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Durante o processo de excitacdo de uma molécula através da absor¢do de
radiacao luminosa, um elétron passa de um nivel de energia mais baixo para um
nivel de energia mais elevado. Esse estado mais energético do elétron, porém, ¢
muito instavel e através de uma série de diferentes processos de decaimento,
radioativos ou nao-radioativos, a energia pode ser perdida trazendo o elétron de
volta a um estado menos excitado ou ao seu estado fundamental. O processo de
“perda” de energia caracterizado pela emissdo de radiacdo luminosa ¢ chamado de
luminescéncia. Neste trabalho iremos investigar uma forma especifica de
luminescéncia que ocorre em curtissimos periodos — da ordem de 10 s a 10> s —

chamada fluorescéncia.

21.
Processos de Decaimento Nao-Radioativos

Durante a excitagdo de um elétron na passagem para um nivel eletrdnico
mais elevado seu estado vibracional torna-se mais excitado. Porém, este estado
vibracional tem uma duragdo muito pequena, pois, devido ao processo, nao-
radioativo, chamado relaxacdo vibracional, o elétron perde energia para o meio
circundante através de colisdes com as moléculas do solvente. Essas colisdes
aumentam ou diminuem em virtude da viscosidade do solvente.

Além do processo de relaxagdo vibracional a energia do elétron excitado
pode ser perdida, ainda, através de outros processos nao-radioativos, como a
conversao interna — quando dois niveis eletronicos se sobrepdem — e a conversao
externa — quando o elétron passa de um nivel mais excitado para um nivel menos
excitado sobreposto ao primeiro — ou cruzamento intersistema — quando ocorre

uma transicao de spin do estado.
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No processo de relaxagdo vibracional, durante a excitagdo da molécula por
um foton, o elétron excitado pode receber energia maior que a energia necessaria
para realizar uma transicdo para o primeiro nivel eletronico excitado, porém
menor que a energia necessaria para o nivel seguinte. Nesse caso, o elétron
assumira niveis vibracionais mais excitados no primeiro nivel eletronico excitado,
mas essa energia vibracional é rapidamente perdida (da ordem de 10-'% s) para o
meio na presenca de um solvente. Essa energia ¢ perdida para o meio circundante
devido as interagdes entre as moléculas do soluto e do solvente, o que resulta em
um sutil acréscimo de temperatura do meio. A curta duragdo desses niveis

vibracionais caracteriza uma menor emissao fluorescente nessa faixa de energia.
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Figura 1 - Esquema de decaimento dos elétrons através do processo de relaxagéo
vibracional.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0412183/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0412183/CA

Fundamentos Teoricos 30

2.2.
Fluorescéncia

Como dito anteriormente o processo de luminescéncia esta associado ao
processo de absorcdo, uma vez que, a energia emitida pela molécula serd a
mesma, ou parte, da energia antes absorvida. Caracterizamos como fluorescéncia
o processo de luminescéncia que ocorre entre 10%s e 10-s, se esta emissdo ocorrer
em intervalo superior a 10-3s caracterizamos o processo como fosforescéncia.

A capacidade fluorescente de algumas moléculas nos permite obter
informacgdes sobre certas caracteristicas dessa molécula. A analise de moléculas
através de técnicas de fluorescéncia ¢ bastante atraente por ndo ser destrutiva ao
mensurando e por sua alta sensibilidade. Técnicas de fluorescéncia sdo capazes de
detectar um foton, com limites de deteccdo de até trés ordens de grandeza
menores que os limites verificados nas técnicas de espectroscopia de absorgao,
que se baseia em uma redug¢do da intensidade luminosa.

Como sera visto com mais detalhe em 2.2.1, outra vantagem da técnica de
fluorescéncia, reside na linearidade entre a concentragcdo do fluoréforo — grupo de
moléculas que emite radiacdo fluorescente — e a intensidade da emissdo de
fluorescéncia dentro de uma determinada faixa de concentracdo. Contudo, nem
todas as moléculas que absorvem radiacdo sdo capazes de reemiti-la. A
fluorescéncia ¢ favorecida em moléculas com estruturas rigidas, pois estas
diminuem a ocorréncia de processos nao-radioativos, como, por exemplo, o
processo de conversdo interna. Em contrapartida, a radiacdo absorvida pela
molécula também influencia sua atividade fluorescente, pois quando esta absorve
uma radiacdo muito energética (ex.: radiacdo ultravioleta com comprimentos de
onda inferiores a 250 nm), ndo observamos, em geral, atividade fluorescente, pois
o foton associado a estd radiagdo pode causar a dissociacdo da molécula.

Segundo Sierra (1995) alguns fatores externos como a temperatura, que
aumenta a probabilidade de colisdes no estado excitado aumentando as

conversdes internas, € o solvente, podem influenciar a emissao fluorescente.
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Figura 2 - Esquema da emissao radioativa por fluorescéncia de uma molécula apés a
absorgao de radiagao e diferentes processos de decaimento nao-radioativo.

Apbés o processo de absorcdo os elétrons excitados na molécula ja
comecam a declinar devido ao decaimento nao-radioativo. A eficiéncia da
fluorescéncia de uma molécula sera a relacdo entre a taxa de decaimento
radioativo e a taxa de decaimento ndo-radioativo dessa molécula.

A emissdo fluorescente costuma ser menos energética que a radiacdo
absorvida, isto deve-se ao fato de que logo ap6s a absor¢do temos o decaimento
ndo-radioativo através do processo de relaxacdo vibracional, ou seja, a emissao
fluorescente costuma apresentar comprimentos de onda maiores que os da
radiacao absorvida. Contudo, apesar de apresentar menor incidéncia, a emissao
fluorescente pode ocorrer com o mesmo comprimento de onda da radiagdo

absorvida, sendo esta emissdo conhecida como fluorescéncia ressonante.
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Figura 3 - Espectro de excitagao e o espectro de emissao fluorescente correspondente
a essa faixa de absorgéo.

A técnica de espectroscopia por fluorescéncia apresenta relagcdo linear,
dentro de determinada faixa de concentragao, entre a concentracao do fluoréforo e

a intensidade de emissdo fluorescente, conforme veremos a seguir.

2.21.
Concentragao do Fluoréforo

Uma importante caracteristica da técnica de espectroscopia por
fluorescéncia ¢ a possibilidade de se estimar a concentracao do fluor6foro medido
através de sua emissdo fluorescente. Para tal consideraremos que a emissdo
fluorescente de uma molécula depende da radiagdo absorvida (Po — P). Isso nos

possibilita escrever a seguinte relacao:
F=K’(Po—P) (1)
onde Py ¢ a poténcia do feixe incidente e P € a poténcia do feixe apds atravessar

um comprimento b do meio. A constante K’ depende da “eficiéncia

quantica” (Skoog & Leary, 1992) no processo de fluorescéncia.
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Para obtermos uma relacdo entre a emissao de fluorescéncia F e a

concentragdo do fluoréforo ¢, devemos escrever a lei de Beer na forma:

£ — lO—sbc
P

0 2)

onde ebc ¢ a absorbancia, sendo € o coeficiente de absorcao e ¢ a concentracao

das moléculas do mensurando.

A partir de (1) e (2), obtemos:
F =K Po(1 — 107tb) 3)

Cujo termo entre parénteses pode ser expandido em série de Taylor. Assim,

F=K'P,|2,303¢hc -

(2303¢he)”  (2,303ebe)’
2!

3! )

Para valores de ebc < 0,02, termos de ordem maior podem ser desprezados.

Assim, (4) torna-se:
F=2,303K’Poebc  (5)

Se utilizarmos uma poténcia incidente constante durante a medicao

poderemos, entdo, escrever (5) como:

F=Kc (6)
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cuja linearidade entre a emissao de fluorescéncia e a concentracao € patente. Essa
linearidade esta associada a dois processos que aumentam sua incidéncia com o
aumento da concentra¢do: a auto-extingdo ! e a auto-absor¢ao?.

Para as concentragdes de clorofila a consideradas neste trabalho poderemos
utilizar a relacao estabelecida em (6), pois as medidas abordadas nos estudos aqui
apresentados sdo referentes as medigdes no oceano, e, que segundo Falkowski &

Kolber (1995) apresentam uma concentragdo média de clorofila a em torno de 0,2

ug/L.

2.3.
Espalhamento Raman da Agua

Nos espectros caracteristicos das medigdes realizadas neste trabalho,
temos o espalhamento Raman da 4gua como a principal banda no espectro, tanto
para as medi¢des no laboratorio quanto para as medigdes em campo.

O espalhamento resultante de um foton incidente ¢ dito eldstico se ndo
houver variagdo no seu comprimento de onda. Ele ¢ conhecido como
espalhamento de Rayleigh3. Mas se ao interagir com a molécula proporcionando
variagdes no seu espectro (comprimento de onda) consideramo-lo inelastico.
Portanto no espalhamento Raman* hd a interagdo radiagdo-matéria, de modo que,
a radiacao retroespalhada contém fotons de maior energia (linha anti-Stokes) ou

menor energia (linha Stokes) que os da excitacao.

I A auto-extingdo ocorre, como no processo de conversdo externa, devido a colisdes entre as
moléculas do fluoréforo. Esse fendmeno proporciona efeitos mais significativos com o aumento da

concentragdo de fluordforo, isso devido ao aumento da probabilidade da ocorréncia de colisdes.

2 A auto-absor¢do ocorre quando o pico de emissdo se sobrepde ao pico de absor¢do. Nesse caso, a
emissdo fluorescente ¢ reabsorvida por outras moléculas ao atravessar a amostra, diminuindo a

intensidade de fluorescéncia medida.

3 John William Strutt, terceiro Bardo de Rayleigh, nasceu em Langford Grove, Maldon, Essex, na

Inglaterra, em 12 de novembro de 1842, publicou em 1871 sua teoria sobre o espalhamento da luz.

4 Fisico indiano que estabeleceu, em 1923, o fendmeno de espalhamento ineléstico da luz através

da matéria.
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Segundo Barbosa (2003), podemos descrever o espalhamento Raman como
a a¢do do campo elétrico da onda eletromagnética sobre as cargas elétricas do
material.

O espalhamento Raman estd associado a polarizabilidade da molécula,
mesmo que esta ndo possua momento de dipolo. Através do desenvolvimento das
equacdes que descrevem esta interacdo entre o campo elétrico e as cargas do
material e concluido que o momento dipolo possui um termo associado a absor¢ao

no infravermelho, um termo que representa a absor¢do do espalhamento de

dou; ) \
EO./E Qon 9q, T {cos[(mn +w, )t |+ cos|(w, —mL)t]}}:g

n n/g=0

Rayleigh, ¢ o termo do
momento dipolo que ¢ induzido pela luz e ¢ proporcional a freqiiéncia de
oscilagdo ajj, onde E ¢ a intensidade do campo elétrico da radiacdo incidente, qn
sd0 os deslocamentos atomicos de cada modo e as ajj a polarizabilidade. Se

oo ;.
&l =0

94, ) ¢=0 | para determinado valor do par ij, aparecem dois termos
correspondentes a reemissao de fotons. Estes sdo os espalhamentos Raman Stokes
e anti-Stokes com energias associadas a diferenga de energia dos modos
vibracionais da molécula. Para explicar a diferenca qualitativa entre as linhas
Stokes e anti-Stokes recorremos ao fato de a probabilidade de se gerar um foton
de maior energia que o foton inicial depende da temperatura, pois requer que um

elétron esteja em nivel vibracional de maior energia. Sendo assim, a razao entre as

linhas Stokes e anti-Stokes ¢ dada pelo fator de Boltzmann (e('hv/ kT)).

O espalhamento Raman ¢ um fendmeno de segunda ordem sendo, portanto,
menos intenso. O sinal Raman ¢ mais facilmente detectivel para grandes

quantidades de moléculas e/ou grandes intensidades da radiagdo incidente.
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Figura 4 - Esquema dos espalhamentos Rayleigh e Raman.5

2.3.1.

Variagao da posi¢cdao do maximo do espalhamento Raman com a
temperatura

A banda referente ao espalhamento Raman da 4gua trata-se da resultante de
duas outras bandas associadas ao espalhamento dos monomeros — moléculas de
agua isoladas — e o espalhamento dos polimeros — moléculas de dgua ligadas pelas
forcas de Van der Walls. A energia de vibragao destes compostos ¢ levemente
diferente e, por esse motivo, ocasionam uma pequena diferenga no deslocamento
de Stokes do espalhamento Raman de cada composto.

Segundo Barbosa (2003), as posicoes dos maximos do espalhamento dos
mondmeros ¢ dos polimeros dependem da temperatura da agua. Quanto maior for
a temperatura da 4gua, maior serd a energia do sistema, diminuindo, desta forma,
a formacao de pontes de hidrogénio.

A salinidade ¢ outro fator que influencia no equilibrio destes compostos. O
aumento da concentragdo de sal na dgua contribui, também, para a diminui¢do do

numero de pontes de hidrogénio.

5 Figura obtida em (Barbosa, 2003)
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Variando a temperatura de uma amostra de 4gua, a uma salinidade
constante, de 0 °C a 60 °C, gradativamente, foi medido, com o LIDAR, o
espalhamento Raman da dgua, obtendo-se o grafico de correlacdo entre a posi¢ao
do maximo do Raman e a temperatura da amostra, como pode ser observado na

figura 5.
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Figura 5 - Relagao entre a posicdo do maximo da gaussiana ajustada a banda do
espalhamento Raman e a temperatura da agua.®

24.
Fotossintese

O termo fotossintese significa literalmente constru¢do ou sintese pela luz.
Na acepcdo comum, fotossintese ¢ o processo através do qual as plantas
sintetizam compostos organicos a partir de matéria-prima inorganica na presenca
da luz solar. Assim dizemos que as plantas, de maneira geral, sdo autotréficas, ou
seja se auto-alimentam, enquanto que os animais sao heterotréficos.

As algas, as plantas superiores e certas bactérias captam essa energia
diretamente da radiagdo solar e a utilizam para sintese de alimentos essenciais. Na

fotossintese, o processo quimico principal consiste na conversdo de dioxido de

¢ Curva obtida em (Barbosa, 2003).
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carbono e agua em carboidratos e oxigénio. A reacdo pode ser representada pela

figura 6.

Figura 6: Reagentes e produtos da fotossintese.

Os carboidratos formados possuem mais energia do que as matérias-primas
CO2 e H20. Gragas a energia solar, os compostos pobres em energia sao
convertidos em compostos ricos em energia. Portanto a fotossintese pode ser
considerada como um processo de conversdo da energia radiante do Sol em
energia quimica dos tecidos vegetais.

A Fotossintese estda muito ligada a Respiragdo e, de maneira geral, ha um
balanco entre estes dois processos na biosfera. Tanto a fotossintese quanto a
respiragdo geram energia quimica utilizdvel, na forma de ATP, cuja molécula pode

ser observada na figura 7.
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Figura 7: Estrutura da molécula de ATP.
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A respiragdo aerobica envolve a oxidacao de moléculas organicas em CO»
com redu¢do do O2 em HO e dissipagdo de energia em forma de calor. A
fotossintese envolve dois processos ligados: a oxidacdo de H.O em O; mediada
pela luz e producdo de ATP — fase luminosa — e a reducdo do CO2 em moléculas

organicas, onde o ATP ¢ utilizado — fase escura.

Luz§>

A
H,0 %% Fluxo de Eletrons Y
>

&= Clorofila |

N (]

‘ NADPH '

Fase Luminosa
(Reagbes Fotoquimicas)

Fase Escura
(Reagdes Bioquimicas)

Figura 8: Visao geral da fotossintese.

2.41.
Fatores Limitantes da Fotossintese

O rendimento da fotossintese em dada planta depende de certo nimero de
fatores internos e externos. Os principais fatores internos sao a estrutura da folha e
seu teor de clorofila, o aciimulo de produtos da fotossintese dentro dos
cloroplastos — que sdo tipos de plastidios que contém pigmentos, a influéncia de
enzimas protoplasmaticas e a presenga de diminutas quantidades de constituintes
minerais. Os fatores externos sdo a qualidade e quantidade de luz incidente nas
folhas, a temperatura do ambiente e as concentragdes de dioxido de carbono e

oxigénio na atmosfera que envolve a planta.
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Estes fatores interferem na eficiéncia e, portanto, na intensidade emissao

fluorescente, que € objeto de analise do sistema LIDAR.

Tabela 1: Quadro com os principais fatores limitantes da fotossintese e do metabolismo
das plantas.

Processo Celular Fatores Limitantes \

) Luz
Fotossintese Carbono — CO, ou bicarbonato

Nitrogénio

Fosfato

Silicato

Metais: ferro e magnésio
Vitaminas

Metabolismo

Fatores Controladores

Temperatura
pH

24.2.
O Aparelho Fotossintético

O aparelho fotossintético ¢ aquela parte da célula da folha que contém os
ingredientes necessarios para a absorcdo de luz e canalizagdo da energia da
moléculas de pigmentos excitadas para uma série de reacdes quimicas e
enzimaticas. Todos os organismos fotossintéticos contém um ou mais pigmentos
organicos capazes de absorver radiacdo visivel que iniciara as reagoes
fotoquimicas da fotossintese. As trés principais classes de pigmentos encontrados
em plantas e algas sdo as clorofilas, os caratenoides e as ficobilinas. Os
caratenoides e as ficobilinas sdo chamados de pigmentos fotossintéticos
acessorios, uma vez que os quanta absorvidos por esses pigmentos podem ser
transferidos para as clorofilas, que sdo as principais responsaveis pela captacio de
luz. Embora os pigmentos caratendides possam auxiliar na coleta da luz de
diferentes comprimentos de onda, sua principal funcdo é a de antioxidante,
prevenindo danos fotooxidativos as moléculas de clorofila. Sem os caratendides,

nao haveria a fotossintese na presenca de oxigénio. Esses pigmentos acessorios
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absorvem a luz em regiodes diferentes da clorofila possibilitando uma absor¢ao da

luz em toda regido do visivel, conforme podemos observar na figura 9.

Luz do sol
na superficie
da lerra

Cl-b

Ficoeritrina

—caroteno v
i — Ficocianina

Absorgio

300 100 600 700 800

Comprimento de onda (nm) 7

Figura 9: Espectros de absor¢éo das clorofilas e outros pigmentos acessorios
comparados ao espectro da luz solar, na regido do visivel, que atinge a superficie da
Terra.

O conhecimento a respeito da estrutura celular na qual se localiza a
fotossintese foi conseguido através de estudos com microscopios Opticos e
eletronico e com o emprego de técnicas de fracionamento celular. Nas algas
verdes e plantas superiores a clorofila estd contida num plastidio celular chamado
cloroplasto.

Sdo organelas com 3-10 um de comprimento e 0,5-2 pm de didmetro. Uma
célula pode conter até 200 cloroplastos. Internamente o cloroplasto ¢ composto de
um sistema de lamelas, os tilacéides que em certas regides verdes densa se
dispdem em pilhas chamadas grana ou granum. Cada lamela de cloroplasto pode

conter duas membranas duplas. Os granas sdo envolvidos por uma matriz incolor

7 Figura obtida por (Barbosa, 2003)
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chamada estroma, e todo o cloroplasto ¢ circundado por uma membrana
delimitante dupla, o envoltério ou envelope do cloroplasto. No interior do
cloroplasto os granas sdo interligados por um sistema frouxo de membranas, as

lamelas do estroma.

2pm

CLOROPLASTO
FOLHA

epiderme superior
N

membrana

/" tilacoide

epiderme inferior

membrana/ \1

Figura 10: Estruturas internas dos clonraplastos.

-~ "membrana espago
interna tilacoide

A estrutura lamelar é encontrada tanto em cloroplastos de plantas
superiores como de algas. Nas algas a forma dos cloroplastos ¢ muito variada. As
algas azuis, consideradas mais primitivas, ndo contém cloroplastos como nas algas
verdes, vermelhas e pardas. O material fotossintético presente nesses organismos
consiste de camadas paralelas de membranas lamelares dispostas através do
citoplasma.

As membranas lamelares nas quais a clorofila se encontra t€ém na sua
composicdo quimica, aproximadamente, metade de lipidios e metade de proteinas.
As proteinas catalisam as reagdes enzimdticas e ddo resisténcia mecanica as
membranas, enquanto a presenca de lipidios facilita o armazenamento energético
e oferece permeabilidade seletiva a agucares, sais, substratos, etc. A conversao de
energia luminosa e as reacdes associadas do transporte de elétrons da fotossintese
ocorrem nas lamelas. O estroma contém muitas proteinas soluveis, incluindo as

enzimas do ciclo de Calvin - Benzon, responsaveis pela etapa escura da redugdo
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do CO; a carboidratos. Resumidamente dois estagios sequenciais ocorrem nos
cloroplastos:a) Primeiro, a luz com certos comprimentos de onda sdo capturadas e
convertidas em energia quimica por uma série de passos chamados de reacdes de
luz ou reacdes luminosas ou ainda fase clara. Essas reagoes sdo processadas nas
membranas internas do cloroplasto (tilacdides).b) Segundo, o CO2 ¢ fixado e
reduzido a compostos organicos, particularmente agucares, por uma série de
passos chamados de reagdes no escuro ou fixagdo de CO2 ou ainda fase escura.

Esse processo ocorre na matriz fluida do cloroplasto (estroma).

Reagdes
H,0 dependentes de luz o,
(Tilacoides)

. Reagdes
Glicose independentes de luz CO,+H,0
(Estroma)

Figura 11: Reacdes da Fotossintese — reacdo dependente de luz, onde a energia
luminosa é convertida em energia quimica de moléculas como ATP e NADPH; reacao
independente de luz, onde a energia molecular é utilizada na produgdo de moléculas de
acucar.

243.
Fotofosforilagao

A fotofosforilacdo, que correspondem a fase luminosa, ocorre na
membrana tilacoide. Os componentes diversos do sistema de fotofosforilagdo
organizam-se em estruturas bem definidas, provendo a sintese de ATP e NADPH,

indispensaveis a fixacdo de dioxido de carbono.
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[ADP + P, + Energia | )

| NADP'+ H'+2e | mmmmm) | NADPH

Figura 12: Reagbes que originam as moléculas de ATP e NADPH.

Evidéncias indicam que, nesta etapa, estdo envolvidos dois fotossistemas,
formados por pigmentos e denominados fotossistema I (FS1) e fotossistema 2

(FS2). O FS1 contém: clorofila «, clorofila 4, carotendides e um pigmento

chamado P-700. A clorofila a no FS1 absorve energia luminosa em comprimentos
de ondas elevados. O FS2 contém um centro de reagdo que ¢ um complexo
constituido de proteinas de membranas, varias moléculas de clorofila a, entre as
quais se inclui o P680, duas moléculas de feofitina, duas ou trés moléculas de
plastoquinona e um 4tomo de ferro ndo hémico. No FS2, a clorofila a absorve luz
em comprimentos de onda menos elevados. Ambos sistemas possuem elétrons
capazes de serem excitados por energia de comprimentos de onda maiores que
680 ¢ 600 nm para o FS1 e o FS2, respectivamente. Estes sistemas operam em
série, em conexdao um com o outro por meio de uma cadeia de transporte de
elétrons e em associacdo com a fotolise da agua. Este processo denomina-se

fotofosforilacao nao ciclica.

ADP +P,

NADP*+H-
S
Redugao
NADP*

= NADPH

= )

(S —
T

Fotossistemall Fotossistemal

Figura 13: Diagrama simplificado do transporte de elétrons aciclico (n&o ciclico) no
cloroplasto. Ha dois centros de reagao: PSI e PSII. Os elétrons sdo extraidos da agua
pelo PSII, transferidos para o PSI através de uma cadeia de transferéncia de elétrons e
finalmente para o NADP+.
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Pela acdo da luz, elétrons do FS1 sdo excitados, o que leva o potencial do
sistema a um valor tal que capacita a reduzir o pigmento P430, que ¢ o receptor
primario de elétrons. Os elétrons passam do pigmento P430 a uma cadeia de
transportadores at¢ o NADP+ que ¢ reduzido para NADPH. O FS1 torna-se
deficiente de elétrons. Esta deficiéncia € suprida por elétrons originarios do FS2.

Elétrons deste ultimo sistema (Eo = +1,0 Volt) sdo excitados pela energia
luminosa, o que faz o sistema adquirir um potencial adequado para reduzir o
citocromo C550. Este ultimo ¢ aceptor primdrio de elétrons do FS2. Os elétrons
captados por este citocromo fluem para o FS1, passando por uma cadeia
fotossintética de transporte de elétrons, constituida, em seqiiéncia, por: citocromo
b3, plastoquinona, citocromo e plastocianina. Em consequéncia, o P680 do FS2
torna-se deficiente em elétrons. A reposicdo de elétrons no P680 provenientes da
degradacao da dgua que ocorre em um complexo liberador de oxigénio presente
também no FS2 e envolve, provavelmente, ions manganés e cloreto. Os elétrons,
ao percorrerem a cadeia de transportadores, com potenciais de redugdo crescentes
de C550 ao FSI1, ocasionam a liberagdo de energia livre. Essa energia livre ¢

utilizada no processo de fosforilagdo do ADP e consequente sintese de ATP.

[ADP+ P, —> ATP ]

[AG“ = +8000 cal/mol]

Figura 14: Reacgéao de sintese de ATP.

Como se observa, a sintese de ATP estd associada a um processo nao
ciclico, dai o nome de fotofosforilagdao ou fosforilacao fotossintética nao ciclica.

Outro tipo de fotofosforilagao, onde atua somente o FS1, elétrons do FS1,
excitados pela acdo da luz, reduzem o pigmento P430. Os elétrons passam, entdo,
por uma série de intermediarios, retornando ao FS1. Nesta cadeia de transporte de
elétrons, ha liberagdo de energia capaz de promover a sintese de ATP, a partir de
ADP e Pi. A sintese de ATP ocorre em um circuito fechado. Este processo chama-

se fotofosforilagao ciclica.
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Portanto, no fluxo ndo ciclico de elétrons, ha sintese de ATP e de NADPH
e formacdo de oxigénio. Este processo ocorre em vegetais, envolvendo os
fotossistemas 1 e 2. No fluxo ciclico, em que opera somente o fotossistema 1, ha

apenas producao de ATP.

24.4.
Ciclo de Calvin

O ATP e NADPH formados durante as fotofosforilacdes sao utilizados na
reducdo COz para produgdo de glicose e outros produtos de redugdo na fase escura
da fotossintese. A partir da glicose, sdo formados os polissacaridios como celulose
e o amido. Calvin e colaboradores, apds inumeras experiéncias incubando
suspensdes de algas Scenedesmus e Chlorella, em presenga de '“CO,, propuseram,
para explicar a redu¢do do CO2, uma sequéncia de reagdes que recebeu o nome de
ciclo de calvin. Conhecida também como ciclo de reducdo do carbono, esta
sequéncia apresenta como substancia chave a 1,5-difosforribulose. Esta fixa CO»,
originando em cetoacido que se hidrolisa com produ¢do de 3-fosfoglicerato. A
enzima que catalisa estas reagdes ¢ a carboxidismutase. O fosfoglicerato ¢ entdo

fosforilado, numa reagdo qe consome ATP formando-se 1,3-difosfoglicerato.

O CO; fixado, agora sob a forma de carboxila, sofre reducdo pelo
NADPH, numa reagdo catalisada pela 3-fosfogliceraldeido-desidrogenase. Segue-
se uma séric de reagcdes que leva a regeneracdo do 1,5-difosforribulose
completando-se assim o ciclo. A formacdo de glicose da-se a partir de 6-

fosfofrutose, conforme indicado na sequéncia seguinte:

6-fosfofrutose —— 6-fosfoglicose — glicose

Quando se consideram todos os atomos de carbono da glicose como
provinientes do CO; devem-se admitir seis voltas pelo conjunto de reacdes que
constituem o Ciclo de Calvin. Neste caso pode-se escrever como balango final da

sequéncia , a equagao:
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6CO2 + 2NADPH + 2ATP + 12H20 —— C¢HgOg + 1sADP + 1sHPO42- + o,NADP*
(7

Ciclo de Calvin-Benson

H,0
+
CcO. A oi
RUBISCO |  -cido3-
+ ——— | fosfoglicérico
Ribulose 1,5- | @
blsqufato ATP
ATP» @ & NADPH + H*
Ribulose 5 -fosfato | Gliceraldeido
3-fosfato

J

Triose fosfato

1 = Carboxilagdo / \

2 = Redugio .
§ . Amido Sacarose
3 = Regeneragao

Figura 15: Ciclo de Calvin - Benson

2.5.

Normalizagao do sinal de fluorescéncia pelo espalhamento Raman
da agua

Para que possamos estabelecer uma inter-relacdo entre a intensidade de
fluorescéncia medida em diferentes espectros no LIDAR devemos estabelecer um
parametro, dentro do proprio espectro, de referéncia. Esse parametro deve levar
em consideracdo os diversos fatores ambientais aos quais o fluor6éforo ¢
submetido.

Para medicdes em agua o espalhamento Raman da 4gua funciona muito bem
como fator de normalizagdo das diferentes bandas associadas aos fluoroforos
medidos. Segundo Barbosa (2003) a partir das equacdes de concentragdo das

moléculas do fluoréforo e da concentragdo das moléculas de agua podemos
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estabelecer uma simples relagdo que nos permite associar as concentragdoes do

fluor6éforo em unidades Raman.

C xP.

Cp=—"+
O, xbPy

(8)

onde cr ¢ a concentragdo relativa de fluoroforos na coluna d’agua considerada.
Sendo considerado dguas cujo material particulado mude apenas sua concentracao

e ndo sua composicdo. Em sistemas onde or (correspondente a secdo de choque
efetiva da clorofila @ para a banda de fluorescéncia centrada em F quando

excitada em A = L (m?/mg)) pode ser considerado constante, a concentragdo de

clorofila a ¢ diretamente proporcional a razdo da intensidade da fluorescéncia da
clorofila pela intensidade do espalhamento Raman.

Como o espalhamento Raman ¢ um efeito de segunda ordem sua
intensidade ¢ muito baixa necessitando, portanto, de altas concentragdes da
molécula analisada. No caso de uma solucdo de dgua do mar a maior quantidade
de moléculas ¢ de H20. Sendo, portanto, a vibracdo molecular O — H a
responsavel pelo principal sinal de espalhamento Raman. Sendo assim, para uma
excitagdo em 532 nm a banda Raman correspondera a um Araman = 655 nm.

A proximidade espectral da banda Raman da emissdo fluorescente da
clorofila a torna bastante adequada a utilizacdo da banda Raman como um fator
de normalizacao de emissao fluorescente, pois a banda Raman esta associada ao
volume de H>O excitado pelo laser que ¢ o0 mesmo volume que contém a clorofila.
Assim devido a essa proximidade os demais fatores (absorcao, espalhamento, etc.)
serdo similares para as duas emissdoes permitindo, desta forma, uma maior

confiabilidade na determinacao da concentragao relativa.
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