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INTRODUCCION

‘Por el hecho de cubrir aproximadamente dos tercios de la superficie
terrestre, la vegetacion cumple muchas funciones en el equilibrio ecol6s-
gico. Por una parte es fuente de alimentaci6n y de purificaciénd de la
atmbsfera y por otra sirve a diversas funciones tanto propias a la acti
. vidad humana como naturales, sobresaliendo entre estas filtimas la accibn
de cont.ra_rrestar los procesos de erosi6n del suelo y facilitar la infil-
tracién del agua hacia el subsuelo. | ‘ |

Las plantas al obtener del suelo la mayor parte de sus nutrientes,
son susceptibles a los cambios en su composicién. Una planta dada que
crece en distintos tipos de suelo, frecuentemente‘mue‘stra variaciones mor
folbgicas y/o fisiolb6gicas. Estas manifestaciones pueden ser de gran uti
lidad para localizar zonas en lassque existan efectos de mineralizacidn
o contaminacién del suelo. La blisqueda de estas zonas puede ser de in-
terés por la vegetacién misma como en el caso de campos agricolas ubicados
en zonas contaminadas o puede serlo porque la mineralizacidn existente
sea indicativa de una regidn con poténcial para la exploracidn y poste-
rior explotaci6n de un yacimiento. ' '

El empleo de la vegetacién como herramienta en explo racidén geofisicé
ha tenido un auge reciente a partir de la disponibilidad de imdgenes de
satélite que permiten estudiar grandes extensiones con poco tiempo y es-
fuerzo.

Diferenciar en las imidgenes una misma clase de vegetacién, con res
pecto a si ha sufrido o no un impacto causado por mineralizacidn o con- f
tamiriaciﬁn,‘ cae dentro de los campos de Percepcién Remota y Geobotdnica. |

La diferenciacién se apoya principalmente en los cambios en la re-
flectancia de la vegetacién causados por la carencia de algGn nutriente
o el exceso de alglin elemento o mineral. Debido a esto es necesario am-
pliar el conocimiento del comportamiento espectral de la reflectancia de
la vegetacibn cuando esta es sujeta a condiciones anémalas en su adqui-
sicién de nutrientes.
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Plantas indicadoras de agua, tipo de suelo, salinidad, contamina-
cibén y otros factores economicamente importantes como lo son los depdsi
tos minerales, han sido descritos ampliamente por diversos investigado-
res. En esta apiicacién, la vegetacibn ha llegado a ser de gran utili-
dad en la clasificacifén de la tierra, en la prediccidn del posible uso

de la misma, asi como de su futura explotacién.

El principio de utilizar a las plantas en prospecci6n, estd ba-
sado en la habilidad que tienen las plantas Fara absorber los minerales
presentesieniel=suelo ya sea en bajas o altas concentracibnes, o bien
de responder a la ausencia de estos y a la susceptibilidad qué tienen
los vegetales de ser afectados por las condiciones de telnperatura; hu- —
medad y disponibilidad de oxfgemno imperantes en €l sustrato. Lo ante~
rior se manifiesta en la planta mediante cambios mérfolégicos y fisio-
A16gicos, generaralmente observables macroscGpicamente,

Las plantas que se desarrollan bajo condiciones naturales sin
alteraciones de ningtin tipo, presentan patrones de crecimiento, ci -
clos de vida y morfologia caracteristicos de la especie a la que perté
necen. Aquellos vegetales que crecen en suelos que presentan alteracio

"nes fisicas o quimlcas presentan cambios morfol6gicos, fisiolOgicos

y en ocasiones genéticos. Si los cambios morfol6gicos que son mis
facil de:estudiar, son caracterizados por alguna té€cnica como lo es '

el estudio de ‘las propiedades espe;traleé de la vegetaci6én, las plantas.
- se convierten en una herramienta importante en la exploracién geofisie:
ca.

Una gran cantidad de contaminantes, tanto de origen nmatural co-
mo aquellos provenientes de desechos industriales, ponen en peligro la
salud humana y ocasionan pérdidas econfmicas, sobre todo. 'en relacién
con la agricultura y vegetacifn natural. El inadecuado procesamiento
industrial del cromo y sus desechos esparcidos en diferentes &dreas de
la zona Metropolitana de la ciudad de México, lo han convertido en un
contaminante de alto riesgo para la salud {Mendoza, 1976). Ademis de
la industria productora de cromatos, en la cual los principales coms
puestos son cromato y dicromato de potasio, cromato y dicromato de so




dio, tritxido de cromo,' sulfato bdsico de cromo y 6xido de cromo, usa-
dos en la industria quimica, otras posibles fuentes de contaminaci6n
son el cromado de metales, el uso de substancias de cromo en aditivos
de de gasolina, en pigmentos, en agentes curtidores (Sullivan, 1969),
en inhibidores de la corrosifén (Sullivan, 1969; Taylor y Parr, 1978)
y en preservativos de la madera (Browning, 1969; Chou et al. 1974;
Feist y Ellis, 1978).

En el caso de la vegetacidn, muchas veces los contaminantes se

" presentan como un exceso de minerales o elementos que normalmente la
planta emplea para su nutricifn y desarrollo. Puesto que los nutrieni :
tes , en un balance adecuado, son responsables de- los procesos que dan
éu pigmentacifén a la planta, se sabe que una alteracifn en dichos nu
trientes tiene efectos detectables sobre la'pvi;gfrﬁgﬁtacién. En muchas
situaciones, estos efectos son detectables por'medio de imigenes ob-
tenidas desde aviones o saté€lites. La detectabilidad se basa en las
propiedades de la radiaci6n solar reflejada por las plantas.

ﬂapff- COMPORTAMIENTO ESPECTRAL.DE LA INTERACCION RADIACION-VEGETACION =~

Las plantas usan la energia del sol para incorporar los nu -
trientes inorganicos a su organismo. Asociado al cambio en los reque
rimientos -de las plantas existen cambios en las propiedades espectra
les de la vegetac:ién,. ejemplos de esto se observan a simple vista a
través del crecimiento de muchas plantas. Es com(mn que una planta
cambie su color o tonalidad en funcién de su etapa de desarrollo,
Estos cambios son determinados principalmente por la pmesem’:z'nav.; de.
pigmentos y la proporcién'en que estos se encuentren lo cual a su
vez depende de la etapa de desarrollo.

La :energia del sol recibida cambia en icalidad«yhcdntidad con
' las estaciones del afio, por ejemplo, los arboles de coniferas y los
deciduales tienen diferentes patrones de crecimiento que dependen
de la estaci6n del afio , consecuentemente los espectros de reflec-




" tancia de estos drboles son muy diferentes en el otofio ya que los 4r-
boles deciduales no tienen hojas en esta estacién. Las propiedades es
pectrales de la radiaci6n tambien cambian con la hora del dia deb ido
a la variaci6n del ingulo de incidencia de la radiacién solar.

Las propiedades espectrales se pueden dividir en cuatro catego
rias, con base en la longitud de onda en que se observen y a los di-
- ferentes fenbémenos fisicos que involucra.

a) Propiedades de reflectancia en la regidn de 0.4 a Z.S}AHL
b) Propiedades de luminiscencia en la regién de 0.4 a 0.7)Anu
c) Propiedades térmicas en las regiones de 3 a5 my 8 a 14/Am.

d). Propiedades de reflectancia del radar en la regi6n de lcm-
a 3m. " |

Las propiedades espectrales no son estédticas ya que est&n inti
mamente relacionadas a los procesos de vida de la planta, Siguiendo
un ciclo. El ciclo para hojas deciduales consiste de tres fases has
ta la madurez. En la fase inicial la reflectanciaen el infrarrojo
cercano es alta asi como significativa en las regiones-del azul y
del verde. En la segunda fase la clorofila empieza a ser producida
y hay fuerte absocién en la banda del azul. Finalmente, con un in-
cremento en la cantidad de clorofila, la absorcifn en la Banda del -

. . rojo se va haciendo progresivamente mis fuerte ya que en esta barn--

da absorbe la energia que necesita para sus funciones vitales. Si-
multineamente hay un incremento de la reflectancia en el infrarro-
jo cercano. Después del perifédo de madurez y hasta la muerte de la
“hoja va desapareciendo la absorcifn en la banda del rojo y disminuye
la reflectancia en el verde conforme la clorofila se desintegra pero
pefmanece absorcifn en la banda del azul por los pigmentos que que-
dan. Esto produce los colores amarillo y rojo de las hojas en otofio.
Hay un decremento en reflectancia del infrarrojo cercano tambien
por la pérdida de clorofila y simultineamente las celulas se contraen
Yy se deshidratan llevando finalmente al color café de las hojas
muertas. En contraste con los drboles deciduales, los &drboles de co-



niferas siempre tienen grandes cantidades de clorofila, aunque las
hojas j6venes tienden a ser mds brillantes. Debido a que no hay épo
ca en que todas las hojas mueran no existe cambio dristico en la're
flectancia a través del afio. ~

El comportamiento espectral de la interaccidn radiacidn-planta
que se ha esbozado es general en su descripcion. Existen muchos valg'ft
res que determinan la reflectancia de las hojas. Es a causa de estos
diferentes factores que determinan las propiedades espectrales de
las hojas tales como, los diferentes arreglos de pigmentos de cloro-
fila, presencia de pigmentos, morfologia de las celulas, componentes
internos de la hoja y el contenido de agua,que los diferentes tipos
de hojas tienen distintas propiedades de reflectancia espectral.

Aun en una hoja existen diferencias, ya que la superficie su-
perior generalmente tiene reflectancia mis baja que la superficie in
ferior, debido a la asimetria de los arreglos con los que se encuen-
tra la radiacidn dependiendo de la superficie por la que ﬁenetre.

La radiacibn es reflejada, absorbida, emitida y transmitida por
cada una de las hojas, y esta radiacidn reflgada, emitida y trasmi-
tida puede ser retransmitida y vuelta a reflejar numerosas veces an-
~ tes de dejar la planta, de manera que la reflectancia espectral y
las propiedades de emitancia de una planta son mucho mis complejas
que las de una hoja. |

Se han considerado los siguientes pardmetros tan importantes
como las propiedades de reflectancia cuando se va a medir una cu-
bierta vegetal; a) transmitancia de las hojas; b)ndmero y arreglo
de las hojas; c) caracteristicas espectrales de tallos, troncos,
ramas y otros componentes de las plantas; d) propiedades espectra
les delsuelo , rocas, arbustos etc...; €) angulo solar (Zenitl;

f) 4ngulo de visibn; y g) énguib azimutal. Las plantas individua-

les generalmente no se toman en cuenta en las aplicaciones de Per-
cepcifn Remota por lo que la cubierta vegetal aparece como una com
binaci6n de todas las variables mencionadas, mis 1a‘variacién‘dg :

bida a diferentes especies y diferentes mezclas de plantas.

FS.claro que para manejar todas estas variables de forma que




se pueda aislar los cambios en reflectancia de un tipo de vegetaci6n

que se desee usar como indicadora, es conveniente usar algin modelo,
Los modelos fisicos de una cubierta vegetal varian de simples

a complejos pero todos requieren del conocimiento de la interaccitn

de la radiacifbn solar con la vegetacién. Para esto se debe tomar en

cuenta que la hoja es la unidad funcional de esta compleja interacdbn.

Las propiedades de reflectancia de una hoja son bidsicas para
entender la reflectividad de la planta completa o cubierta vegetal ,
aunque la reflectancia de una hoja no proporciona de manera directa
la reflectancia del conjunto. Existen diferencias cuantitativas y cua
litativas en los dos tipos de espectro. El valor de la reflectancia
de una cubierta es diferente que el de una hoja debido a la atermua-
cibn de radiacidn por el conjunto, a variaciones en el &ngulo de ilu
minacién, orientacidn de la hoja, sombras y feflectancia del suelo
(Knipling, 1970 S

Detectar plantas sujetas a un esfuerzo - (stress), especialmente
esfuerzo debido al exceso de concentracibén de un metal es de inte-
Tés general. Los pigmentos de la clorofila generalmente son la par
te de la planta mis sensible a varios tipos de esfuerzo. En medios
adversos donde la clorofila se ve afectada se nota disminucidn en el
crecimiento de la planta, las hojas mds pequefias, menor cantidad de
hojas, las hojas podrian estar orientadas de diferente manera o al
gtin otro fentmeno relacionado con el crecimiento seria factible de
ocurrir. Todos estos factores afectan el indice de drea de 1la hoja
el cual se define como la razén del 4drea total de las hojas de la
cubierta vegetal a el drea del suelo en el campo de visidén. La re-
gioén de 0.7 a 1.3}4m es la mis sensible a los cambios en.el indice
de &rea de la hoja, de manera que cuando las plantas completas y
no solo una hoja son afectadas, esta regién del espectro es la mis
adecuada para detectar los efectos del esfuerzo.

la energia que incide sobre una hoja solo puede sufrir tres
procesos en el intervalo espectral en el que se observa. La radia-
citn es reflejada, transmitida o absorbida por 1la hoja. La rela -
ci6n entre la reflectancia, absorbancia y transmitancia espectral




esti dada por: R L ,
P+ o)+ T =

donde; f (A), =< (X)) ¥y T(A), son la reflectancia, absorbancia y trans
mitancia espectral hemisférica.

Esto es solo una manifestaci6én del principio de conservacibén de
energia. Estos procesos son determinados por cuatro caracteristicas de
la hoja.

1) La estructura interna de la hoja (i.e. el arreglo histolégico
de los tejidos y celulas), es responsable en parte de la difusién o dis
_ persién interna de la radiacién solar incidente. La absorbancia, reflec
tancia y transmitancia espectral, estan determinadas en gran parte por
la trayectoria épfica media de la energia incidente.

2) La composicién de los pigmentos, su concentracién y distribu-
ci6én en la hoja controla la absorcibn de energia en el ultravioleta y
visible principalmente.

3). La concentracidén y distribucién de agua en la hoja controla en
forma dominante la absorcifn de energia en la regidn infrarroja del es-
pectro.

4) Las:caracteristicas de rugosidad en la hoja y el indice de
refraccién de la cera cuticular de la epidermis controlan la reflec-

tancia espectral de esta superficie), |

Los espectros tipicos de reflectancia y transmitancia de la ho-
ja de una planta sana se pueden apreciar en la figura i . La curva a
muestra el porcentage de la energia incidente, reflejada o transmiti
da por'la hoja en funcién de la longitud de onda de la energia en el
intervalo espectral de 0.4 a 2.7/Am(Knipling, 1970; Murtha, 1978).
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Se observa que el espectro de transmitancia tiene la misma forma
que el espectro de reflectancia. En cambio el espectro de absorbancia
sigue un comportamiento contrario al de los otros dos. La absorbancia es
alta en el visible y en el infrarrojo mis alla de 1.3/40% péro es casi
cero en el infrarrojo de 0.7 a 1.§Aun.

A

La hoja de una planta tipica sana tiene una reflectancia baja en °
la region del visible, una reflectancia relativamente alta en el infra-
Trojo cercano y un poco mds baja en el infrarrojo mis alli de 1. 3ﬁU”

Esto Gltimo se debe a la fuerte absorcidén por agua (Gausman et al.,
1977; Knlpllng, 1970).

En la regibn visible del espectro, la gran absorcidn de energia
radiante es debida a los pigmentos de las hojas, principalmente las . . |
clorofilas, aunque los carotenoides, xantofilas y antocianinas modulan '
ligeramente los espectyos (Murtha, 1978). o

La alta reflectancia de las hojas en el infrarrojo de 0.7 a 1.3 M
se debe a las discontinuidades entre los indices de refraccidon de la
hoja. La principal discontinuidad es la interfase aire celula dentro
de la hoja.Los componentes de la hoja tales como poros estomiticos,
nacleo, paredes celulares, cristales y citoplasma, tambien producen
discontinuidades significativas en los indices de refraccién que con
tribuyen a la reflectancia de la hojé. La alta reflectancia en este




intervalo es un requerimiento funcional de la hoja para mantener .un ba-
lance de energia, evitando sobrecalentarse y con ello la destruccidn de
las clorofilas | ' '

La cera cuticular de una hoja es casi transparente a la radiaci6n
visible e infrarroja por lo que muy poca de la energia solar incidente
sobre 1a hoja es reflejada directamente de la superficie. La radiaci6n
es dispersada hacia la cuticula y epidermis y de ahi a las celulas del
mes6filo y cavidades de aire del interior de la hoja. Aqui dia radiacidn
sufre maltiples reflecciones y difracciones por las diferencias en los
indices de refraccién entre el aire (1.0) y las paredes de celulosa hi-
dratada (1.4).

Numerosos articulos se han publicado acerca de la absorcibn esﬁeg
tral de pigmentos aislados de hojas, pero quizid la evidencia mis fuerte

- esté dada por el espectro de reflectancia de la porcién blanca de una
hoja variegada de geranio, la cual carece de clorofila (Fig. 1 ). En
este caso el nivel de reflectancia en el visible es casi el mismo que
en el infrarrojo cercano. Por lo que se puede concluir que la presencia
o ausencia de clorofila no influyen de manera significativa en la por-
ci6n infrarroja del espectro, y que en ausencia de absorcidén debida a
los pigmentos, los procesos de dispersi6n dentro de la hoja son casi
igual de eficientes para longitudes de onda en el visible. Otros estudios
del espectro de absorci6n de clorofila aislada indican tambien que es-
tos pigmentos son casi transparentes a la radiaci6n infrarroja (Knipling,
1970) .
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La fuerte absorcifn por la hoja en la en la regién infrarroja mis
allad de 1.3 /,(m, como ya se habia indicado anteriormente, se debe al agua .
El efecto de deshidratacidén en la hoja de frijol, se muestra en el es-
pectro de reflectancia en la figura 3 . Los nimeros 10% y 100%, se refie
ren a la fracci6n de agua en las hojas al muestrear. E1 nivel de referen-:.:
cia (100%) representa la cantidad de agua presente en la hoja de una plan

ta tfipica.
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fig. 3 Efecto de deshidratacién en la hoja de frijol.

Las evédencias del mecanismo interno de refleccién son bastante -
fuertes. Cuando se infiltra una hoja con agua se observa una drésticé re
ducci6n en reflectancia en el infrarrojo cercano (fig.-]). El agua llena
las cavidades de aire, reduciendo las diferencias de los fndices de TE -
fraccion en la hoja e incrementando la transmitancia a expensas de la re-

flectancia.
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En el presente trabajo el ohjetivo principal consisti6 en tratar
de encontrar algin tipo de correlaci6n entre los valores de refleeténcia
que tiene una hoja de frijol , después de haber sometido a la planta a
diferentes concentraciones de dicromato de potasio, con aquellos valdres
obtenidos de la concentraci6fi de clorofila total en la hojé; asi como
con los valores de cromo presentes en la .misma .

La planta de frijol fué scleccionada después de una serie de pruebas
de laboratorio con esta y con otras plantas. Esta planta presenta carac-
teristicas que la hacen idbénea para este tipo de investigacién,rdichas

caracteristicas son mencionadas mis adelante.

Phaseolus vﬁlgaris es una dicotiledonea que pertenece a la familia
Leguminoéeae. Es una planta herbicea, de ta116 delgado; de hoias compuestas,
flores mids O menos perigineas, con cinco pétalos separados y una éarpelo ’
solitario, dehicente a lo largo de sus suturas. Por otro 1ad6 la planta
de frijol es sensible al cromo, lo cual la hace ser un sujeto de experi-

mentacién importante , en la investigacion de los efectos metab6licos que

pueda tener el cromo en los vegetales.
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Fundamentos de Radiometria.

La radiaci6n electromagnética (REM) es una forma dindmica de energia
que se manifiesta unicamente a través de su interccifn con la materia. Una
onda electromagnética esta formada por dos campos oscilantes, uno eléctrico
- (E) y otro magnético (B). Estos campos son perpendiculares uno con otro y
ambos perpendiculares a la direccién de propagacidén de la onda fig.

(Slater, 1980).

Figura . Fluctw®iones en las componentes electricas y magnéticas
de una onda que se propaga en direccitn Z.

X Al incidir la radiacidn con la materia, estos campos interaccionan
con ella a nivel electrbnico y molecular. El estudio del resultado propor-
¢iona una forma de identificar y diferenciar materia de composicién diver-
sa, es decir, el andlisis de la interaccidn de la radiacidn electromagné -
tica con la materia proporciona informacidén sobre la naturaleza de esta.

!

Como se ha visto, a la radiacibén que incide sobre un objeto, puede
sufrir tres procesos; es reflejada, absorbida o transmitida. Dada la for-
ma de obtener infoxrmaciOn a disténcia, generalmente es la radiacidon refle-
jada la que permite discriminar los objetos de interés de aquellos que no

1o son. Asi, es posible discriminar suelo de vegetacidn y dentro de esta
Gltima, algfin tipo de vegetaci6n de especial inter&s. Esto se logra, refi
nando el grado de conocimiento que se tenga de lo que le sucede a la ra-:

- diacién cuando interacciona con la vegetacidén. Una forma de cuantificar al
gunas propiedades de la radiacibn reflejada es usando un radiSmetro. Este
aparato permite tal andlisis cuando es usado en forma conceptualmente co-




rrecta, Si ademds el radidmetro es de banda angosta y puede recorrer al-
gin intervalo espectral, es posible obtener un espectro de la radiacién
reflejada por el objeto. Este espectro da la informaci6n necesaria para
reconocer la presencia del objeto en una imdgen cuando el comportamiento
espectral se usa en el contexto de una clasificacidn de imégenes.

La respuesta espectral de un radifmetro es determinada por la res-
puesta de la combinacifén elemento dispersor-detector, y depende del in-
tervalo de longitud de onda en que esté observando el detector.

Existen varios tipos de detectores entre los que se puede escoger
dependiendo del intervalo espectral -deseado. Entre ellos estan los foto-
voltaicos, fotoconductivos y los fotoemisivos.

Los fotovoltaicos al recibir radiacion producen su propio votage,
su tiempo de respuesta es del orden de TMs.

En los fotoconductivos al incidir la radiacidn se produce una alte=..
racién electrbnica que da lugar a un cambio en la resistencia del detec-!
tor, o sea que a mayor fl?o recibido, mayor conductancia. Tambien tienen

. un tiempo de respuesta del orden de 1 Ms.

Cuando la sefial recibida es baja se usan los fotomultiplicadores, zi:
que son usados en la porcidn visible-IR cercano del espectro (Davis et al.
1978) . En un fotomultiplicador,los fotoelectrones emitidos por el fotocé_
todo son dirigidos elctrostiticamente a una superficie emisivia secundaria, -
1lamada dinodo. Por el primer electrén se emiten de tres a seis electrones
secundarios, estos dltimos se enfocan a un segundo dinodc donde se repitée,
el proceso y asi sucesivamente. El Gltimo dinodo estd seguido por un &nodo !
que colecta los electrones dando lugar a la sefial de salida del fotomulti-
plicador (Phototubes and Photocells, 1963).

r

Los componentes bdsicos de cualquier radidmetro son:

a) Optica: proporciona la radiacif6n monocromitica y la colima.
b) Detector: transforma la radiacidn que viene de la nuestra a una sefial,
generalmente eléctrica.
c) Registrador eléctrbnico: amplifica la sefial, y la registra. (Handbook
of Military Infrared Technology, 1965).‘{: Fﬁgﬁs. Y




Las principales caracteristicas de funcionalidad de un radiémetro
estdn determinadas por: ' ‘

a) R, la responsividad: la salida por unidad de radiacién indidente.
b) D, la detectividad: el reciproco de la potendia equivalente al ruido

1.
OP) . D= gp.

La respuesta de un detector se define como el cambio en la sefial
‘de salida (AS) dividida entre el cambio en el flujo incidente (A2)

R= AS(salida) .
A?f(entrada)

si la respuesta del detector es lineal entonces:
S;=Ra 2, _ (Z)

una suposicién importante es que un detector tenga respuesta lineal y
que es valido el principio de superposicibn para sefiales compuestas por
longitudes de onda distintas. En general: para los detectores comercia

les se cumplen ambas condiciones y en particular para el fotomultiplica
dor que se us6 esto es cierto.

Existen varias definiciones de reflectancia, dos de ellas se dan a
continuacioén :




R= $r (A) :
£i
donde: & r=flujo reflejado (watts)
§zi=f1ujo incidente (watts)

R=1 L - (B)
Eo

donde: I = dngulo s6lido
L
Eg= irradiancia w/m?

R . 2
radiancia w/m”-sr

Fisicamente,la ecuacién (A) implica due de alguna forma, usando el
mismo detector, se puede medir la radiacidn incidente asi como la refleja
da. El mayor problema radica en medir la reflejada ya que hay que detectar
la radiaci6n reflejada en todas direcciones. La expresién (B) contiene im-
plicita una suposiéién importante que simplifica el método de medicidn.

Esvta,ﬁltima es valida para un panel lambertiano o reflector difuso
perfecto. Una superficie lambertiana tieme por definicidn una radiancia
constante para cualquier angulo de reflectancia. De esta forma, se puede
hacer una medici6n para algtn dngulo de observacién con la suposicidn de
que la radiancia es constante para todo el hemisferio.

SiI no se hiciera esta consideracién tendriamos que, para un dngulo de .
observacién fijo habria que rotar el detector de forma que se obtuvieran
mediciones para una variacién del dngulo azimutal de 180°. Esto habria que
hacerlo para varios &dngulos de observacidén, para despu@s sumar las contri ;
buciones de cada medici6n. Incluso, siguiendo este proceso-habria que su- I
poner que la sefial obtenida es la misma en regiones en las que no se midi6.

Con las suposiciohes anteriores, hay varias formas de medir la reflec
tancia de una muestra. Una manera muy conveniente es- hacerlo con Tespecto
a un patrén o panel de referencia. Al hacer esto se obtiene una reflectan
cia relativa de la muestra con respecto al panel y si ademis se conoce la
reflectancia absoluta del panel, se obtiene la reflectancia absoluta de la

nuestra.




Al barrer el radiSmetro el intervalo espectral de operacién, se ob
~ tiene un registro de la variacién de la sefial como funcidn de la longitud
de onda. Si esto se hace para muestra y para panel de referencia se obtie
nen Sm (A) y Sp (A) que de acuerdo con (Z) se pueden expresar como

Sm (A)=R (a)dm () )
sp (A)=R (N &p (N )

donde R (A) es la respuesta del fotomultiplicador y§ m(\), ¢p (A)
son los flujos que dan lugar a las sefiales correspondientes.
Tomando el cociente de (Y) entre (X),

sm =4 m | )
sp &p |
| pero el flujo recibidp por el detector. de puede expresar como

& (recibido)= I A :
4 (recibido) ;_07 (L6))

=LA1 Cose Ao V)
=
T
donde
© = angulo de observacién _
Ao/r2= dngulo solido que subtiende el elemento sensible del fotomultipli:
cadoE "

A, Cose = drea de la muestra proyectada en la direcci6n del fotomultipli-

1
cador
I= intensidad de la muestra

L= radiancia de la muestra




Utilizando (V) en la relacioén (W), se tiene que para condiciones
idéfriticas de medici6n para muestra y panel,

Fm(2) =1Im (A) A, coseho
dp(R) 42
) Lp (A) A; cosSho
Z
T
En(l) =1m=sm(N) 1)

Fp(N)  Lp Sp ()

- notese que el factor que se elimin6 contiene la geometria de la configu-
racidén experimental.

Se tiene entonces que la razén de sefiales es igual a la razbn de ra-
diancias. Entonces multiplicando por la reflectancia absoluta del panel se
encuentra

. Lm (A) )
Rp (A) = ===
(M) ©Lp (A Ro
y usando ladefinicién (R )
Im (A) Wip = Wim QY = R (A} (B J
Lp (A) Eo Fo :

donde Rm (\) es el espectro de reflectancia absoluta de la muestra. _
De lo anterior se establece que I

Rn (A) = Sm () @
sp (n) R (N

Sm (A) y Sp () pueden tener unidades arbitrarias, (volts, amperes,
etc), y ademds la ecuaci6n (Q) es vdlida tambien para la representacidn grd
fica de las sefiales. Ya que los factores geométricos se cancelan, es posible
obtener la reflectancia de cualquier muestra directamente del cociente del
valor grédfico de las seflales multiplicado por la reflectancia absoluta del
panel de referencia. En la seccién de metodologia se describe el procedi--
miento para que sea vdlida la relacibn (Q).



Descripcidén del Radiémetro y Sistema de MediciGn

El radidmetro que se empled fue disefiado y contruido por el Ins-

tituto de Geofisica y el Centro de Instrumentos de la UNAM, El radio-
metro se puede esquematizar por medio de tres bloques -segﬁﬁ la funcidén
que desempefian (ver figura ). E1 monocromador es del tipo Czerny-
Turner, con una rejilla de difraccién de 13,000 lineas por pulgada.
Esta Gltima, en combinacidn con la rendija de salida del monocromador
propo-rciona'una resolucién espectral de 1.9 nm. La fuente de luz
blanca es una 1émpai'a de Tungsteno-Cuarzo operada a una temperatura
.de 2850°K. La calibracib6n espectral se hizd con las lineas del mercu
rio de una lidmpara de baja presid6n. La Colimacidn de la radiacibn mo
nocromidtica se hace con un‘diafragrha en la rendija de salida, para

simular una fuente puntual, seguida por una lente convergente coloca.

da a la distancia focal .de ésta.

El barrido del monocromador es controlable por un servo-controla
dor de posici6én. El codificador de posicibn permite fijar un ofigen’
en longitud de onda que es almacenado en memoria. Coﬂ ‘réespecto a
este origen, el usuario puede programar un barrido a través de un
intervalo de longitud de onda a velocidad angular constante (i.e.
cambio en longitud de onda continuo y uniforme). Alternativamente,
el barrido puede ser controlado externamente por un generador de
sefiales. El servo-controlador avanza un éngstrom por cadé pulso
‘(nivel TTL) que le ilega) . En este modo de operacidn se puede contro
lar el barrido para que el tiempo que tarda sea igual al tiempo que

el papel de un graficador y-t tarda en recorrer una distancia selec-




cionada. De esta forma se establece la correspondencia entre tiempo

y longitud de onda para el registro grdfico de la sefial proveniente del

dell radiémetro.

El tercer bloque esquematiza la geometria de deteccibn. La radia
cibn monocromitica colimada es reflejada hacia el dbjeto bajo andlisis,
por un espejo de primera superficie colocado a 45° con i*especto a la
direccidn de. la radiacién. Esto hace que la radiacibn incida perpendi-
cular a la muestra. Para este trabajo se disefi6 un porta miestras que
permite colocar la.muestra siempre en la misma posicitn. Esto es indis
pensable para realizar mediciones de reflectancia relativas a un panel
de referencia. La radiacién reflejada es detectada por un fotomulti-
plicador (RCA 4830) cuyo &ngulo de visifn es determinar por la posicitn
que guarda a lo 1ai'go'de un arco de circulo con centro en la muestra,
El fotomultiplicador es alimentado por una fuente de alto voltaje ope-
rada a 1000 v. Un divisor de volfaje prOporqiona 100 V entre cada

etapa del fotomultiplicador (i.e., entre dinodos vecinos).

La sefial se sactd del radiSmetro por medio de un cable blindado
(ver figura AB) y se llev6 a un pico amperimetro (Keithley 402A) donde
la sefial fue medida, amplificada y convertida a una sefial entre 0-1
volt, para deflecciﬁn total de la escala del amperimetro. Esta sefial

se mand6 a un graficador y-t (Hewlett-Packard ) . de 'fonna:'

que segfin se explic6, cada divisi6n de un centimetro sobre el papel

correspondi6é a 10 nm de barrido.
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‘Reduccién de Los Datos Experimentales

De acuerdo con el planteamiento tedrico establecido en la sec-
cién de fundamentos de radiometria, la reflectancia de ias muestras
(jojas se calcul6 com respecto a un panel de referencia. De este panel
de referencia se conocia su reflectancia absoluta mediante mediciones
calibraci6n realizadas en Envirommental Research Institute of Michigan
(ERIM). En el intervalo de operacidn (400- 800 nm) la reflectancia

- absoluta del panel se tuvo paré los valores de 400 nm mds miiltiplos
de 50 nm. Se hizo una interpolacidn lineal para puntos _intérmedios
ya que la metodologia requeria dividir, punto a punto, los valores de
la muestra entre los correspondientes del panel, se decidid digitizar
las curvas experimewmales,A discretizdndolas en 41 puntos. Esto corres

ponde a incrementos de 10 nm.

Se desarrollaron programas (ver apéndice) para:

1. Digitizar las curvas experimentales almacenando los datos en

archivos en la B7800 de la UNAM.

2. Restar corriente obscura, convertir escala de los datos,
realizar la divisi6n y multiplicar por la reflectancia espec
tral absoluta del panel. Esto di la reflectancia absoluta:

de cada muestra.
3. Promediar la reflectancia de los grupos de 6 hojas para cada
concentracién de contaminante para cada tiempo de muestreo.

4. Calcular la media y desviaci6bn estandar para cada grupo de

6 hojas del inciso anterior.




Los programas se hicieron de forma que cada uno generari los
archivos que el siguiente usarfa. Esto limit6 los errores a tan s&lo
los errores en la digitizacibn debidos a mala transmisi6n de los datos;

estos fueron minimos y ficilmente detectahles.

La graficaci6n de los resultados se 1levd a cabo con un paqﬁete

de graficaci6n del InstitutQ de Ingenieria, de acceso pfiblico.




Espectrofotometria.

o

Cuando la luz, y otra radiacibén electromagnética fuera del espec-
tro visible, pasa a través de cualquiér medio transparente homogéneo
ésta sale disminuida en energia, Parte de la luz puede ser disipada
en la superficie, parte en el interior y parte reflejada regularmente
en la superficie. El resto de la luz que es perdida se dice que es
absorbida. Esta puede ser transformada en calor o en luz fluorescente
o -fosforecente de longitudes de onda que difieren de la original.

~ El conocimiento de esta radiacién absorbida ha sido empleada du-
~ rante largo tiempo, siempre que un quimico observaba un color, y para
hacer una deduccidn de esta observacidén, &l utilizaba una forma de
espectroscopia de absorcifn. Pruebas colorimétricas sistemiticas
pueden ser aplicadas cualitativa y cuantitativamente en el anilisis,

y brinda un medio para seguir el curso de una reacci6n quimica.

Cuando reemplazamos el ojo por instumentos que aumentan el rango .
-espectral observable, mds alli de los Iimites para los cuales el 0jo
humano es sensible, incluyendo (o por inclusi6n) de las regiones ultra
violeta e infrarrojo, y podemos medir la proporcibn de radiacién cada
longitud de onda que es absorvida, 1legamos a un método muy poderoso y
preciso para discriminar entre diferentes sustancias, para .estimar la
fuerza de las soluciones y su pureza, y para observar las tasas de

cambios quimicos. Algunas observaciones pueden ayudar grandemente en;

la elucidacidén de la estructura de las moléculas. f

Primeros trabajos

Las primeras observaciones de espectros de observacidén fueron
hechos por Brewster en 1833, pero los primeros trabajos serios en el
ultravioleta fueron hechos por Miller y Stokes. En 1862 comunicaron
independientemente a la Real Sociedad los resultados de experimentar
sobre la transparencia de varias sustancias en el ultravioleta.



La Naturaleza de la absorcién ‘ -

Es usual distinguir entre dos clases de absorcién general y
selectiva, Cuando la intensidad de absorcifn se incrementa continua
mente hacia el final del espectro, la absorcibn se dice que es gene-
ral; cuando la absorcién varia de tal forma que en una grafica el % de
luz absorbida graficada contra la longitud de onda, muestra miaximos y
minimos se dice que es selectiva. La distribuci6tn de estos dos
términos indican -que la absorcibn selectiva estd condicionada por-la
presencia de bandas de absorcitn.

Explicacién Cuftica.

La absorci6n de luz se ha coﬁsiderado como un fen6meno de reso-
nancia. Posiblemente fue Angstrom quien tﬁvo la primera idea de que
la luz es absorbida por una sustancia, ya que los periodos de vibra-
cibn particular en las moléculas corresponden con laquéllos de la luz
absorbida. ~ Sobre esta hip6tesis estuvo basado su reconocimiento de
la correspondencia entre emision y absorcién. La ley de Kirchhoff
‘sugeri6 que las lineas oscuras en el espéctro solar eran lineas de
absorcion debidas a tapones de sustancias que en fuentes terrestres
producen lineas de emisifn de .la misma longitud.

El espectro de absorcién de moléculas es mucho mds complicado
y consiste no de lineas como los 4dtomos sino de grupos de bandas
(regiones espectrales sobre las cuales un rango completo de longitu-
des de onda es aparentemente absorbido). La energia de una molécula
-~ es hecha de tres partes, sus electrones, estén asociados con vibra-
ciones en la molécula, y la energia de rotaci6n. Cada una dé estas 4
energfas es cuantizada justo como la energia electrénica de un dtomo
- individual es cuantizado. La molécula puede asi existir tinicamente
en un nimero limitado de estados eléctricos vibracionales y rotacio
nales. Las bandas de absorcidn en el infrarrojo lejano corresponden
a transiciones de un estado rotacional a otro, y sus grandes longi-
tudes de onda indican que los cambios de energia involucarados son
may pocos, alrededor de una centé&sima de electrbn-volt. o menos. Una




" transici6n de la molécula de un estado vibracional a otro puede estar ‘
acompafiado por una transici6n trotacional simultéinea, la cual puede
diferir de molécula a molécula, si se piensa que todas estin bajo el
mismo cambio vibracional. El espectro de absorcitn que resulta, no .
consiste en una sola 1linea sino en un ndmero de lineas estrechamente
espaciadas, separadas por cantidades que corresponden a las pequefias
diferencias en las energias de los estados rotacionales.

Leyes de Absorcitn

Las mediciones cuantitativas de absorcidn esté@n basadas en dos
leyes fundamentales: conocewmientes: a la relacidn que existe entre
las intensidades de la radiaci6n incidente y sobre latransmitida por

una capa de sustancia absorbente.

Ley de Lambert

Ley de ‘Beer

Fundamentos <de la Espectrofotometria -

Clases de Mediciones espectrofotdnétriéas pueden ser clasificadas
de acuerdo a la naturaleza del problema al. cual se esti aplicando.
Posibles aplicaciones atenden a establecer dos categorias, aquéllas
en las cuales vemos la informacifn sobre la naturaleza y el estado
del medio absorbente y aquélla en la cual estamos interesados en
conocer el efecto producido por el medio sobre la radiacidén trans
mitida o reflejada por esta. Asi podemos medir la absorcibn para
identificar y estimar las sustancias que absorben, para resolver algln
problema de constituci6én molecular, o para averiguar que estd tenien

do lugar entre dtomos o moléculas - en cada instancia &sta es la




propocién a la concentraci6n al material absorbente. (Ley de Beer).
Asf la exactitud proporcicnal con la cual una concentracibn puede

ser determinada es Ac/c y' por diferenciacit6n de la ecuacibn
d-= 1c>g10 Io/I = ecl.
Ac/c = ad/d

Asumiendo que la longitud de la celda y el coeficiente de
extensi6n especificos son exactamente conocidos o que los valores
absolutos de estos no estdn involucrados, como en la comparacidn

‘de dos soluciones de la misma substancia en la misma celda.

Mediciones de Absorcién

Las diferentes caracteristicas de construcci6n y las condi-
ciones de operacidén afectan el uso de un espectrofotSmetro para
mediciones de absorcion pueden ser discutidas bajo los cuatro

siguientes encabezamientos principales.

1) El sistema dispersante 0

2) Alineaci6n del monocromador y fotSmetro.

3) Celdas para liquidos y gases.

-Brescia F. et al. (1977) Quimica. Ed. Interamericano. México

p. 610-614 p.

La experiencia nos ensefia que es mds practico disefiar fuentes



luminosas y detectores de luz para ciertos." limites de frecuencia.
Por ejemplo, para los limites de la luz visible, de la ulfraviolg
ta y del infrarrojo. Tales instrumentos reciben por lo general
el nombre de espectrofotfmetros, y consisten en un medidor de luz
.(fotones) d_ue opera dentro de limites especificos de frecuencia.
El espectrofotémetro contiene una fuente luminosa que produce un
nfimero preciso de fotones de. frecuencias conocidas. Los fotones
'sondirigi'dos hacia una muestra y entonces el instrumento detecta
si pasan o no esos fotones a través de la muestra (si son transmi-
tidos) o si son absorbidos por ella. Por lo general, en esta
forma se ohtiene automiticamente un grdfico que muestra la absor-
cibn o la transmisi6n en relacién con la longitud de onda. E1.

grifico es el espectro de absorcion de la muestra.

'Las consideraciones importantes que gobiernan la designa-
cibn del sistema dispersante son:

1.- La intensidad de la radiacif6n monocromitica requerida.

2.- El1 rango de longitud de banda o de onda incluido en el -

TayoT mono cromdtico.

3.- La cantidad de stray radiaci6n de otras longitudes de

onda.

La intensidad de una longitud de banda de un rajrb que pasa

un microcromador depende:
a) La brillantez intrinseca de la fuente luminosa.
b) Los temarios del slit.

c) La longitud focal del sistema.

~ d) E1 tamafio y dispersién del prisma.




Aislamiento y Propiedades fisicas de pigmentos fotosint&ticos.

Las clorofilas son extraidas generalmente del material vege-
tal mediante el uso de mezclas de metanol y eter de petrbleo.
lasclorofilas son transferidas finalmente a 1a solucibn de eter de

petréleo y después son purificadas de otros pigmentos por cromato-

grafia.

Entre los problemas que surgen durante la utilizacidn de pro-
cedimientos cromatograficos, es la relativa inestabilidad de las élo-: '
rofilas y sus derivados, por ejemplo una descomposicién lenta puede
ocurrir sobre absdrbentes. Esto se debe a la facilidad con la que
el magnesio es perdido en trazas de &dcidos, la posibilidad de una
oxidaci6n aérea especialmente en precencia de trazas de bases y -

la sensibilidad de las clorofilas a la Juz.

Un buen procedimiento de extraccién de todos los pigmentos .en

la solucidn ocasionan poco 0 ninglin cambio en ellos.

La acetona y el métanol, son los solventes utilizados mis
cominmente para romper los enlaces de unidn entre pigmentos y
proteinas. La acetona ha sido preferida por muchos investigadores
debido a su propiedad de alomerizgé en metanol; pero tales solvé"n—

cién

tes orginicos, pero como los solventes acuosos, casi siempre son

utilizados y ésto no pareceria ocurrir en extractos almacenados por

cortos periodos.

Sustancias tales como CaCOS, MgCo,, NaHC03 y fimetolanilina
son afiadidos generalmente para prevenir 1a formacién de feofitina,

esto es conocido particularmente para hojas que se sabe son &cidas.

Los extractos deben ser analizados tan ripido como sea posible,




pero si han deben guardarse del frio y de la obscuridad. Después
de que las clorofilas han sido extraidas pueden ser determinadas
por varios métodos basados en espectrofotometria y fluorometria,

ambos con y sin separacién de los pigmentos individuales.
Métodos espectrofotométricos (de determinacitn).

La absorbancia peude ser medida-en el solvente, en el cual
los pigmentos han sido extraidos o después. La determinacién
espectrofotométrica de clorofilas es dependiente de la Ley de

Law-Beer y diferentes ecuacjones han sido dadas para determinar

concentracién
la total de la clorofila y de clorofila a. en clorofila b en una
mezcla.

Arnon (1949) da las siguientebs ecuaciones para extractos de
acetona 80% con medidas de.absorci6n en 663 nm y 645 nm en lucm

de la celda, 'utiliz'ando la absorcion especifica de coeficientes

+ 8.02 D

545

mg/l Clorofila total = 10.2 D 663

mg/1 Clorofila a = 12.70 Dggz - 2.69 Deys

Clorodila 60Mg /1 ) = 22.9 Dyq - 4.68 D663.

Los valores han sido modificados por . varios investigadores,
’ 1

pero la ecuacitn de Arnon continGa siendo 1la mds utilizada

(Goodwin, 1976).

,tsf.e m/{dc[d 7&&6 JW ,_;a._a_,o«//f,e ,&ué«
Wz’/ﬁ’a&a&w de LZJ?J/ U :




Funcionamiento del Sistema Fotosinté&tico.

Para conocer de que manera los. organismos fotosint€ticos captan
la energia solar y la forma en que la utilizan en la fotosinteis; es
conveniente recordar algunos aspectos fisicoquimicos relevantes de la
luz y de la absorcion de la misma. |

La luz es una de las formas mas importantes de energia radiante
para los seres vivos. Todos los procesos vitales finalmente dependen
de la habilidad que tienen las plantas para capturar la energia lu-
inica y utilizarla en la sintesis de sustancias 6rg5nicas.

La teoria ondulatoria de la luz, considera que &sta viaja a tra
vés del espacio en forma de onda. La teoria cuintica, sostiene que la
luz se compone de pequefias particulas denominadas cuantos o fotones.
Esta particulas que no poseen masa,,se deprenden de cualquier objeto
qué emita luz y viajan a través del espacio hasta que interéctﬁan
con un objeto material. ‘

La teoria ondulatoria explica ciertas caracteristicas de la luz
que no son explicadas por la teoria cudntica y viceversa.

La enérgia transportada por un haz de luz, estd directamente rel
lacionada tanto con la longitud de onda como con la frecuencia. zLa ::
cantidad de energfa radiante transportada por un haz luminosos varia
directamente con la frecuencia ; esntre mayor sea &sta, mayor serid la
energia. Es decir a medida que la longitud de onda aumenta,disminuye
la cantidad de energia que lleva. |

En el espectro de la luz visible al rojo correspondé 1la longitud
de onda mis larga y la menor energia, mientras qile a la luz azul con
la longitud de onda mds corta, le corresponde la mayor cantidad de e-
nergia (Baker y Allen, 1977).

La habilidad de un compuesto para absorber fotones depende de su
estructura atémica, particularmente del arreglo de los electrones que
rodean su nlGcleo atémico. El espectro de absorcién de un compuesto es
indicativo de su capacidad para absorber luz como una funcién de la
longitud de onda. Unicamente fotones con cierta longitud de onda pue
den excitar a un dtomo o molécula dada, ya que la excitacién de molé-
culas no es continua , sino cuantizada. Esto es,llacenergia luminosa
es absorbida en valores discretos.
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Cuando un fot6n interacciona con un ftomo o molécula capédz de ab
sorber luz a una longitud de onda dada, la energia es absorbida por
algunos de los electrones, los cuales son eleevados a niveles de ener
gia superiores. El &tomo o mol&cula se encuentra en un estado de alta
energia . Una molécula excitada tiene posibilidades-gracias a &sta com
dici6n de reaccionar con alguna otra molécula. En tal reaccidn foto=
quimica la molécula excitada puede perder un eleotydn cediendolo a la
molécula con la que reacciona{Lehninger , 1977].

La energia que es capturada por algunas moléculas puede ser -
transformada a otras formas de energia. '

'La captura de un fotén y la conversién de su energia luminica ,
en energia quimica es una propiedad privada de las plantas y este pro_
ceso e llamado " fotosintesis "'.

La cantidad total de energia solar que llega a la superficie de

- la tierra en forma de fotones, es inmensa, se estima que excede.

26 cal/afio. Unicamente el 12% de esta energia estd disponible ac

tualmente para la vida vegetal.; del resto que se encuentra fuera del
visible parte es absorbida por la atmésfera, parte pdr la porcidn no
viva de la superficie terrrestre (Devlin, 1972) w parte es reflejada

al espacio exterior.

La energia solar capturada en el proceso de 1a fotosintesises la
fuente de la cual proviene aproximadamente el 90% de toda la energia
utilizada por el hombre para la obtencién de caloy,luz y energia , ya
uge el carbdn, petréleo y gas najural , los combustibles para la mayo
Tia de laS'méquinas hechas por el hombre, son producto de la descompo -
sici6n de material bioldgico generado hace millones de afios por orga
nismos fotosintéticos.

Clo_roplastos y Pigmentos Fotosint&ticos.

En algas verdes y plantas superiores , los pigmentos fotosintéﬁg;
cos estdn contenidos en un organelo celular llamado cloroplasto. Los
cloroplastos de plantas superiores son marcadamente uniformes en ta-
mafio y fbrmé, tienen forma de disco o saco elipsoidal de !laproximada-

mente 3-10 pm de largo y alrededorde 1 y medio pm de grosor.’

1a fig. 2. es una representacifn esquentitica de una célula vege-
tal y particularidades do wn cloroplasto.
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Los cloroplastos de las plantas superiores estin formados por
~ cilindros densos, llamados grana, incluidos en un material mis clarg

el estroma. Estudios recientes con el microscopio electrfnico, han
revelado que existen de 40 a 80 grana en un cloroplasto tipico, cada
uno compuesto por capas de membranas apareadas formando sacos o dis«
cos denominados tilacoides.

Las membranas o lamelas de los discos parecen estar interconec
tadas , extendiendose a través del estroma a los grana adyacentes.

Las membranas del tilacoide tienen encajado un conjunto para-
cristalino de pequefias particulas llamados cuantosomas.. La clorofi
la corresponde a una parte importante de los lipidos. Una fraccitn
de la clorofila estd unida a proteinas, aunque la fraccidn proteica
incluye también varios citocromos, plastocianina y ferredoxina.

El problema es c6mo se organizan &sta y otras sustancias para
realizar la fotosintesis. |

FOTOSINTESIS.

La fotosintesis es el proceso de gran escala que convierte
compuestos orgénicos simples y estables en la combinacién rica en
energia de materia orgédnica y oxigeno, haciendo posible de este
modo una vida abundante sobre la tierra. La fotosintesis es la
fuente de toda la materia viva y toda la energia biol6gica de la
tierra.

El proceso fotosintético consta aparentemente de tres fases
principales: 1) Separacibn de los dtomos de hidr6geno de la molé
cul-a de agua con producccién de moléculas de oxigeno; 2) La trang_i
ferencia de los atomos de hidrégeno desde un compuesto intermedio ‘
de la primera fase a otro de la tercera; 3) La utilizacidn de los
dtomos de hidr6geno para convertir en COz'el carbohidrato.

La primera y la segunda fase constituyen lo que conocemos con
el nombre de fase luminosa y la tercera lo que se denomina fase

obscura de la fotosintesis., '

La reacci6n total de la fotosintesis puede resumirse en la
ecuacibn siguiente:

0, + H0 + Luz —— (CH40) + O

2 + 112.00 cal/mol.




donde CH2
"molécula gramo'', es decir, el peso molecular en gramos de las subs

O representa un carbohidrato, mol es la abreviatura de

tancias en cuesti6n (carbohidratos y 0,).




Pigmentos Fotosintéticos.

La capacidad que tienen las plantas'de capturar energfia luminosa ha
sido asociado con las partes verdes de las misma- por cientificos desde
el siglo XVIII. El color verde proviene de la clorofila, la cual se en-
cuentra dentro de los cloroplastos y es la clave de la fotosintesis. No
obstante, no todos los cloroplastos son verdes(Dyson , 1977) dado que
también contienen pigmentos accesorios, los cuales incluyen el amarillo
rojo o carotenoide pGrpura, y el azul o rojo de las ficobilinas(lehnin
ger , 1977).Estos pigmentos en algunas .ocasiones se encuentran en can-
tidad suficiente como para enmascarar el verde de la clorofila.

Los pigmentos son substancias que absorben fuertemente la. luz vi-
sible. La mayorfia absorbe unicamente en algunas regiones del espectroy.
y transmite o refleja la luz de todas .las otras longitudes de ondajco-
mo consecuencia, ellos presentan color. La clorofila por ejemplo, ab-
sorbe longitudes de onda cortas y largasen el espectro visible: azul
y rojo. Las longitudes de onda reflejadas son las que se encuentran =
en el verdea la mitad del espectro visible, estas propiedades se combi
nan para producir el verde caracteristico de los vegetales (Govindjee
and Govindjee , 1974). Los carotenoides encontrados en algas y bacte-
rias al iagual que en plantas superiores , absorben principalmente en
el azul y son amarillos, naranja o de color rojo. -

La clorofila y demis pigmentos se forman en los cloroplastos de
las células generalmente por el. influjo de la luz solar.’

Se conocen varios pigmentos con el nombre de clorofila, las més
importantes son la clorofila a y b. |

Las c€lulas fotosintéticas productoras de 02 contienen dos clases
de clorofila, de las cuales una siempre es la a. Mientras que en las
plantas verdes la segunda clorofila es la b, ¢n algas pardas, diatome-
as y dinoflagelados es la clorofila c.

Los principales pigmentos vegetales verdes, clorofilas a y b se
hallan en las plantas superiores comunmente en razén a:b de 2.5 + 0.5
a 1. Aunque esta razbn es muy variable y en muchas especies vegeta-=
les 1la clorofila b no se encuentra (Othmer , 197 ).

Quimicamente, la clorofila es un compuesto pbrfir:inicomagnésico y
contienen un anillo ciclopentano fusionado. Los cuatro 4tomos de nitrd
geno del centro estan cordinados con un ion magnesio MgZ'H' y forman un
complejo extremadamente estable planar esencialemnte . La clorofila
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La raz6n por la que las clorofilas absorben la luz visible efi-i
cientemente es debido a sus midltiples dobles enlaces conjugados (Lehnin
ger , 1977).

Las diferencias en la estructura quimica de las clorofilas produ
cen espectros que pueden ser tratados sistemidticamente . Los espec-r
tros de absorci6n de estas molécula difieren apreciablemente en las di
ferentes longitudes de onda en las que se encuentran las intensidades
de las bandas. Las variaciones espectrales para un mismo tipo de cloro .
fila pueden ser debidas a que las moléculas -lse encuentran en diferen
tes microambientes celulares.' o a que pueden estar agregadas de manera
diferente con otras moléculas de clorofila, ademds que generalmente se
encuentran+ asociadas a proteinas . Las pequefias diferencias de es:z
tructura entre las clorofilas a y b , se traducen en una diferencia
considerable en su espectro de absorcitn.

Al igual que la clorofila los pigmentos accesorios pueden servir
como receptores de energia luminosa . Ellos incluyen a los carotenoi-
des y a las ficobilinas . Estos pigmentos tienen- sus méximos de absor
cibn a longitudes de onda diferentes a las de la clorofila y. sirven
como recéptores de luz complementarios ., de porciones del espectro vi
sible no cubiertos totalmmnte por la clorofila, _

Cuando la energia luminosa es absorbida por estos pigmentos, &sta
es transferida a la molécula de clorofila para ser utilizada en la fo
tosintesis. _ ‘ ‘

Los carotenoides son grandes moléculas poliisoprenoidales que tie
nen dobles enlaces conjugados , al final de cada molécula se encuentra .
una anillo ciclohexano sustituido .insaturado. Existen dos clases prin
cipales de carotenoides en los cloroplastos: los carotenos que son hi- |
drocarburos isoprenoidales y no contienen oxigeno en su molécula, y las
xant6filas que son similares en estructura pero que contienen 4tomos
de oxigeho en sus=anillos terminales. La siguiente figura muestra la
estructura quimica del B-caroteno, el caroteno més abundante y la espi
riloxant6fila. |

Las ficobilinas no se encuentran en plantas superiores, se presen
tan en algas rojas y azul verdes (hall, 1977; Goodwin , 1976; Heath ,
1970) . ‘ ‘




también tiene una larga cadena hidrof6bica , que consiste en un alcohol
fitol esterificado a un sustituyente de 4cido propidnico en el anillo 1V.

La siguiente figura muetra la estructura quimica de la clorofila .

c;? 5(3:?5 (s kaline CH

CHy M 2




Los carotenoides absorben luz principalmente en el azul-violeta, el
cual contribuye a su color amarillo rojizo. ..De sus espectros de absor-
cion en solventes orgdnicos, se observa un desplazamiento considerable
con respectoa a las bandas de absorcitn en el azul de las clorofila .

Al igual que en el caso de la clorofila, también existe evidencia
de que los carotenoides est4n asociados con proteinas de una manera no
covalente en la unidad fotosintética ( Heath , 1969 ). '

Es importante recordar que la forma fotosintéticamente sigmifica-
tiva de cada pigmento vegetal, es la forma bajo la cual existe en el te
jido vivo y nolgfforma en la cual es extraido generalmente.

Les pigmentos se encuentran organizados en sistemas funcionales. y.
es de esta forma como ellos intervienen en la fotosintesis..

 Afn falta mucho por conocer sobre estos sistemas de plgmentos en
cuanto a su modo preciso de accidn y a su composicidn.

- Respecto a la composicifn, parece que todos los organismos fotos
sintéticos tienen dos sistemas funcionales de pigmentos, 1los cuales
son llamados generalmente fotosistema I (PSI) y fotosistema II (PSII).

El PSI estd formado en su mayor parfe poTr pigmentos que tienen su
maxima absorci6n de luz en las longitudes de onda mayores de 680 nm,A
mientras que el PSII estd formado por pigmentos que absorbeneficiente-
mente por debajo de los 680 nm.

El PSI estd localizado en una fraccifén particular del cloroplasto,
1a cual contiene clorofila degz Y clorofila 2-00° citocromo £ en una
cantidad igual a la de asg9 Y poco o nada de clorofila b.

El PSII, se piensa que esti localizado en o a través de la:lamela
de los grana , .el:icual no puede ser separado sin alterar su actividad
fotoquimica. Las preparaciones mds puras del PSII contienen una propor._
cidn de componentes del PSI.

Parece ser que este contiene c1tocromo b559, plastoqulnonawfla ma
yor parte del manganeso del cloroplasto. La composici6n de pigmentos
del fotosistema II varia de acuerdo con elrorganismo;el PSII-de las .-
plantas superiores y de algas tienen cloréfila 2682 clorofila;b'y ca-
rotenoides..



Biosintesis de Clorofilas.

Las vias de hiosintesis se hemo y clorofila son lasm mis
mas , tanto como la Protoporfirina IX. La via comin ha sido
trabajada en animales pero la mayor parte de los pasos se ha
demostrado en plantas. La via para la protoporfirina IX pue-
de ser dividida en dos estadios principales: a) La Liosfinteis
de porfokilinogeno, el precursos pirrolico y k) la conversidn

! de porfolilinpgeno en Pootoporfirina IX.

| COOH
1) Formulacibn de PorfolkilinbSgeno.
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En la reaacion dado se forma porfohilinSgeno presursos

inmediato de porfirinas.
Esta reaccidén ha sido demostrada en espinaca, cebada etdo

lada y frijol; este es activado in vitro par grupos SH (Sulf



y este paso es inhibido por metales pesados.

Formacifn de Protoporfirina IX.

La condensacifn linear e cuatro moléculas de porfokili
négeno (PBG) seguido cde una ciclacidn producird un porfirinb—
con ocho grupos carltoxilo (COOH), el cual con una oxidacién
de los enlaces -CH,- a -CH= se oktendr& uwroporfirina VIII.
Mientras que el isomero relacionddo protoporfirina IX es uro-
porfirina III (IX).

Esto significa que en la formaciin de uroporfirina III la
molécula de porfobilindgeno la cual se convierte en el anillo
D durante la ciclacibn.

El mecanismo de formacibén del anillo porfirinico, no es
completamente claro, pero es sabido que_la ciclacifn existe
a un nivel porfirinoico; "'¥v que-daos’enzimas-estin relacionadas,

estas~enzimas han sido aisladas en #oja de espinaca y de Clox
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Preparaciones en crudo de estas fuentes, convierten el p

porfobilinégeno en uroporfirinégeno IIT (ur6geno I1I).

La conversi6n de urdgeno tres a coprégeno iii en el cual
los residuos del 4dcido acétido en c-1, 3, 5, y 8 son convertidos -

en residuos metdlicos por la enzima urégeno descarboxilasa.

El copr6geno III1 es convertido en prot6geno IX por la des-
carboxilaci6n de los residuos de 4cido propifdnico sobre los anillos
A y B en residuos vinilicos (—CH=CHZ) . Este es el fin de 1la linea
para porfirin6genos, ellos no pueden quitar iones metdlicos, tal
que el siguiente paso es la conversifén del protdgeno IX sin color
en la protoporfirina IX (IV) color rosa; esto ocurre espontinea y
" fdcilmente pero existe la evidencia de una conversifn enzimitica
en las plantas. |

La fig. . . esquematiza los diferentes pasos que intervienen en
la sintesis de la clorofila.

Cuando semillas etioladas son expuestas' a la luz éontinuamente,
la conversi6n de pldstidos en cloroplastos es acompafiada por la
sintesis de enzimas relacionadas con labiosintesis de clorofilas; 1la
manera en la cual esto es regulado ,' es desconocido pero los compues-
tos o ambientes que inhiben la formaci6n de cloroplastos, una regula
cibn general de la formaci6n de cloroplastos debe regular también la
produccién de clorofila.

Se han realizado algunos trabajos (Goodwin, 1966) con el fin de’
dilucidar el papel que juega el cloroplasto, pero los conocimientos
ain no son suficientes para establecer su intervencién en la sinte-
sis de la clorofila.

Se han realizado algunos trabajos (Goodwin, 1966) con el fin de
dilucidar el papel que juega el DNA del Cloroplésto, pero los cono-
cimientos alin no son suficientes para establecer su intervencién en
la sintesis de la clorofila.

Mediante una serie de investigaciones con plantas mutantes’

(Soger, 1955), (Von Wetlstem, 1959), (Robbele, 1956) (Highkin, 1950)
se lleg6 a la conclusién de que al menos tres de las reacciones de



la sintesis.de clorifila son afectados por mutaciones en genes nuclea-
res: un paso entre la conversidén de proloporfirina y protoclorofila,
en la conversifén de protoclorofila a ctorofila y algGn paso involucra-
do en la sintesis de clorofila b pero no en la clorofila a (Kirk en
Goodwin) .

La figura siguiente esquematiza el control nuclear de la sintesis
de clorofila.

Protoporfirina IX

£ gene nuclear
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Material y MEfoddeo

La planta de fiijol fue seleccionada debido a que refine caracteristi-
cas que resultan ventajosas para estos estudios. Entre éstas se en-
cuentran: tamafio de la hoja, ausencia de rugosidad excesiva, corto
tiempo de germinacion, rdpido crecimiento y alta sensibilidad a la
accibn de metales pesados.

Las semillas de Phaseolus vulgaries se pusieron a germinar en
cajas de Petri,’teniendo como sustrato papel filtro, la humedad se
les proporcioné con la solucién nutritiva HoaglanJ(Canger, 1964) .
Para evitar el desarrollo de hongos, se pusieron en la obscuridad
y se lavaron las semillas cada tercey dia con agua corriente. Esto

se realiz6 en uno de los laboratorios del Departamento de Percepc:lén
Remota, del Instituto de Geofisica. '

Las plantas se mantuvieron en vasos de vidrio forrados con pa-
pel aluminio para evitar el desarrollo de algas,para evitar que la luz

penetrara por la parte superlor del vaso, se.les acondicioné una tapa
de unicel.

La capacidad de cada vaso fue de 300 ml. Yyen cada vaso se pus:Le
ron dos plantas.

Las plantas se mantuvieron en condiciones de luz, temperatura y
humedad relativa del invernadero de la Facultad de Ciencias,de la

Con el objeto de seleccionar concentraciones de dicromato de
potasio capaces de inducir alteracitn en la; planta, pero no clorosis
_ evidente a muerte de la planta se probaron concentraciones de 1500 ppm,

500 ppm, 50 ppm y 25 ppm contaminando desde la etapa de germinacidn
pero el resultado general fue la inhibicién y muerte de la semilla.

Posteriormente se hicieron otras pruebas contaminando cuando la
planta tenia un tamafio aproximado de 22 cm de altura con lasconcentra
ciones de 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 30 ppm, 50 ppm, 65 ppm, 80 ppm y
- 100 ppm.

Con base en esta Gltima prueba, se decidié trabajar concentra-
ciones de dicromato de potasio de 25 f)pm, 20 ppm, 15 ppm, 10 ppm,
5 ppm, y 0 ppm (testigo). ‘



La contaminacidén se llev6 a cabo via raiz a través de la solu-
cion nutritiva.

El tamafio de la muestra fue estimado con base estadistica,
siendo éste de 48 individuos. Conformindose con ellos 6 lotes,
5 experimentales y uno testigo o control. De las 48 plantas, 36
fueron muestreadas en cada una de cuatro fechas. Se decidié limitar
el estudio a cuatro fechas y 6 concentraciones con base en el
tiempo requerido para llevar a cabo una serie completa de mediciones.
Puesto que las hojas son organismos vivos y empiezan a cambiar sus
propiedades a partir del momento en que se cowrtan, es necesario reali
zar todas las mediciones pertinentes en un lapso no mayor de 5 hrs.:

‘Las actividades realizadas en cada una de estas fechas fueron
las siguientes: '

Se cortarom: 36 hojas (6 por cada lote) e immediatamente fueron
pesados en una balanza analitica, para una posterior cuantificacibn
de pigmentos clorofilicos por extraccién.

Antes de realizar esta extracci6n, se obtuvieron los espectros
-de reflectancia de cada una de las 36 hojas, en el intervalo de 400-
800 nm., en un espectroradiGmetro disefiado en el I.G.F. E1 procedi-
miento de medici6n se detalla mds adelante.

Como esta actividad requeria cierto tiempo, las hojas cortadas
se mantuvieron sobre un algodén empapado (caja himeda) en un buffer
para cultivo de tejidos vegetales ( ). De esta manera se evi-
t6 la pérdida.de turgencia de las hojas y sus espectros de reflectan-
cia fueron obtenidos sin mayores problemas.

El espectro radiémetro, cuenta con una graficadora conectada a
la salida, lo que permitié obtener grdficas de la sefial del panel
y de la muestra. De aqui se puede calcular la reflectancia de la
muestra.




El resultado para cada fecha fue 36 curvas correspondientes a las
hojas de frijol, mis una curva del panel de referencia.por cada cuatro
curvas de muestras. La figura muestra los registros de la sehal
obtenida por un panel de referencia y una hoja del lote de ppm de con
taminante en la fecha 3.

Medici6n de Espectros de Extractos.

Como el método anterior nos es destructivo, las mismas hojas se
‘utilizaron para la extraccit6n de pigmentos, cada hoja fue cortada en
pequefias porciones.immediatamente despu&s de dbtener‘su espectro de re-
flectancia e introducida en un frasco color &dmbar con un volumen conoci
do de la mezcla acetona—-agua al 80%. A esta suspensidn se le agregd
un poco de carbonato de magnesio para evitar la formacién de feofitina,
la cual emmdscard e. la cuantificacidn a las clorofilas. la hoja fue
macerada con una varilla de vidrio para llevar la extracci6n a cabo
adecuadamente.

Una vez realizada la extraccidn se filtr6 cada umo de los extrac
tos para eliminar las particulas en suspensién que aumentan la disper-
sién de la luz al obtener el espectro de absorcién. Una vez{%ue se
cbtuvieron las muestras filtradas, se hicieron diluciones debido a lo
concentrado del extracto, Esto se hizo tomando en cuenta que la mixima
concentracién que podia medir el espectrofotSmetro U.V,- visible
(Perkin-Elmer, modelo 252). Se hizo de forma que las variaciones en
absorcibn estuviesen comprendidas en el intervalo dindmico de la escala
'Qe sensitividad seleccionada en el espectrofotémetro.

Ya que se obtuvo el extracto filtrado, y diluido se pusieron
2.5ml.: en una celda del espectrofotémetro, la otra celda correspon-
dia'al blanco de referencia (acetona-agua 80%). De esta manera se
obtuvieron los espectros de absorbancia de 400-800 rm.




Medici6én de Espectros de las hojas

Para obtener los espectros de reflectancia de las hojas, la meto
dologia que se siguié fue tal que se cumplieron las condiciones presen
tadas en la secci6n de radiometria.

La radiacién monocromitica y colimada se hizo incidir normal a
la superficie del panel o de la hoja seglin la que se estuviera analizan
do. : Con el fin de que los factores geométricos (ec. T ) se
eliminen es indispensable que el haz incidente esté totalmente conteni-
do en el plano bajo andlisis. Esto se observ6 para todas las medicio-
nes.

El procedimiento que se sigui6 fue el siguiente:-

1). Estabilizacitn de la. corriente obscura del fotomultiplicador. .
El alto voltaje de alimentacién al mismo se encendié entre 2 y.3
horas antes de empezar cada serie de mediciones.

2). Estabilizaci6n de la iémpara de tungsteno. Esta se encendil 15
minutos previo a las mediciones.

3). Colocar panel de referencia en el radiémetro.

4). Posicionar el radifmetro en Max = 540 nm tomar lectura, apuntar
escalas y graficar la sefial. '

5). Tomar lectura y graficar corriente obscura.

6). Regresar radifmetro -a 400 nm,
7). Empezar barrido y graficaci6n de la sefial del fotomultiplicador.

8). Al 1llegar a 800 nm, regresar radimetro a Anax? tomar lectura
y graficar, A
9) . Cambiar panel por muestra,

10). Repetir el proceso del paso 4) al 9).



El espectrofotSmetro al igual que el espectroradidmetro tenia
conectada a &1 una graficadora, de manera que también los espectros
de absorbancia se pudieron obtener grificamente..

Para la obtenci6n de los espectros se hizo 1lo siguiente:

a) Encendido del aparato (estabilizaci6n de las limparas
= 25 min).

b) Realizacidn de una correicibén de fondo que era almacenada
en la memoria de la microcomputadora (corrida de blanco-
contra blanco).

c) Establecimiento de la A max 800 mm.
" d) Establecimiento o fijaci6én de A min. 400 nm.

:e) Establecimiento de la ordenada maxima (0-3). ‘
f) Inicio de barrido (de 800 a 400 mm) y graficaci6n simultdnea
del espectro.

. El1 dltimo inciso fue el que se repiti6 con cada una de las mues-
tras,-los otros se realizaban cada vez que el aparato era encendido.
La figura muestra un espectro de absorci6n para el extracto de..

25 pup.m. de la fecha T1.

El andlisis de cromo por fluorescence de rayos x se llevd a
cabo en la Gltima fecha. Las muestras se secaron y pulverizaron para
que pudieran ser irradiadas mds eficientemente. Los espectros que se

obtuvieron fueron cualitativos, y el tiempo de irradiacién fue de 2000
segundos, |




La siguiente figura muestra el espectro de absorbancia de los

pigmentos fotosintéticos.
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