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Resumen

Reportamos el uso de la técnica fotoactistica resuelta en tiempo en el andlisis
de la evolucion de oxigeno fotosintético y el almacenamiento de energia en
plantas verdes. Presentamos una aplicacion de esta técnica al monitoreo de la
fotosintesis en la maleza acudtica llamada comvinmente lirio acudtico o jacinto
de agua (Eichhornia Crassipes).
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Abstract

We reported about the use of the time resolved photoacoustic technique for
the analysis of the photosynthetic oxygen evolution and the energy storage in
green plants. We present an application of this technique to the study of the
photosynthesis in the aquatic vegetation, usually called aquatic livium or water
hyacinth (Eichhornia Crassipes).

Keywords: Photosynthesis, photoacoustic technique, water hyacinth.

Introduccion

os fenémenos fototérmicos forman una clase muy general
de fendmenos fisicos en los cuales la energia luminosa, al ser
absorbida por un material, es transformada en calor, via procesos
de desexitacion no radiativos. El disefio basico de un experimento
fototérmico consiste en una fuente de radiacién cuyo haz luminoso se
hace incidir sobre la muestra en estudio, generando en su interior una
respuesta térmica, la cual, al ser detectada es transformada en una senal
eléctrica, posteriormente amplificada y capturada para llevar a cabo un
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posterior andlisis de la informacién obtenida.
Dependiendo del tipo de detector empleado
para realizar la transformacién de la respuesta
térmica del material en una sefial eléctrica,
es el nombre que se le asigna a la técnica de
medicién. De esta manera, cuando se utiliza
un detector acustico, la técnica se denomina
fotoacdstica, si el detector es un piroeléctrico,
la técnica se denomina fotopiroeléctrica,
cuando se usa un detector éptico, la técnica
se designa radiometria fototérmica [1].

En la técnica fotoactstica (FA) se pueden
tener, en general, tres tipos de esquemas de
medicién que dependen del pardmetro fisico
que se hace variar para determinar la sefal
FA como una funcién de este parametro. El
primero, es aquel en el cual se hace variar
la frecuencia de modulaciéon de la fuente
luminosa, que mediante el andlisis de la
amplitudylafase delasefial FA medida, permite
determinar pardmetros de transporte de calor,
asi como tiempos de relajacion y velocidades
de recombinacién de portadores, entre otras
propiedades de la muestra en estudio [2-4].
El segundo caso, es aquel que manteniendo
constante la frecuencia de modulacién de la
fuente, se hace variar la longitud de onda de
la fuente de luz incidente sobre la muestra,
entonces tratamos con la técnica FA resuelta
en longitud de onda, también denominada
espectroscopia fotoactstica (EFA), la cual
permite obtener espectros de absorcién dpticos
de la muestra [5-7]. La tercera configuracion,
es aquella en la cual se mantienen constantes
tanto la frecuencia de modulaciéon como
las caracteristicas de la fuente de radiacién
(longitud de onda e intensidad) y el pardmetro
que varia es el tiempo de exposicién, la cual se
conoce como la técnica FA resuelta en tiempo.
Esta técnica permite estudiar, entre otras
cosas, la evolucién de oxigeno fotosintético y
el almacenamiento de energia en plantas [8].

Lirio acudtico, jacinto de agua, camalote,
lampazo, violeta de agua, buchén o taruya,
entre otros, es el nombre vulgar que se le da
a la planta acudtica con nombre cientifico
Eichhornia Crassipes. Es una planta libre
flotadora, perteneciente a la familia de las
Pontederidceas. Originaria de América del Sur
(Amazonas), la que por la belleza de su flor se
ha propagado a casi todas las 4reas tropicales y
sub-tropicales del mundo. Uno de los factores
que pueden limitar su propagacién es la
salinidad, ya que no tolera el agua salobre, por
lo que seran los cuerpos de agua continentales
y mixohalinos donde se encuentra dicha
especie. Su rdpida reproduccién, asi como
la ausencia de enemigos naturales en los
nuevos lugares de su introduccién, ademds
de su excelente capacidad de adaptacion
a casi cualquier cuerpo de agua, han
provocado la rdpida diseminacién de Ia
planta, convirtiéndose asi en una maleza. Esto
ha traido como consecuencia que diversas
actividades econémicas importantes se vean
afectadas sensiblemente en las 4reas invadidas
por esta planta. Una extensa cobertura del lirio
acudtico provoca una evapotranspiracion tres
0 cuatro veces superior a la que normalmente
agua libre,
consumiendo el cuerpo de agua y ocasionando

ocurre en superficies de
putrefaccién del mismo por la obstruccién
que provoca al paso de los rayos solares hacia
su interior. No menos dafiino es el efecto que
ocasiona cuando invade los generadores de las
estaciones hidroeléctricas, provocando cortes
eléctricos de determinada duracién hasta
que los generadores son limpiados de tejidos
de la planta [9]. Pero no todo es negativo,
algunas de las bondades de esta planta, son el
ayudar en la descontaminacién de agua dulce
(lagunas de oxidacién), también es utilizada
como fuente de biomasa en la alimentacién de
animales ya que posee los niveles adecuados
de calcio, fésforo y nitrogeno [10-12].
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PP observé el comportamiento de las plantas,
Procedlmlento tiempo en el cual no se presentd necrosis de
experimental ningln tipo, y ademds, se presentaron nuevos

brotes de estolones y el desarrollo de mas
Muestras peciolos.

Las plantas de lirio acutico se mantuvieron
estables en el laboratorio, en el interior de un
acuario-invernadero disefiado para simular y
controlar las condiciones en las que sobrevive
el lirio en su habitat de procedencia (canales
de Cuemanco, México D. E). Durante
este tiempo, se controlaron los pardmetros
fisicoquimicos del agua, la concentracién
de nutrientes (proporcionados mediante un
fertilizante liquido), asi como, la intensidad
y tiempo de iluminacién. En la tabla 1, se
resumen las condiciones mds convenientes
que permitieron la sobrevivencia de las plantas
in-vitro.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos y concentracién
de nutrientes del agua del acuario-invernadero.

Parametros fisico-quimicos

pH 6.05
Temperatura 25°C
Conductividad 477 uS/cm
Cloro 0.5 mg/l

5000 lux
13 hrs. / dia

Concentracién de Nutrientes

Intensidad de la luz
Tiempo de iluminacién

Fertilizante liquido universal
15N-30P-15k *
61.34gr /1801 °

* basado en una hidropénica
° 1801 = volumen de llenado

Utilizando estos pardmetros en el proceso
de adaptacion, las plantas mostraron un
desarrollo fisiol6gico favorable. En un inicio
se introdujeron al acuario-invernadero 43
individuos juveniles de lirio con dimensiones
promedio: Hoja = 5cm, Peciolo = 10 cm,
Rafz = 11 cm, procedentes de los canales de
Cuemanco, México D.E Durante 2 meses se

Las medidas experimentales se realizaron
al mediodia sobre una planta completa de lirio
retirada del acuario-invernadero y mantenida
en un recipiente con la misma agua durante
las mediciones. El sistema de medicién estuvo
ubicado a 50 cm del acuario invernadero bajo
condiciones semejantes de temperatura e
iluminacién. Cada corrida experimental tuvo
una duracién de 3 minutos y medio. Después
de cada medicién se colocé la planta en
estudio de nuevo en el interior del acuario-
invernadero. En ningin caso se aprecio dafio
en las plantas estudiadas durante y después
de las mediciones.

Celda fotoacistica

Figura 1. Esquema de la celda FA. (a) Cuerpo de
la celda FA, (b) ventana de cuarzo, (c) cdmara
FA, (d) detector acdtstico, (e) muestra (hoja de

la planta), (f) portaobjetos, (g) luz modulada, (h)

respuestas fototérmica y fotob4rica.

En la figura 1, se presenta el esquema de la
celda FA, en la configuracién de difusion de
calor utilizada en este trabajo. La muestra (una
hoja de la planta) se coloca adherida con grasa
de vacio, en la entrada de la cAmara, de manera
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que una de las caras de la muestra queda en
contacto con el aire en el interior de la cdmara
FA y la otra descansa en un portaobjetos que
la mantiene rigida sobre la base.

Si se hace pasar radiaciéon modulada a través
de la ventana de cuarzo, de manera que incida
en la cara trasera de la muestra (ver figura
1), entonces, la energia luminosa absorbida
por ésta genera una sefial FA a la salida del
transductor actstico acoplado a la celda, la
cual esta constituida por la superposicion de
dos contribuciones:

l.-La respuesta fototérmica, que resulta
de la conversion total o parcial de la luz
(modulada) absorbida a calor modulado
(ondas térmicas) la cual es luego
transformada a una sefal acistica en el
aire del interior de la cdmara FA.

2.-La respuesta fotobarica, debida a Ia
evolucién modulada de oxigeno producido
en el proceso fotosintético, generado por la
actividad fotoquimica en la hoja.

Esquema de medicion

Figura 2. Disefo experimental de medicién de la
técnica FA resuelta en tiempo para monitoreo de la
tasa fotosintética. (1) Lampara de xenén, (2) chopper,
(3) monocromador, (4) caAmara FA con la muestra, (5)
interfase, (0) filtro IR de agua,

(7) amplificador lock-in, (8) computador,

(9) grafico, (10) fuente de luz continua.
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El disefio experimental de la técnica FA
resuelta en tiempo para la medicién de la
fotosintesis en plantas se presenta en la figura
2, en ésta, un haz de luz blanca continua,
proveniente de una ldmpara de xenén, pasa
por un modulador mecanico (chopper), cuya
sefal sirve de referencia para el amplificador
lock-in; posteriormente, el haz modulado
emergente se hace pasar por un monocromador,
el cual selecciona la longitud de onda a la que
se desea irradiar; asi, la luz modulada se hace
incidir sobre la celda FA donde previamente se
ha colocado la muestra; por otro lado, un haz
de la luz blanca continua incide directamente
sobre la celda FA; ambos haces de luz inciden
simultdneamente sobre la muestra via una
fibra éptica bifurcada; la sefal obtenida de la
celda FA, es leida por el amplificador lock-in,
el cual filtra las sefiales que no se encuentren
a la frecuencia de referencia y amplifica la
sefial proveniente de la celda FA; finalmente,
la amplitud y fase de la sefial es registrada y
almacenada en un computador en funcién del
tiempo de exposicion.

Resultados vy
discusion

Medicion de la evolucién de 0,
fotosintético.

Se utiliz6 una fuente de luz blanca continua
de fondo suministrada por una ldmpara
halégena (30 mW/cm?) y una iluminacién
monocromatica a 633 nm (12.2 mW/cm?) a
una frecuencia de modulacién fija durante la
medicion. Lairradiaciénsobre lahojade realizé
del lado del haz y alternando la exposicion y
bloqueo de la luz de fondo contintia cada 50 s.
En las figuras 3 y 4 se muestran los graficos de
la amplitud y fase de la sefal FA en funcién
del tiempo de exposicion.
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Figura 3. Efecto negativo fotosintético
en la amplitud de la sefial FA.
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Figura 4. Efecto negativo fotosintético
en la fase de la sefial FA.
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El monitoreo de la evolucién de O, se
realiz6 mediante la medicién del llamado
“efecto negativo” de la sefial FA. Para esto fue
necesario primero determinar la frecuencia de
modulacién a la cual se presenta dicho efecto.
Después de realizar una serie de mediciones
a diferentes frecuencias de modulacion, se
determino que éste toma lugar a una frecuencia

de 100 hz.

Considerando el valor de 1.2 x 10° cm?/s,
para la difusividad térmica en la hoja [13],
se determind la longitud de difusién térmica

para fz 100 hz, esto es [2]:

lu z\(]/ﬁf =19.5 pm

Por tanto, la onda térmica est4 practicamente
amortiguada a una profundidad de [8]:

1

/3=27mul3= 40.8 pm

La hoja tiene un espesor aproximado de
100 pum. Iniciando desde la superficie del haz
hacia el interior encontramos al parénquima
en empalizada, con un espesor aproximado
de 30 um, seguido del haz vascular con un
espesor aproximado de 40 um, y finalmente
el parénquima esponjoso, de un espesor
aproximado de 30 pm.

Deestamanera,lasondastérmicasgeneradas
en la hoja por efecto de la incidencia del haz
modulado tienen una penetracién que cubre
la totalidad del parénquima en empalizada y
parte importante del haz vascular.

Por lo anterior, de la figura 3 se deduce lo
siguiente:

Durante los primeros 50 s, en los que la
ldmpara de fondo estd encendida (posicién
“on”), no se presenta el efecto fotobérico
por la saturacién de los centros de reaccién
producida por la luz blanca continua y la
sefial FA es debida tnicamente al efecto
fototérmico. En este caso, la totalidad de la
luz monocromatica modulada absorbida por
la hoja es transformada integramente en
calor, una parte del cual se transmite hacia
el haz vascular y el resto se difunde hacia la
camara FA. En los siguientes 50 s se suprime
la luz continua de la ldmpara (posicion “off”),
aparece la contribucién fotobérica que se suma
a la contribucién fototérmica, y la sefal FA
se incrementa como se muestra en la gréfica.
La evolucion de oxigeno fotosintético se hace
presente. En este caso, la luz monocromética
modulada absorbida por la hoja es en primer
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lugar utilizada en el proceso fotosintético
que da lugar como uno de sus productos
a la emision de O,, y el resto de la energfa
absorbida se canaliza en la generacién de calor
que da lugar a la contribucién fototérmica. En
los siguientes 50 s se enciende la l[dmpara de
fondo y continda el proceso.

Estudio del

energia

almacenamiento de

Se utilizaron las mismas condiciones que
en el caso anterior, para la evolucién de O,,
excepto en la frecuencia de modulacién, cuyo
valor utilizado fue de 200 hz. En las figuras 5
y 6 se muestran los graficos de la amplitud y
fase de la sefial FA en funcién del tiempo de
exposicién para este caso.

Figura 5. Efecto positivo fotosintético en la amplitud
de la sefial FA, para una frecuencia de 200 Hz.
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Figura 6. Efecto positivo fotosintético en la fase de la
sefial FA, para una frecuencia de 200 Hz.
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La medicién del almacenamiento de
energia se realiza mediante la medicion del
llamado “efecto positivo” de la sefial FA. De
nuevo, fue necesario determinar la frecuencia
de modulacién con la cual se presenta
dicho efecto. Después de realizar una serie
de mediciones a diferentes frecuencias de
modulacién, se determino que dicho efecto
toma lugar a una frecuencia de 200 hz. Para
ésta frecuencia se encuentra que la longitud
de difusién térmica correspondiente es:

w=lo/7f =13.8 um

Por tanto, la onda térmica se amortigua
practicamente a una profundidad de:

~
U
1
(]
s
—
=
(%]
1l
[

8.9 um

Deestamanera,lasondastérmicasgeneradas
en la hoja por efecto de la incidencia del haz
de luz modulado tienen una penetracién solo
en el parénquima en empalizada.

Luego, de la Figura 5 deducimos lo siguiente:

Durante los primeros 50 s, la ldmpara esta
encendida (posicién “on”), no se presenta
el efecto fotobarico por la saturacién de los
centros de reaccién producida por la luz blanca
continua y la sefial FA es debida tnicamente
al efecto fototérmico. En este caso, la totalidad
de la luz monocromatica modulada absorbida
por la hoja es transformada integramente en
calor, una parte del cual se transmite hacia
el parénquima en empalizada y el resto se
difunde hacia la cdmara FA.

En los siguientes 50 s se suprime la luz
continua de la ldmpara (posiciéon “off”), la luz
monocromatica modulada absorbida por la
hoja es en primer lugar utilizada en el proceso
fotosintético y el resto de la energfa absorbida
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se canaliza en la generacién de calor. En este
caso, la intensidad de la sefial FA decrece
ya que la hoja utiliza la mayor parte de la
energia luminosa modulada incidente en
desarrollar el proceso fotosintético, uno de
cuyos productos es la generacién de O,, y la
parte sobrante es transformada en calor, sin
embargo, la contribucién fotobérica a la senal
FA es pequefia comparada con la contribucién
fototérmica.

En los siguientes 50 s se enciende la [ampara y
continta el proceso.

Conclusiones

Se hamostradolautilidad del procedimiento
para realizar el monitoreo de la fotosintesis
en plantas utilizando la técnica FA resuelta
en tiempo. Las caracteristicas de esta técnica
muestran la potencia y sensibilidad para
realizar estudios de fotosintesis en plantas,
mediante mediciones in situ, no-invasivas,
no-destructivas y no-contacto.

Laaplicaciénenellirioacudtico (Eichhornia
Crassipes) muestra resultados de un gran
detalle y claridad en su proceso fotosintético.
Esto conduce a que esta metodologia sea
recomendada en los estudios de control en
esta planta acudtica.
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