ligariam as proteinas do FSII conferindo maior estabi-
lidade a elas. Os resultados sugerem que Spd foi a poliamina que menos tenha contribu-
ido nesta modulacdo e Put e Spm as que mais efetivamente auxiliaram nesta capacita-
¢do. O NO pode ter induzido a atividade das enzimas antioxidante e a manutencdo da
atividade do FSII, reduzindo os efeitos de estresse no tratamento com Cr'®. Os
resultados para as poliaminas e NO sdo inéditos para espécies arboreas.

Os ajustes fisiologicos verificados para esta espécie em funcdo da exposigédo a

Cr*®, assim como a manutencdo do seu processo fotossintético, sugerem que ela seja
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uma boa opcdo para utilizagdo em reflorestamento de areas contaminadas e para a re-

composicao de matas ciliares em rios antropizados.
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CAPITULO 3

Deteccdo de 6xido nitrico utilizando a espectroscopia fotoacustica e um

laser de cascata quantica

3.1 Justificativa

A deteccdo de NO enddgeno ndo é uma etapa simples devido a amostragem e a
instrumentacdo normalmente utilizada além de outro fatores intrinsecos & molécula,
como citado anteriormente. Uma excelente alternativa para a detec¢cdo de NO em tempo
real, com medidas ndo destrutivas e com grande sensibilidade pode ser o emprego da
espectroscopia fotoacustica utilizando laseres semicondutores como fonte de radiag&o.

No capitulo 1 do presente trabalho foi citado que uma das grandes vantagens da
utilizacdo de laseres semicondutores é a possibilidade de aplicagdo dos métodos de
modulacdo. Técnicas de modulacéo tém sido desenvolvidas como um meio para aumen-
tar a relacdo sinal-ruido de uma medida pela reducéo da contribui¢do do ruido (Saarela,
2009; Angelmahr et al., 2008; Dyroff, 2008; Iguchi, 1986; Hager e Anderson, 1970;
Arndt, 1965).

Diferentes esquemas de modulacdo podem ser usados para a geracdo do sinal fo-
toacustico, de forma que duas categorias podem ser definidas. A primeira delas consiste
na modulacdo da radiacdo do laser diretamente atraves da corrente de inje¢do (ou usan-
do um chopper mecéanico externo). A segunda técnica consiste em modular a prépria
absor¢do do gas por meio de um campo elétrico (efeito Stark) (Thony e Sigrist, 1995;
Kavaya et al., 1979) ou por meio de um campo magnético (efeito Zeeman) (Bridges e
Burkhardt, 1977). Estes métodos sdo validos apenas para moléculas sensiveis a estes
efeitos, como por exemplo, a aménia e 0 NO. Um campo elétrico ou um campo magné-
tico € modulado na frequéncia de ressondncia da célula e produz uma absor¢do molecu-
lar periddica devido & mudanca nos niveis de energia da molécula. Esta técnica apresen-
ta a vantagem de ser muito seletiva, pois apenas a molécula ativa contribui para o sinal
fotoacustico. Outras moléculas ndo interferem com a espécie investigada, embora suas
presencas sejam importantes (Besson, 2006).

A modulacdo da radiacdo laser através da corrente de alimentacdo é, no entanto,
a técnica mais utilizada uma vez que o método é simples, muito eficiente e pode ser

aplicado a todas as moléculas. Assim, dois regimes principais sdo obtidos em fungéo
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das condi¢Oes de modulacdo da corrente: modulagdo em intensidade (ou amplitude) e
modulacdo em comprimento de onda (Schilt e Thévenaz, 2005).

Em geral, a modulagéo da corrente produz uma combinacdo das modulacGes em
comprimento de onda e em intensidade (Schilt et al., 2003), porém duas situagdes
extremas podem ser observadas na qual um tipo de modulagéo é fortemente dominante.
Quando o laser ¢ modulado por uma onda senoidal ou quadrada a partir do limiar de
emissdo de luz até uma alta corrente, uma modulacdo on-off da poténcia Optica €
produzida e a modulacdo em intensidade é dominante (figura 3.1.1a) (Schilt e Theéve-
naz, 2005). Nesse caso, o sinal fotoacustico é proporcional ao perfil da linha de
absorcdo e o espectro € diretamente observado.

@

(b)

Tempo (u.a)

Figura 3.1.1 - Esquema para representacdo das modulagdes em: (a) intensidade ou amplitude.
P’ é a poténcia (em mW) para a qual uma corrente minima aplicada é suficiente para fazer com
o laser comece a emitir luz; P*” é a poténcia relacionada com uma corrente maxima de operagao
especificada pelo fabricante do laser e (b) comprimento de onda. i’ € uma corrente proxima a i’’
(corrente mé&xima de operacdo do laser). Pm é a profundidade da modulacdo da onda senoidal
adicionada sobre i’. Em ambas as modulagdes, pm ndo deve ultrapassar a corrente maxima
especificada pelo fabricante do laser. FONTE: Angelmabhr et al. (2008) (com modificaces).

Em um regime dominado pela modulacdo em comprimento de onda, obtido
através de uma pequena modulacdo da corrente sobre uma corrente continua elevada
(figura 3.1.1b), o sinal fotoacUstico depende diretamente da profundidade da
modulacdo, isto é, da amplitude da onda, e um valor ideal para 0 mesmo pode ser
determinado (figura 3.1.2). Neste caso, um residuo de modulacdo em intensidade €
ainda observado, embora sua influéncia seja pequena comparada & modulacdo em
comprimento de onda. O sinal fotoacustico, detectado na frequéncia de modulagéo 1f
(deteccdo do primeiro harménico), é a primeira derivada do perfil de linha de absorgéo
(figura 3.1.3), na frequéncia 2f € a segunda derivada da linha e assim sucessivamente
(Schilt et al., 2003).
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Figura 3.1.2 - Amplitude do sinal fotoacustico (u.a) em funcdo da profundidade de modulagdo
da corrente (mA). Os regimes dominados pela modulagdo em intensidade e em comprimento de
onda podem ser claramente distiguindos pela forma do sinal fotoaclstico. FONTE: Besson,
2006 (com modificagdes).
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Figura 3.1.3 - Perfil da linha de absor¢édo para um regime dominado pela modulagdo em com-
primento de onda obtida para o primeiro (1f) e segundo harménico (2f). FONTE: Martin, 2002
(com modificagdes).

A espectroscopia fotoacustica com modulagdo em comprimento de onda é atu-
almente uma técnica bastante Gtil na deteccdo sensivel de espécies atdmicas e molecula-
res por oferecer vantagens sobre medidas diretas de absor¢do. A vantagem mais impor-
tante esta relacionada ao fato de que a deteccdo em outros harménicos é possivel, uma
vez que o sinal observado € proporcional a curvatura do perfil de absorcé&o.

Nos capitulos 1 e 2 deste trabalho de tese, a importancia de se detectar NO ja foi
bastante discutida em relacdo as suas diversas funcdo desempenhadas, sobretudo em
plantas. Neste sentido, o presente capitulo teve como objetivo caracterizar e obter
maiores informacdes a partir da aplicacdo dos métodos de modulacdo em um laser de
cascata quantica para detec¢do a nivel de traco da molécula de NO. Essas informacdes

poderdo facilitar a aplicagdo da metodologia na deteccdo de NO para sistemas
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biologicos, por exemplo, onde as concentracbes desse g&s sdo muito baixas
(Hilderbrand et al., 2005). Adicionalmente, € de grande interesse cientifico estabelecer
uma metodologia para deteccdo de NO em sistemas biologicos que forneca medidas ndo

destrutivas e em tempo real.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Material e equipamentos
- Padrdes comerciais certificados de NO, (5 ppmv) e N, puro (99,98% em pure-
za);
- Controladores de fluxos de massa eletronicos (MKS Instruments) com vazdes
maximas de 50 e 200 sccm (do inglés, standard cubic centimeter per minute -
centimetro cubico por minuto padrdo) e erros de 0.5% e 1%, respectivamente;
- Célula fotoacustica diferencial;
- Laser de cascata quantica (Alpeslaser) para deteccdo de NO com emisséo prin-
cipal em 5,26 um (1900,1 cm™);
- Amplificador lock-in (Stanford 830);
- Fonte de corrente para laser (ILX Lightwave - LDD 3232).

3.2.2 Detector fotoacustico
Como detector foi empregado uma célula fotoacustica diferencial (figura 3.2.1)

que trabalha com uma ressonancia acustica de aproximadamente 3,9 kHz.

Feixe de luz R
\ /
cavidades
f3 f4
f - filtros

Figura 3.2.1 - Esboco da célula fotoacuUstica. F1-4 representam filtros acusticos.
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A célula utilizada consiste de duas cavidades ressonantes e de quatro filtros a-
custicos (Miklds et al., 2001). A radiagdo excitante passa através de uma das cavidades
e as moléculas do gas presente (NO, nesse caso) absorvem e, ao decairem nao radiati-
vamente, geram o sinal fotoacustico que é localmente medido através de um microfone.
O mesmo sinal é também medido, em uma intensidade menor, na segunda cavidade
com outro microfone (cavidade de referéncia). Com a diferencga dos valores de sinal em
cada um dos microfones, ruidos de janela devido a possiveis absor¢des e ruidos exter-
nos sdo extraidos do sinal.

A parede interna da célula é coberta com uma fina camada de teflon para evitar
adsorcdo da molécula em estudo e/ou para que esta ndo reaja quimicamente com a su-
perficie (Schmohl et al., 2001).

Quanto a rapidez da detec¢do, ja foi demonstrado que para a espectroscopia
fotoacUstica o tempo de deteccdo estd apenas limitado ao preenchimento da prépria
camara de detecgdo. A célula fotoacustica utilizada tem um volume de aproximadamen-
te 20 cm®. Com um fluxo de 300 sccm, por exemplo, 0 tempo estimado para que a célu-
la seja preenchida é de 4 s. Ou seja, a técnica € bastante adequada para medida em
tempo real, com tempo de resposta de aproximadamente 4 s para mudancas rapidas de

concentragéo.

3.2.3 Fonte de luz e caracterizacéo elétrica do laser

A fonte de radiacdo eletromagnética empregada neste trabalho foi um laser de
cascata quéntica, operando em modo continuo, para detecgdo de NO, com emissao prin-
cipal situada em 5,26 um (1900,1 cm™), segundo o fabricante. A fim de caracterizar o
funcionamento do laser, uma curva caracteristica de tensdo versus corrente, com 0 mo-
nitoramento da poténcia, foi gerada fixando a temperatura do laser em - 20° C. Os resul-
tados foram registrados e comparados com os dados fornecidos pelo fabricante do laser.

3.2.4 Identificagdo das linhas de absor¢do do NO (modulagdo em amplitude)

Para a geracdo do sinal fotoacustico, o laser foi alimentado por uma corrente
continua de 464 mA, sendo sobreposta a esta uma corrente alternada de formato senoi-
dal, proveniente do lock-in, com amplitude de 0,232 Vrms (46,4 mA) e frequéncia de
3,9 kHz (primeiro harmdnico da frequéncia de ressonancia da célula fotoacustica dife-
rencial).

O sinal fotoacustico gerado por 5 ppmv de um padrdo comercial de NO em N,
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foi medido utilizando um amplificador lock-in. Durante as medidas, o fluxo de NO foi
mantido constante no valor de 50 sccm utilizando os fluxémetros eletronicos.

A temperatura do laser foi variada de - 25 a 0 °C para fazer com que o compri-
mento de onda de emissdo do laser também variasse. Por comparacdo do espectro da
base de dados tedricos HITRAN (2008), a faixa espectral entre 5,25 & 5,26 um (corres-
pondendo em ndmero de onda & 1899 - 1902 cm™) pode ser identificada pela variacéo

da temperatura do laser.

3.2.5 Determinacéo do limite inferior de detecgdo para NO utilizando a mo-

dulacéo em amplitude

Para determinar o limite minimo de detec¢do do sistema para NO foram feitas
diluicbes da mistura padrédo de 5 ppmv de NO. Pequenas concentragdes de NO foram
sintetizadas utilizando dois controladores de massa eletrénicos, um para o0 N, (200
sccm) e outro para 0 NO (50 sccm). A temperatura do laser foi fixada no valor
correspondente & absorcdo 1900,1 cm™ do NO, ou seja, - 15°C. Nesta linha de emissao,
a poténcia do laser correspondeu a 6 mW para uma corrente de alimentacdo de 464 mA.

O sinal fotoacutico foi gerado de acordo com o item 3.2.4.

3.2.6 Determinacéao dos parametros da modulagcdo em comprimento de onda

Nos experimentos realizados usando a modulagdo em comprimento de onda, o
sinal fotoacustico foi gerado modulando o laser eletronicamente por um gerador de fun-
cdo. A forma de onda escolhida foi a senoidal, na qual sua amplitude pico a pico foi
variada para os valores de 10, 30, 50, 100 e 150 mV sobre uma corrente continua fixa de
510 mA. Os diferentes valores de amplitude utilizados corresponderam respectivamente
a2, 6,10, 20 e 30 mA de corrente alternada na frequéncia da célula fotoacustica. A de-
teccdo foi feita no segundo harmonico da frequéncia de 1,950 kHz que corresponde a
frequéncia de ressonéncia da célula fotoacustica (Angelmahr et al., 2008).

A temperatura do laser foi variada para uma faixa maior, de -36 a -12°C (corres-
pondendo a faixa espectral de 1899 & 1903 cm™). Um amplificador lock-in também foi
utilizado para o processamento dos dados, sendo estes coletados por um programa de-

senvolvido em LabView.
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3.2.7 Determinacéo do limite inferior de detecgdo para NO utilizando a mo-

dulagéo em comprimento de onda

Os parametros de modulacdo do laser utilizados nestas medidas foram escolhi-
dos de acordo com os resultados obtidos no item 3.2.6, sendo a temperatura do laser
equivalente a -34°C (1903,13 cm™). Nesta condic&o, a poténcia do laser correspondeu &
15 mW para uma corrente de alimentacéo de 510 mA e modulagéo senoidal de 10 mA.
Diferentes concentragdes de NO foram sintetizadas em misturas com N e, entdo, o

limite inferior de deteccdo foi determinado.

3.3 Resultados

A figura 3.3.1 mostra o gréfico da caracterizacdo elétrica experimental do laser
de cascata quantica de NO para a temperatura de operagéo de - 20°C. As curvas relacio-
nam as tensdes aplicadas (em volts) com as correntes (em miliampére) e as poténcias
atingidas (em miliWwatts). Os maiores valores de poténcia sdo obtidos para laseres de
cascata quantica que operam em modo continuo, como o utilizado no presente trabalho,
em baixas temperaturas. A - 20°C, variando a corrente de 0 e 550 mA, verificou-se que
0 laser comecava a emitir luz a partir de 430 mA. Ao atingir uma corrente de 550 mA, a

poténcia observada foi de 16 mW.
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Figura 3.3.1 - Curva de tensdo (V) x corrente (mA) x e poténcia (mW) obtida para o laser de
cascata quantica para NO a temperatura de - 20°C.
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Apo0s a caracterizacdo elétrica do laser, um espectro experimental para identifi-
car as linhas de absorcdo do NO (5 ppmv) foi obtido com o laser modulado em amplitu-
de (figura 3.3.2). Os dois primeiros picos observados nos menores nimeros de onda
(1900,1 e 1900,5 cm™) correspondem s linhas de absorcéo da molécula de NO. O pico
de maior intensidade subsequente a estes, refere-se a linha de absorcdo da molécula de
agua. A identificacdo pbde ser feita considerando os espectros tedricos das duas molé-
culas em questéo (Figura 3.3.3) obtidos da base de dados HITRAN (2008).

70
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Figura 3.3.2 - Espectro experimental da molécula de NO obtido com um padrdo comercial cer-
tificado de 5 ppmv de NO e um laser de cascata quantica para NO.
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Figura 3.3.3 - Espectro para as moléculas de NO e de H,O retirados da base de dados HITRAN
(2008).
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Identificadas as linhas de absor¢do para o NO, o limite inferior de deteccéo foi
determinado (figura 3.3.4). Nas condi¢Ges de funcionamento do laser: - 15°C (que
corresponde a absorcéo em 1900,1 cm™), 464 mA e 6 mW de poténcia, a menor concen-
tracdo atingida foi de 0.300 ppmv (ou 300 ppbv) de NO em N, com o sinal fotoacustico

equivalente a aproximadamente 10 pV.

26 Fit linear (R = 0,9445)

104~ £0312ppm

Sinal fotoacUstico (uV)
N
1

0 T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Concentragdo de NO (ppm)

Figura 3.3.4 - Limite inferior de deteccdo para 0 NO em N, obtido com modulacdo em ampli-
tude para o laser fixado na linha 1900,1 cm™ (- 15 °C e 6 mW de poténcia).

Vaérios testes em relacdo a amplitude da senoidal foram realizados para a de-
terminacdo dos pardmetros da modulagdo em comprimento de onda, visando a obtencéo
do melhor sinal (intensidade e largura de linha) para a molécula de NO. As 5 figuras
que se seguem (3.3.5 a, b, ¢, d, ) mostram a segunda derivada, isto é, o sinal fotoacusti-
co para 0 NO detectado considerando o segundo harménico da frequéncia do sinal foto-
acustico em funcdo da temperatura do laser para diferentes amplitudes da funcéo seno
(com os respectivos valores de offset correspondendo sempre a metade destas). Para
essas medidas, a temperatura do laser foi variada para uma faixa de valores mais negati-
vos (de - 36° a -12°C) em relagdo a modulagdo em intensidade (- 25° & 0°C), sendo pos-
sivel observar a provavel existéncia de mais uma linha de absorcdo para a molécula de

NO em uma temperatura ainda mais baixa (- 33,89 °C) (figura 3.3.5 a, por exemplo).
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Figura 3.3.5 - Sinal fotoacustico (uV) em funcdo da temperatura do laser (°C) para NO (5
ppmv) Detec¢do no segundo harménico da frequéncia de ressonancia da célula fotoacustica
(1,950 kHz) para diferentes amplitudes de modulagédo (a) 10 mVpp (2 mA), (b) 30 mVpp (6
mA), (c) 50 mVpp (10 mA), (d) 100 mVpp (20 mA) e (e) 150 mVpp (30 mA) sobre uma cor-
rente continua de 510 mA.
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E importante ressaltar nessas figuras que o espectro de absorgio aparece in-
vertido em relacdo aquele que € mostrado (em fungdo do nimero de onda) na figura
3.3.2. A rampa de temperatura do laser (gerada para variar o nimero de onda) foi inici-
ada a partir de valores mais negativos para valores mais positivos, objetivando obter a
melhor linearidade possivel de variacdo. Para o laser, 0s maiores nimeros de ondas es-
tdo situados nas menores temperaturas. Outra caracteristica a ser ressaltada é a intensi-
dade relativa dos picos, que diminui com o0 aumento da temperatura devido a redugéo da
poténcia do laser. Esta, por sua vez, diminui com o aumento da temperatura do laser.

Picos de absorcdo mais intensos foram obtidos com o aumento da amplitude
da senoidal. Por exemplo, a modulacdo 1 (figura 3.3.5 a), a de menor amplitude, isto é,
10 mVpp (2 mA) apresentou, na faixa espectral utilizada, a absor¢cdo mais intensa do
NO, correspondendo a um sinal fotoacustico de 2,6 uV. Apesar do baixo valor de largu-
ra de linha (0,1450 cm™), caracteristica importante para a seletividade da técnica, a me-
dida apresentou um ruido elevado, ndo sendo possivel observar as demais absorcoes.
Quando a amplitude da senoidal foi de 30 mVpp (6 mA) (modulacédo 2, figura 3.3.5 b),
um aumento significativo do sinal fotoacustico foi observado para aquela mesma absor-
¢do, sendo de aproximadamente 16 uV, seguida por mais trés absor¢des em temperatura
maiores (estas correspondendo, como verificado anteriormente, as moléculas de agua e
de NO). O sinal para aquela primeira absorcdo foi ainda maior (36,5 uV) quando 50
mVpp (10 mA) foram aplicados (modulacdo 3, figura 3.3.5 ¢), permanecendo, porém,
ao redor desse valor para as outras amplitudes maiores (100 e 150 mVpp - modulag¢Ges
4 e 5, figuras 3.3.5 d e 3.3.5 e, respectivamente). Os demais sinais referentes a absorcao
da agua e do NO também tiveram seus valores aumentados em fun¢do do aumento da
amplitude da modulacdo. O aumento da amplitude da modulagdo também implicou na
reducdo da resolucdo, porém as larguras de linhas ainda estdo razoavelmente estreitas
até a modulagdo 3. A partir desta, um alargamento expressivo nas linhas de absor¢éo
pode ser observado. E importante ressaltar que o aumento da amplitude da modulagéo
provocou uma variagdo dos valores de temperaturas onde ocorreram os picos de absor-
¢do. Embora ndo muito grande, essa variagao foi importante para decidir a faixa de tem-
peratura a ser utilizada nas medidas que se sucederam. Aliando todos os resultados ob-
tidos (intensidade do sinal fotoacustico, larguras das linhas e temperatura do laser), a
modulagéo 3 (figura 3.3.5 ¢) foi escolhida como a mais adequada para ser utilizada nas
medidas de determinacgdo do limite inferior de deteccdo de NO, a partir da confirmacao
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de que a linha mais intensa representava de fato mais uma absorcdo do NO (figura
3.3.6).

A figura 3.3.6 é a modulagdo 3 em termos de nimero de onda. Comparando-a
com a figura 3.3.7 (segunda derivada do espectro tedrico de absor¢do para o NO e para
a agua), os dois primeiros grupos de picos se referem a duas absor¢6es de NO, seguida

por uma da &gua, e novamente mais uma do NO.
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Figura 3.3.6 - Espectro experimental da molécula de NO obtido com um padrdo comercial cer-
tificado de 5 ppmv de NO de acordo com os parametros utilizados na modulagdo 3 (figura 3.3.5

C).
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Figura 3.3.7 - Espectros para as moléculas de NO e H,O retirados da base de dados HITRAN
(2008).
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Constatada a presenca de mais uma linha de absor¢do do NO em espectro expe-
rimental a partir da compara¢do com o espectro teorico, o limite inferior de detec¢éo foi
determinado utilizando os parametros da modulagdo 3 em comprimento de onda: 510
mA, amplitude do seno equivalente a 50 mVpp (10 mA), -34°C  (1903,13 cm™),
poténcia de 15 mW, 2° harmonico (1,950 KHz). Nestas condicdes, 0.078 ppmv (ou 78
ppbv) foi a concentracdo minima detectavel pelo sistema, com o sinal fotoacustico cor-

respondendo & aproximadamente 3 uV (figura 3.3.8).
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Figura 3.3.8 - Limite inferior de deteccdo para o NO em N, obtido com a modulagdo em com-
primento de onda para o laser fixado na linha 1903,13 cm™ (-34°C e 15 mW de poténcia). Os
demais parametros da modulacdo do laser foram utilizados de acordo com a modulacéo 3 (fig.
3.3.5¢).

3.4 Discusséo

A reproducgdo da curva caracteristica de tensdo versus poténcia versus corrente
fornecida pelo fabricante é de fundamental importancia no conhecimento das caracteris-
ticas elétricas do laser. Tal procedimento ajuda a evitar que o laser ndo seja danificado
por mau uso, ja que ele é muito sensivel a corrente aplicada. Os resultados obtidos a
partir dessa caracterizagcdo estdo em concordancia com as informacdes fornecidas pelo
fabricante. Por ser um laser que opera em modo continuo, ele necessita de mais corren-
te, 0 que gera maior quantidade de calor e, consequentemente, o peltier tem que operar
em temperaturas mais baixas do que operaria em um laser de modo pulsado. A grande
vantagem, entretanto, do primeiro em relacdo ao segundo sdo as maiores poténcias atin-
gidas. Até recentemente, a operacdo dos laseres de cascata quantica no modo continuo

sO era possivel em temperaturas criogénicas, e operacdes a temperaturas ambientes eram
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realizadas apenas no modo pulsado para baixos ciclos de operacdo (Harman, 2006).
Porém, os recentes avancos na tecnologia desses dispositivos permitiram sua operagao
em modo continuo a temperatura ambiente ou a temperaturas que podem ser obtidas por
resfriamento termoelétrico (Tittel et al., 2006), como no caso do presente trabalho.

A partir da caracterizagdo elétrica do laser, as linhas de absor¢cdo do NO foram
identificadas primeiramente para o laser modulado em amplitude, o que permitiu
observar a absorcdo mais intensa especificada pelo fabricante (1900,1 cm™). A diferenca
relativa entre as intensidades dos picos de absorc¢do experimentais e tedricos se deveu ao
fato do espectro experimental ndo ter sido normalizado com a poténcia do laser, que
diminui com o aumento da temperatura. A modulagdo em amplitude provoca uma vari-
acdo significativa na intensidade da radiacdo, ou seja, praticamente o laser liga e desliga
(on-off). Entretanto, devido a modulagdo (especialmente senoidal), a temperatura do
laser sofre oscilagbes que, por sua vez, provoca uma modulacdo do comprimento de
onda da radiacdo na mesma frequéncia de ressonancia da célula. Assim como resultado,
o sinal fotoacustico gerado possui um pouco da contribui¢cdo da modulagdo em compri-
mento de onda, gerando uma assimetria dos picos de absor¢do (conforme mostra a figu-
ra 3.3.2).

Apos a realizacdo de varios testes para definir os parametros da modula¢do em
comprimento de onda, uma absorc&o de maior intensidade (em 1903,13 cm™) pode ser
verificada a uma temparatura ainda mais baixa variando em torno de -34°C. O fato de
existirem diferentes valores de temperatura do laser onde ocorreram 0s maximos de
absorcdo para a molécula do NO, se deve ao sensor de temperatura. Este esté localizado
na parte interna de uma caixa metalica (housing) que acomoda o laser, ndo representan-
do, portanto, a temperatura real da regido ativa do laser, que para gerar um dado com-
primento de onda deve ser sempre a mesma. Essa diferenga aumenta quando maior
quantidade de calor é gerada no sistema devido ao aumento da corrente.

Uma das grandes vantagens na utilizacdo de laseres de cascata quantica de onda
continua é a possibilidade de alia-los as técnicas de modulacdo. Diferentes amplitudes
de modulacdo foram testadas para a modulacdo em comprimento de onda uma vez que,
em um regime dominado pela modulagcdo em comprimento de onda, o sinal fotoacustico
depende diretamente da amplitude da modulagéo (Dyroff, 2008) e um valor ideal para o
mesmo pOde ser, entdo, determinado.

Como citado anteriomente, técnicas de modulagdo tém sido desenvolvidas como

um meio para aumentar a relacdo sinal-ruido de uma medida pela reducéo da contribui-
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¢ao do ruido (Saarela, 2009; Angelmahr et al., 2008; Dyroff, 2008; Iguchi, 1986; Hager
e Anderson, 1970; Arndt, 1965). Dessa forma, o limite inferior de deteccdo para o NO
em comprimento de onda foi menor do que o atingido atraves da modulagcdo em ampli-
tude no presente trabalho (78 e 312 ppbv, respectivamente). Além de a diluicéo ter sido
feita para uma absorcdo de maior intensidade o menor limite de deteccdo se deveu tam-
bém a diminuigdo do sinal de fundo obtido para a modulagdo em comprimento de onda
no segundo harménico da ressonancia da célula fotoacustica.

Ao aplicar uma variacdo senoidal na corrente de alimentacdo do laser, a tempe-
ratura do laser varia e, consequentemente, o comprimento de onda. Uma vez que o sinal
fotoacuUstico € proporcional ao coeficiente de absorcdo que, por sua vez, depende do
comprimento de onda da radiacdo, ele tera a mesma frequéncia de oscilagdo da corrente
alternada aplicada. Porém, o perfil dessa oscilagdo serd diferente ao de uma fungéo se-
noidal, j& que o mesmo é influenciado pela dependéncia ndo linear do coeficiente de
absor¢do com o comprimento de onda. O uso de uma corrente continua somado a uma
corrente alternada de baixa amplitude, faz com que o sinal fotoacustico tenha uma con-
tribuicdo maior da modulagdo em comprimento de onda do que da modulagcdo em am-
plitude. O primeiro harménico ainda carrega, porém, uma contribuicdo da modulagdo
em amplitude, de modo que o segundo harmdnico foi utilizado para obtengéo do sinal
fotoacUstico no presente trabalho. Adicionalmente, a deteccdo no segundo harménico
carrega a parte principal do sinal analitico e elimina, ou reduz significativamente, a con-
tribuicdo da linha de base. Existe um interesse particular pela deteccdo do sinal em har-
monicos pares (2, 4, 6...), porque eles atingem seu ponto méaximo no centro da linha de
absorc¢do (Kluczynski et al., 2001). A modulagdo em comprimento de onda, portanto, é
geralmente preferida quando o objetivo é atingir baixas concentraces, ja que a relagdo
sinal-ruido tende a aumentar, e quando as linhas de absor¢Ges de uma molécula s&o
muito estreitas.

E importante ressaltar a presenca da 4gua nas medidas de NO feitas com um pa-
drdo comercial. A dgua, sendo uma molécula bastante polar, provavelmente se adsorveu
nas paredes da célula fotoacUstica. Embora ela tenha sido exaustivamente limpa com
N, a ceélula em questdo é muito utilizada para analises de diferentes amostras ha bastan-
te tempo.
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3.5 Concluséo

Os métodos de modulagdo em amplitude e em comprimento de onda aplicados
ao laser de cascata quantica para NO puderam ser explorados visando atingir um sinal
fotoacUstico de maior qualidade. A modulacdo em comprimento de onda utilizando o
segundo harménico possibilitou a obtencdo de um melhor ajuste linear aos resultados
para a determinagdo do limite inferior de deteccdo do NO. O sinal de fundo para as me-
didas obtidas com a modulacdo em comprimento de onda foi menor, comparado aquele
obtido pela modulagdo em amplitude.

A aplicacdo de sensores Opticos para deteccdo de NO é de grande interesse para
um namero de aplicacbes em diferentes areas do conhecimento, principalmente na
fisiologia de plantas. Desta forma, através da utilizacdo da espectroscopia fotoacustica e
de um sensor fotoacustico, as informacgdes adquiridas pelo presente trabalho poderdo
contribuir para a aplicagdo da metodologia na deteccdo de NO de diferentes amostras

bioldgicas.
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CAPITULO 4

Espectroscopia fotoacustica aplicada a deteccéo simultanea de

moléculas em misturas gasosas

4.1 Justificativa

A detecgdo de um tipo de molécula gasosa pela espectroscopia fotoacustica, com
0 uso de fontes de radiagdo apropriadas para essa finalidade, é relativamente simples
quando apenas uma molécula esta presente na amostra, como no caso de amostras pa-
drdes certificadas. Entretanto, quando a espectroscopia fotoacuUstica é estendida para a
deteccdo de moléculas gasosas provenientes de uma amostra onde outras moléculas
podem estar presentes, como no caso das plantas, gases de combustdo, entre outras,
mesmo que estas possuam absor¢des distintas, € importante identifica-las. A presenca
de outras moléculas pode interferir na intensidade do sinal fotoacustico gerado para mo-
lécula que se quer analisar. O tempo de relaxacdo de cada molécula gasosa pode variar
em funcéo da presenca de outras e até mesmo em funcdo de diferentes gases de diluicéo.
Este processo é um passo fundamental para a geracdo do sinal fotoacustico,
influenciando fortemente na sensibilidade da técnica (Kosterev et al., 2006).

A identificacdo, portanto, de outras moléculas numa mistura pode ser feita
simultaneamente com a utilizagdo de duas fontes de radiacdo e uma unica célula. Nesta
etapa do presente trabalho, o que se pretendeu foi desenvolver uma metodologia para a
deteccdo simultéanea de NHs/C,H,4 e CoH4/CO..

A importancia de se detectar NH3, C,H, e CO, ja foi discutida no capitulo 1
deste trabalho com relacdo a ampla gama de reacdes bioquimicamente relevantes da
qual essas moléculas fazem parte para a a maioria dos organismos vivos, sobretudo
plantas. Adicionalmente, todas estas molécula desempenham papéis fundamentais nos

processos gque governam a quimica da atmosfera.
4.2 Material e métodos

4.2.1 Material e equipamentos
- Padrdes comerciais certificados de NH3 (10 ppmv), C,H,4 (100 ppm), CO;
(99,99 % de pureza) e N, puro (99,98% de pureza);

- Controladores de fluxos de massa eletrdnicos (Brooks Instruments) com vazdes

UENF - Laboratério de Ciéncias Fisicas 71



méximas de 5 L h™ (1% de erro);

- Célula fotoacustica diferencial (Capitulo 3, item 3.2.2);

- Laseres de cascata quantica (Alpeslaser) para deteccdo de NH3 (emisséo prin-
cipal em 9,56 um) e para a deteccdo de C,H,4 (emissdo principal em 10,53 um);
- Amplificador lock-in (Stanford 850 e 830).

4.2.2 - Detecgéo simulténea utilizando trés frequéncias

4.2.2.1 - Arranjo experimental
Os laseres utilizados nesta etapa do trabalho foram laseres de cascata quantica
pulsados (LCQ) para NH3 e C,H4. Uma vez que a célula fotoacustica utilizada possui
duas janelas Opticas, os laseres foram fixados em posi¢es opostas, permitindo que seus
feixes passassem simultaneamente através do tubo ressonador que se encontra no

interior da célula (Figura 4.2.2.1).

LCQ NH, e L ——1pJcac,

1 3)
D @

Figura 4.2.2.1 - Esquema experimental da configuracdo dos laseres e da célula fotoacUstica
para as medidas simultaneas de C,H,+NH; ou C,H,+CO; utilizando trés frequéncias. (1) laser
de cascata quéntica para C,H,, (2) célula fotoacustica diferencial e (3) laser de cascata quéantica
para NH;.

A corrente de alimentacdo dos LCQ é determinada pela duracéo dos pulsos e por
taxas de repeticdo controladas (Figura 4.2.2.2). Multiplicando um parametro pelo outro,
obtém-se o ciclo de trabalho (duty cycle) do laser (expresso em porcentagem). Por e-
xemplo, para o LCQ para etileno, a duragdo do pulso e a taxa de repeticdo utilizadas
foram 50 ns e 400 kHz, respectivamente, o que correspondeu a um ciclo de trabalho de
2% [(50.10s * 400.10° Hz) * 100].
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Figura 4.2.2.2 - Esquema para determinacdo do ciclo de trabalho de um LCQ pulsado. O ciclo
de trabalho é determinado pela multiplicacdo da dp (duracdo do pluso) pelo inverso da
frequéncia, que é a taxa de repeticéo.

Para gerar o sinal fotoacustico para a molécula de etileno, primeiramente, a cor-
rente pulsada do LCQ (para etileno) foi modulada na frequéncia de ressonéncia da célu-
la fotoacustica (3800 Hz). Essa modulacdo (em amplitude pura) foi produzida utilizando
o sinal TTL (transitor-transitor-logic) proveniente do primeiro lock-in, sendo este envi-
ado para o gerador de pulso da eletronica do laser pela porta de entrada denominada
gate-in. Para geragdo do sinal fotoacustico para a molécula de amdnia, a corrente pulsa-
da do LCQ (para amdnia) também foi modulada na frequéncia de ressonancia da célula
fotoacustica (3800 Hz), sendo esta modulagdo, da mesma forma, produzida pelo primei-
ro lock-in. O sinal TTL deste lock-in foi enviado para a entrada gate-in de um sistema
eletronico desenvolvido no laboratorio. Esse sistema eletrénico era constituido princi-
palmente por, além do gate-in, um VCO (do inglés Voltage-controlled oscillator -
oscilador controlado por voltagem) que alimentava um chaveador de poténcia (swit-
cher), que, por sua vez, excitava o LCQ. A presenca do VCO entre o gerador de pulsos
e o switcher permite inserir uma modulagéo adicional a este sistema. Para realizacdo das
medidas simultaneas de C,Hs+NH; ou C,Hs+CO,, além da modulagcdo em amplitude
pura na frequéncia de 3800 Hz, o ciclo de trabalho de cada laser foi simultaneamente
modulado em frequéncias baixas e diferentes entre si. Este tipo de modulagdo foi
produzido pelo segundo lock-in, que enviava um sinal senoidal para o VCF (do inglés
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Voltage-controlled frequency - oscilador controlado por frequéncia) de um gerador de
funcgdo, no caso do LCQ para etileno. A saida TTL (sync out) do gerador de funcéo foi
configurada na frequéncia de 400 KHz (que corresponde a taxa de repeti¢do utilizada
para o laser). Este sinal, por sua vez, foi enviado para a entrada (trig-in) do gerador de
pulso do laser. O terceiro lock-in foi utilizado para modular em baixa frequéncia o LCQ
para amonia. Nesse caso, o sinal senoidal produzido foi enviado para o VCO do sistema
eletronico. Desta forma, a utilizacdo do VCO no processo de excitacdo de ambos os
LCQ permitiu introduzir uma modulacdo adicional, em baixa frequéncia, alterando as
taxas de repeticdo dos laseres e, consequentemente, seus ciclos de operagdo. Por
exemplo, o laser utilizado na deteccdo de amdnia (e COy), além dele ter sido modulado
em amplitude pura na frequéncia de ressonancia da célula fotoacustica (3800 Hz), o seu
ciclo de trabalho (através da taxa de repeticdo) foi modulado na frequéncia baixa
equivalente a 11 Hz. Do mesmo modo, o laser utilizado na detec¢édo de etileno, além dos
3800 Hz da modulacdo em amplitude pura, seu ciclo de trabalho foi modulado na
frequéncia baixa de 17 Hz (Figura 4.2.2.3). Cuidados foram tomados para que as
variagcOes produzidas pelas baixas frequéncias sobre as taxas de repeticdo néo
ultrapassem demasiadamente o valor de 400 KHz. Isso permitiu que os ciclos de
trabalhos dos laseres fossem mantidos proximos a 2% (valor recomendado pelo
fabricante), evitando, assim, uma alimentacdo danosa sobre os laseres.

O sinal fotoacustico gerado pela mistura dos gases foi detectado pelo primeiro
lock-in. Existiu um cuidado especial em utilizar constantes de tempos baixas o
suficiente (1 ou 3 ms) para permitir a passagem da informacdo de baixa frequéncia no
sinal detectado. Em seguida, esse sinal foi enviado para o segundo e terceiro lock-ins. O
lock-in que provocava a variagdo do ciclo de trabalho do laser em 11 Hz (segundo lock-
in), separava o sinal gerado pela aménia nessa mesma frequéncia baixa. O terceiro lock-
in (com frequéncia de referéncia fixada em 17 Hz) separava o sinal fotoacustico devido
a absorgdo por parte da molécula de etileno. Os dados obtidos foram armazenados por

meio de um programa desenvolvido em plataforma Labview.
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Figura 4.2.2.3 - Esquema da montagem experimental para as medidas simultaneas de
C,Hs+NH;3; ou C,H,+CO, utilizando trés frequéncias. FA — Fotoacustico; LQC — Laser de

Cascata Quantica; VCF — Voltage-controlled frequency, VCO - Voltage-controlled oscillator.

4.2.2.2 - Configuracdes dos equipamentos para a detecgdo simultanea

As configuracdes dos amplificadores lock-ins e dos laseres utilizadas para as

medidas simultaneas foram:

e Primeiro lock-in (frequéncia de ressonancia da célula fotoacustica):

- Frequéncia de referéncia interna: 3800 Hz;

- Constante de tempo: 1 ou 3 ms;
- Sensibilidade: 1 mV,

e Segundo lock-in (frequéncia baixa):

- Frequéncia de referéncia interna: 17 Hz;

- Amplitude da funcdo seno: 96 mV (e testada para outro valores);

- Constante de tempo: 1 ou 3 s;
- Sensibilidade do lock-in: 1V.
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e Terceiro lock-in (frequéncia baixa):
- Frequéncia de referéncia interna: 11 Hz;
- Amplitude do seno: 96 mV;

- Constante de tempo: 1 ou 3 s;

- Sensibilidade do lock-in: 1V.

e Parametros do laser de cascata quantica para deteccéo de CoHy:

- Duragéo do pulso: 50 ns;

- Taxa de repeticdo: 400 KHz (variando entre 389,2 e 425,5 KHz que resultou em
ciclos de operacéo de 1,95% e 2,13%).

e Parametros do laser de cascata quantica para detec¢éo de NH; (ou COy):

- Duragéo do pulso: 50 ns;

- Taxa de repeticdo: 400 KHz (variando entre 389.2 e 425.5 KHz, o que resultou em
ciclos de operacéo de 1,95% e 2,13%).

4.2.3 - Curvas de frequéncias de ressonancia

As faixas espectrais utilizadas para os laseres possuem algumas linhas de absor-
cao de CO; detectaveis quando a concentragdo desse gas é alta (em porcentagem), como
no caso do presente trabalho. Uma vez que isso altera o valor da frequéncia de resso-
nancia da célula fotoacustica, testes foram realizados para obter a relacdo da ressonancia
da célula fotoacustica com a concentracdo do gés. Para esse fim, concentragdes do CO;
(50%, 25% e 12,5%) em N, foram produzidas para obtencdo das curvas de frequéncia
de ressonancia da célula fotoacustica. As frequéncias foram variadas de 2000 Hz a 5000
Hz.

4.2.4 - Resposta do microfone da célula fotoacustica para baixas frequéncias

Com a finalidade de escolher as baixas frequéncias a serem utilizadas nas medi-
das simultaneas, a resposta do microfone da célula fotoacustica foi avaliada. Um sinal
senoidal de 100 mVrms foi enviando para o microfone da célula fotoacuUstica, aqui utili-
zado como um alto-falante, sendo a frequéncia variada entre 5 Hz e 35 Hz.
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4.3 Resultados

As figuras 4.3.1 e 4.3.2 mostram, respectivamente, os sinais fotoacusticos obti-

dos para NH3 (10 ppmv) e para C,H4 (100 ppmv) em funcdo da variacdo da temperatura

(14 a 34°C) dos respectivos laseres. O sinal foi obtido aplicando-se puramente a modu-

lacdo em amplitude.

Sinal fotoacustico (uV)

30 )
287 |——NH, (10 ppmv)
2l |+ N (fundo) T=243C

Temperatura (°C)

Figura 4.3.1 - Sinal fotoacustico (V) em funcéo da temperatura do laser (°C) para aménia (10
ppmv) e para o N, (sinal de fundo) obtido com a modulagdo em amplitude (constante de tempo:
300 ms e frequéncia de ressonancia da célula: 3800 Hz).

Sinal fotoacUstico (V)

110

100

1 | ——C,H, (200 ppmv) T=293C
N, (fundo)
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4 16 18 20 22 24 26 28 30 32 H#
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Figura 4.3.2 - Sinal fotoacustico (uV) em funcdo da temperatura do laser (°C) para etileno (100
ppmv) e para o N, (sinal de fundo) obtido com a modulagdo em amplitude (constante de tempo:
300 ms e frequéncia de ressonancia da célula: 3800 Hz).
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Nas condigcdes de operacdo dos laseres, as temperaturas dos picos de absorcéo
para a NH;z e para o C,H, foram respectivamente 24,3°C e 29,3°C, correspondendo as
absorcdes em 1046,4 cm™ e 949,4 cm™, respectivamente, de acordo com 0s espectros
tedricos retirados da base de dados HITRAN (2008) (figuras 4.3.3 ae b).

Coeficiente de absorgdo (cm™)
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Figura 4.3.3 - Espectros tedricos (HITRAN 2008) para as moléculas de: (a) NH; (amdnia) e (b)
C,H, (etileno).

Além dos picos de absorcdo de ambas as moléculas ocorrerem em nimeros de
ondas distintos entre eles, ndo existe interferéncia da agua.
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Apos obter individualmente o sinal fotoacustico para as moléculas de NH; e
C2H., a resposta do microfone da célula fotoacustica foi caracterizada em relacéo a bai-
xas frequéncias aplicadas (figura 4.3.4) para posterior realizagdo das medidas simulta-
neas. Este procedimento foi necessario, uma vez que o modelo de microfone utilizado

ndo apresentava uma curva de resposta do fabricante para esta faixa de frequéncia.

79

78
77
76
75
74
73]
72

Resposta do microfone (uV)

714
70+

69 -

68 T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35

Frequéncia (Hz)

Figura 4.3.4 - Resposta do microfone (uV) da célula fotoacustica diferencial em funcéo de
baixas frequéncias (Hz) para um sinal senoidal de 100 mVrms.

O microfone da célula fotoacuUstica apresentou uma resposta constante até apro-
ximadamente 15 Hz. Para uma pequena variagdo da frequéncia (entre 15 e 16 Hz), um
aumento de aproximadamente 8 uV de sinal foi observado. A partir de 16 Hz, a resposta
do microfone foi de aproximadamente 78 uV, permanecendo constante até os 35 Hz.

O sinal fotoacustico para o etileno (100 ppmv) foi observado em fungéo de dife-
rentes frequéncias baixas (Figura 4.3.5). Estas foram escolhidas para o0 mesmo intervalo
de frequéncias utilizado na obtencéo da resposta do microfone (Figura 4.3.4). Embora a
resposta do microfone tenha aumentado no intervalo de frequéncia de 15 a 16 Hz, o
sinal fotoacustico para o C,H,4 diminuiu com o aumento das frequéncias. Isso pode ser
melhor observado varrendo o espectro do laser entre 0s niimeros de ondas de 949 cm™ &
952 cm™ (que corresponde & variacio de temperatura de 14 & 34°C) para trés valores de
frequéncias (Figura 4.3.6). Entre as frequéncias utilizadas (11, 15 e 17 Hz), o maior

sinal foi obtido para a menor frequéncia: 11Hz.
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Figura 4.3.5 - Sinal fotoacustico (uV) para etileno (100 ppmv) em fungdo de baixas frequéncias
(Hz) na temperatura de pico (T = 29,3°C). Configuracdo do primeiro lock-in: frequéncia de res-
sonancia de 3800 Hz e constante de tempo de 1ms; Configuracdo do segundo lock-in: constante
de tempo de 1s e amplitude da funcéo seno de 96 mV.

Sinal fotoacustico (uV)

Temperatura (°C)

Figura 4.3.6 - Sinal fotoacustico (uV) para etileno (100 ppmv) em funcéo da temperatura (°C)
do laser para C,H,. As curvas comparam o0s sinais para diferentes frequéncias baixas: 11, 15 e
17 Hz. Configuracdo do primeiro lock-in: frequéncia de ressonancia de 3800 Hz e constante de
tempo de 1ms; Configuracdo do segundo lock-in: constante de tempo de 1s e amplitude da fun-
¢ao seno de 96 mV.
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As medidas descritas anteriormente foram feitas apenas para o etileno, enten-
dendo-se que ndo seria necessario refazé-las para a aménia, uma vez que a metodologia
aplicada independe, até aqui, da molécula avaliada. Como a concentracdo do etileno
(100 ppmv) era maior que a concentracdo de aménia (10 ppmv) disponivel, a maior
frequéncia (17 Hz) (i.e., menor sinal fotoacustico) foi escolhida para as medidas com
etileno e a menor frequéncia (11 Hz) (maior sinal fotoacustico), para as medidas com a
amonia (e CO,).

Ap0s estabelecer as baixas frequéncias a serem utilizadas nas medidas simulta-
neas, o sinal fotoacustico para o C,H, foi observado para diferentes amplitudes (Vrms)
da funcgéo seno (figura 4.3.7).
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Figura 4.3.7 - Sinal fotoacustico (uV) para etileno (100 ppmv) em funcdo das amplitudes da
fungéo seno (mV) na temperatura do pico (T = 29,3°C). Configuragdo do primeiro lock-in: fre-
quéncia de ressonancia de 3800 Hz e constante de tempo de 1ms; Configuracdo do segundo
lock-in: constante de tempo de 1s e frequéncia interna de 17 Hz.

Os resultados mostram que o sinal fotoacustico cresceu linearmente com o au-
mento da amplitude da fungédo seno. A oscilagdo da taxa de repeticdo do laser e, conse-
quentemente do ciclo de trabalho, provocada pelo aumento da amplitude da funcéo se-
no, pode comprometer o funcionamento do laser, de forma que 96 mV foi a amplitude
escolhida para ser utilizada nas medidas simultaneas. Essa amplitude foi suficiente para
provocar uma variagdo de 389,2 e 425,5 KHz na taxa de repeticdo, o que resultou em
ciclos de trabalho variando entre de 1,95% e 2,13%, respeitando, desta forma, as
especificagdes do fabricante e evitando causar danos ao laser.
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As constantes de tempo foram escolhidas com base nos resultados da figura
4.3.8. Entre os pares de constantes de tempos utilizados (1ms e 1s ou 3ms e 3s), 0 maior
sinal fotoacustico foi obtido para o par com as menores constantes (1ms e 1s), sendo

este aplicado nas medidas simultaneas.

759 [ ¢,H, (100 ppmv)

65—: —— Lock-in 1: 1ms; lock-in 2: 1s
60 - = Lock-in 1: 3ms; lock-in 2: 3s

Sinal fotoacustico (uV)

Temperatura (°C)

Figura 4.3.8 - Sinal fotoacustico (uV) para etileno (100 ppmv) em funcdo da temperatura (°C)
do laser para etileno. As curvas comparam os sinais obtidos para dois pares de constantes de
tempo: 1ms e 1s ou 3ms e 3s. Configuracdo do primeiro lock-in: frequéncia de ressonéncia de
3800 Hz e constante de tempo de 1ms ou 3 ms; Configuragdo do segundo lock-in: constante de
tempo de 1s ou 3s; frequéncia interna de 17Hz e amplitude da fungéo seno de 96 mV.

Utilizando todos os parametros (frequéncia, amplitude e constante de tempo) até
aqui definidos para as medidas simultaneas, uma comparacéo foi feita entre uma medida
simulando a medida simultanea (dupla modulagéo) e outra com modulacdo em amplitu-
de pura (uma modulacéo) para o C,H4 (100 ppmv) (figura 4.3.9). O sinal fotoacustico
para o C,H, foi mais intenso quando apenas uma modulacéo foi utilizada, sendo apro-
ximadamente 25 uV maior no pico de absorcdo. Por outro lado, os sinais de fundo (N2)

ndo foram afetados pelas modulagdes.
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Figura 4.3.9 - Comparacdo entre os sinais fotoacusticos obtidos para etileno (100 ppmv) e N,
(sinal de fundo) com dupla modulacdo e uma modulacdo (em amplitude). Para dupla modulacéo
as configuracdes do primeiro lock-in foram: frequéncia de ressonéncia de 3800 Hz e constante
de tempo de 1ms; Configuragdo do segundo lock-in: constante de tempo de 1s; frequéncia inter-
na de 17 Hz e amplitude da funcéo seno de 96 mV. Na modulacdo em amplitude pura, a cons-
tante de tempo foi de 300 ms.

Antes da realizagdo das medidas simultaneas para CoHs+NH;3 ou CoH4+CO2, em
virtude da concentracdo de CO, disponivel (aproximadamente 100%), curvas de
frequéncia de ressonancia para este gas foram obtidas diluindo-o em N,. Esta etapa foi
necessaria uma vez que a frequéncia de ressonédncia da célula fotoacustica muda na
presenca de amostras puras, como mostra a figura 4.3.10. Para melhor visualizag&o dos
resultados, as curvas foram mostradas apenas para quatro concentragdes (100, 50 e 25, e
12.5%). O deslocamento da frequéncia de ressonancia da célula foi em direcdo a
maiores valores quando o gas se tornou mais diluido em N,. Na concentragdo de 12.5 %
de CO,, a frequéncia de ressonancia observada (3717,4 Hz) foi a mais préxima da
frequéncia de ressonancia normalmente utilizada para os gases em concentragdes a
nivel de ppm (3800 Hz).
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Figura 4.3.10 - Sinal fotoacustico (uV) para diferentes concentracdes de CO, (100, 50 e 25 e
12.5 %) em funcdo da frequéncia de ressondncia de célula fotoacustica (Hz).

Nas figuras 4.3.11 e 4.3.12 podem ser observadas as linhas de absorcgdo caracte-
risticas para as misturas de C,Hs + CO, e C,H4 + NHg, respectivamente, utilizando o
método da dupla modulacdo. As figuras representam os sinais fotoacusticos obtidos
individualmente e nas misturas para as concentracbes de: 100 ppmv/2 de C;H, e
100%/2 de CO, (figura 4.3.11) e 100 ppmv/2 de C,H4; 10 ppmv/2 de NH; (figura
4.3.12). O fator dois da divisdo é devido a mistura dos dois gases na mesma vazao du-

rante a medida.
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Figura 4.3.11 - Sinal fotoaclstico medido simultaneamente para etileno (50 ppmv) e CO,
(50%) e individualmente para etileno (100 ppmv) e CO, (100%) com dupla modulacdo. Fre-
quéncia de ressonancia para 0 CO, 100%: 2917 Hz; Frequéncia de ressonancia para o0 CO, 50%:

3384,5 Hz.
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Figura 4.3.12 - Sinal fotoacustico medido simultaneamente para etileno (50 ppmv) e amonia (5

ppmv) e individualmente para etileno (100 ppmv) e aménia (10 ppmv) com dupla modulagéo.
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Apos a realizagdo das medidas simultaneas, os limites inferiores de deteccéo fo-
ram obtidos para C;H4 (100 ppmv) em N, utilizando a modulagdo em amplitude pura
(figura 4.3.13) e simultaneamente para a mistura C,Hs + CO, com dupla modulagdo

(figuras 4.3.14 a e b).

100
Fit linear (R = 0,99846)

90 -
80-
704
60
50-

40 -

Sinal fotoacustico (V)

30+
204312 ppmv

10

o N,

—r—
0O 10 20 30 40 5 60 70 8 9 100 110
Concentragao de C,H, (ppmv)

Figura 4.3.13 - Limite inferior de deteccdo para etileno (100 ppmv) em N, obtido com modula-
¢do em amplitude pura para a temperatura do laser de 29,3°C.

Diluindo 100 ppmv de C,H, em N, a concentracdo minima atingida foi de apro-
ximadamente 3,12 ppmv quando a modula¢do em amplitude (uma Unica modulagéo) foi
utilizada (figura 4.3.13). A mesma concentracdo foi obtida também para a diluicéo si-
multénea da mistura C,H, + CO, (figuras 4.3.14 a), embora os desvios padrdes dessa
medida tenham sido maiores do que da diluicdo com uma Unica modulagdo e o valor
obtido do ajuste linear da reta, menor (R = 0,98757). A concentracdo minima detectavel
simultaneamente para CO, em C;H, foi de 3.15% (figura 4.3.14 b). Para a realizagéo
dessas medidas, a frequéncia de ressonancia da célula fotoacustica foi sempre ajustada
de acordo com cada concentracdo produzida a fim de encontrar o sinal fotoacustico ma-

Ximo.
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Figura 4.3.14 - Limites inferiores de detec¢do simultanea para (a) etileno (100 ppmv) em CO,
(100%) e (b) CO, (100%) em etileno (100 ppmv). Temperatura do laser de etileno: 29,3°C; tem-
peratura do laser de amdnia para deteccdo do CO,: 18,5°C.
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4.4 Discussao

Diferentes moléculas gasosas podem estar presentes em uma mistura de uma
amostra bioldgica, por exemplo. Com o intuito de identificar e quantificar C;H, + NH3
CzH4 + CO; a partir de uma unica medida, uma metodologia de detecgdo simultanea foi
proposta nesta etapa do presente trabalho. A separacdo dos sinais fotoacusticos de cada
molécula na mistura utilizando o método da dupla modulagdo é comparada aos proces-
sos de transmissdo de informag0es, sejam essas sonoras ou imagens por televiséo. A
frequéncia de menor valor (17 Hz, por exemplo), denominada de envolt6ria, modula a
onda de alta frequéncia (3800 Hz), que é a portadora do sinal fotoacustico. Os amplifi-
cadores lock-ins, que operam em baixas frequéncias atuam como receptores de alta sele-
tividade, demodulando e separando com eficécia a contribuigdo de cada molécula gaso-
sa na geracdo do sinal fotoacustico total, produzido na frequéncia de ressondncia da
celula (3800 Hz).

Vaérios procedimentos antes da realizacdo das medidas simultaneas, porém, fo-
ram realizados para que a configuracdo mais apropriada, no que diz respeito ao melhor
sinal fotoacustico obtido fosse, desta forma, aplicada. Nesse aspecto, as frequéncias
baixas, as amplitudes das ondas senoidais e as constantes de tempo foram os principais
parametros estabelecidos.

As frequéncias baixas foram escolhidas em funcédo da resposta do microfone da
célula fotoacustica diferencial e para as quais ndo havia interferéncia da frequéncia da
rede de energia elétrica (60 Hz). A modulacdo em baixa frequéncia é provocada pela
oscilacéo da taxa de repeti¢éo do ciclo de trabalho do laser. Uma vez que a intensidade
do sinal fotoacustico diminuiu com o aumento da frequéncia de modulacdo (Fig. 4.3.5),
uma hipotese sugerida para explicacdo desse comportamento se baseia na resposta do
laser: a resposta do laser ao tipo de modulagéo aplicada pode ser lenta, porque a baixa
frequéncia influéncia na velocidade em que os pulsos da corrente de alimentagdo do
laser ora permanecem, ora saem do pulso de maior duragdo responsavel pela geracdo do
sinal fotoacustico, i.e, dos pulsos que estdo dentro da frequéncia de modulag&o.

O sinal fotoacustico (testado para o etileno) em fungcdo da amplitude da onda se-
noidal se mostrou linear com o aumento desta. Embora a escolha de maiores amplitudes
seja ideal, um certo limite foi respeitado, uma vez que, no tipo de configuracdo utiliza-
da, ela influenciava diretamente na taxa de repeticdo e, por sua vez, no ciclo de opera-
¢ao do laser (devendo-se a esse fato os crescentes sinais fotoacusticos observados com o
aumento da amplitude). Para as medidas simultaneas, a amplitude determinada (96 mV)
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foi suficiente para causar uma variagéo do ciclo de operacdo do laser que ndo ultrapas-
sasse 0 recomendado pelos fabricantes (2%).

O sinal fotoacustico para o etileno foi obtido comparando-se duas combinacdes
de constantes de tempo, sendo o maior sinal observado para a combinagdo com as me-
nores constantes (1ms e 1s). A constante de tempo funciona como um filtro passa baixa,
isto €, apds o processamento do sinal realizado pelo lock-in, ela elimina (filtra) as osci-
laces de baixa frequéncia fora da frequéncia de corte do filtro. Uma consequéncia disso
é a relacdo da constante de tempo esta com o tempo em que um instrumento leva para
alcancar a maior estabilizacdo possivel correspondente ao estimulo, refletindo o quéo
rapida ou lentamente o sinal responde e, assim, o seu grau de suaviza¢do. Ao aumentar a
constante de tempo, o sinal se torna mais estavel e mais facil de ser medido de forma
segura. Por outro lado, altas constantes de tempo podem nao refletir o sinal real ou até
mesmo mascarar alguma variagdo importante ou transiente que tenha acontecido
durante a medida.

Na faixa espectral de emissdo do laser utilizado para detectar amonia foi
possivel observar uma absorcao significativa para o CO,. Partindo do principio de que a
frequéncia de ressonancia € diretamente proporcional a velocidade do som, e que esta €
proporcional ao inverso da raiz quadrada da massa molar do gas (Besson, 2006), isso
justifica o fato da frequéncia de ressonéncia variar em func¢ao das concentragdes de CO;
que alteram a massa resultante da mistura gasosa.

Estabelecidos todos os parametros em questdo, C,H4 + NH3 ou C,Hs + CO,
foram simultaneamente detectados na mistura sem interferéncia das absor¢des referentes
a cada gés. Adicionalmente, os limites inferiores de deteccdo para cada par de gases
puderam ser atingidos. Primeiramente, a calibragdo do sistema foi feita apenas para o
etileno em N utilizando uma unica modulag&o. O limite atingido, embora ndo significa-
tivamente baixo, mostrou, por outro lado, a estabilidade da medida, confirmada pelos
pequenos desvios padrdes e pelo bom ajuste linear da reta (R = 0,99846) para as con-
centracdes produzidas. O limite inferior de deteccdo também foi aferido para a mistura
CyH4 + CO,. A menor concentracdo de etileno atingida na mistura foi a mesma obtida
para o etileno em N,. Entretanto, a presenca da dupla modulacdo nas medidas
simultaneas produziu um sinal mais instavel com desvios padrées maiores, bem como
um valor mais baixo para o ajuste linear (R = 0,98757). Contudo, é importante ressaltar
que além da deteccdo simultdnea, a calibragdo do sistema também pode ser

simultaneamente realizada.
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Efeitos que influenciam na geracdo do sinal fotoacuUstico, e consequentemente na
sensibilidade da técnica, estdo presentes na deteccdo de moléculas gasosas em misturas
e até mesmo em diferentes gases de diluicdo (Besson, 2006; Kosterev et al., 2006;
Schilt et al., 2005, Veres et al., 2003), como em amostras de gases bioldgicos e
ambientais, por exemplo. Embora, na maioria dos casos esses efeitos sejam
desprezados, a metodologia aqui abordada forneceu uma alternativa para estudos mais
detalhados de gases em baixas concentra¢fes, permitindo também uma caracterizagdo

mais cuidadosa do sistema utilizado.

4.5 Conclusao

No experimento descrito na presente etapa do trabalho, foi demonstrado que dois
gases de uma mesma mistura puderam ser detectados simultaneamente utilizando um
Unico sensor, sendo o trabalho inédito nesse sentido. A dupla modulacdo aplicada foi
transferida para cada laser sem interferéncia para as concentragcfes estudadas, produzin-
do uma maior oscilagdo do sinal fotoacustico, mas que ndo foi suficiente para interferir
no limite inferior de deteccdo dos gases na mistura. Nessa metodologia, outros gases
podem ser detectados simultaneamente apenas pela substituicéo do laser de acordo com

a molécula a ser estudada.
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CAPITULO5

Considerac0es finais e perspectivas

A espectroscopia no infravermelho utilizando fontes de radiacdo como os lase-
res, seja a gas ou de materiais semicondutores, € um método eficiente para detectar dife-
rentes espécies quimicas gasosas. Em todas as etapas descritas no presente trabalho, a
espectroscopia fotoacustica (no infravermelho) foi a principal técnica utilizada para de-
teccdo de etileno, 6xido nitrico, amdnia e dioxido de carbono. A detecgdo de tais mole-
culas aqui se justifica pelas suas multifuncionalidades desempenhadas principalmente
em sistemas bioldgicos, como apresentado no capitulo 1.

No capitulo 2, etileno e dioxido de carbono foram detectados, utilizando para o
etileno a espectroscopia fotoacustica com um laser a gas (CO,) e para CO,, um analisa-
dor de gas com emissdo no infravermelho préximo e um detector baseado no efeito ter-
mo acustico. Essas medidas foram realizadas para plantas de amendoim bravo cultiva-
das em metal pesado (Cr*®) num periodo de sete dias. Técnicas mais usuais, como por
exemplo, a emissdo de fluorescéncia da clorofila a, fluorescéncia do NO e o contetdo
de poliaminas, para entender o estresse também foram utilizadas. Os dados obtidos para
a emissdo de etileno revelaram a capacidade da espectroscopia fotoacustica em detectar
o nivel de estresse em que as plantas se encontravam (e que a fluorescéncia da clorofila
a nao pode revelar). A deteccdo de etileno pela espectroscopia fotoacustica preenche
requisitos técnicos importantes, como por exemplo, analises ndo destrutivas e em tempo
real, que outras técnicas, como a cromatografia gasosa, comumente utilizada para a de-
teccdo de gés, ndo o fazem. Isto abre um novo leque de possibilidades de analises que
podem ser conduzidas conjuntamente com metodos classicos de avaliagdo de estresse.

No capitulo 3, as metodologias de modulagdo em amplitude e em comprimento
de onda possibilitaram conhecer mais profundamente um sistema baseado em um laser
de cascata quantica utilizado para a deteccdo de NO. Aplicando a modulagédo em com-
primento de onda para uma faixa maior de nimero de onda, uma absor¢do mais intensa
para a molécula de NO pdde ser observada, permitindo que um limite de detec¢do na
faixa de ppbv pudesse ser atingido. A utilizagdo e o aprimoramento de uma metodologia
baseada num sistema tdo especifico como em laseres para a deteccdo de moléculas ga-
sosas importantes é de grande interesse para diferentes aplica¢fes, sobretudo no que diz
respeito a deteccdo dessa molécula a partir de sitemas biologicos. Assim, os resultados
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obtidos no referido capitulo deste trabalho de tese forneceu informagfes importantes
quanto a capacidade do sistema em detectar 6xido nitrico, contribuindo para um
maneira mais eficaz de aplica-los em futuras anélises de amostras bioldgicas.

No capitulo 4, uma metodologia utilizando dois laseres de cascata quantica e um
unico sensor fotoacustico para detecgdo simultanea de etileno e amdnia (e/ou didxido de
carbono) foi estabelecida. E importante ressaltar que os limites de deteccdo ndo foram
afetados nessa configuragdo. A exploragdo de uma metodologia que permite medir Si-
multaneamente duas moléculas pode ser estendida para quaisquer outras modificando as
fontes de radiacdo. Além disso, a ideia da metodologia em questdo foi um passo inicial
para que outras possam ser desenvolvidas restringindo a quantidade de equipamentos
(os lock-ins, por exemplo) utilizados, ou com a substituicdo desses por programas feitos
com auxilio de placas de aquisi¢do de dados.

De modo geral, os resultados obtidos pelo presente trabalho visaram contribuir
para a difusdo da espectroscopia fotoacustica, abrindo possibilidades para suas diferen-
tes aplicacOes, sobretudo no monitoramento de moléculas gasosas que desempenham

importantes papéis biologicos.
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