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3 Aspectos Tedricos

3.1.Espalhamentos Inelésticos

Os sinais de interesse detectados em um espectro de um LIF-LIDAR séo,
basicamente, decorridos de espalhamentos inelésticos, isto &, interagdes onde ha
transferéncia de energia da radiagdo para a matéria ou, mais raramente (e,
conseqlientemente, com menor intensidade), da matéria para a radiagdo. Neste
capitulo estdo descritos os dois espal hamentos inelasticos que serdo determinantes
na construcéo da instrumentacdo realizada: a fluorescéncia e a linha Stokes do

espal hamento Raman da molécula de &gua.

3.1.1.Fluorescéncia

A absorcdo de um féton por uma molécula, levando a excitacdo de um
elétron a um estado eetrénico mais elevado €, em geral, acompanhada de uma
transicéo de estado vibracional.

Como a massa dos nucleos é muito maior que a dos elétrons, aqueles podem
ser considerados estéticos na escala do tempo da transi¢éo eletronica (principio de
Frank-Condon). Com o elétron em um nivel eletrénico mais energético, 0s
nucleos irdo reagir a esta nova configuracdo situando-se em um estado vibracional
diferente (Figura 1). Formamente temos

M :<Y;Fi/ n‘iYJF\:>» mf<Fi/

Fl)=msS,; Equago1l

Onde |SW‘|2 :|<Fiv Fl >|2 sdo chamados de fatores de Frank-Condon, F

representa a funcéo de onda dos estados vibracionais, Y representa a fungéo de

onda dos estados €l etrdnicos e mé momento de dipol o associado.
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Figura 1 - A fungdo de onda vibracional no estado eletrénico excitado com maior
coincidéncia com a funcdo de onda vibracional anterior, no estado fundamental, tera

maior probabilidade de ocorrer.

ApoGs a excitagdo a um estado vibracional mais excitado, a molécula tende a
relaxar por meio dainteracdo com 0 meio circundante.

A relaxacdo de um nivel vibracional mais ato para o nivel vibraciona de
mais baixa energia de um certo estado eletrénico pode ocorrer em 10™%%s (ou
menos) em meios condensados. Processos de conversdo interna, isto é a
passagem da molécula de um estado eletrdnico de mais alta energia com nivel
vibracional de mais baixa energia para um estado eletrbnico de mais baixa
energia, mas com nivel vibracional excitado, ocorrem também na escala de tempo
de 10%%s.

Decaimentos ndo-radiativos podem continuar a ocorrer até o estado
fundamental (também por conversdo interna). Esses decaimentos ocorrem em
tempos que variam de 10 s a 10°s.

A taxa de decaimento radiativo situa-se em torno de 10’s™ a 10°s* parauma
transicdo Optica forte (alta taxa de decaimento radiativo). Como essas emissdes
ocorrem muito mais provavelmente do nivel vibracional menos energético (10*%s*

para transicdes vibracionais contra 10%s™ para transicdes fluorescentes), portanto,
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apos haver ocorrido decaimentos ndo-radiativos, na maioria dos casos, a energia

do féton emitido € menor que a do féton absorvido. A fluorescéncia de uma

molécula é o decaimento de um estado excitado |Y§XCFVO> para 0 estado

fundamental por meio de emissdo espontanea de um féton.

A ocorréncia de fluorescéncia em uma molécula (quando excitada por luz
com um determinado comprimento de onda) esta vinculada a comparacéo dos
coeficientes de decaimento pelo(s) caminho(s) ndo-radiativo(s). A fluorescéncia
acontece quando a taxa de decaimento radiativo € pelo menos comparavel ataxa
de decaimento n&o-radiativo.

Uma das caracteristicas mais atrativas da espectroscopia de fluorescéncia é
sua sensibilidade, se comparada com a espectroscopia de absor¢do.O limite de
deteccdo das técnicas fluorimétricas é em geral, de uma a trés ordens de
magnitude menor do que as de espectrofotometria de absorcéo. Seu limite de
deteccdo esta, tipicamente, na escala de partes por bilhdo Esta alta sensibilidade se
deve aexisténcia de detectores capazes de detectar um féton (detectores photon
counting). JA os detectores de espectroscopia por absorcdo se baseiam na deteccdo
de uma reducdo da intensidade da radiacéo incidente, o que faz necessario medir
radiacOes de grande intensidade que estdo fora da faixa de operacdo dos
dispositivos photon counting.

Outra vantagem acessoria € a grande faixa de concentracdo do fluoréforo
em que as medidas de intensidade guardam uma relacdo linear, simplificando
assim o procedimento laboratorial de rotina. Igualmente importante, é o fato de os
métodos de espectroscopia por fluorescéncia serem muito mais seletivos. Em
contrapartida, esta técnica se limita a um numero relativamente pequeno de
estruturas moleculares que apresentam emissdo fluorescente apds a absorcdo de
fotons.

A fluorescéncia ocorre tanto em sistemas quimicos simples como
complexos, sgjam gases, liquidos ou sdlidos. O tipo de fluorescéncia em que a
radiacdo absorvida é reemitida sem ateracdo de freguéncia € chamada de
fluorescéncia ressonante. As bandas de fluorescéncia molecular, contudo,
encontram-se, muito mais fregiientemente, centradas em comprimentos de onda

maiores (energias menores) que o dalinha de ressonancia.
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A Figura 2 mostra esquematicamente as diferentes formas de decaimento
para elétrons excitados. Duas dessas transi ¢coes, a fluorescéncia e a fosforescéncia,
sdo radiativas, pois envolvem a liberagdo de fotons. Porém, outras formas de

transicéo ndo radiativas podem ocorrer.

Singletos Tripleto
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Y Cruzamento intersistema
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Figura 2 - Esquema de excitagéo e decaimento dos elétrons. Os niveis excitados a
esquerda exemplificam estados singletos. O nivel eletrdnico excitado da direita

representa um tripleto.

A Figura 3 mostra a outra alternativa de decaimento que ocorre quando a
molécula em estado excitado troca seu spin total realizando um cruzamento
intersistema do estado onde S = 0 (singleto) para um estado com S = 1 (tripleto).
Neste estado, 0 decaimento ao estado fundamental por emisséo radiativa de um
foéton de maior comprimento de onda é denominado fosforescéncia. Como a taxa
de cruzamento intersistemas é baixa (até 10's™), fosforescéncia € um processo

L T
T T

“lento”.

Tl

Estado fundamental Singleto Tripleto

Figura 3 - Possibilidades de composicao de spins para um par de elétrons
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Os processos ndo radiativos para a desexcitagdo da molécula sio a relaxacéo
vibracional, a conversdo interna, a conversdo externa e O cruzamento
intersistemas. Como descrito a seguir, esses processos podem competir com as
transi¢cOes radiativas ou mesmo complementé-|las.

Relaxacao vibracional: Uma molécula pode ser excitada a qualquer um dos
nivels vibracionais dos niveis eletrbnicos mais energéticos durante um processo
de excitagdo eletronica. Em um solvente, entretanto, este "excesso" de energia
vibracional é muito rapidamente perdido para 0 meio, resultando em um pegueno
acréscimo na temperatura deste e levando o elétron a0 mais baixo nivel
vibracional do estado excitado. O processo de relaxacdo vibracional € téo eficiente
que o tempo de vida dos niveis vibracionais é da ordem de 10™?s ou menos. Desta
forma, a banda de fluorescéncia associada a esta transicdo eletrbnica , quando
existente, ocorre a energias menores que da excitagdo inicial.

Conversdo interna: Este fendmeno ocorre quando os niveis vibracionais de
um estado eletrénico de mais baixa energia se superpdem, em energia, aos niveis
vibracionais de outro estado eletrénico de maior energia para o qual o elétron foi
excitado. Assim, o elétron pode decair para o estado eletrdnico de menor energia
de forma ndo radiativa. Esta conversdo interna, aém de impedir a emisséo
fluorescente, pode ser responsavel pela pré-dissociacdo destas moléculas, uma vez
que a transferéncia do elétron para um estado vibracional alto de um estado
eletrbnico menos energético pode provocar a ruptura daligacéo molecular.

Conversdo externa: A desativacdo de estados eletrénicos excitados podem
envolver interacBes e transferéncia de energia entre a molécula excitada e o
solvente ou outros solutos da solucdo. Esta conversdo externa € experimentada
quando se verifica o efeito na intensidade da fluorescéncia devido a mudanca do
solvente. Baixa temperatura e alta viscosidade, que diminuem a colisdo entre
particulas, geralmente levam a um aumento da fluorescéncia.

Cruzamento intersistemas. Este € o processo no qual o spin do elétron
excitado é invertido e, por exemplo, permite a migracéo deste para um estado
tripleto. Este processo é mais comum em moléculas contendo atomos pesados. As
interacBes spin/orbita ficam mais fortes na presenca de tais atomos e, desta forma,
a mudanca do spin é favorecida. A presenca, na solucdo, de espécies
paramagnéticas, tais como o oxigénio molecular, também promove o cruzamento

intersistemas, diminuindo a fluorescéncia.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 9916186/CA


PUC-Rio - Certificacédo Digital N° 9916186/CA

Aspectos Tedricos 34

Estes mecanismos limitam a fotoluminescéncia a um nimero relativamente
pequeno de sistemas. A rota mais favoravel para o decaimento é aquele que
minimiza o tempo de vida dos estados excitados. Desta forma, o decaimento por
fluorescéncia seré observado se 0 sistema apresentar caracteristicas estruturais e
ambientais que fagcam este decaimento rgpido o suficiente em relagdo aos
processos ndo radiativos.

A fluorescéncia raramente ocorre para excitagoes com radiacdo ultravioleta
de comprimento de onda menor que 250nm (~5eV), pois tal radiacéo é constituida
por fétons com energia suficiente para causar a desativacdo da molécula por
dissociagdo ou pré-dissociagao®.

E observado empiricamente que a fluorescéncia é mais encontrada em
compostos nos quais a transicdo de mais baixa energia é do tipo p* - p. Este fato
pode ser compreendido pelo maior coeficiente de absor¢éo deste tipo de transicéo
gue paratransi¢des do tipo p* = n (da ordem de 100 a 1000 vezes maior).

Sabe-se empiricamente que moléculas que possuem estrutura rigida
fluorescem mais. A falta de rigidez provavelmente causa um aumento na taxa de
conversdo interna diminuindo a fluorescéncia. Igualmente conhecido € o fato de
que h4 um aumento da fluorescéncia quando corantes fluorescentes sdo
adsorvidos em superficies solidas. Aqui também a rigidez estrutural, adicionada
pela superficie, pode ser responsavel pelo efeito observado. Outro fator de
alteracdo da intensidade da fluorescéncia € a presenca de oxigénio dissolvido.
Neste caso, ha, freglentemente, a diminuicdo da fluorescéncia. Duas razbes
concorrem para este efeito: a ocorréncia de inducdo fotoquimica da oxidacéo das

espécies fluorescentes ou, 0 que é mais comum, O cruzamento intersistema,

2 A pré-dissociacdo deve ser diferenciada da dissociacdo. Na dissociagdo, a
radiacdo absorvida leva o elétron diretamente para um nivel vibracional
suficientemente energético para causar a ruptura da ligacdo. No caso da pré-
dissociacdo, a radiacdo leva inicialmente o elétron a um nivel eletrdnico de mais alta
energia. Posteriormente, por cruzamento intersistema, o elétron passa a um nivel
eletrdnico baixo mas em um nivel vibracional mais energético. A pré-dissociacdo
ocorre quando este nivel vibracional tem energia suficiente para causar a ruptura da

ligagdo.
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levando a molécula a um estado excitado tripleto, em virtude das propriedades
paramagnéticas do oxigénio molecular.

Para 0 cdlculo da concentracdo de um fluor6foro a partir de sua
fluorescéncia, levamos em conta que a poténcia da radiacdo fluorescente é

proporcional aradiacdo do feixe incidente que € absorvido pelo sistema. Isto €,

F=K{R- P); EquagZo 2

onde Py € a poténcia do feixe incidente e P sua poténcia apds atravessar um
comprimento b do meio.

Para relacionar a poténcia da radiacdo fluorescente F com a concentracdo ¢
do fluoroforo, escreve-se alei de Beer naforma

P - ebc =
—=10"""; Equacao 3
I:)0

onde e € o coeficiente de absorcéo e o produto ebc a absorbancia A.
Substituindo a Equacéo 3 na Equagédo 2 temos
F=K®,(1-10%); Equagio4

expandindo o termo entre parénteses em série de Taylor obtemos

é 2303ebc)®  (2303ebc)® U
F:K(POé2.303ebC-( - I . o U Equacio 5
é - - Q

Para valores de ebc < 0.02, todos os termos subsequientes no colchete sdo
pequenos quando comparados com o primeiro. Desta forma, utilizando-se apenas
0 primeiro termo, o erro da Equacdo 5 em relacdo aEquacdo 4 serd de no maximo
2,5%. Quando a concentracdo de fluoréforos € pequena o suficiente para satisfazer
esta condi¢éo, pode-se, entdo, escrever

F =2,303K Pebc = Kc; Equacio 6

Para a situacdo objeto desta tese, que envolve a determinagéo de clorofila a
no mar, pode-se calcular até que concentracdo de clorofila a na &gua do mar,
analisada em uma cubeta simples, com 1cm de largura, se enquadra a Equacéo 6
com um erro maximo de 2,5%. Utilizando um coeficiente de absorcéo tipico
[Campbell & Esaias, 1983] em torno de 0,05 I/(mg.m), as concentracdes até 45
ng/l apresentam um erro maximo de 2,4%, o0 que satisfaz a condicdo para

utilizac&o da equacao 2.5.
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Na andlise deste calculo, vale acrescentar que outros dois fendmenos sdo
capazes de produzir desvios nesta relagcéo linear: a auto-absorcdo e a auto-
extingdo. A auto-absor¢do ocorre quando o comprimento de onda de emisséo se
sobrepde ao pico de absorgdo do fluoréforo. Desta forma, a radiagdo emitida sofre
um decréscimo ha medida que atravessa a solucdo, pois uma parte € reabsorvida
pelo fluoréforo. A auto-extincdo ocorre por colisdo entre os fluoréforos,
provavelmente de uma maneira andloga aconversao externa. Os efeitos de ambos
os fendmenos crescem com 0 aumento da concentracao.

Para medidas realizadas diretamente sobre 0 mar € necess&rio levar em
conta os multiplos espalhamentos sofridos pela radiacéo, que irdo afetar o total de
luz disponivel a cada profundidade. Modelos de transferéncia radiativas foram
utilizados para desenvolver a relacdo da concentracdo de um fluoréforo em uma
coluna de agua do mar, quando medido por um LIDAR (neste caso, conforme
descrito na Equacdo 12, € linear a relacdo entre a poténcia detectada da
fluorescéncia e a concentracéo do fluoréforo). Segundo simulagdes model adas por
computador [Poole & Esaias, 1982], concentragcbes maiores que 1ng/l devem ser
integradas em, no maximo, 3m. Deve-se também levar em conta que, segundo
Falkowski [Falkowski & Kolber, 1995], o valor médio da concentracdo da

clorofila a nos oceanos do mundo é de 0,2 ng/l.

3.1.2. Espalhamento Raman

A Figura 4 apresenta um espectro tipico da radiacdo retroespalhada da agua
do mar. Em que pese a ocorréncia de importantes bandas de fluorescéncia ao
longo do espectro, o pico mais intenso deste espectro (excitado em 532nm) tem

outra natureza.: € decorrente da emissdo Raman da &gua.
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Figura 4 - Espectro de fluorescéncia de agua costeira medido pelo LIDAR-PUC. O pico

da emissdo Raman estd em 651nm (excitagdo em 532nm).

O espalhamento Raman é um espalhamento inelastico da radiacdo por um
material, isto €, um quantum de energia (um fénon) é transferido entre o quantum
de radiacdo e o material, de tal forma que a luz espalhada contém fétons com
energia menor (linha Stokes) ou maior (linha anti-Stokes) que o da excitagéo.

Para descrever completamente o espalhamento Raman é necessario utilizar
tanto a teoria de grupos como a teoria de perturbacGes de ordens superiores.
Entretanto, € possivel obter uma compreensdo classica do fenémeno
considerando-o decorrente da acdo do campo elétrico da onda eletromagnética
sobre as cargas do material [Andrew & Demidov, 1995]. Ao contrario do processo
de simples absorcdo, que requer a existéncia na molécula de um momento de
dipolo elétrico, o0 efeito Raman est4 associado a polarizabilidade da molécula,
mesmo que esta ndo possua momento de dipolo.

Considerando, por simplicidade, a interacdo da luz com uma Unica

molécula, expressa-se 0 momento de dipolo desta molécula como:

[ ~
P=a (pi +a,E; + bijkEj E, +0,.E;E.E +"'); Equagao 7

ikl
onde i,j,k,| representam as coordenadas espaciais X, y € z e SE; € o campo
elétrico da radiacdo incidente. O termo p; expressa a possibilidade de um
momento de dipolo permanente. Dos componentes restantes, induzidos pela
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presenca do campo el étrico, vamos fixar nossa atencdo sobre o termo linear em E.
Os termos de ordens mais altas em E; expressam processos (ndo-lineares), como o
espal hamento hiper-Raman, e que ndo serdo de interesse aqui.

Tanto o momento de dipolo p; como a polarizabilidade a;; podem variar no
tempo, se a molécula vibra. Expandindo p; e a;j como séries de Taylor em termos
das coordenadas generalizadas q,, que descrevem os n modos vibracionais (g, séo
0s deslocamentos atdmicos de cada modo) temos:

Sefp, 6 O

p_p|+a . + qn.; Equacdes 8
: " &€Tdn g o
a—a +a¢%130 9
. gﬂqnﬂqo B

Considerando o0s deslocamentos @, pequenos, pode-se aproximar a
dependénciatemporal de q, e escrever:

I (t) = lr COSW 1)
Ei(t): E,; cos (WLt) Equactes 9

Substituindo as Equagdes 8 e Equacdes 9 na Equacdo 7 (desprezando os

termos de mais alta ordem) tém-se

€& L0 0 9

18 Tl oo va oot

P = o n 8 qn ﬂ] 0 ] -

i a R

ijkl,. g x a'[ -

Q+ Eol a gqo gﬂ_: {COS[(W +WL )t] + COS[(W - W, )t]} +- -

g Z=0 g

Equacéo 10
0
O termog %Tp, T Gy Coslw,t)? estd associado & absorgdo no infra-

T4, g, 2

vermelho. O termo  a; B, cos(w t)representa a absor¢do associada ao

espalhamento Rayleigh, na mesma freguéncia da radiagdo incidente. Finalmente,

5
otermo E, Q §q0n§2 2 {cod(w, +w_)t]+cod(w, - w )]}~ representaa parte

Z=0 ]
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do momento de dipolo que é induzido pela luz e também é proporciona a

frequéncia de oscilacdo de a;;. Se %2 1 0 para determinado valor do par
T a2

i,j, dois termos aparecem; correspondem a reemissdo de fétons. Estes séo os

espalhamentos Raman Stokes e anti-stokes, respectivamente, com energia com

valor para maior ou menor de um gquantum de energia associado adiferenca de

energia dos modos vibracionais da molécula.

Esta descricdo, entretanto, ndo explica a diferenca das intensidades das
linhas Stokes e anti-Stokes. Para isto é necessario andisar o fendmeno
guanticamente. Neste caso, considera-se uma interacdo de dois fétons com um
fénon da molécula. A variacéo de energia do féton espalhado (reemitido) € vista
como associado a um processo de emissdo ou absorcdo de fonons quando do
relaxamento da molécula

Naturalmente, 0 decaimento para niveis vibracionais de maior energia que o
estado fundamental € sempre possivel, gerando um féton de menor energia que o
inicial. Ja para aniquilar um fonon, gerando um féton com maior energia que o
inicial, um elétron deve estar em um nivel vibracional de maior energia, e esta

probabilidade depende da temperatura. Desta forma, a razéo entre as linhas Stokes

"MKy Apesar de este ndo ser 0

e anti-stokes refletem o fator de Boltzmann (e(
unico fator determinante das intensidades das linhas Stokes e anti-Stokes, é
possivel compreender, ainda que qualitativamente, esta diferenca entre suas

intensidades.
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Espalhamento Rayleigh Espalhamento Raman
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Figura 5 - Esquema dos espalhamentos Rayleigh (elastico) e Raman(inelastico).

A intensidade de um pico Raman depende de maneira complexa da
possibilidade de polarizacdo da molécula, da intensidade da fonte e da
concentragdo da molécula ativa, entre outros fatores. A poténcia da emissdo

Raman cresce com a quarta poténcia da frequéncia da fonte de excitacdo (similar

6p

ao espalhamento Rayleigh: ~—~_~a’EZ, onde | é o comprimento de onda e

Eo a amplitude do vetor de campo elétrico). A intensidade do Raman é em geral
diretamente proporcional a concentracdo da molécula ativa. Se o estado virtual

corresponde a um estado real, esta transmissdo € denominada Raman-ressonante.

3.2.Fotossintese

A captura da energia solar por organismos fotossintetizadores e sua
conversao em energia quimica por meio da reacdo de sintese de compostos
organicos €, em Ultima instancia, a fonte de praticamente toda a energia bioldgica
[Lehninger et alli, 1993].

A equacdo geral da fotossintese descreve a reacéo de oxi-reducéo (mediadas
por uma série de substancias presentes o cloroplasto) na qual H,O doa elétrons (e
prétons) para areducdo de CO, e suatransformacdo em carboidrato (CH0):

luz

CO,+H,0® O, +(CH,0); Equagdo 11
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A fotossintese engloba dois processos. as reagdes “claras’, que ocorrem
apenas quando as plantas estéo iluminadas, e as reagdes de fixacdo de carbono, ou
reacOes escuras, que ocorrem tanto sob luz quanto na escuridao.

Nas células fotossintéticas eucariotas, tanto as reacdes claras quanto as de
fixagédo de carbono se déo no cloroplasto (Figura 6). O cloroplasto é envolvido por
uma membrana externa que é permeavel a ions e pequenas moléculas. Uma
membrana interna envolve o compartimento interno. Neste compartimento interno
ha vérias vesiculas (ou sacos) achatadas, envolvidas por uma outra membrana,
chamadas tilacéides, que sdo normalmente dispostas em pilhas chamadas granas.
As membranas tilacéides sd0 separadas da membrana interna do cloroplasto. Os
pigmentos fotossintéticos e todas as enzimas necessarias para as reacfes a luz
estdo embutidas na membrana tilacide. O fluido ao redor dos tilacdides, o
estroma, contém a maior parte das enzimas necessérias para as reacoes de fixacdo
de carbono, quando moléculas de ATP e NADPH, produtos da fase clara, séo
utilizados para reduzir o CO, para formar glicose e outros produtos organicos.
Neste trabalho, seréo relatadas apenas as reacdes que envolvem luz.

Figura 6 - Cloroplasto. Os tilacéides séo os filamentos observados, em geral agrupados
nos grana.’

A absorcéo de luz se d& através de certos tipos de moléculas instaladas nas
membranas tilacoides chamadas pigmentos-antena. Destes, 0s mais importantes

sd0 as clorofilas, pigmentos verdes, com um anel de porfirina (com Mg no centro)

¥ Figura obtida em [Raven ¢t alli, 1978]


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 9916186/CA


PUC-Rio - Certificacédo Digital N° 9916186/CA

Aspectos Tedricos 42

ligado a uma longa cadeia de carbono. A estrutura do anel de porfirina apresenta
uma forte absorcdo na regido visivel do espectro. Por esta razdo as clorofilas
apresentam coeficientes de absorcdo de luz especialmente altos e sdo, portanto,
particularmente adegquados para absorver aluz visivel durante a fotossintese.

Os cloroplastos das plantas superiores sempre contém dois tipos de
clorofila. Um deles €, invariavelmente, a clorofila a e o segundo tipo, em muitas
espécies, € a clorofilab. Apesar de os dois pigmentos serem verdes, seus
espectros de absorcdo séo ligeiramente diferentes (Figura 7), permitindo que se
complementem na absorcdo de luz na regido do visivel. A maioria das plantas
superiores contém duas vezes mais clorofila a que clorofila-b. As clorofilas das
bactérias diferem muito pouco dos pigmentos das plantas.

Além das clorofilas, as membranas tilacoides contém pigmentos secundérios
(conhecidos como pigmentos acessorios). Os carotendides e as ficobilinas
absorvem luz em comprimentos de onda diferentes dos absorvidos pelas
clorofilas, conforme pode ser verificado na Figura 7 e sdo, portanto, receptores
suplementares de luz.

As proporcdes relativas das clorofilas e dos pigmentos acessorios sdo
caracteristicas para cada espécie de planta. A variacdo dessas proporgdes €
responsavel pela diversidade de cor dos organismos fotossintetizantes (tanto na

vegetacao superior como no fitoplancton).
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Figura 7 - Espectros de absorcéo de diferentes pigmentos presentes has membranas

tilacéides, comparados com o espectro da luz do sol que atinge a superficie da Terra®

Os pigmentos das membranas tilacdides que absorvem luz estéo reunidos
em grupos funcionais denominados fotossistemas. Cada fotossistema € composto
por até algumas centenas de pigmentos. Todos os pigmentos de um fotossistema
podem absorver luz, mas apenas alguns poucos podem transformar a energia da
luz em energia quimica. Os pigmentos transdutores consistem em vérias
mol éculas de clorofila combinadas com um complexo de proteinas. Este conjunto
€ conhecido como centro de reacdo. Os outros pigmentos do fotossistema séo
chamados de pigmentos-antena. Esta estrutura para absorcdo dos fétons esta

esquematizada na Figura 8.

* Gréfico desenvolvido a partir de ilustracio de [25]
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Figura 8 - Esquema da disposicdo das estruturas moleculares nas membranas

tilacoides®.

As moléculas de clorofila nas membranas tilacdides ficam ligadas a
proteinas das membranas que orientam as clorofilas em relacdo ao plano das
membranas e conferem aos pigmentos propriedades de interacdo com a radiacéo
ligeiramente diferentes daguelas da clorofila livre. Quando as moléculas de
clorofila (livres) sdo excitadas por luz, a energia absorvida é rapidamente liberada
por fluorescéncia e calor. No entanto, quando folhas intactas s&o iluminadas no
espectro do visivel, pouca fluorescéncia é observada. Ha uma transferéncia
ressonante de energia da molécula excitada para um pigmento-antena vizinho,
sendo este excitado, e permitindo o retorno da primeira molécula a seu estado
fundamental. Esta transferéncia ressonante de energia € repetida para os vizinhos
subseqlientes até que a clorofila do centro de reacdo € excitada [Whitmarsh &
Govindjee, 1999].

A tarefa basica do centro de reacdo € funcionar como um capacitor

mindsculo, armazenando energia a0 separar e estabilizar cargas positivas e

® Figura desenvolvida a partir de ilustragdo de [Lehninger et alli, 1993]
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negativas em cada lado da membrana tilacéide [Govindjee & Coleman, 1990]. No
centro de reacdo (do fotossistema Il), a clorofila a doa um elétron para uma
molécula de feofitina, que o doa a uma molécula plastoquinona A que, por sua
vez, o doa a uma molécula quinona B. Esta, apés receber 2 eétrons (e
posteriormente 2 prétons, liberados da molécula de agua) pode circular livremente
pelo cloroplasto. Uma molécula Z reduz a clorofila a. Esta molécula Z, em
conjunto com catalisadores, € que oxida a agua e produz O,. A excitacdo e
passagem de elétrons da clorofila a para a feofitina € um processo extremamente
rapido, da ordem de alguns picossegundos.

Parte da energia absorvida pelos pigmentos antena, e que ndo é aproveitada
no processo de fotossintese, € que pode se transformar em radiacéo fluorescente.
Assim, a eficiéncia quantica da fluorescéncia da clorofila a depende de uma série
de fatores ambientais, tais como a disponibilidade de luz e nutrientes, temperatura
etc.. . Uma alteracdo no aparato fotossintético tanto pode aumentar como diminuir
a intensidade da fluorescéncia. Por exemplo, se 0 conjunto de pigmentos antena
for afetado, impedindo a chegada da radiacéo ao centro de reacdo, concluimos que
a fluorescéncia diminuird. Entretanto, Falkowski [Falkowski & Kolber, 1995]
relata que se uma parte dos centros de reacéo deixa de funcionar a fluorescéncia
em 685nm aumenta, pois 0s pigmentos antena conseguem redirecionar a energia
absorvida para outros centros de reacdo que, desta maneira, iréo se saturar e,
portanto, favorecera a fluorescéncia.

Para monitorar a fluorescéncia dos pigmentos-antena devemos levar em
conta que cada molécula apresenta um espectro de fluorescéncia caracteristico. A
clorofila a fluoresce em uma banda centrada em torno de 685 nm de 10,6 nm
(FWHM®) de largura [Schmitz-peiffer et alli, 1990b]. J4 a clorofila b fluoresce
em banda em torno de 730nm. Os carotendides em geral ndo fluorescem. A
ficoeritrina, uma ficobilina presente nas cianobactérias e algumas algas, fluoresce
em banda com pico entre 560 e 580nm, quando excitada, in vivo, em 532nm
[Hoge et alli, 1998]. A fluorescéncia em bandas bem definidas (como € o caso da

clorofila a, por exemplo) é uma caracteristica importante para a identificacéo, no

® FWHM: Full Width at Half Maximum, isto é, a largura do pico calculada

entre os pontos com valor de metade do maximo.
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espectro de fluorescéncia do meio natural, da contribuicdo de um tipo especifico

de fluoréforo.

3.3. Normalizacao de sinal de fluorescéncia pelo espalhamento

Raman da agua

A concentracdo de um fluoréforo medida por um LIDAR é descrita pela

equacao conhecida como “equacéo do LIDAR” [Bristow et alli, 1981]:

_an.H?6eedp of nfd" ey i 6

"TER &Th.g - R i)’%

T Equacdo 12

Sy @

onde n; é a concentragao do fluoréforo na coluna d' dgua (em mg/m°) e

P- = poténcia detectada da fluorescéncia

em I emis. = F (W)

P,= poténcia detectada do laser em | = L
(W)

m), = indice de refracdo da agua no visivel

H = distancia do sensor ao alvo (m)

b, = coeficiente atmosférico de atenuacédo

do feixeem | =x (1/m)

T = area de cobertura efetiva do telescopio

(m?)

R,, = Refletancia especular da interface ar-

agua para incidéncia normal no visivel

h,.. = eficiéncia do telescdpio receptor

k, = coeficiente efetivo de atenuagdo pela

agua do feixe em | =x (1/m)

Se = secdo de choque efetiva da clorofila a
para a banda de fluorescéncia centrada em F

guando excitada em | = L (m?/mg)

Neste caso estamos assumindo que:

Pr é a contribuicdo produzida pela incidéncia do feixe do laser. Todas

os demais sinais de fundo, tais como a reflexdo e espalhamento da

radiacéo passiva e a fluorescéncia induzida por este foi subtraida (por

iluminagcdo passiva entende-se aguela gerada pela luz natural do sol e

suas reflexdes e reemissoes);

a superficie da &gua sujeita aexcitagdo situa-se toda sobre o campo de

visdo do telescdpio;

o sina de fluorescéncia € integrado até uma profundidade “infinita’.

Esta aproximacao requer que a profundidade da agua seja pelo menos
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guatro vezes superior a0 maior comprimento de atenuacdo
caracteristico (kg™ ou ki ™);

em cada amostra ry, k.. ke e sg sf0 independentes da profundidade. E
razodvel assm considerar para a camada superior da agua onde as
ondas e as correntes mantém uma mistura homogénea. Medidas do
coeficiente de atenuacdo de feixe (a) indicam que este se mantém
essencialmente constante em pelo menos 2 vezes o comprimento de
atenuacdo (2a™Y);

o tempo de vida da fluorescéncia é significativamente menor que a
duragdo do pulso do laser. O tempo de fluorescéncia in vivo da
clorofilaa é menor que 1ns, e

o termo de atenuagdo atmosférica mantém-se constante e proximo a
unidade (isto é verdade para até algumas centenas de metros).

Mesmo que ki kr e sg permanegam constantes vertical e horizontalmente, a
determinacdo de seus valores ndo é uma tarefa facil. Para se obter sg € necessario
a realizacdo de demoradas medidas in situ. Os coeficientes de atenuacdo efetiva
podem ser inferidos pela reflex&o e pela fluorescéncia do pulso do laser na coluna
d agua desde que, experimentalmente, se possa resolver no tempo este sinal de
retorno. Se estes coeficientes puderem ser considerados constantes, a quantidade
de clorofila a poderia ser calculada por

n, =C,P-; Equacdo 13

onde C; seria uma constante que poderia ser obtida para cada véo, através
de medidasin situ.

Entretanto, uma relagdo linear entre ny e Pr ndo se realiza nas medicoes,
guando comparamos com 0s resultados das amostras coletadas in situ. Além da
variagdo horizontal, tanto em pequena escala quando em larga escala, dos
coeficientes de atenuacéo efetiva e da secdo de choque efetiva da clorofila a, um
problema bésico para a comparacdo de diferentes medi¢des de fluorescéncia da
clorofila a feitas por um sistema LIF-LIDAR esta no fato da estrutura da
superficie da agua ser diferente em cada medida, variando, assim, o total de luz
refletida e refratada.

Para contornar estas dificuldades experimentais, propés-se como solucéo
(Fadeev et alli em 1978 e Bristow et alli em 1981) a normalizacéo do sinal da
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fluorescéncia pela emissdo do espalhamento Raman devido aos modos
vibracionais da ligacdo O-H das moléculas de agua. Este espalhamento se da (para
dgua pura) com um deslocamento de 3418cm™ do comprimento de onda de
excitagdo. Assm, para a excitagdo a 532nm, a emissdo Stokes do espalhamento
Raman estard em 650nm.

A eguacdo da concentracdo de moléculas de agua na coluna d agua
estimulada pelo laser pode ser escrita de forma anadoga a equacdo 2.11 para
quantidade de fluoréforos:

H G£4p q. nﬁe[H bL+b m

n_gF’ %Threcq (- R,) Eg

onde

; Equacéo 14

Q- I-I -O:

nw € concentracdo de moléculas d’'agua afetadas pela radiacdo na coluna

d &guae
Pz = poténcia detectada da s,, = secdo de choque da emissdo Raman
emissdo Ramanem| =R para 0 modo vibracional O-H da agua (liquida)

dividindo a equacéo 2-11 pela equacdo 2-13 teremos:

ae[Hb+b ]m +k GE
gp"e[”b*b @k Tk, F;,’

A aenuacdo das radiagbes devido a atmosfera pode ser considerada

Equacdo 15

desprezivel para atmosferas limpas para valores de H até 150m. A secdo de
chogue sgr varia fracamente com a temperatura e a salinidade, mas para
temperaturas entre 5 e 25°C pode ser considerada constante. A concentragéo de
moléculas na coluna d'&gua é constante, exceto para éguas altamente poluidas.
Destaforma, a equacdo 4-4 pode ser rescrita como

éP %t :E %1 +; Equacdo 16
Onde ¢ € a concentracdo relativa de fluoréforos na coluna d é&gua
considerada. Para aguas onde o materia particulado mude apenas em sua
concentracdo mas Ndo em sua composicao, a razéo entre os coeficientes efetivos
de atenuacdo é uma constante. Se a composicdo deste material ndo muda de forma
abrupta, esta razéo ainda pode ser considerada uma constante se 0os comprimentos
de onda R e F forem préximos (no limite em que F = R arazéo sera sempre igual

al). Destaforma, ssimplifica-se a equacédo 4-5 para
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C; :&%; Equacdo 17

SF R

Assim, para Sistemas onde sg pode ser considerado constante, a
concentracdo de clorofila a € diretamente proporcional arazdo da intensidade da
fluorescéncia da clorofila a pela intensidade do espahamento Raman. Isto €,
podemos expressar a concentracdo relativa de clorofila a em unidades Raman.

A secao de choque s pode sofrer grande variagdo tanto no espaco como no
tempo, pois depende da espécie do fitoplancton e de sua situagdo nutricional, bem
como da irradiacio descendente do ambiente. E importante observar, contudo, que
o sinal da fluorescéncia da clorofila a, normalizada pelo da emissédo Raman, tem a
capacidade de fornecer in situ informagdes justamente sobre a concentragéo e a
eficiéncia quantica natural da fluorescéncia da clorofila a, que séo, desta forma,
informagdes sobre a capacidade fotossintética do fitoplancton, em determinada
localizacdo e em determinado instante. Para tanto, é necessario o emprego de
técnicas complementares de medida da clorofila a. Uma das técnicas disponiveis é
a utilizacéo de algoritmos que empregam o espectro de radiagéo passiva natural.
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