Projeto de Pesquisa

Estudo da Germinacao de Sementes por Técnicas de
Holografia Interferométrica

1- Justificativas e Metas

Este projeto esta centralizado na pesquisa e desenvolvimento de um novo método, baseado
em técnicas de holografia, para andlise da germinacdo de sementes agricolas monocotiledonias e
dicotileddnias tais como: arroz, feijao, soja, etc. O projeto serd conduzido por dois professores do
departamento de fisica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), um professor da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) com larga experiéncia em Optica e holografia,
mantido através do programa PREVI da UFJF e por um pesquisador especialista em germinagao
de sementes do Departamento de Biologia da Empresa Brasileira de Pesquisas Agricolas
(EMBRAPA). A EMBRAPA tem grande interesse no desenvolvimento de um novo método de
analise da germinacdo de sementes, por ser as técnicas usuais extremamente complexas e
demoradas. A pesquisa e desenvolvimento de um novo método, rapido e eficiente baseado em
técnicas oOpticas (holografia interferométrica) além de relevante importancia para analise de
geminagdo de sementes representa, sem duvida nenhuma, uma importante contribuicdo para a
implementac¢do de novos projetos na area de Fisica e Biologia.

Um dos métodos mais sensiveis para a detec¢do de pequenos movimentos de objetos (da
ordem do comprimento de onda da luz) é utilizando técnicas de Holografia Interferométrical'l. Com
essas técnicas € possivel detectar pequenos movimentos de sementes ¢ fazer a distingdo entre
sementes vivas e mortas. A idéia deste trabalho ¢ observar o movimentos de sementes durante
tempos prolongados, acompanhando todo o processo de germinacdo. Desejamos acoplar ao
processo holografico um sistema isolado que permita controlar a temperatura e a umidade de
sementes ¢ fazer a correlagdo desses parametros com o desenvolvimento da semente.

A constru¢do de Hologramas visiveis com luz branca pode ser realizado com mais
simplicidade através da configuragdo de Denisyuk, onde a onda objeto sobrepde coerentemente
com a onda de referéncia, dando origem a um padrdo tridimensional de ondas estacionarias

(Fig.1)!?l. A distribui¢do espacial das franjas de interferéncia ¢ registrada no interior do material



fotossensivel espesso, constituindo assim um holograma em volume, cuja descri¢do teorica foi

fundamentada por Kogelnik(3!.
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Fig.1- Configuracdao Holografica de Denisyuk.

O movimento de sementes em condi¢des de germinacao pode ser monitorado pelo processo
de dupla exposicao, onde ¢ gravado um primeiro holograma da semente ndo perturbada e, em
seguida, antes da revelacdo e na mesma placa, ¢ gravado um segundo holograma da semente
quando esta principia a germinar. Como resultado obtém-se duas ondas reconstruidas que
sobrepdem e interferem dando origem a um padrao de franjas que traduz o deslocamento dos varios
pontos da semente.*!

As imagens holograficas podem ser feitas diretamente sobre emulsdes holograficas tal
como a E75 da AGFA sensivel ao vermelho, ou registradas eletronicamente num monitor de TV
utilizando uma camera CCD por um processo denominado “Eletronic Speckle Pattern
Interferometry” ou ESPI 3471, As vantagens deste método sdo a medida interferométrica dos
deslocamentos serem realizados em tempo real e a ndao necessidade do uso de emulsdes para a
gravacao de imagens holograficas. Um dos nossos objetivos € utilizacdo do método ESPI em etapas
iniciais do estudo da germinagdo de sementes onde serdo necessarios a realizacdo de um ntimeros
muito grande de experimentos, necessitando-se portando da gravacdo de uma grande quantidade
de imagens em emulsdes holograficas. Além disso, o método ESPI nos proporcionara o
desenvolvimentos e a implementacdo de novos e importantes projetos futuros relativos ao estudo

de pequenos movimentos e vibragdes de sistemas fisicos.



2- Metodologia

Nosso laboratorio conta atualmente com um sistema holografico, adquirida
temporariamente como empréstimo do departamento de fisica da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ). Este sistema mostrado na Fig.2, opera no vermelho utilizando um laser de He-Ne
polarizado de baixa poténcia (4mW) cuja optica foi projetada para o visivel numa configuracao de

Denisyuk e, estd montado sobre uma bancada dptica mecanicamente isolada.
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Fig.2- Diagrama esquematico da montagem holografica

O interferometro com registro eletronico de imagens ESPI que montaremos para os testes
preliminares da germinacao das sementes esta esquematizado na Fig.3. O feixe laser de He-Ne de
poténcia de 15mW, ¢ separado pelo divisor de feixe BS1 formando feixe objeto e referéncia. O
feixe objeto ¢ expandido pelo expansor FE1 e direcionado ao objeto pelo espelho M2. O feixe
referéncia atinge o expansor FE2 através dos espelhos M1 e M3. Esta configuracdo permite a
formacdo de um padrdo interferométrico no sensor da camera, resultante da imagem do objeto
formado pela lente L, e uma onda esférica do feixe de referéncia, através do divisor de feixe BS2.
A razdo entre as intensidades do feixe referéncia e objeto devem ser da ordem de (1:10). Sao
produzidas “moires” provenientes da subtracdo de dois padrdes estaticos devida a duas posi¢des
do objeto antes e depois do movimento. As imagens gravadas podem ser quantizadas em 8§ bits e

exibidas em 512x480 pixels. A subtracdo das duas imagens em modulo pode ser realizada



utilizando-se um software KHOROS em tempo real, através de linguagem C e bibliotecas de

%

processamento de imagens do “frame grabber” 1!,

| LASER HE-NE |

BS1
Ml

) °® \
M2
FE2
’ M2y
BS2 1<

ORIFTO | (=5
L

CAMERA CCD Moo |
MONITOR

| MICRO-COMPUTADOR l

Fig.3- Diagrama Esquematico de um sistema ESPI.

Atualmente os testes de viabilidade que visam determinar se uma semente ¢ ou nao, capaz
de germinar podem ser diretos ou indiretos. Os testes diretos avaliam diretamente a germinacgao,
promovendo a emergéncia e avaliagdao de plantulas das sementes que estdo sendo analisadas. Os
principais métodos sdo o teste de germinagdo e o teste de areial®l. Os testes indiretos estimam a
capacidade germinativa da semente pela medicdo de outros parametros tais como atividades
metabolicas e enzimaticas. O teste indiretos que vem apresentando os melhores resultados e
difundindo-se em maior escala devido também a uma rapidez relativa da obtencdo da estimativa
de germinagio, € o teste de tetrazolio!®1. A grande dificuldade desses métodos sdo a complexidade
e o tempo prolongado (até 15dias) para a obten¢do de resultados satisfatorios. Assim, um método
holografico poderia se mostrar como uma técnica alternativa, de consideravel vantagens em relagao
a métodos convencionais.

O procedimento que utilizaremos para a determinacao das franjas de interferéncia relativas
aos movimentos das sementes que estdo germinando baseia-se nas seguintes etapas: Primeiramente
¢ gravado um holograma de um lote de sementes em seu estagio inicial. Em seguida esse lote de
sementes ¢ levado a uma camara de germinagao com determinada temperatura (~30°) por 3 horas

para estimular a sua germinagdo, € novamente ¢ feito um holograma dessas sementes. Espera-se



que algumas sementes do lote inicia-se o seu processo de germinagao durante o tempo de exposi¢ao
do holograma. Novamente o mesmo lote de sementes ¢ levado a camara de germina¢do onde
permanecem por mais 3 horas e, mais uma vez ¢ gravado um holograma desse lote. Repete-se este
procedimento por 18 horas e periodicamente toma-se medidas da velocidade dos movimentos das
sementes. A historia desses movimentos seriam entdo correlacionadas com a vitalidade das

sementes, medidas com os métodos convencionalmente utilizados pelos bidlogos.

3- Cronograma

O projeto completo estd sendo previsto para ter uma duragdo de dois anos. O primeiro
semestre serd dedicado para a montagem dos sistemas Opticos e testes preliminares, . No 2° e 3°
semestres os experimentos ja deverdo estar numa fase final de execugdo. Ainda no 3° e no 4°
semestres os resultados experimentais serdo analisados e caracterizados. A tabela abaixo mostra o

cronograma fisico de execussao do projeto.

| CRONOGRAMA

ATIVIDADES 1° semestre 2° semestre 3° semestre 4° semestre
Montagem dos
Sistemas Opticos
Realizagdo dos
Experimentos
Analise e
Caracterizagdo
dos Resultados

4- Materiais

3

Nesta se¢ao ¢ apresentado todos os materiais permanentes € de consumo, nacionais €

importados, juntamente com as respectivas cotacdes atuais de mercado. No final, ¢ calculado o

montante total necessario para a concretizagao do projeto.



4.1- Materiais permanentes

4.1.1- Permanentes importados

Material Pre¢o(R$)
Lentes 630,00
Espelhos planos 450,00
Espelhos esféricos 450,00
Objetivas (40x, 20x, 10x, 5x) 2.160,00
Suportes para objetivas 112,00
Pin-Holes (5mu, 10um, 20um) 360,00
Detectores calibrados com medidor (IR, UV, 3000,00
V)
Detectores convencionais (IR, UV, VI) 270,00
Laser de He-Ne (0.5mW, 2mW, 30mW) 4000,00
Filtros de interferéncia 1080,00
Amplificador Lock-in (modelo EGG 5210) 5174,00
Chopper 270,00
Goniometro 1180,00
Diafragmas 300,00
Polarizadores 360,00
Bancadas optica 2925,00
Osciloscopio 3150,00
TOTAL 25.871,00
4.1.2- Permanentes nacionais
Material Preco(R3)
Aparelho de ar condicionado 1800,00
Micro computador e acessorios 2500,00
Impressora 600,00
Camera CCD 2000,00
Monitor de TV 500,00
TOTAL 7400,00

4.2- Materiais de consumo




4.2.1- Consumo importado

Material Preco(R$)
Filme holografico 500,00
Revelador 300,00
TOTAL 800,00

4.2.2- Consumo nacional

Material Pre¢o(R$)

Suportes para espelhos 400,00
Transladadores horizontais 150,00
Suportes de placas 100,00
Bastoes cilindricos 100,00
Grampos de mesa 120,00
Trilhos 300,00
Carrinhos para trilhos 200,00
Nitrogénio 500,00
Parafusos Halen (M3, M4, M6) 100,00
Polietileno para forragdo da pia 400,00
Materiais elétricos 200,00
Materiais hidraulicos 200,00
Consumo em geral ( metais, parafusos, colas, 200,00
lampadas, etc.)

TOTAL 2970,00
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