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Resumo

A pressao hidrostética no interior da célula ou simplesmente turgescéncia celular é um
importante componente da textura em vegetais e estd diretamente relacionada a firmeza. A
diminuicdo do turgor celular dos 6rgdos vegetais também € um indicador da perda de dgua
dos tecidos. Tal efeito pode ser percebido de forma visual pela murcha acompanhada por uma
aparéncia seca com a perda do brilho e da cor dos produtos, o que influencia a percep¢ao do
consumidor sobre sua qualidade. Dentro deste contexto foi trabalhada a técnica de medicao
de turgor com Sonda Termoeléstica®' (ST) baseada no principio de medigio isovolumétrico.
Apés extensa revisdo bibliogrifica verificou-se que os trabalhos sobre ST publicados,
apresentavam aprofundamento sobre a teoria de controle e modelagem fisica dos fendmenos
envolvidos no processo de medicdo do turgor. Entretanto ndo traziam resultados praticos,
contendo medidas automatizadas do turgor celular em vegetais. Este trabalho objetivou
preencher esta lacuna. Neste sentido foi realizado o aprimoramento da metodologia de
manufatura do sensor termoeldstico juntamente com novo projeto mecanico da ST. A
obtencdo dos sensores se deu atraves das etapas de esticamento do capilar, confec¢do da
ponta, lixamento, preenchimento com fluido sensor e selamento. O método para obtengdo de
sensores proposto apresentou taxa de aproveitamento minima de 27,0 % representando uma
melhoria de 540 % em relacdo aos valores apresentados pela literatura disponivel. J4 o novo
projeto mecanico da ST melhorou sensivelmente o alinhamento e posicionamento relativo
entre sensor, amostra e sistema de captura de imagens. O processo de troca de sensor e
posicionamento da amostra para medicdo do turgor também foi facilitado, implicando em um
tempo médio de 5 minutos para realizacdo destas tarefas. Este fato marcou um grande
avango, visto que usudrios da versdo anterior relataram que esta tarefa poderia durar até 60
minutos. Tanto as atividades ligadas ao novo projeto mecanico da ST e ao aprimoramento da
metodologia para obtencdo de sensores termoeldsticos foram predecessoras e preparatorias

para desenvolvimento do controle automatico da medicdo de turgor. A automagdo do

' Sonda Termoeldstica® - Equipamento patenteado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA)
representada pela unidade especializa: EMBRAPA Instrumentagdo localizada em Sao Carlos - SP. A Sonda
Termoelastica® tem a fun¢do de medir o turgor em células de vegetais, interagindo com o citoplasma através do
principio da termoelasticidade do fluido sensor.
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processo de medicdo de turgor foi realizado apds a implementacio de um software para
deteccdo da posicdo do menisco Sleo/citoplasma baseado na determinacdo da diferénca de
contraste entre as fases formadas pelo fluido sensor (6leo) e liquido intracelular. Para controle
automdtico da posi¢do do menisco, foi implementado um controlador do tipo PI. Os valores
propostos para os parametros do controlador Proporcional Integral selecionado permitiram o
controle da posicdo do menisco e a determinacdo automatica da turgescéncia em células de
cebola (Allium cepa L.). De forma inédita, este trabalho caracteriza a primeira experiéncia

bem sucedida na determinacdo automadtica de turgor em células de 6rgdos vegetais com ST.

Palavras-chave: Sonda Termoelastica, automacgao, 6rgao vegetal, turgor, célula, Allium cepa
L.
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Abstract

The hydrostatic pressure inside the cell or simply cell turgor is an important
component of texture in vegetables and is directly related to firmness. The decrease in cell
turgor of plant organs is also an indicator of loss of tissue water. This effect can be perceived
visually by wilting accompanied by a dry appearance with the loss of brightness and color of
products, which influences consumer perceptions about its quality. Within this context has
been crafted technique for measuring turgor with Thermoelastic Probe® (TP) based on the
principle of measuring isovolumetric. After an extensive literature review found that the
published studies on TP, presented further on control theory and modeling of physical
phenomena involved in the measurement of turgor. However not bring practical results,
containing automated measurements of cell turgor in plants. This study aimed to fill this
gap. In this direction was made improving of the method to manufacturing the sensor and a
new mechanical design for TP. The attainment of the sensors is given through the steps of
stretching the capillary, making the tip, sanding, filling and sealing fluid sensor. The method
for obtaining the proposed sensor showed minimal utilization rate of 27.0% representing an
improvement of 540% over the figures provided by the available literature. Since the new
mechanical design of TP significantly improved the alignment and relative positioning of the
sensor, sample and image capture system. The process of exchange of sensor and positioning
of the sample for measurement of turgor was also facilitated, resulting in an average time of 5
minutes to perform these tasks. This marked a breakthrough since the previous version, users
reported that this task could take up to 60 minutes. Both activities related to the new
mechanical design of the ST and the improvement of the methodology for obtaining sensor
thermoelastic were preparatory to the development of automatic control of turgor
measurement. The automation of the measurement process was performed after the
implementation of a software to detect the position of the meniscus oil / cytoplasm based on
the determination of the difference in contrast between the phases formed by the fluid sensor
(oil ) and intracellular fluid. For automatic control of the position of the meniscus, was
implemented a Proportional Integral type controller. The proposed values for the parameters

of controller allowed the control of the selected position of the meniscus and automatic



determination of turgor pressure in cells of onion (Allium cepa L.). In an unprecedented
manner, this paper makes the first successful experiment in automatic determination of cell

turgor in plant organs with Termoelastic Probe.

Keywords: Thermoelastic Probe, automation, plant organ, turgor, cell, Allium cepa L..
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1. Introducao

A primeira versao da Sonda Termoeléstica (ST) foi apresentada por Calbo e Pessoa
(1999) e seu fundamento fisico de medigcdo foi baseado na expansibilidade e
compressibilidade de liquidos sensores como dgua, mercurio e 6leo de silicone, podendo ser
aplicada também a outros fluidos de interesse (PESSOA; CALBO, 1997). A versdo proposta
pelo autor foi utilizada em medicdes de coesdo na superficie de raizes intactas e vasos do
xilema com a finalidade de ampliar a faixa de tensdes de d4gua mensurdveis diretamente em
plantas. Diferentemente das sondas de pressdo utilizadas até aquele momento, a ST ndo
utilizava pistdo, o que lhe conferia maior robustez devido a menor quantidade de pecas
moveis, além de proporcionar maior facilidade de miniaturizacio e menor propeng¢do ao
embolismo? sob baixas pressdes (CALBO; PESSOA, op cit). A ST apresentada pelos autores
foi baseada no conceito de medi¢do isovolumétrica do turgor. Neste método a pressdo
hidrostética celular pode ser medida de acordo com o fluxo de calor requerido para causar
uma expansdo térmica do fluido sensor. Tal expansdo tem a finalidade de compensar a
reducdo do volume do liquido sensor causada pela pressurizacdo apds a perfuracdo da parede
celular.

A ST desenvolvida por Calbo e Pessoa (op cit) contava com um banho termostatizado
para manter o sensor a uma temperatura de referéncia durante a medi¢do de turgor, porta
amostra e um sistema 6ptico de captura de imagens para detec¢do da posi¢do do menisco
6leo/citoplasma (PESSOA, 1999).

O banho termostatizado era formado por uma cuba de cobre revestida por material
isolante (isopor) nas laterais e base inferior. Foi acoplado sobre a base superior um aquecedor
cilindrico besuntado com pasta térmica para controle da expansibilidade térmica do 6leo no
interior do sensor. O aquecimento era controlado por Efeito Joule® ao se alterar a tensdo nas

extremidades do aquecedor cilindrico e a estabilizagdo da temperatura era realizada pelo

2 Embolismo — Fendmeno que ocorre devido a reducdo da pressdo atuante sobre o fluido (abaixo da pressio de
vapor) a uma determinada temperatura, fazendo com que ocorra a mudanca do estado liquido para vapor (BISTAFA,
2010).

3 Efeito Joule — Fica evidenciado pelo calor gerado apés a passagem de corrente elétrica por condutor em virtude da
diferenca de potencial elétrico aplicados aos seus terminais (INCROPERA; DE WITT, 1998).
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banho contendo 4gua a uma temperatura abaixo da ambiente (BERTUCCI NETO, 2005).
Para garantir homogeinidade do banho de dgua foi instalado um sistema de agitacao.

O sistema 6ptico utilizado foi composto por um estereoscépio colocado na posicao
vertical e uma cAmera CCD* acoplada. O aumento proporcionado por este sistema era de 100
vezes (BERTUCCI NETO, op cit). Nesta montagem tanto o banho termostatizado quanto o
sistema Optico ndo estavam conectados a uma base ou sistema de posicionamento
dificultando o alinhamento relativo entre sensor e sistema de captura de imagens. O
posicionamento do sensor e da amostra em relacdo ao sistema de captura de imagens era feito
pelo deslisamento do banho termostatizado e do porta amostra sobre uma superficie plana
sem guia e besuntada com graxa de silicone. Em caso de troca do sensor por avaria, usudrios
relataram que esta tarefa poderia durar até 60 minutos. A Figura 1 representa a montagem

descrita.

Placa de cobre

Estereoscopio

Agitador

Porta
Amostra l

— Mistura (dgua + gelo)

Material
«— Isolante

Figura 1: Representacdo 3D da montagem da Sonda Termoeldstica proposta por Pessoa (1999).

* Dispositivo de carga acoplada — CCD, sigla formada pelas iniciais de Charge Coupled Device.
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Os sensores utilizados na ST eram obtidos em um processo bastante delicado e
exclusivamente manual (PESSOA, 1999). No processo descrito pelo autor, um tubo de
borossilicato com didmetro externo de 1,5 mm, espessura de 0,25 mm e comprimento de 70
mm era exposto a de um bico de Biinsen até o amolecimento. Em seguida o tubo era esticado
até o comprimento de 40 cm. Apds ser esticado o tubo sofria redu¢do do didmetro externo,
espessura e diametro interno: 220 pum, 20 pm e 180 um respectivamente. A regido esticada
era submetida novamente a chama, agora com 2 mm de didmetro, para formar uma constricao
a ser rompida por tragdo a frio apds remover a exposicdo a chama. Pessoa (op cit) revela que
a metodologia proposta gera uma taxa de descarte de aproximadamente 95%.

Pessoa em 1999 apresentou a primeira versao de software para controle automatico da
posicdo do menisco em medidas de turgescéncia realizadas em Sonda Termoeldstica (ST). O
software codificado com a ferramenta C++Builder’ recebeu o nome de KDL-turgor. As
funcdes desempenhadas pelo programa KDL-turgor eram: reconhecimento do padrio de
imagem do menisco de 6leo no interior do capilar e controle da posicio do menisco para
medi¢do de turgescéncia, baseado no método isovolumétrico. O algoritmo de implementacao
do software KDL-turgor foi realizado conforme os passos a seguir:

1. Reconhecimento e gravagdo da posi¢do inicial do menisco imediatamente antes da

puncao.

2. Apds a puncdo, o volume de Oleo no interior do capilar sofria contragdo

volumétrica por compressdo € 0 menisco ocupava nova posi¢do. Neste momento o

operador acionava o comando para que 0 menisco retornasse a posicao gravada em 1.

3. Para que o menisco retornasse a posi¢do inicial, o programa calculava a variagdo

de volume necessdria. Em seguida a tensdo nos terminais do aquecedor era alterada

para que houvesse um aumento de temperatura provocando a expansdo térmica do

6leo. Caso o menisco atingisse uma posi¢cao intermedidria, anterior a posicao inicial, a

etapa 3 era repetida em laco.

4. Se ultrapassasse a posicdo inicial, o programa registrava a poténcia

correspondente, que se tornava um limite superior. A estimativa de variacdo de

> C++Builder — E um ambiente de desenvolvimento integrado para a escrita de programas na linguagem C++
(SWART et al, 2002).
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volume era refeita semelhantemente a etapa 3, porém, para reducio de volume através
da reducdo de poténcia. Caso o menisco ultrapassasse a posicao inicial de referéncia, a
poténcia correspondente se tornava um limite inferior.

5. Os passos 3 e 4 eram repetidos até que o menisco atingisse a posi¢do gravada em
1. Quando isto ocorria, o valor do turgor podia ser estimado pela variacdo de poténcia

necessdria para manuten¢do da posi¢cao do menisco.

O controle proposto por Pessoa (1999) nado foi baseado no uso de controladores do
tipo proporcional, integrativo ou derivativo (OGATA, 2003).

Em 2005, Bertucci Neto retoma o assunto e apresenta uma nova experiéncia para
controle automdtico da posicdo do menisco em ST. Em sua obra o autor descreve o método
de controle empregado baseado na aplicacdo de malha fechada com retroalimentacdo de um
controlador PID. Na abordagem definida pelo autor, a detec¢do da posi¢do do menisco, dada
em pixels, também foi realizada através do reconhecimento do padriao de imagem do menisco
previamente selecionado. A atualizacdo da posicdo era realizada a cada periodo de 70 ms.
Bertucci Neto (2005) realizou o célculo do turgor de forma andloga a Pessoa (1999), porém,
o software proposto foi desenvolvido em ambiente LabView, versao 6i.

Nas experiéncias relatadas a realizacdo da medida direta da pressdo de turgor em
células vegetais foi comprometida pelas limitagdes construtivas do equipamento. Neste
trabalho, a partir da implementacdo de alteracdes do projeto mecanico da ST, foi realizada
uma nova tentativa de controle da posi¢ao do menisco em medi¢des automdticas do turgor em

células de cebola (Allium cepa L.).
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2. Revisao Bibliografica

2.1 Relacoes hidricas em plantas

O movimento da &4gua no interior dos tecidos vegetais € um processo fisico,
inteiramente passivo, que ndo requer a utilizacdo de energia metabdlica. Neste processo a
dgua desloca-se em resposta a diferencas de energia potencial. Nas células vegetais, ou entre
as células vegetais e o seu meio envolvente, a dgua flui de dreas de potencial hidrico mais
elevado para dreas de potencial hidrico mais baixo. Se ndo existirem barreiras, 0 movimento
da dgua s6 acabard quando se atingir o equilibrio termodindmico. Isto significa que a dire¢dao
do movimento da 4gua num sistema € determinada por gradientes de potencial hidrico
(CRUZ, 2006).

O potencial hidrico na planta (Yw) € formado por um componente que depende do
potencial da pressdo hidrostatica (‘WP), um que depende das propriedades coligativas da dgua
(WS) e um componente gravitacional. Este ultimo corresponde a for¢a que a coluna de dgua
exerce na seccdo transversal e depende, portanto da altura da coluna, em uma razido de
0.1MPa para cada 10 m.c.a.. Em plantas com apenas alguns centimetros de altura, ou 6rgaos
vegetais de pequeno porte, normalmente esta componente pode ser desconsiderada. A
equacdo 01 representa tal condicao (PESSOA, 2006).

Yy =W + W¥p (01)

O componente hidrostatico se manifesta de formas diferentes de acordo com a estrutura
fisica do material. No simplasma de uma célula, por exemplo, ele corresponde a pressdo que
a dgua exerce nas paredes eldsticas. Nesta, por sua vez ele corresponde a tensdo que o corpo
de 4gua sofre quando a parede porosa € forcada a contrair-se devido a redug@o do seu teor de
agua (CALBO e PESSOA, 1994).

O potencial total da dgua (W) e seus componentes (Pp e ¥g) sdo o resultado da

aplicacdo da termodindmica na descricdo do estado energético da dgua na planta (SLATYER,
1967). Em uma revisdo bastante extensa Hisao (1973) compilou os trabalhos de varios
autores com diferentes espécies relacionando os niveis do potencial da d4gua com aspectos

fisiol6gicos. Observaram que nas espécies estudadas um decréscimo de -0.1MPa no potencial
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total da raiz era suficiente para reduzir o crescimento celular, afetar a sintese de proteinas e as
atividades enzimaticas. Uma reducdo de -0.3 a -0.8 MPa levou ao fechamento de estomatos,
crescimento no nivel de &dcido abcisico (ABA), decréscimo na producdo de citocinina,
reducdo das taxas de respiracdo e fotossintese, entre outros efeitos.

Os componentes do potencial da dgua na planta sdo fundamentais nos ensaios
envolvendo relagdes entre solo, dgua e planta, mas a disponibilidade instrumental para
mensurd-los tem sido objeto de trabalho e limitagdo em vdrias pesquisas. Slavik (1974)
mencionou o interesse e dificuldades relacionadas aos estudos das relagdes hidricas em um
livro que procurou compilar o desenvolvimento instrumental disponivel até entdo. Naquela

época praticamente inexistiam relatos sobre as sondas de pressao.

2.2 Sondas de pressao

A medi¢do direta e continua da pressdo hidrostatica no interior da célula ou turgor
celular (P), médulo de elasticidade da parede celular (¢) e condutividade hidrdulica da
membrana celular (Lp) € de extrema importancia para o estudo das relagdes dgua planta e
desenvolvimento de modelos de transporte de d4gua em tecidos vegetais. Um importante passo
nesta direcdo foi o desenvolvimento da sonda de pressio (ZIMMERMANN et al, 1969),
aplicada na determinacdo do turgor celular de algas marinhas como a Valonia utricularis
(ZIMMERMANN et al, 1976) e em grandes células de plantas superiores (STEUDLE et al,
1977). A primeira versdo do instrumento foi construida utilizando-se um micro-capilar, com
ponta de 100 — 200 um de didmetro, conectado a uma camara de pressdo, conforme Figura 2.
Ambos, capilar e camara, foram preenchidos com 6leo de silicone. Ao penetrar a célula com
a ponta do micro-capilar, era possivel visualizar a posicdo do menisco formado pela
separagdo de fases entre 6leo e citoplasma. Um fuso atuava sobre uma membrana polimérica
alterando o volume interno do conjunto, conseqiientemente a pressdo necessdria para o
controle da posicio do menisco pdde ser medida através de um transdutor de pressdo.
Entretanto a aplicagdo deste equipamento era limitada pela relagdo entre tamanho da célula e
o tamanho do equipamento. Meinder e Edwards (1975), na tentativa de medir o turgor em

células-guarda estomdticas, conseguiram apenas provocar suas aberturas e fechamentos, nao
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sendo capazes de registrar os valores de pressdo aplicados, provavelmente pela
incompatibilidade do tamanho do equipamento com a compressibilidade do fluido sensor

utilizado (HUSKEN et al, 1978).

Alimentacdo

Tensdo
Membrana .
Transdutor de Pressao

'\ e 58 a = i

Z Hffé%L NS %

Z ';-W."'.*:- QQWW [ \\\‘-\_
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Cimara de Pressao
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Figura 2: Primeira versdo da sonda de pressdo construida para medi¢do de turgor em células
gigantes de algas. Fonte: STEUDLE, 1993.

A segunda versdo da sonda apresentada em 1971 por Steudle e Zimmermann, foi
construida com um volume interno menor e sistema de rosca micrométrica graduada,

conforme Figura 3.

Micrdmetro Alimentacdo Voltimetro
Microcapilar
Manipulador Selos
_‘1..‘_‘_‘_ ‘

¥ —

Transdutor de Pressdo

Figura 3: Segunda versao da sonda utilizada em células grandes e equipada com sistema
micrométrico graduado para controle da variacdo de volume aplicada. Fonte: STEUDLE,
1993.

Tal sistema permitiu a indu¢do de pequenas variagdes no volume celular (4V') e a
medi¢do da variagdo do turgor (4P ) utilizados para o cédlculo do coeficiente de elasticidade

da parede celular (&) a partir do volume inicial da célula (V, ) conforme equacgado 02.

_VdP VAP 02
&= ogy T Voay (02)
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Entretanto, as alteragdes ndo foram suficientes para possibilitar a realizacdo de
medidas em células de plantas superiores. Posteriormente, detectou-se que o fluido sensor
utilizado apresentava coeficiente de elasticidade (K,7) inadequado para a realizagdo das
medidas (HUSKEN et al, 1978). Para contornar esta situacdo, a rigidez do sistema de
medicdo foi determinada em fun¢do da rigidez celular. Desta forma pdde ser expressa pela
comparacdo entre a relacdo volume celular (V) e médulo de elasticidade da parede celular
com o produto do coeficiente de elasticidade do 6leo (Ksiz) pelo volume interno do aparelho

(Vapp) expresso pela equagao 03 (STEUDLE,1993).

Vcel
&

> Ko Vapp (03)

Em 1978, foi desenvolvida a terceira versdo da sonda de pressdo, capaz de realizar
medidas em células de plantas superiores com didmetro de até 20 um (HUSKEN et al, 1978).
O equipamento também se baseava no principio da compressibilidade do fluido sensor, ji o
ajuste da posicdo do menisco Oleo/citoplasma era feito automaticamente através do
acionamento de um motor acoplado a uma rosca micrométrica responsiavel pela
movimentacdo do €émbolo posicionador. O sinal de retroalimentacdo do motor foi obtido pelo
monitoramento de um sistema resistivo formado por um fio de prata com didmetro de 1 um
introduzido no interior do capilar e um eletrodo de referéncia imerso em uma solucdo em
contato com o tecido. Verificou-se que a resisténcia elétrica entre a referéncia e o fio de prata
aumentava sensivelmente apds a total cobertura do fio pelo 6leo. Anterior a medi¢do, o
menisco 6leo/citoplasma era posicionado sobre a ponta do fio de prata e o valor da resisténcia
medido. Apds o puncionamento da célula, o motor era acionado a fim de devolver o menisco
a posi¢do inicial definida pelo valor de resisténcia lido. Em seguida, o valor de pressdo era

lido pelo mandmetro acoplado ao sistema, conforme Figura 4.
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Rosca micrométrica
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Figura 4: Terceira versdo da sonda de pressao utilizada para medi¢do do turgor em células de
plantas superiores. Fonte: HUSKEN et al, 1978.

Em 1986, foi proposto um novo sistema de detec¢do da posi¢do do menisco, através
da andlise da imagem fornecida por uma cadmera acoplada a um estereomicroscopio
(CROSGROVE e DURANCHKO, 1986). Neste sistema era possivel analisar a linha de
centro do capilar e quantificar a intensidade do brilho ao longo da imagem. Devido ao
contraste entre menisco e Oleo, foi possivel verificar uma alteragdo no valor do brilho,
definindo assim o ponto de separacdo de fases entre citoplasma e fluido sensor. Este sistema
permitiu a medicdo da pressdo de turgor em células de plantas intactas, ndo havendo mais a
necessidade de colocar parte do tecido vegetal a ser estudado, imerso em solug¢do para
realizacdo da medida.

Outra versdo do sistema de deteccdo do menisco foi proposta por Biichner e
colaboradores (1987). Neste sistema a interface 6leo/citoplasma pdde ser detectada pela

colocacdo de um conjunto de oito fototransistores colocados sobre a imagem captada pelo
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microscopio. Além da deteccido da posicdo do menisco, também foi possivel determinar sua
velocidade e sentido de deslocamento.

Por mais de duas décadas, ndo foram identificados avancos significativos relacionados
a construcdo e controle das sondas de pressio. Em 2009, Wong e colaboradores,
apresentaram uma técnica de detec¢do da posicdo, velocidade e sentido de deslocamento do
menisco utilizando redes neurais artificiais baseadas no conceito ‘“radial bases function”
(RBF) (HAYKIN, 1999) que permitiu a detec¢do e monitoramento do menisco em tempo real
(30 Hz). Porém, os autores ndo apresentaram resultado pratico com medicdes diretas em

células vegetais para validacdo do sistema proposto.

2.3 Sonda termoelastica

A montagem da ST consiste de uma fonte de calor resistiva em contato com um
regulador térmico, um capilar de vidro parcialmente cheio com o fluido sensor a base de 6leo
mineral, um estereoscopio e uma camera de video acoplada (PESSOA et al.,, 1999;
BERTUCCI NETO et al., 1998). O fluido transdutor é um 6leo mineral corado com Sudan
Black, introduzido em um capilar cilindrico de vidro com dimensdes aproximadas de 200 mm
(comprimento) e 0.22 mm (didmetro externo) selado em uma das extremidades.

O processo de medida da pressdo de turgor apresentado por Calbo e Pessoa (1999)
consiste na andlise da posi¢cdo do menisco no interior do capilar de paredes rigidas. Ao se
penetrar a célula com a ponta do capilar, hd o aumento de pressdo (dP) implicando em uma
variacdo isotérmica do volume inicial (Vpoz ) do 6leo contido no interior do capilar
implicando na alteracido da posi¢do do menisco. Tal variagdo pode ser expressa pela equagdo
04.

av

= —K,;.dP (04)
VO_oil

A segunda etapa do processo de medi¢do consiste em retornar 0 menisco para sua
posicao inicial pelo incremento da temperatura (d7) do fluido sensor em fun¢do do parametro

de expansibilidade térmica (a ;) em um processo isobdrico, conforme equagao 05.
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av
= Q. dT (05)
VO_oil
Ap6s o retorno do menisco a sua posicao inicial, pode-se considerar que a relagdo
VdV = 0, permitindo correlacionar as equacdes 04 e 05 para obtencdo da equacao 06:
0_oil
a .
dP = ( "”) .dT (06)
Koil

Mostrando que a alteracdo da temperatura do fluido sensor a volume constante implica

em uma variacdo de pressao, tornando possivel a determinacao da pressdo de turgor.

2.4 A importancia do monitoramento automatico em ambiente agricola protegido

para producio ou pesquisa

Com o processo de modernizacdo, o setor agricola passou a buscar em ambientes
agricolas protegidos uma possibilidade de melhoria para o desempenho produtivo (STEIDLE
NETO, 2003). Algumas vantagens do cultivo em ambientes protegidos foram citadas por
Vida et al. (2004): aumento de produtividade, colheita na entressafra, precocidade da
colheita, maior qualidade dos produtos, melhor controle das condi¢des ambientais, controle
mais eficiente de pragas e doencas, melhor aproveitamento no uso dos recursos, minimizagao
do risco e maximizacdo da competitividade mercadolégica do produtor. Beltrdo et al. (2002)
consideram que uma parte significativa da pesquisa agricola mundial é feita em experimentos
sob cultivo protegido.

Segundo Curtis (1983), este ambiente pode ser definido como a soma das varidveis
fisicas, quimicas, bioldgicas e climdticas circundantes. De acordo com Fontes (1999) e
Beltrdo et al. (2002), o cultivo em ambiente protegido possibilita determinado controle das
condicdes edafoclimaticas, tais como: temperatura, umidade do ar, radiagdo luminosa, solo,
vento e composicao atmosférica, e implica na utilizacdo de instrumentacdo e dispositivos de

controle apropriados (CANSADO, 2003).
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O grande avanco na drea da informdtica permitiu o desenvolvimento de solucdes
inovadoras para aplicacdo em ambientes protegidos. Exemplo disto é o desenvolvimento de
sistemas com controle baseados em inteligéncia artificial, novos aplicativos, interfaces
homem-mdquina, transmissdo de dados a distancia, algoritmos de controle baseados em
modelos matemdticos que simulem o sistema e o desenvolvimento de novos sensores
(TERUEL, 2010).

A CropDesign (CROPDESIGN, 2009), empresa do grupo Basf, ¢ um exemplo do
poder da automacao inteligente para obtengdo de dados e geragdo de valor. Situada em Gent,
Bélgica, possui uma infraestrutura com sistemas semi-inteligentes para medida automatica
das caracteristicas de plantas jovens em ambiente protegido. Os dados sdo enviados para
outra empresa do mesmo grupo, a Metanomics (METANOMICS, 2009), especializada em
bioinformética. Juntas elas conseguem avaliar por ano, simultaneamente, o efeito de milhares
de mutacdes (da ordem de 50 mil) genéticas induzidas. No Brasil, ndo se dispde de um
sistema com eficiéncia parecida para a geracdo de novas variedades.

Buscando alinhamento com o contexto descrito foi trabalhado o aprimoramento do
equipamento e sensor para medida de turgor celular. Paralelamente foi desenvolvido um
software para medi¢do automatica desta varidvel em células de plantas superiores através da

utilizacdo da sonda termoeldstica.



24

3. Justificativa

Além das sondas de pressdo citadas, outra alternativa interessante para medidas de
turgescéncia em células vegetais, € a Sonda Termoeldstica ® (ST), desenvolvida na Embrapa
Instrumentacdo, Sao Carlos-SP, (CALBO; PESSOA, 1999; PESSOA, 1999; PESSOA e
CALBO 2004), que se baseia nas propriedades termoelasticas dos fluidos, na
compressibilidade (K,;) e na expansibilidade térmica (o) (PESSOA e CALBO, 1997).

Neste tipo de sonda, a determinacdo do turgor ocorre através medi¢do da quantidade
de energia fornecida ao sensor termoeldstico para manutencdo da posicio do menisco
formado entre o 6leo no interior do capilar e o citoplasma. Entretanto, a versdo atual da ST
apresenta limitagdes que impedem a detec¢do e acompanhamento automdtico da posicdo do
menisco em tempo real, limitando a aplicabilidade do equipamento e o desenvolvimento de
metodologias. A atual Sonda Termoeldstica possui componentes relativamente lentos para
uma automacio adequada, apesar de alguns avancos ja terem sido obtidos no que diz respeito
ao processo de automacdo do controle da posi¢do do menisco no interior do capilar utilizando
sinal de video (BERTUCCI NETO, 2005).

A nova versdo, proposta neste projeto, pretende superar as limitacdes mencionadas e
implementar a utilizacdo desta nova tecnologia para medi¢do de turgor, visando contribuir
com os questionamentos acerca das alteracdes fisioldgicas, em escala celular, de 6rgaos

vegetais.



25

4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Melhorar a usabilidade do protétipo da Sonda Termoeléstica.

4.2 Objetivos Especificos

- Projetar e montar sistema para manufatura dos sensores termoeldsticos para medida de
turgescéncia;

- Projetar e montar uma plataforma mecanica adequada a automacao;

- Projetar e codificar o algoritmo de controle para medida automética de turgor;

- Planejar e codificar a interface com o usudrio;

- Monitorar a pressdo de turgor em células de cebola (Allium cepa L.).
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5. Materiais e métodos

As atividades descritas neste topico foram realizadas no Laboratério de Inovagdao em

Pés-colheita (LIPCo) usando-se a infra-estrutura da EMBRAPA Instrumentagio.

5.1 Projeto Mecanico e constru¢ao da Sonda Termoelastica

Para defini¢do das informacgdes necessarias ao desenvolvimento de um novo projeto
mecanico para a Sonda Termoeléstica foi aplicada a técnica “Especificacdes para Projeto de

Produto’®

descrita por Stuart Pugh em 1990 e adaptada por Camarotto (2005). A técnica
consiste em identificar os principais fatores que influenciam a qualidade da montagem
mecanica como desempenho, manutenc¢do, manufatura, dimensdo e peso. Em seguida foram
redigidas perguntas especificas dentro do escopo de cada fator. Por fim as questdes foram
respondidas, fornecendo as informag¢des norteadoras do projeto. A Tabela 1 contém a sintese

dessa técnica aplicada ao desenvolvimento do projeto mecanico da Sonda Termoelastica.

Tabela 1: Quadro de elementos do PDS para desenvolvimento do projeto conceitual de uma Sonda

Termoeléstica. Adaptado de (CAMAROTO, 2005).

Fator Questdes tipicas Comentarios

Ambiente - Onde ser4 utilizado? - O equipamento serd utilizado no interior de
- Ha necessidade de controle de laboratoério climatizado, sem controle de
térmico? umidade;
- Ha necessidade de controlar a
umidade?

Dimensdes - Deve ser portatil? - Nao hd necessidade de ser portétil podendo
- Qual a dimensdao maxima ser acomodado sobre bancada;
aceitavel? - Deve ocupar drea méxima de 3000 cm® sobre

plataforma de (65 cm x 55 cm) com altura
mdaxima permitida de 40 cm;

Peso - Qual o peso médximo permitido? | - Deve ser movimentado por uma pessoa. Peso
méximo fixado em 30 kg;

Transporte - Deve possibilitar deslocamento? | - Deslocamento do equipamento apds a
montagem nao € aconselhdvel;

Manutencao - Qual a freqiiéncia de manuten¢do? | - Minima;

® Especificagdes para projeto de produto — Correspondente em inglés: Product Design Specification (PDS).



27

Aparéncia - Qual cor sera utilizada? - Devem ser utilizadas cores neutras;
- Quais as observacdes quanto ao - Acabamento superficial por usinagem,
acabamento? pintura ou revestimento com material isolante
(Térmico e elétrico);
Partes - Quantas partes deve conter o - Carro porta amostra;
equipamento? - Carro porta sensor;
- Sistema 6ptico;
- Base principal;
Montagem - Quais as caracteristicas basicas - O equipamento deve ser facilmente montado
de montagem? e desmontado;
- Deve apresentar modularidade;
Desempenho - Quantos tipos de deslocamento - Carro porta sensor: deslocamento em “X”,
deve possuir? Y’ e”Z”;
- Qual a velocidade de ajuste para | - Carro porta amostra: deslocamento em “X”,
medicdes? ”Y” e ”Z” e rotacional em torno de “Y”’;
- Sistema 6ptico: Apenas ao longo de “Z”;
- Base principal: Fixa;
- Velocidade de ajuste para execugdo das
medicdes de turgescéncia mais baixa possivel
(recomendado 5 minutos);
Materiais - Quais materiais devem ser - Materiais leves e com boa resisténcia
utilizados? mecanica;
- Materiais de facil usinagem (agilizar o
processo de fabricacdo);
- Bom condutor de calor para o porta sensor;
Aspectos - Quais as caracteristicas de - Deve possuir pecas com encaixe rapido para
ergondmicos manuseio durante a troca de facilitar a troca de amostras e sensores;
amostras e sensores? - Deve permitir o livre acesso a todos os
- Quais as caracteristicas de botdes de manipulagao;
posicionamento das partes
moveis?
Seguranca - Quais riscos oferece? - Deve oferecer o menor risco possivel a satide
do usuario;
- As pecas de maior peso devem ser fixadas
com parafusos;
Valor - Qual valor disponivel para o - Restri¢des orgamentdrias;
projeto? - Realizar projeto com o minimo de gastos;
Usudrio - Que tipo de usudrio entrard em - Pdblico académico.
contato com o produto?
Tempo - Quanto tempo disponivel entre - 12 meses
concepcao e utilizacao?
Teste - Como serdo realizados? - Desempenho e aceitagdo do protétipo,

medidos apds aplicacio nos projetos de
colaboradores.
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Os desenhos mecanicos foram realizados em ambiente 3D do software SolidEdge

versdo 20. O projeto mecanico foi dividido em quatro partes:

5.1.1. Base principal;
5.1.2. Carro porta amostras;
5.1.3. Carro porta sensor;

5.1.4. Sistema 6ptico;
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5.1.1 Base principal

A base principal serviu de apoio para as demais partes do conjunto. Nesta montagem
uma placa de poliacetal de 10 mm foi colocada sobre um suporte de metalon (30 mm x 30
mm). A fun¢do do suporte foi garantir a rigidez do sistema. Sobre a placa de poliacetal (1)
foram usinadas furac¢des e colocados os elementos de fixacdo e guia posicionadora (trilho) em
formato de “rabo de andorinha” para garantir uma montagem 4gil e precisa das demais partes.
Guias para deslocamento linear em formato de “rabo de andorinha” sdo amplamente
utilizadas em tornos mecanicos e fresadoras, garantindo precisdo de até¢ 5 um (FERRARESI,
2003).

A base foi totalmente apoiada sobre quatro ventosas com a finalidade de fixar o

equipamento. Os detalhes de montagem da base principal podem ser observados na Figura 5.

Vista Superior

N® Item Item
1 Placa 3 Ventosa
2 Trilho 4 Suporte

Figura 5: Representacdo 3D da base principal e lista de pecas.
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5.1.2 Carro porta amostra

O projeto mecanico do carro porta amostra (CPA) buscou garantir acesso a maior
parte da superficie da amostra, seja plana, no caso de folhas, cilindricas ou esféricas, no caso
de frutos e demais 6rgios vegetais. Para garantir este acesso abrangente, foram definidos 4
graus de liberdade para posicionamento da amostra. Deslocamento linear em X, Y, Z e ao
redor de Y (6, ). Para deslocamento em X e Z, foram utilizados dois transladadores
horizontais da marca Proteu, modelo U-50. O posicionamento vertical em Y foi garantido
pelo transladador vertical da marca Optron, modelo TZ2-50.15. J4 a rotacdo em 6, foi
realizada pelo minigonidmetro GN1 da marca Optron. Para fixacdo e posicionamento sobre o
trilho da base principal, foram utilizados dois carros C1 da Optron. A Figura 6 ilustra a

montagem descrita.

A) B)

ltem Item
1 Minigonidmetro—GN1 4 Transladados vertical TZ22-50.15
2 Transladador Horizontal U-50 5 PardecarrosCl
3 Transladador Horizontal U-50

Figura 6: A) Representacdo 3D da montagem do carro porta amostra; B) Vista explodida do carro porta
amostra e lista de pecas.
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5.1.3 Carro porta sensor

Ao carro porta sensor (CPS) foram atribuidos 3 graus de liberdade através dos
deslocamentos lineares em X, Y e Z. Os deslocamentos em X e Z ficaram sob a
responsabilidade de dois transladadores horizontais U-50 da marca Proteu. J4 o
posicionamento em Z foi realizado por uma mesa elevadora ME1 da marca Optron, com
capacidade para até 5,0 kg (OPTRON, 2010). Para fixacao e posicionamento sobre o trilho da
base principal, foram utilizados dois carros C1 da Optron. A Figura 7 contém a representacao

da montagem completa do CPS, formado pelo sistema posicionador e regulador térmico.

N® Item N® Item

1 Regulador térmico 4 Transladados Vertical TZ2-50.15
2 Transladador Horizontal U-50 5 Par de carros C1

3 Transladador Horizontal U-50

Figura 7: Representagdo 3D do carro porta sensor e lista de pecas.

O regulador térmico foi acoplado sobre o sistema de posicionamento e foi formado

por um bloco termorregulador, uma fita resistiva de Ni-Cr(60-20) (0,2 mm x 2mm x 230 mm)
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alimentada por uma fonte controladora de tensdo e um suporte de fixacdo para o capilar. Os
detalhes construtivos foram representados na Figura 8. Nesta versio da sonda, o bloco
termorregulador confeccionado em aluminio AA 1050 substituiu o banho termostatizado
descrito por Pessoa (1999), cuja funcdo € manter a estabilidade térmica durante o periodo de
medi¢do. A substituicdo foi feita com a finalidade de reduzir o volume do regulador térmico e

diminuir sua complexidade construtiva , além de aumentar sua robustez e eliminar a etapa de

manutencdo do banho térmico (dgua + gelo).

Fonte Reguladora
de Tensao

Suporte de Fixagdo

Bloco de Aluminio

>
150 mm
y

\ Detalhe de montagem
(Vista explodida)

Figura 8: Detalhes construtivos do regulador térmico.
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5.1.4 Sistema optico

Para constru¢do do sistema Optico foi utilizado um estereoscépio da marca Lambda
modelo LET-3 com aumento de 100 vezes e a ele foram acoplados uma camera CCD da
marca LG modelo GC-215N/P e uma base para fixa¢do a placa da base principal conforme
Figura 9. Ap6s a montagem do sistema Optico e alinhamento do conjunto, o mesmo foi
travado, eliminando todos os seus graus de liberdade. Desta forma o posicionamento e
focagem da amostra e sensor sdo feitos pelos deslocamentos do carro porta amostra e do

carro porta sensor respectivamente.

1 Esterecsodpio [Aumento 100x] 3 Bazs

-
v
2 Cam

Figura 9: Representagdo 3D do sistema 6ptico e lista de pegas.

Para iluminagdo da amostra e sensor foi utilizado um iluminador de fibra dptica.



34

5.2 Software para medicao das caracteristicas geométricas do sensor

O desenvolvimento dos softwares utilizados neste trabalho foram realizados em
LabView 8.2”. Para captura de imagens, foram utilizados um sistema formado pela
associagdo de uma camera CCD da marca LG modelo GC-215N/P, um estereoscopio da
marca Lambda modelo LET-3 com aumento de 100 vezes juntamente com uma placa para
aquisicdo de video da National Instruments modelo NI PCI-1411. A placa de video foi
instalada em um computador de mesa com processador Intel E8400 e 3 GB de memdria
RAM. Caso seja de interesse do leitor, os diagramas de blocos desenvolvidos em LabView
foram catalogados no apéndice deste trabalho. Os fluxogramas representativos da sequéncia
de eventos

O software para medi¢do das caracteristicas geométricas do sensor termoeldstico

recebeu o nome “MED” e seguiu a l6gica apresentada pelo fluxograma da Figura 10.

[ Iniciar o programa
Sau Reta Desenhar reta | Gerar imagem na tela
desenhada? (mouse) . (30 fps)

Ll Calcular .| Exibir dados dareta

{ Comprimento / Angulo) [Comprimento / dngulo)
Figura 10: Fluxograma representativo do algoritmo do software para medida das caracteristicas
geométricas do sensor termoelastico.

Com o auxilio do mouse o usudrio pode desenhar sobre a imagem capturada, uma reta.

Através da anélise cartesiana da linha desenhada foi possivel definir as coordenadas iniciais e

" LabView 8.2 — Versio 8.2 do ambiente grifico para desenvolvimento de softwares.
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finais da reta, permitindo calcular seu comprimento em pixels e determinar seu dngulo em
graus.

Para calibrar o software foi preciso definir a relacdo de correspondéncia entre o pixel e
o equivalente em micrometros (um/pixel). Neste processo foi utilizada uma régua
micrométrica da Olympus com subdivisdes a cada 10 um. A régua foi fixada em frente ao
sistema Optico e em seguida sua imagem foi capturada. Sobre a imagem foram feitos tracos
com inicio e fim sobre a escala da régua, conforme Figura 11. Em seguida foi possivel
determinar o ndmero de pixels horizontais que compunha cada traco tornando possivel a
definicdo da relacdo um/pixel. Foram realizadas 30 medi¢cdes e o erro associado foi

calculado.

Figura 11: Representacdo das medicdes para calibracdo da relacdo um/pixel.

Com auxilio do software “MED” foram medidos o didmetro interno e externo do

corpo do capilar, didmetro da ponta e conicidade da mesma.
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5.3 Manufatura do sensor

Calbo (1997) e Pessoa (1999) fizeram consideracdes sobre os pardmetros necessarios
ao bom funcionamento de sensores termoeldsticos aplicados a medida de turgor. A Tabela 2

resume tais consideracoes.

Tabela 2: Pardmetros necessdrios para obtengdo de sensores para medida de turgor celular em ST.

_ ) Hematocapilares sem heparina a base de
Material do capilar

borosilicato
Diametro externo do corpo do capilar 220 pm - 260 pm
Espessura da parede 20 wm - 30 um
Comprimento do capilar cortado 200 mm
Diametro da ponta 5-10 um
Angulo da ponta Agudo
Fluido sensor Oleo de silicone com sudanblack
Vedacao Adesivo a base de cianoacrilato

Para confeccdo de sensores capazes de atender tais parametros, Pessoa (1999)
classificou o processo como extremamente trabalhoso e de baixo rendimento, apenas 5% das
tentativas de manufatura eram concluidas com éxito.

Na tentativa de minimizar o nimero de etapas para confec¢do dos sensores, foi
verificado junto a fabricantes de micro-tubos (ACCU-GLASS LLC, 2009; BLW-
BIOLABWARE, 2008), se possuiam em catdlogo micro-tubos semelhantes ao sensor
utilizado. Porém, as caracteristicas como didmetro externo, didmetro interno € comprimento

foram todas incompativeis.
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O aprimoramento do método de obtencdo de sensores para ST proposto por Calbo

(1997) e Pessoa (1999), foi realizado conforme as etapas:

5.3.1 Esticamento;

5.3.2 Obtengdo da ponta;
5.3.3 Ajuste da ponta;
5.3.4 Enchimento;

5.3.5 Vedacio;

Apenas para efeito de padronizacdo da nomenclatura, o termo “capilar” foi utilizado

nos tépicos seguintes como referéncia ao sensor da ST em processo de fabricacao.
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5.3.1 Esticamento

O esticamento caracteriza a primeira etapa do processo de obtencdo dos sensores.
Nesta etapa foram utilizados tubos capilares sem heparina da marca Perfecta confeccionados
em boro-silicato. As caracteristicas dimensionais descritas pelo fabricante sdo: diametro
externo de 1,5 mm, didmetro interno de 1,0 mm e comprimento de 70 mm.

Para obten¢do dos sensores, os capilares tiveram suas dreas centrais expostas a chama
de um bico de bunsen por um periodo aproximado de 5 segundos. Durante a exposi¢do a
chama, os capilares foram rotacionados com a finalidade de homogeneizar a transferéncia de
calor. Em seguida foram esticados manualmente até o comprimento aproximado de 40 cm
(PESSOA, 1999; BERTUCCI NETO, 2005). Um anteparo foi utilizado como limitador de

movimento na tentativa de garantir maior repetibilidade. A Figura 12 ilustra o procedimento.

1) Area aquecida 2)

40 cm

| r (?‘ 5 Qgﬁr 1
S
| | |

Figura 12: Representacdo da seqiiéncia de a¢des para obtencao do capilar: 1- Aquecimento, 2-
Esticamento.

Apés serem esticados os capilares tiveram seus diametros externos medidos com
paquimetro digital da marca Mitutoyo, modelo 500-143B. A medic¢do foi realizada em 3
pontos consecutivos a cada 100 mm e calculada a média. Aqueles que apresentaram didmetro
externo médio fora do intervalo definido na Tabela 2 foram descartados. Para avaliacdo desta
etapa foram esticados 20 capilares sem o auxilio de anteparo e 20 capilares com auxilio do

anteparo.
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5.3.2 Obtencao da ponta

A ponta do capilar é a parte mais delicada do sensor, pois seu didmetro externo deve
ser suficientemente pequeno para penetrar a parede celular sem comprometer
significativamente sua estrutura, além de garantir total vedacdo entre a parede celular e a
parte externa do capilar, evitando vazamentos que comprometeriam a qualidade da medida
(PESSOA, 1999).

Para a manufatura da ponta do sensor foi projetado e construido um puller. Para
realizacdo dos desenhos mecanicos foi utilizado o ambiente 3D do software SolidEdge versio
20. O puller foi fabricado na oficina mecanica da EMBRAPA Instrumentacdo, conforme

Figura 13.
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detalhe - AA ®// ] \@
L /
i -
N =] ' =]
1 Suporte de fixacao superior B Regulador da base superior
2 Aguecedor ] Suporte Intermediario
3 Capilar 10 Regulador do suporte intermediario
4 Cilindro esticador 11 Haste principal
5 Tubo acrilico 12 Suporte inferior
& Base Inferior 15 Regulador do suporte inferior
7 Base superior

Figura 13: Desenho em 3D do puller e lista de pecas.

Como pode ser visto na Figura 13, para montagem deste equipamento foi utilizada
uma base com pés de borracha (6) e a ela foram acoplados um tubo de acrilico (5),
responsdvel por manter a verticalidade do deslocamento, e a haste de suporte (11)
confeccionada em aluminio AA 1050. Foram acoplados a haste principal o suporte inferior
(12), o suporte intermedidrio (9) e a base superior (7), todos com regulagem de altura
(13,10,8), respectivamente.

Para confec¢do da ponta, os capilares, ja esticados, foram passados pelo interior do
aquecedor (2) e tiveram uma das extremidades presa ao suporte de fixacdo superior (1). Na

outra extremidade foi encaixado um peso de aproximadamente 60 g (4), que em seguida foi
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introduzido no interior do tubo de acrilico. A funcdo do cilindro foi de manter os capilares
esticados durante o aquecimento.

O aquecedor foi confeccionado em fio de Ni-Cr(60-20) com (@ = 0,25 mm),
indicado para operacdes continuas sujeitas a altas temperaturas (até 1150 °C) em atmosfera
oxidante (CHIAVERINI, 1986). As caracteristicas construtivas do aquecedor sao
representadas no detalhe “AA” da figura 5. A resisténcia do aquecedor apresentou valor de
0,8 Q, medida com multimetro da marca Minipa, modelo ET-2075A. O aquecedor foi
conectado a uma fonte de tensdo reguldvel e o valor de tensdo na saida foi medido com o
mesmo multimetro.

Na tentativa de padronizar a ponta do sensor foram feitos testes variando-se a tensdao
aplicada ao aquecedor. Os valores de tensao selecionados para anélise foram: 2,50 V; 2,75 V
e 3,00 V. Foram produzidas 20 pontas para cada valor de tensdo e anotados os valores

referentes a conicidade e didmetro da ponta (@on,), conforme Figura 14.
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Figura 14: Caracteristicas geométricas da ponta do sensor termoeldstico.

Para medicdo das caracteristicas geométricas das pontas formadas foi utilizado o
software “MED” descrito no tépico 5.2 deste trabalho.

O angulo “o” representado na Figura 14 foi obtido durante a etapa de ajuste da ponta.

O diametro da ponta € um parametro desclassificatorio para utilizacdo do capilar, ja o
angulo representativo da conicidade da ponta, ndo. Para determinagdo da relevancia do uso de
diferentes tensdes na obtencdo das caracteristicas citadas, foi utilizada separadamente a
técnica estatistica ANOVA a um nivel de significancia de 5% e em seguida foi aplicada aos
pares o teste-T também a 5% de significancia. Os célculos foram realizados pelo médulo de

andlise de dados do programa Excel 2007 da Microsoft.
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5.3.3 Ajuste da Ponta

Nao houve referéncia a etapa de ajuste da ponta na bibliografia consultada, porém, na
tentativa de padronizar e adequar as pontas dos capilares aos parametros da Tabela 2, foi

construida uma lixadeira circular conforme a figura 15.

p

-

4
_

® ©@ @ 6

( r

\

A

Suporte

-
B

.
'\\
e -l-l--""--._

Motor

Prato

1
2
3
4

Lixa

Figura 15: Vista explodida da lixadeira e lista de pecas.

A montagem da lixadeira foi executada conforme ilustrado na Figura 15 e a confec¢do
e adaptacdo dos componentes foram realizados na oficina mecinica da EMBRAPA
(CNPDIA). O acionamento do prato porta lixa, item (3) da Figura 15, foi realizado com um
cooler de computador sem as hélices da marca SMART (1;2) alimentado com 0,14A a 12V.
Ao prato (3) foi colada uma lixa d’dgua n°1500 (4).

Apds a montagem a rotacdo da lixa foi medida em 5 repeticdes com auxilio de um
tacoOmetro Optico da marca Microtest, modelo F45.

A lixadeira foi acoplado um brago articulado com 3 graus de liberdade conforme

Figura 16.
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Figura 16: Representacdo 3D do conjunto lixadeira e braco articulado.

A funcgdo do bracgo articulado, Figura 16, foi permitir a fixa¢do do capilar, o ajuste do
angulo (o) entre a ponta do capilar e o plano de lixamento, e 0 seu posicionamento em
relacdo ao centro da lixa (r).

Anterior as etapas de fixacdo e lixamento do capilar, foi necessdrio regular o
equipamento com os parametros “o" e “r’. Com o auxilio de um transferidor, o angulo “o”
pdde ser atingido através do acionamento manual do posicionador rotativo (6,) (2). A titulo
de padronizacao foi adotado o valor de 45° para “o.”.

Apés a regulagem da posi¢do, o capilar foi encaixado no sulco do suporte metalico
(6), conforme detalhe “A-A” da Figura 17 e posicionado com sua ponta préxima a lixa, cerca
de 1 mm. Em seguida o capilar pode ser preso pela colocagdo do suporte de fixagdo
magnético (5).

Com o capilar devidamente fixado, o equipamento pdde ser acionado. Apds atingir sua

velocidade de rotacdo nominal, foi realizado o toque suave da ponta com a lixa.
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= \ Capilar

Detalhe “A-A"

' Item Item

1 Regulador de altura (¥) 4 Base fixa

2 Posicionador rotativo (B.) 5 Suporte de fixacdo magnético
3 Base rotativa (8,) f Suporte metalico

Figura 17: Representacdo 3D do brago articulado e lista de componentes.

Das pontas aprovadas nas etapas anteriores, 20 foram submetidas a lixamento e
posteriormente foram examinadas com auxilio de um estereoscopio com aumento de 100

vezes. A imagem capturada pode ser medida com o uso do software “MED”.
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5.3.4 Enchimento

Ap6s a confeccdo, ajuste e verificacdo das pontas, os capilares aprovados tiveram seus
interiores preenchidos com 6leo de silicone corado com Sudanblack (PESSOA, 1999).

Nesta etapa a ponta dos capilares foram instaladas em uma cdmara sob vicuo e a outra
ponta mergulhada na solu¢do 6leo/corante. O vacuo foi produzido por uma bomba de vacuo
da marca Fisatom modelo 820, a (-550 mmHg). A Figura 18 representa a montagem

proposta.

Bomba de vacuo

Parte posterior do capilar

=4 S

Capilar

Camara de vécuo

Reservatdrio contendo
Oleo/corante

Figura 18: Representacdo esquemadtica da etapa de enchimento do capilar.
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5.3.5 Vedacao

Ap6s o completo preenchimento, a parte posterior dos capilares foi retirada da mistura
6leo/corante e mergulhada totalmente em cianoacrilato. A porcdo envolta pelo adesivo foi de
aproximadamente 10 mm. Para garantir a auséncia de bolhas, com auxilio de uma lamina
metdlica, destacou-se os 5 mm finais de cada capilar restando ainda 5 mm totalmente
mergulhados em cianoacrilato. A bomba de vicuo foi acionada novamente por
aproximadamente 1 segundo a fim de garantir a entrada do adesivo no interior dos capilares,
vedando-os. Para garantir a cura do cianoacrilato foi necessario aguardar 5 minutos conforme
indicacdo do fabricante (HENKEL LTDA, 2008).

O procedimento de vedagdo descrito encontra-se representado na Figura 19.

Bomba de vacuo

Regido com
cianoacrilato

Detalhe “A-A"

\ Camarade vacuo

Capilar

Figura 19: Representacdo esquemadtica da montagem para operacdo de vedacao.
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5.4 Software para deteccio automatica da posicao do menisco

A correta detecc¢do da posi¢dao do menisco é fundamental para medi¢dao do turgor pelo
método isovolumétrico em Sonda Termoeldstica. O software DETECT.a foi desenvolvido
para essa funcdo. Neste programa foi implementada uma sub-rotina para aquisicdo de
imagens a cada 33,33 ms, equivalente a uma taxa de captura de 30 fps. Em seguida foi
adicionada ao programa outra sub-rotina que permitiu ao usudrio desenhar uma linha sobre a
tela do computador, em longo da qual o software realiza a busca do menisco, procurando por
variagOes abruptas de contraste formado na interface 6leo/solu¢do aquosa. Em Husken e
colaboradores (1978) a variagdo da resisténcia de um fio de prata com didmetro de 1um
introduzido no interior do capilar indicava a posi¢cao do menisco.

Para facilitar a visualizacdo do deslocamento do menisco pelo usudrio, o software
gerou sobre a reta selecionada um ponto de ocorréncia vermelho, coincidente com a posi¢cdo
instantanea do menisco, além da imagem do mapa de contrastes. Também foi disponibilizado
para o usudrio um gréfico da posicdo do menisco, atualizado de acordo com a taxa de captura
de imagens. As atividades de detec¢do do menisco, posicionamento do ponto de ocorréncia e
medida de turgor foram todas sincronizadas a partir da taxa de aquisicdo de imagens a uma
freqiiéncia de 30 Hz (WONG, 2009).

Como pardmetros de entrada foi permitido ao usudrio escolher o tamanho e a
disposicdo da reta sobre a tela, a taxa de captura de imagens (padrdo recomendado 30 fps) e
campo para inser¢do do nome do arquivo. Caso o usudrio ndao informasse manualmente estas
entradas, o sistema automaticamente operava a 30 fps e o arquivo era salvo em diretério
padrdo no formato (.txt). Apenas a reta ndo pdde ser selecionada automaticamente.

Com a finalidade de promover o entendimento da légica de detec¢do da posicdo do
menisco, foi proposto o fluxograma representativo do algoritmo utilizado, conforme Figura

20.
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Figura 20: Fluxograma representativo da implementagdo do programa “DETEC.a”.

Apés a implementacdo do programa DETEC.a, foi realizada a andlise do sinal
capturado (posicdo do menisco no tempo). Foram gravados o sinal puro, sem aplicagdo de
filtro e o sinal com filtro baseado em média mével (5 iteragdes) (BERTUCCI NETO, 2005).
Esta técnica € bastante conhecida para suavizar sinal ruidoso, reduzindo sua variancia
(BRACEWELL, 1986). Nesta etapa, as medi¢des foram realizadas a temperatura e pressao
constantes.

A influéncia da temperatura do meio ambiente sobre a posi¢do do menisco foi determinada
por meio do monitoramento continuo da posi¢do do mesmo por um periodo de 45 minutos
com uma taxa de amostragem de 30 amostras por segundo. Durante todo o periodo de medida

o controle de temperatura permaneceu desligado e a tensdo na fita resistiva foi de 0 V.
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5.5 Software para medidas isovolumétricas

O desempenho de muitos sistemas de controle depende das caracteristicas do ambiente
onde os mesmos estdo localizados, podendo um sistema em malha aberta ndo responder
adequadamente aos comandos do operador devido a altera¢cdes do ambiente como pressdao
temperatura ¢ umidade por exemplo. Os controladores sdo utilizados para evitar tais
ocorréncias, ou seja, ao invés do usudrio compensar manualmente estes efeitos, o controlador
o faria, corrigindo o sinal de entrada em funcdo dos desvios com relagdo a referéncia
estabelecida pelo usudrio.

Para definicdo correta da forma de controle do sistema, foi necessario realizar alguns
testes preliminares para identificar as caracteristicas do mesmo. Nesta se¢do foram descritos
os testes e como auxiliaram no desenvolvimento da metodologia de controle.

Primeiramente, para inicio do controle da posi¢do do menisco, foi necessério definir o
tipo da fun¢do transferéncia (FT) G(s) que descreve o comportamento dindmico do sistema.
Para alcancar este objetivo, aplicou-se uma entrada degrau no valor de 0,025 V e em seguida
foi medido o deslocamento do menisco em pixels. Esta operacdo foi realizada em malha

aberta, conforme diagrama de blocos representado pela Figura 21 (KUO, 1985).

0,025V
ov_l —_— (8 —_—
Entrada: Degrau Funcao Transferéncia Saida
da Planta

Figura 21: Representacdo do diagrama de blocos para uma entrada do tipo degrau em malha aberta.

A curva de resposta obtida apresentou forte semelhanga com a curva caracteristica de
resposta ao degrau unitirio em sistemas de primeira ordem. A Figura 22 ilustra a
sobreposicao entre a curva caracteristica de sistemas de primeira ordem e a curva de resposta,

ambos normalizados.



50

sl I — RespostadoSistema

+ Respostacaracteristica (12 ordem)

Resposta do sistema

0 5 0 15 ]

Tempo [ 5]

Figura 22: Resposta experimental normalizada do sistema em func¢do de entrada degrau (em azul) e
resposta caracteristica simulada de sistemas de 1* ordem (em vermelho).

Ao analisar a Figura 22, foi razoavel admitir que o comportamento da planta pudesse
ser descrito por uma funcio de transferéncia de primeira ordem. Desta forma, G(s) pode ser
representada pela equacdo 11 (SILVA, 2008).

Ko 11
T.s+1 an

Onde “Kp” representa o ganho e “7” a constante de tempo do sistema. A constante de

G(s) =

tempo foi encontrada a partir da determinagdo do tempo necessdrio para se alcancar 63,2% do
valor final da resposta ao degrau (OGATA, 2003)..

J4 o ganho foi encontrado pela relacdo entre o deslocamento do menisco em pixels
(Apx) e o degrau fornecido em volts (AVt) conforme a equacgdo 12.
_ Apx

K, =
0T AV

(12)

Para definicdo dos valores médios da constante de tempo e ganho, foram aplicados 3

valores distintos de degraus de tensdo (0,025V, 0,050V e 0,075V). O valor inicial da tensdo
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foi de 0,900 V. O tempo de espera ap0s a aplicagdo dos degraus foi de 45 segundos a fim de
permitir a estabilizacdo do sistema. Este procedimento foi realizado com 5 repeti¢des.

Ap6s a definicdo dos pardmetros da planta foi estabelecido o controle da mesma em
malha fechada (com realimentagdo), representado pelo diagrama de blocos da Figura 23,
onde R(s) € o sinal de referéncia na entrada (set point), C(s) representa a fungdo de
transferéncia do controlador, Y{(s) o sinal de saida, T4 o distirbio (convertido em pixels) e

G(s)a FT da planta como descrito anteriormente.

Disturbio - T

Funcdo Transferéncia Funcdo Transferéncia

do Controlador da Planta Saida

Figura 23: Diagrama de blocos para controle do sistema realimentado.

A fase seguinte foi de elaboracdo do controlador para viabilizar a automacdo do
processo de medicdo de turgor. Na elaboracdo de um controlador, o erro de regime para uma
determinada entrada define o tipo de controlador e os indices de desempenho determinam
suas especificacdes. Foi adotado como premissa deste projeto que o sistema deve possuir erro
de regime permanente nulo para uma entrada degrau, sendo assim o controlador escolhido foi
do tipo Proporcional Integrativo (PI) (OGATA, 2003). Esta escolha foi justificada pelo fato
de que o método isovolumétrico de medicdo do turgor baseia-se na andlise da tensdo
fornecida para forcar o retorno do menisco a sua posicao inicial. A funcio de transferéncia de
controladores PI pode ser definida pela equacdo 13 (SILVA, 2008), em que o pardmetro K,

representa o ganho proporcional e 7; define a constante de integracio do controlador.

C(s) = KP.(l + S'lTl_) (13)
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Para valores de “K,,” bem pequenos a funcdo de transferéncia em malha fechada do
sistema de controle, Gur(s), pdde ser aproximada pela equacio 14 (ARAUJO, 2008).

Y(s)  C(s).G(s) w?
R(s) 1+4+C(s).G(s) s2+2.0.w,s+ w?

Gur(s) = (14)

Substituindo as fungdes de transferéncia C(s) e G(s), na terceira parcela de 14,

encontramos a equacao 15.

K.K,
_ T.T,
Gur(s) = — (KK, +1 KK, (15
S — .S o
T T.T,

Ao analisar a semelhanca entre as equacdes 14 e 15, foi possivel encontrar as
equagdes que definem os parametros do controlador, 16 e 17. Entretanto esta defini¢do nao é

suficiente para garantir o sucesso da implementacdo do sistema de controle.

2.T.. w2 —1
K, = e (16)
T — K.K, 17
i_T.a)nZ a7

O sucesso da implementacdo pode ser determinado pala aplicacio do método de
Routh-Hurwitz (ROSARIO, 2005). O método de estabilidade de Routh-Hurwitz define se um
sistema € estdvel ou ndo, levando em consideracdo a equacao caracteristica do sistema escrita
na varidvel de Laplace “s”, conforme equacio 18.

q(s) = ap.s"+ap_1.5" '+ ..+ a;st+a;=0 (18)

O critério de Routh-Hurwitz declara que o nimero de raizes de “qg(s)” com parte real
positiva € igual ao ndmero de trocas de sinais da tabela de Routh. Para um sistema estavel
ndo deve haver trocas de sinal na primeira coluna da tabela. Dorf e Bishop (2009), declaram
que este requisito € necessdrio e suficiente. O polindmio caracteristico da funcdo de
transferéncia do sistema realimentado pode ser definido pelo denominador das equagdes 12
ou 13. A tabela de Routh para fung¢do de transferéncia definida pela equacdo 14 foi

representada pela Tabela 3.
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Tabela 3: Tabela de Routh para polindmio
caracteristico da fung¢do de transferéncia do
sistema controlado por PI com realimentacao.

KK
g2 1 —F
T.T;
K.Kp+1
s! L 0
T
K.K
g0 —F 0
T.T;

A exigéncia para um sistema de segunda ordem ser estdvel € simplesmente que todos
os coeficientes sejam positivos ou negativos. Como temos a, = 1, a; e a, também devem ser

positivos, fato representado pelas equagdes 19 e 20.

K.K,+1
— 2 >0 (19)
T
K.K
p
> 0 20
T.T; (20)

Estas condicdes sempre serdo verdadeiras para qualquer valor de ganho proporcional e
constante de tempo de integracdo maiores que zero. Logo a aplicacdo das equacdes 16 e 17
satisfazem o critério de estabilidade de Routh-Hurwitz.

Dorf e Bishop (2009) sugerem alguns critérios para definicdo de indices de
desempenho e enfatiza o critério ITAE. O valor de relacdo de amortecimento “C” selecionado
com base no indice ITAE foi de 0,7. Para um sistema de segunda ordem resulta em uma

resposta rapida ao degrau com uma ultrapassagem percentual de 4,6% conforme Figura 24.
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Figura 24: Grafico representativo da mdxima ultrapassagem percentual em funcdo do fator de
amortecimento para sistemas de segunda ordem.

A partir da definicdo do valor de {, e adotando o tempo razodvel de 30 s para
acomodacdo do sistema a 98% do valor de regime estaciondrio “V,”, foi possivel calcular o

valor da freqii€ncia natural pela equagdo 21 (DORF; BISHOP, 2009).

* 21
T (21)

wn =

Este procedimento implicou em aceite de erro de até 2% em relacio ao regime

estaciondrio conforme grafico da figura 25.
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Figura 25: Representacdo do tempo para acomodacio a 98% do valor de regime estaciondrio para sistema
de segunda ordem proposto, sujeito a entrada degrau.

Ap6s a determinacdo de w, foi possivel encontrar quais os parametros 6timos para o
controlador PI.

Para verificacdo da resposta do sistema foi simulada uma entrada degrau de posic¢ao,
semelhante ao estimulo provocado apds a penetracdo da ponta do capilar em uma célula. O
sinal da resposta realimentada controlada por PI foi gravado e posteriormente comparado a

curva de resposta em funcdo do tempo dada pela equacdo 22.
1
Y(£)=1- 5 eSWnt sen(w,.f.t + 6) (22)

Com “f ” e “0 ” representados pelas equagdes 23 e 24 para qualquer valor de “ {”

entre zero € um.

p=V1-¢2 (23)

6 = acos ({) (24)
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Foi mostrado, conforme a equacdo 06, que alteracdes de temperatura no fluido sensor
a um volume constante implicam em uma variacdo de pressdo. Na montagem proposta, a
variacdo de temperatura do fluido sensor pdde ser controlada através da variagdao do valor de
tensdo (V. ) fornecido a fita resistiva em contato direto com o capilar. A variacdo de tensdao
implica na variagdo da poténcia fornecida (Ps), conforme equagdo 25, onde “R ¢ o valor da
resisténcia da fita:
Vee?

R

Foi obtida uma relacio matemadtica entre o valor da pressdo aplicada e a variacdo de

P, = (25)

poténcia necessdria para manutencdo da posi¢do inicial do menisco. Para construcdo da
relacdo foram aplicados 13 degraus sucessivos de pressdo partindo de 0 kPa até 500 kPa,
medidos com auxilio de um sensor de pressio da marca Honeywell, modelo ISSUE 3 /
PK80083. Os degraus foram obtidos através do controle da abertura de uma vélvula esfera
(@1/8”), conectada a saida de um compressor da marca Fisatam, modelo 820. Apds a
aplicacdo do degrau de pressdo a tensao foi ajustada manualmente com auxilio de uma fonte
reguladora de tensdo. Nesta fase, foi adicionado ao software “DETEC.a” uma sub-rotina para
leitura e gravagcdo do valor de pressdo, caracterizando assim a versao “b”. Com auxilio do
software “DETEC.b"’, foi possivel confirmar o retorno do menisco a sua posi¢do inicial.
Ap6s a estabilizacdo do menisco, o software gravou os valores de tensdo, pressdo e posi¢cao
do menisco a uma taxa de 33,33 gravagdes por segundo durante o periodo de 6,6 segundos,
gerando uma amostragem de 200 medicdes por ponto do grifico. A utilizagdo da placa de
aquisicdo de dados NI - 6035E da National Instruments permitiu o registro dos valores de

tensdo e pressao. A Figura 26 ilustra a montagem para realizacio da calibragdo do sensor.

¥ DETECT.b — 2° versio do software DETECT, com a adiciio da sub-rotina para leitura e gravacio da pressio
aplicada ao menisco.



57

Compressor

Sistema
Optico

3 Valvula esfera
Acumulador

Menisco

Capilar

Fluido sensor

I
Lo —

Fita resistiva

N\

Sensor de pressdo
PK-80083

Figura 26: Montagem para calibracdo do sensor termoeldstico, pelo levantamento da curva de pressdo por
poténcia, aplicadas para manutengdo da posi¢ao inicial do menisco.

Ap6s a defini¢do do controlador PI e da curva de calibragdo do sensor, foi adicionada
ao software “DETEC.b” a sub-rotina para cdlculo do turgor calculado a partir da fungdo

definida pela curva “poténcia aplicada x pressdo” baseada na equacdo 26. Onde “a” é o

coeficiente angular da reta de calibracao do sistema.

P(APOt) = a. APOt (26)
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Com a incorporacdo do célculo da pressdo de turgor, o software recebeu o nome de

“ST.aut™ Seu algoritmo é representado pela Figura 27.

Iniciar o programa — ST.aut

Gerar imagem na tela
(30 fps)

Selecionar

Enviar parametros
pré-programados

reta

0 usuario
selecionou

elecdo fol
satisfataria

Detectar menisco
[33.3 ms)

Pardmetros
ajustados?

Controlar posicdo do
menisco— (Controlador Pl)

Exihir na tela o ponto
detectado

Ajustar parametros de entrada

Exibir grafico:
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Gravar arquivo "
Posicdo f Tempo / Turgor

Exibir grafico:
Turgor x Tempo

Fim

Calcular pressdo de turgor
e

!

Exibir valor do turgor

Figura 27: Fluxograma representativo do algoritmo do software “ST.aut”, proposto para célculo do turgor

em ST.

9 - . . ~ o ~ A s 2 ‘o~
ST.aut — Versao final do software para determinagdo automadtica da pressao de turgescéncia em células de 6rgaos

vegetais.
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5.6 Medicao automatica do turgor em células de cebola (Allium cepa L.)

O software “ST.aut” foi utilizado na medi¢do do turgor celular em cebolas (Allium
Cepa L.) com intuito de verificar o comportamento do valor do turgor celular em funcio do
tamanho da lesdo por puncdo e da distancia de medi¢do em relagdo a lesdo.

O material vegetal utilizado neste experimento foi obtido no comércio local, da cidade
de Sdo Carlos — SP. No Laboratério de Inovagdo em Pos-colheita (LIPCo) foram separadas
trés cebolas de tamanhos aproximados e em seguida submetidas, uma de cada vez, a seguinte

seqiiéncia de tratamento:

1. Retirada do catéfilo externo conforme Figura 28.

Local da medicdo
Catéfilo interno

Catéafilo externo

Figura 28: Representacdo do local de medi¢ao do turgor em cebola (Allium cepa) integra.

2. Colocacdo do material vegetal sobre o “Minigonidmetro-G1” do carro porta
amostras e posicionamento.

3. Medicdo do turgor na regido equatorial da cebola ainda intacta.

4. Puncionamento do catafilo com objeto cilindrico oco. Na regido equatorial de
cada cebola foi feito um unico furo com didmetro de 3,0 mm, 7,0 mm e 15,0 mm

respectivamente.
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5. Ap6s o puncionamento foram realizadas medidas de turgor a 1 mm, 5 mm, 10

mm, 20 mm e 40 mm em relacdo a borda da injuria conforme Figura 29.

Figura 29: Representacdo do local de medi¢@o do turgor em cebola (Allium cepa L.) lesionada.

Com este tratamento foi possivel identificar as alteracdes no turgor causadas pela

ocorréncia de lesdo mecanica por puncionamento.
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6  Resultados e discussao
6.1 Projeto Mecanico e construciao da Sonda Termoelastica

A realizacdo do projeto mecanico conforme as Figuras 30 e 31 constituiu a Sonda

Termoeléstica para medicdo de turgor de forma manual.

Sistema oOptico
-"--_

Base principal

Figura 30: Representagdo 3D da montagem completa para sistema de medi¢do de turgor baseado no
principio da termoelasticidade.
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Portaamostra *=—

Porta sensor J

Figura 31: Foto do sistema construido para medi¢ao de turgor baseado no principio da termoelasticidade.

Nos sistemas anteriores o alinhamento das partes demorava aproximadamente uma
hora (PESSOA, 1999; BERTUCCI NETO, 2005). A nova montagem da Sonda Termoel4stica
permitiu maior agilidade tanto no posicionamento da amostra quanto no posicionamento do
sensor, em relacdo ao sistema Optico. Isso foi possivel devido a aplicacdo dos transladadores
com fusos de avango micrométrico sobre guias precisas (250 pum/volta) e a forma construtiva
do porta sensor que garantiram repetibilidade de posicionamento do sensor. Tais alteracdes
permitiram realizar as operagdes de troca de sensor, posicionamento da amostra e sensor em
uma média de 5 minutos. Além disso, em trabalhos futuros, o projeto mecanico pode ser
adaptado para automatizar e controlar os avangos lineares ou angulares das partes moéveis

através do emprego de servos-motores ou motores de passo.
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6.2 Software para medicao das caracteristicas geométricas do sensor

Para determinagdo do comprimento padrdo do pixel, foram realizadas 30 medi¢cdes em
comprimento de 100 um com auxilio do software “MED” e régua micrométrica. O
comprimento médio do pixel foi de 0,777 pum, com desvio padrao de 0,003 pm/pixel. O valor
médio do pixel em micrometros, foi incorporado as rotinas de cdlculo do programa DETEC.a.
Esta informacao foi fundamental para andlise e padronizacdo das caracteristicas geométricas

dos capilares.

6.3 Manufatura do sensor

O comprimento final dos capilares esticados com anteparo (CA) apresentaram uma
variacdo aproximada de 5 mm entre o maior € o menor capilar, ja sem anteparo (SA) esta
variacdo foi de aproximadamente 22 mm. Foram observadas variagdes médias de diametro ao
longo do capilar, 30,95 % (CA) e 24,78 % (SA), possivelmente causadas pela diferenca de
desaceleracdo entre os métodos, visto que a parada ocorre de forma mais brusca com uso de
anteparo. O diametro médio obtido foi de (240 + 10) um (CA) e (240 £21) um (SA) e a taxa
de aproveitamento foi de 55% (CA) e 50% (SA) para esta etapa.

Na etapa seguinte de obten¢do da ponta, verificou-se a relagdo entre a tensdo aplicada
no aquecedor e as caracteristicas geométricas das pontas obtidas. A Figura 32 ilustra

exemplos de pontas obtidas em fun¢do da tensdo aplicada ao aquecedor.

A

2,50V

—

0 120 pm
[

2,75V

0 120 pm
il

C

3,00V

p—

0 120 um
el

Figura 32: Exemplos de pontas obtidas em fun¢do da tensdo aplicada ao aquecedor: 2,50V; 2,75V e 3,00V
para as situagdes A, B e C respectivamente.
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A Tabela 4 sintetiza as caracteristicas geométricas das pontas obtidas em fungdo de

valores de tensdo pré-estabelecidos.

Tabela 4: Caracteristicas geométricas das pontas dos sensores, obtidas em diferentes niveis de tensao.

Tensdes aplicadas @ ponta [um] Desvio Padrdo [um]  Conicidade [ ° ] Desvio Padrao [ © ]
2,50V 8,67 1,81 4,50 1,47
2,75V 6,67 1,79 2,28 1,24
3,00V 7,50 1,65 2,76 0,78

As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados da aplicagdo da técnica ANOVA para
andlise estatistica referente a aplicacdo de diferentes tensdes na obtencdo das pontas dos
sensores.

A Tabela 5 indica “p” menor que 0,05, o que implica em rejei¢do da hipétese nula de
igualdade de médias para qualquer nivel de significancia. Portanto a tensdo € estatisticamente
significante para obten¢do do didmetro da ponta do capilar. O valor de “F” nos mostra que a

variabilidade entre os grupos (de tensdo) é 5,96 vezes maior que a variabilidade dentro do

grupo.

Tabela 5: ANOVA fator tinico a 5% para determinag@o da influéncia da tens@o no didmetro da
ponta obtida.

Fonte da

o SQ gl MQ F valor-P F critico
variagao
Entre grupos 36,6 2 18,3 5,960 0,00712 3,354
Dentro dos

82,9 27 3,1

grupos
Total 119,5 29

Porém nao temos condi¢des, por meio do teste ANOVA, de afirmar se a diferenca

significativa estd entre as tensoes de 2,50 V e 2,75 ou entre 2,50 V e 3,00 V ou entre 2,75 e
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3,00 V. A comparagdo através do Teste-t a 5% de significincia revelou que apenas o par 2,50
V e 2,75 V apresentou diferenca estatistica significativa em relacido ao didmetro da ponta.

A Tabela 6 indica “p” menor que 0,05 implicando em rejeicdo da hipdtese nula para
igualdade de médias a qualquer nivel de significancia e indica que o efeito da tensdo €
estatisticamente significante para conicidade da ponta do sensor. O valor de “F’ nos mostra

que a variabilidade entre os grupos é 10,82 vezes maior que a variabilidade dentro do grupo.

Tabela 6: ANOVA fator tinico a 5% para determinacgao da influéncia da tensdo na conicidade da
ponta obtida.

Fonte da

) SQ gl MQ F valor-P F critico
variacao
Entre grupos 31,15 2 15,58 10,820 0,00035 3,354
Dentro dos

38,86 27 1,44

grupos
Total 70,015 29

O Teste-t, aplicado a 5% de significancia identificou que o tratamento com 2,50 V
apresenta diferenca estatistica em relagdo aos demais tratamentos, enquanto que Os
tratamentos com 2,75 V e 3,00 V ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas entre
si.

Como a maioria das pontas obtidas no puller estavam fechadas ou apresentavam
irregularidades, a etapa de lixamento se mostrou indispensavel.

A utilizagdo do sulco no suporte metdlico e a colocacdo do suporte de fixacdo
magnético permitiram rdpido posicionamento e boa estabilidade para o capilar durante a
operacdo de lixamento.

Para defini¢do correta de “r’ (distancia entre o centro da lixa e o ponto de contato com
o capilar), partiu-se do pressuposto que a operagdo de lixamento pode ser analisada de forma
andloga a operacdo de usinagem denominada retificagdo. Por definicdo, retificagdo é um
processo abrasivo proporcionado pela agdo de um rebolo com uma grande quantidade de

arestas de corte distribuidas de forma aleatéria e capazes de proporcionar acabamento
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superficial de baixa rugosidade (Ra de 0,2 um a 1,6 um) com tolerancia dimensional entre
IT4 e IT6 (FERRARESI, 2003; DINIZ et al, 2008).

A andlise da poténcia de corte (P.) definida pelo produto da forca de corte (F.) e
velocidade de corte (V,) conforme equacdo 07 € o ponto de partida para se encontrar o valor

de ‘6r9’.

P=F.V (07)

A poténcia de corte pode também ser escrita em funcdo da poténcia motriz (Py,)

associada ao motor de acionamento e seu rendimento (77) conforme equacdo a 08.

Fe = Py.7 (08)

No sistema proposto admitiu-se valor constante para “Py’°, ja o valor de “P. ¢é
dependente do rendimento da operacdo que estd associado a pressdo da ponta sobre a lixa. O
controle desta varidvel impacta diretamente no controle da intensidade de desbaste.

Em testes preliminares verificou-se que durante o lixamento, o capilar sofria
deformacdo eldstica por flexdo (flecha) devido ao avanco em “Y” apds a ponta ao tocar a
lixa. Esta constatagdo permitiu analisar o comportamento do capilar como uma viga em
balango submetida a um carregamento concentrado na extremidade. O célculo da flecha ( £)
foi definido pela aplicacdo da equacdo da linha eldstica 09, onde “P” € a carga perpendicular
ao ponto de engaste da viga, “£” corresponde ao mddulo de elasticidade do material e “/”
representa 0 momento de inércia da drea correspondente a sec¢do transversal do corpo do

capilar.

f= (09)

Foi representado pela Figura 33 o diagrama de corpo livre dos esfor¢os atuantes com a

lixa parada na formacao da flecha, para uma melhor compreensio do leitor.
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Figura 33: Diagrama de corpo livre para esforco resultante do contato do capilar com a lixa parada.

Controlar o comprimento da flecha através de um dispositivo de avanco preciso em
“Y” interfere no controle da intensidade da pressdo exercida sobre a lixa. Porém
equipamentos de medicdo e controle do avanco com elevada precisdo s@o extremamente
caros (PORTO, 2004) o que implicou na necessidade de desenvolvimento de uma solugdo
alternativa para evitar o desgaste excessivo na ponta do capilar.

Com a finalidade de minimizar este problema, eliminou-se o controle preciso sobre o
avanco em “Y” através da definicio de um valor baixo para V. reduzindo assim, a
intensidade no lixamento pelo abaixamento da poténcia de corte.

A grandeza V. pode ser expressa em funcdo da velocidade angular “w” e do raio “r’
conforme equacdo 10.

V.=w.r (10)

Ao se admitir um valor de “7”’ bastante pequeno para “w’ constante, V. foi reduzido e
conseqiientemente a intensidade da operacdo de lixamento também. A velocidade angular da
lixadeira foi medida com auxilio de um tacometro 6ptico da marca Microtest modelo F45 e

apresentou valor de 418,87 rad.s™ equivalente a uma freqiiéncia de rotacdo de 66,67 Hz. J4 o
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valor de “r” padronizado apds testes preliminares foi de 5 mm, implicando em um valor de

aproximadamente 0,33 m/s para V. Nesta etapa o aproveitamento foi de 90%.

Ap6s a realizacdo das etapas para obtencdo do sensor a taxa de aproveitamento global

referente a0 método proposto variou de 27,0 % a 45,5 % dependendo da forma de

esticamento e tensdo utilizada para obtencdo da ponta. Foram testadas todas as combinacdes

possiveis de tratamentos conforme Tabela 7.

Tabela 7 - Taxa de aproveitamento de sensores em func¢do da rota de fabricagio.

Esticamento com anteparo
Tensdo para obten¢do da ponta
2,50 V 2,715V 3,00 V
27,00% 40,50% 36,00%

Esticamento sem anteparo
Tensdo para obtencdo da ponta
2,50V 2,715V 3,00V
29,70% 44,55% 39,60%

O tempo médio para producdo de um

treinado.

sensor foi de 18,5 minutos para um operador
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6.4 Software para deteccio automatica da posicao do menisco

Ao analisar a imagem sobre o menisco foi possivel identificar a interface entre o
fluido sensor (6leo) e a solucdo aquosa. Tal alteracdo de contraste gerou um ponto de
ocorréncia passivel de monitoramento, semelhante as solucdes desenvolvidas por Crosgrove
e Duranchko (1986) e Biicner e colaboradores (1987). A Figura 34 mostra o ponto de
deteccdo do menisco e o mapa de contraste ao longo da reta desenhada sobre o eixo

imagindrio do capilar (verde).

Mapa de contraste

S0
0 20 40 60 60 100 120 140 160 180 200 220 MO 260 280 NO X0ID

Figura 34: Posi¢cdo do menisco dentro do capilar para temperatura e pressdo constantes.

O sinal proveniente da posi¢do do menisco a temperatura e pressdo constantes foi
capturado a uma taxa de amostragem de 33,33 ms e 900 pontos foram catalogados. O sinal
capturado sem filtro apresentou média de 0,004 pixel, desvio padrio de 0,5133 pixel,
varifncia igual a 0,2635 pixel’ e amplitude de 3,675 pixels. Com a aplicagdo do filtro com
média mével para 5 iteracdes o sinal médio foi de 0,004 pixel, desvio padrao de 0,1715 pixel,
varifncia igual a 0,0294 pixel® e amplitude de 1,443 pixels. A redugio de ruido é notdvel e o

grifico da Figura 35 mostra a sobreposicdo dos sinais, sem filtro e com filtro.
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Figura 35: Grifico da posicdo do menisco em funcdo do tempo para temperatura e pressao constantes.
Sinal de ruido sem filtro em azul e apds o tratamento com filtro de média mdvel para 5 iteragdes em
vermelho.

Ap6s a aplicagdo do filtro a amplitude do ruido foi reduzida em 60,73 %.
Com a tensao na fita resistiva igual a 0,0 V, foi medida a influéncia da temperatura do

meio ambiente sobre a posi¢do do menisco por um periodo de 45 minutos.
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Figura 36 - Grafico da posi¢ao do menisco em 45 minutos de monitoramento continuo.

O valor médio da posi¢cdo do menisco foi de 68,28 pixels, com desvio padrdo de 0,99
pixel. As variagOes bruscas observadas no grafico sdo provenientes de vibragdes mecanicas

transmitidas ao equipamento.
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6.5 Software para medidas isovolumétricas

Como o deslocamento do menisco estd ligado ao fendmeno de dilatacdo térmica do
6leo, hd uma dependéncia entre a poténcia elétrica fornecida a fita resistiva, calor transferido
entre a fita e o fluido e o deslocamento do menisco (PESSOA, 1999; BERTICCI NETO

2006). A Figura 37 demonstra a resposta da planta as diferentes entradas degrau.

160 - Degrau de 0,025 V Degrau de 0,050 V Degrau de 0,075 V
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Figura 37: Resposta da planta a degraus sucessivos de 0,025 V, 0,050 V e 0,075 V, com valor inicial de
tensdo igual a 0,9 V.

O gréfico da Figura 38 mostra o sinal de resposta da planta sem filtro e com filtro (5
médias) a uma entrada degrau no valor de 0,015 V. Foi possivel visualizar que ndo houve

defasagem significativa entre o sinal sem filtro e com filtro para resposta transitdria.
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Figura 38: Resposta da planta a degrau de 0,015 V com valor inicial de tensdo igual a 1,000 V.

Os valores médios para constante de tempo e ganhos da planta encontrados foram de

3,33 [s ] e 3645 [ pi‘fel ] respectivamente. A equacao 27 representa a fungdo transferéncia da

planta.

3645

6() = 333541 7

A figura 39 representa a sobreposicdo dos sinais de resposta da planta sem filtro e

resposta simulada do sistema conforme equagdo “21” encontrada.

0.  — Experimental ——Simulacdo
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Figura 39: Resposta experimental da planta a uma entrada degrau de 0,025 V (em azul) e resposta
simulada conforme FT caracteristica.
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Com os valores do ganho e constante de tempo de resposta da planta definidos
(equacdo 27) foi possivel determinar os pardmetros do controlador pela aplicagdo das
equacdes 16 e 17. Para um tempo de acomodac¢do de 30 segundos e aceite de erro de até 2%
em relacdo ao regime estaciondrio a constante de integragcdo “7;” encontrada foi de 4,335 e o
ganho proporcional “K,, ” foi de 2,133 x 10™.

O gréfico da Figura 40 mostra a relacdo entre a resposta experimental do sistema

controlado com PI sugerido e a resposta simulada para uma entrada degrau de deslocamento.

Experimental ——Simulagdo
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Figura 40: Resposta experimental da planta controlada com PI proposto (em azul) e resposta simulada
conforme equagdo 21.

Para valores de tempo superiores a 32,7s, o grafico da Figura 38 nos permite visualizar
a estabilidade do sistema real ao ser comparado a simulagao.
A Tabela 8 foi construida com a finalidade condensar as informacdes referentes as

medidas de desempenho do sistema simulado e real.

Tabela 8: Quadro comparativo do desempenho simulado e real para controlador “PI”
proposto.

Medida de desempenho Valor desejado Valor real
Miéxima ultrapassagem percentual 4,6 % 1,7 %

Tempo de Acomodagdo a (2%) 30s 32,7 s
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O valor da médxima ultrapassagem percentual apresentado pelo sistema real foi inferior
ao valor simulado demonstrando que o sistema real apresenta grau de amortecimento um
pouco maior que o sugerido pelo critério ITAE, por volta de 0,79 conforme gréfico da Figura
28. Tal fato contribuiu positivamente para estabilidade do sistema.

Ja a diferenca entre os tempos de acomodacao foi de 9 %, porém este fato ndo implica
em desqualificacdo dos pardmetros de desempenho encontrados para o controlador “PI”, visto
que o valor de 30 segundos foi arbitrado e 32,7 s ainda € um tempo razodvel para obten¢dao do
valor de turgor.

Para determinacg@o do valor de turgor foi incorporado ao software a equagdo 26 com o

valor de “a” definido pela inclinacio da reta de calibrag¢do, conforme Figura 41.
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Figura 41: Grifico da relagdo entre pressdo e poténcia fornecida ao sistema ( P = 3392,4 x Por, R* =
0,9778).

A barra de erro vertical dos pontos do grifico acima foi desconsiderada, pois 0 maior
valor de erro para média de 200 amostras por ponto foi de 0,012 kPa.

Apé6s a determinacdo da relagdo “Pressdo x Poténcia Fornecida” o software
“DETEC.b” sofreu alteragdes em seu codigo para desempenhar a nova rotina de calculo do

turgor. A partir deste momento o software recebeu o nome de “ST.aut”.
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Para verificar o desempenho pratico do software, um exemplar de cebola (Allium cepa

L.) foi puncionado e em seguida foram registrados o grafico da variacdo do turgor em fun¢do

do tempo e o grafico da variacdo da posicdo do menisco também em funcido do tempo,

conforme Figura 42.
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Figura 42: Gréfico da medicdo do turgor em célula de cebola ( Allium cepa L.) (vermelho) e gréafico da

posic@o do menisco durante a medi¢do do turgor (azul).
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O intervalo “I” representado no grifico acima corresponde ao tempo que o operador
levou para puncionar a amostra apds ter iniciado a rotina de medicao do turgor. O valor deste
periodo estd sujeito a conveniéncia do operador. Também é possivel observar que o valor de
turgor esteve sempre proximo de 0 kpa durante esta etapa, como esperado.

J4 o intervalo “II” representa o tempo de acomodacgdo para retorno do menisco a sua
posicdo inicial com erro de 2%. No caso apresentado, o tempo de acomodagdo foi de
aproximadamente 33 segundos. Sendo assim, o tempo necessdrio para realizacdo de uma
medida de turgor com a amostra ja posicionada equivale a soma das duragdes de “I” e “II”.
Durante o intervalo “II” foi observado certo grau de instabilidade do sistema devido a perda
momentanea do ponto identificador do menisco. Como o aumento utilizado no estereoscopio
foi de 100 vezes, ao se puncionar a célula, o menisco saiu do campo de visdo provocando
instabilidade. Este problema poderia ser resolvido substituindo-se o sistema Optico por outro
com campo de visdo mais abrangente. A reduc@o da ampliacdo nao € recomendada, pois seria
alterada a relacdo entre pixels e comprimento correspondente, contribuindo para um aumento
do erro.

O intervalo “III” mostrou boa estabilidade durante a medi¢do do turgor e apresentou
um desvio padrao de 9,58 kPa, o que equivale a 2% do valor médio (460,8 kPa).

Em seguida o software “ST.aut” foi utilizado para verificar o comportamento do valor
do turgor celular em cebolas (Allium cepa L.). Neste experimento foi determinado o efeito do
tamanho da lesdo por pun¢do no turgor celular em funcdo da distdncia de medi¢do em relacao
a lesdo. Os valores médios de pressao de turgor celular na cebola sob diferentes tipos de lesdao

(furos com didmetros de 3 mm, 7mm e 15 mm) podem ser observados na figura 43.
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Figura 43: Representacdo do comportamento do valor do turgor celular em func¢do do tamanho da lesao
por pungdo e da distancia de medi¢do em relagdo a injuria em cebola (Allium cepa L.).

As medicdes a Imm e a Smm da lesdo revelaram uma grande queda no valor do turgor
em relacdo a medida de referéncia, com a cebola ainda intacta. A 1 mm de distancia da lesao
a queda no valor de turgor foi de 45,6%, 58 % e 85,3% para furos de 3 mm, 7 mm e 15 mm
respectivamente. Este resultado mostra que a regido proxima a lesdo sofre grande influéncia
da evaporacdo causada pela exposicdo do tecido a atmosfera e estd influéncia € tdo maior
quanto for o tamanho da les@o. Ao promover um aumento da evaporagdo, as células expostas
pela lesdo sofrem um aumento da concentra¢ido de solutos. Este desequilibrio influencia as
células vizinhas por osmose. Com isto a turgescéncia da vizinhanca diminui para
contrabalancar o efeito do potencial osmético. A partir de 10 mm em relagdo a borda da lesdao
ha uma sensivel reducgdo deste efeito, além de uma equalizacdo da taxa de variacdo de turgor

entre todos 0s casos.
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7 Conclusoes

> Em testes preliminares para esticamento dos capilares verificou-se que a aceleracio e
a desaceleracdo do movimento para obten¢do dos mesmos, influenciaram na regularidade do
diametro ao longo do capilar.

> A hipdtese de adogdo do valor “r”” pequeno implicou em resposta satisfatoria visto que
apenas 10% dos capilares ficaram fora de especificagdo, porém o controle preciso do avango
em “Y” e um sensor para deteccdo do contato entre capilar e lixa podem de grande
importancia para diminuicdo das perdas nesta etapa.

> O método para obtencdo de capilares proposto apresentou taxa mdxima de
aproveitamento de 45,5 % para capilares esticados manualmente sem anteparo limitador de
curso e com 2,75 V para obtencdo da ponta com o puller. Isto mostra que a metodologia
proposta apresentou melhora significativa, visto que os valores presentes na literatura
disponivel eram de aproximadamente 5%.

> A forma construtiva da ST melhorou sensivelmente o alinhamento relativo entre as
partes agilizando o processo de troca de sensor e posicionamento da amostra para medi¢ao.

> Medicdes com o software “MED”, apresentaram erros pequenos, da ordem de um
pixel. O comprimento do pixel foi definido em 0,777 pm.

> O controlador PI aplicado para automacao da planta mostrou resposta satisfatoria apos
a sintonizac¢ao dos parametros de ganho proporcional e constante de tempo de integragdo. Os
pardmetros ajustados apresentaram velores de 2,133 x 10™ e 4,335 respectivamente.

> O conjunto composto, formado por Sonda Termoeldstica e software “ST.aut”,
permitiu a medicao automdtica do turgor em células de cebola (Allium cepa L.) com erro de
2%.

> A uma distancia de até 10 mm da borda da lesdo por puncionamento a taxa de
recuperacdo do valor do turgor na cebola foi tdo maior quanto foi o didmetro dos furos
provocados. A partir de 10 mm em relagdo a borda da lesdo todos os casos apresentaram taxa

de variacdo e valores de turgor proximos, independente do tamanho da lesao.
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9 Apéndice - A Software

O desenvolvimento da programacdo descrita neste trabalho foi realizada em
ambiente LabVIEW (acrénimo para Laboratory Virtual Instrument Engineering Workbench).
LabVIEW € uma linguagem de programacao gréifica que utiliza icones, em vez de linhas de
texto, para criar aplicacdes. Em contraste as linguagens de programacio baseadas em texto,
onde as instrucdes determinam a execug¢do do programa, o LabVIEW utiliza programacio
baseada em fluxo de dados, onde o fluxo dos dados determina a execugao (NI, 2001).

Os programas em LabVIEW sdo chamados de instrumentos virtuais ou, simplesmente,
VI's. Sdo compostos pelo painel frontal, que contém a interface, e pelo diagrama de blocos,
que contém o cédigo grifico do programa. O programa ndo € processado por
um interpretador, mas sim compilado. Deste modo a sua performance € compardvel a exibida
pelas linguagens de programacdo de alto nivel (NI, 2000).

Este apéndice contém apenas o cédigo grafico do programa e sub-rotinas.
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A subrrotina de aquisicdo de imagem foi representada pela figura 44.
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Figura 44: Sub-rotina de aquisi¢do de imagem.
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A figura 45 representa a sub-rotina utilizada no célculo da dimensdo da reta selecionada (em

pum e pixel), angulo da reta e posi¢do do menisco 6leo/citoplasma.
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Figura 45 : Sub-rotina para cdlculo do comprimento da reta selecionada (em m e pixel), angulo e posi¢ao
do menisco 6leo/citoplasma sobre a reta.
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A figura 46 representa a sub-rotina de controle da posi¢do do menisco durante a medida

automdtica de turgor.

Figura 46: Sub-rotina de controle da posicao do menisco durante a medida automatica de turgor.
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A sub-rotina representada pela figura 47 € responsdvel pela determinagdo da pressdo de

turgor durante a medicao.
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Figura 47: Sub-rotina de cilculo da Pressdo de turgescéncia celular.



A figura 48 mostra a sub-rotina de gravagdo de dados em arquivo [ .txt ].

IDados:

- Ternpo [me]

- Press3o [MPa)

- Temperatura [*C]

= Tens&o de controle [V]

- Posicdo do menisco [pm]

- Posicdo média do menisco [ pm]

Concatena matrizes miltiplas ou acrescenta
mentos & uma matriz n-dimensional

[Especifica endereco para gravacio dos dados |

II:H,r-hsl:radu'I;Apta;Sn LabViewiDados,

Figura 48: Sub-rotina de gravacao de dados em arquivo [ .txt ].
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