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Novo Instrumento Automatico para Medida
de Pressao Intracelular em Vegetais

INTRODUCAO

Pressao de turgescéncia é uma variavel fisiolégica de importancia fundamental pois
sendo componente do potencial de dgua, ela indica o conteldo de dgua na planta, desde que
estd relacionada com o volume de dgua nas células. A técnica de sonda de presséao foi
originalmente introduzida por Zimmermann et al. (1969) para medir turgescéncia (pressao
intracelular) e relac6es de dgua em plantas vegetais. O instrumento consistia de um capilar
com didametro na ponta entre 100 e 200 micrémetros, a qual era inserida em algas de células
gigantes. A outra extremidade do capilar era adaptada a uma camara de pressao sendo que
ambos eram preenchidos com éleo de silicone de baixa viscosidade ndo miscivel em agua. O
volume, e consequentemente a pressao do meio, era alterado através de uma membrana que
se movia por meio de um eixo. Assim o principio de medida era o de balancear a
turgescéncia da célula em oposicao a pressao do 6leo. Apds o balanceamento a pressao do
6leo na camara era medida com um transdutor de pressao. Este instrumento nao era
adequado para medir turgescéncia em células com volumes menores devido a alta
compressibilidade do 6leo e do préprio volume do sistema cadmara e capilar ser muito grande.
Uma segunda versao desenvolvida por Steudle e Zimmermann (1971) apresentou uma
reducdo significativa do volume do sistema permitindo medir taxa de transferéncia de dgua e
condutividade hidraulica de células com volumes na ordem de microlitros. Entretanto, para
medidas em células de plantas superiores, era necessario que o volume da camara e do
capilar fossem mais ainda reduzidos. Hisken et al. (1978) desenvolveram mais uma versao
da sonda a qual além de apresentar o volume da camara mais reduzido, possuia um volume
de 6leo na sonda varias ordens de magnitude menor em relacao a anterior. Nesta terceira
versao era necessario medir a posicdo do menisco no 6leo do capilar, que era usada como
referéncia. Este procedimento exigia um microscoépio para ajuste da posicdo do menisco.
Para evitar vibracdes que poderiam provocar vazamentos na célula perfurada foi usada uma
camara de pressdo com volume variado por um sistema de émbolo, controlado manualmente,
ou automaticamente por um motor. A posicao do menisco era detectada na forma
automatica através da medida da resisténcia elétrica de um fio de prata inserido no capilar.
As dificuldades em se realizar estas medidas de forma automatica motivaram o
desenvolvimento de novos mecanismos. Em geral, medidas em periodo de tempo
relativamente curtos eram realizadas de forma manual, mas algumas medidas requeriam
algumas horas para atingir a
estabilidade o que tornava 6bvia
a necessidade de um
procedimento automatico
(Zimmermann, 1989). As
principais mudancas feitas no
instrumento foram relacionadas a
deteccao do menisco no capilar
de forma a se obter um sinal
apropriado para acionar o motor
acoplado ao émbolo da camara
de pressao. Cosgrove e Durachko
(1986) usaram uma camara de
video acoplada a um microscépio
para observar a posicao do
menisco. Um processador e
analisador de video juntamente
com um circuito analdégico e
digital indicavam a posicao do
menisco, enviando um sinal
digital para uma placa de
interface no computador. O
computador acionava uma placa
de controle para o motor ser acionado, e realizava leituras da pressdo na camara. Blichner et
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al. (1987) adaptaram um arranjo linear de sensores 6ticos
para determinar a posicao do menisco, obtendo assim um
sinal digital proporcional ao movimento. Desta forma a
técnica de sonda de pressido tem sido usada de forma
extensiva para a medida de turgescéncia e possibilitando
aplicacOes diversas como medidas de fluxo de soluto em
adicdo a dgua em células e tecidos isolados, na
caracterizacao de transporte de agua e propriedades
mecaénicas de paredes de células vegetais (Steudle,
1993). Outra aplicacado da técnica estéa relacionada a
medida da pressao no xilema da planta, auxiliando no
desenvolvimento e validacdo de teorias e modelos de
relacoes de dgua nas plantas (Wei et al., 1999a, 1999b).
Calbo e Pessoa (1999) apresentaram uma nova categoria
de sonda de pressdo baseada na compensacao térmica
em contraposicao a pressao aplicada na ponta do capilar.
Desta forma nao é necessario o uso de uma camara de
pressao e do sistema de émbolo acionado por motor.
Além destas vantagens ela se mostrou menos suscetivel a
embolia que freqientemente ocorre no capilar quando na
presenca de pressdes negativas.

O que deve ser destacado nesta breve revisdo da
literatura é que em nenhum dos casos citados houve uma
avaliacao sobre a sonda de pressdao como instrumento de
medida em si, ou seja, quais os limites de medida, erro de
medida, além do comportamento estatico e dindmico de
medida. Baseado nisto Bertucci-Neto et al. (1998)
apresentaram um modelo dindmico para a sonda de
pressao com compensacgao térmica, de forma que os
parametros fisicos sdo correlacionados diretamente com o
desempenho do instrumento.

Neste trabalho serd mostrado como o modelo do
instrumento € utilizado de forma a auxiliar no projeto de
uma sonda de pressao automatica, além dos resultados
praticos obtidos em experimentos de bancada para
caracterizacao da sonda. A versao da sonda de pressao
usada para o trabalho foi a de compensacéo térmica e a
automacéao é baseada na teoria de Sistemas de Controle.

MODELO DO SISTEMA

A sonda de pressao proposta por Calbo e Pessoa (1999)
é similar a um termdmetro com dimensoes reduzidas. Um
capilar com diametro interno de 50 micrometros é
preenchido com éleo e o corpo do capilar é envolto por
uma resisténcia elétrica. Conforme indicado na Figura 1, o
conjunto capilar e resisténcia ficam em contacto com
agua resfriada e apenas a ponta do capilar fica exposta ao
ambiente, com o menisco visivel através de um
microscoépio. Quando a célula vegetal é rompida com a
ponta do capilar a pressao interna faz com que o menisco
se mova em sentido contrédrio ao da aplicacdo. Regulando-
se a tensao continua na resisténcia do aquecedor, regula-
se também a posicdo do menisco, ou seja, faz-se com
que o menisco retorne a posicao original. O valor da
poténcia aplicada na resisténcia é proporcional a pressao.
Desta forma, o procedimento de medida na forma manual
necessita apenas de uma prévia calibragem entre poténcia
elétrica e pressao.

No caso de um procedimento automatico de medida
é necessario que haja uma referéncia inicial da posicdo do
menisco e que continuamente esta posicdo se mantenha
mesmo com a pressdo variando na ponta do capilar. Ou
seja, a fonte de alimentacao deve suprir a resisténcia
elétrica sempre que a pressao variar. Registrando-se o
valor da poténcia aplicada tem-se o valor da pressao pelo

tempo. Isto sugere uma abordagem de Sistemas de
Controle para o projeto devido a caracteristica de malha
fechada com realimentacdo negativa. Como pode ser
observado a seguir o equacionamento do sistema é
simples de forma a que se possa chegar a um modelo
bastante fiel a realidade.

a

e
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U

Figura 1. Representacao da sonda de pressao para
medidas manuais. a) microscépio. b) agitador. c)
isolamento térmico. d) cdmara com agua. e) resisténcia
elétrica. f) capilar preenchido com éleo. g) fonte de
alimentacao CC.

Considera-se a variacdo do volume V (litro) devida a
compressao ou expansao do 6leo no capilar como
(Bertucci-Neto et al.,1998a, 1998b, 1999)

d7V=oc dT, —kdP (1)

Onde o é o coeficiente da expansao térmica linear
(1/°C); k é a compressibilidade do éleo (1/Nm™2); P é a
pressado celular (Nm2); Tré a temperatura do 6leo (°C). O
capilar pode ser modelado fisicamente como um
termOmetro de vidro com liquido. Considerando-se a lei de
conservacao de energia sobre um tempo infinitesimal
(energia que entra menos energia que sai é igual energia

armazenada)e assumindo que ndo ha perdas, obtém-se
(Doebelin, 1990, p. 105)

UA(T, ~T,)dt =V,p C dT, (2)

Onde U é o coeficiente global de transferéncia de calor
através da parede do capilar (W/m2.°C); Tj, é a
temperatura do aquecedor; p é a densidade de massa do
fluido no capilar; C é o calor especifico do fluido
(J/kg.°C); V,=A.l, é o volume inicial na temperatura da
camara com agua (litro); A é a area da secao do tubo
capilar (m2); e I, é o comprimento (metro) indicado pelo
menisco na condicdo de referéncia. O deslocamento x
(metro) da marca de referéncia pode ser expresso como

x=a [T, (3)

Derivando-se Ty em relacéo ao tempo ¢ na Equacéo 3,
substituindo na Equacédo 2 e rearranjando os termos
obtém-se

dx
T 5+x=K.Th (4)

Onde

t =V,p C/UA,
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é a constante de tempo (segundo ), e
K=al

Na Equacédo 2 sdo consideradas suposicoes tais
como UA,,p eV, constantes, no sentido de evitar uma
maior complexidade matematica. Desta forma as
discrepéancias entre os sistemas nominal e real (chamadas
de incertezas do sistema) podem ser tratadas pela
imposicao de limites mais rigidos de desempenho e
estabilidade no projeto de Sistemas de Controle. As
relacdes entre P versus E?, Ty versus E?, além de P versus Ty,
(onde E é a tensdo da fonte de alimentacao CC) foram
obtidas experimentalmente. O comportamento é linear e
portanto pode-se concluir que

T,= K,.E’ (5)
P=K,E® (6)

E de forma conclusiva
T, = K;.P (7)

Onde K;, K> e K3=K;/ K, sdo constantes. A planta
nominal do sistema é representada pelas Equacdes 4, 5,
and 7. A representacdo da planta G, em funcéo da
freqUéncia é obtida aplicando-se a Transformada de
Laplace na Equacao 4 resultando em

G,(s)= (8)

Ts+1

Na Figura 2 é mostrada a representacao do sistema
proposto para automacao na forma de diagrama de
blocos. A saida do sistema é a posicdo do menisco no
capilar. Esta posicao é amostrada pela camara de video
acoplada ao microscépio 30 vezes por segundo. Por esta
razao foi incluido um bloco na realimentacao equivalente
a um amostrador (sample and hold). O sinal amostrado é
enviado para o controlador que aciona a fonte de poténcia
para aquecer o capilar. A entrada de pressao P(s) é
considerada como um disturbio no sistema pois quando é
nula o sistema deve ser estavel, ou seja, 0 menisco deve
ficar sempre na posicao considerada como a de
referéncia.

P(s)
N
+ rT12 M Meter
K A 15+ » Ols)
N +
m2
et GC(s) okt Sample
and Hold

Figura 2. Representacdao em digrama de blocos do sistema
em malha fechada

A funcéao de transferéncia digital entre a saida
(posicao do menisco em relacdo a origem) e a Pressao de
entrada é dada por (Bertucci-Neto et al., 2000, 2001a,
2001¢c)

X(z)= G,P) 9)

1+ K,G,G.(2)

Onde
G,P(z)=20,(s)P(s) }
G,G.(2)=2{,()G,(5)G, () }

Z{.} é a transformada z

G,,(s) é a funcdo de transferéncia do amostrador de
12 ordem.

O bloco Gc que representa o controlador deve
apresentar uma funcéo de transferéncia que garanta
estabilidade e desempenho ao sistema. Estes sao
compromissos totalmente relacionados, ou seja, se ha
necessidade de que o sistema responda de forma répida
haverd, em geral, uma diminuicdo na margem de
estabilidade. Uma lei de controle bastante usada é a do
Controlador PID, que neste caso aplica ganhos pré-
ajustados Kp, Ki, KD, (que sdo os ganhos proporcional,
integral e diferencial, respectivamente) ao sinal da posicao
do menisco. A funcéo de transferéncia em funcao da
freqiéncia do controlador PID é dada por

GL,(S)=KP+&+KD s (10)
s

Para efetuar simulacdes de resposta dindmica do
sistema foram considerados os seguintes coeficientes
obtidos experimentalmente:

o =0,72.107°C""
I,=10"'m=K=0,72.10"m/°C
T =1s

K, =04°C/W

K, =10 N/m’w
K,=4.10"°Cm’ /N

Os valores de Kp=172 107, e KD=6 104, foram
mantidos constantes e o ganho integral K7 foi variado de
forma a produzir uma resposta mais lenta (Kis=75.5
706), e uma resposta dinamica mais rapida (KiF=72.5
709). Isto se justifica pois enquanto K/s deixa o erro de
resposta menos preciso, o sistema se mantém mais
estavel. Ja o uso de KiF implica em um sistema que
rapidamente atinge o valor desejado, mas que também
implica em menor estabilidade do sistema, podendo
produzir oscilacoes. Na figura 3 pode se ver a variacao da
posicdo do menisco em fungdo do tempo quando é
aplicado um degrau constante de 500KN/m2, O
comportamento devido a K/F, faz com que o tempo de
resposta dentro da faixa de 1% de erro dispenda 0,3
segundos, e com Kis este tempo fique em 1,37 segundos.
Portanto, a escolha deste parametro mostra o
comprometimento existente em relacdo ao erro e a
dindmica da medida.
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Figura 3: Variacdo da posicao do menisco devido a um
degrau de pressdo P=500KN/m2 com Kis, e KIF.

70 T T T T T T T T T

60 KiF 1
50
Kis

40 R
30 R
20 R
101 R
0 . . L . . L . . L

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Figura 4. Sinal de poténcia elétrica equivalente a variacao
do menisco, conforme indicado na Figura 3.

RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Em resumo, se a pressao na ponta do capilar varia, a
posicdo do menisco também deve variar. Por outro lado,
se a temperatura que envolve o capilar varia com a
mesma dindmica da pressao, o capilar deverd se manter
na posicao original. Quando medimos o esforco
desempenhado pela temperatura para manter o menisco
na mesma posicao (através da medida da poténcia
elétrica dissipada pela resisténcia), estaremos medindo a
pressdo aplicada. Portanto, o sistema necessita de uma
malha de realimentacao negativa, de forma a comparar a
posicdo do menisco atual com a original, e enviar este
sinal para um controlador de temperatura. Se a medida
da posicdo do menisco é feita em tempo real, o
controlador pode responder rapidamente em relacéo a
dindmica da pressao aplicada. Entretanto, a caracteristica
microscoépica do sistema exige uma camara de video
acoplada a um microscépio, fazendo com que a posicao
do menisco seja amostrada 30 vezes por segundo, que é
a freqiiéncia de varredura de uma imagem de video. Esta
taxa de amostragem de cerca de 33 milésimos de
segundo obviamente piora o desempenho e a estabilidade
do sistema. Além disto é necessério um circuito ou
software que indique a posicao do menisco em relacao a
origem considerada, o que certamente aumentara o
tempo de amostragem. Uma das saidas encontradas foi a

de usar um circuito que escolhe uma linha de video que
contenha a informacéo da posicdo do menisco (circuito
separador de linha de video) e que calcule através de um
circuito contador quanto ele esta distante da referéncia.
Na figura 5 temos o diagrama esqueméatico da montagem
usada, representando o que foi descrito.

celulavegeta

Bel riuin s
BEIEEWIE 8 £TICE TEr 820 segiler
| E———
PICrEcep
Maca T
cigta zaccra livniplada)
PO e BRI E R
=3
S e gtu i :
ref. menisca
T i l
ERRE] A
+ e
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Figura 5. Representacao esquematica do sistema com
deteccao da posicdao do menisco por meio de separador
de linha de video.

A vantagem em se detectar o menisco através do
sinal da linha de video esta na rapidez da resposta,
evitando-se assim o processamento da imagem de forma
digital. A desvantagem estd na instabilidade do circuito
eletronico devido a ruidos no sinal de video, ou mesmo
ruidos na imagem do capilar, podendo haver respostas
dubias quanto a posicdo do menisco. Na Figura 6
observa-se uma tipica imagem do capilar e menisco,
enquanto na Figura 7 vé-se o sinal correspondente a
posicdo do menisco apds ser processado pelo circuito
eletrénico. Quando o nivel de ruido no sinal da linha de
video (Canal 2) é excessivo, a tendéncia é a de aparecer
mais de um pulso que indique a posicdo do menisco. Uma
tentativa de minimizar essa resposta foi através do uso de
uma Rede Neural Artificial do tipo Retropropagacéao
conforme apresentado por Bertucci-Neto et al. (2001b).

Figura 6. Imagem digitalizada do capilar com o menisco
centralizado

Ap running FILE EXISTS: DVERWRITE?
YV = PRINT N = SHIFT CANCEL

C.

APPLICATIONS

-12,000 ug 38.000 us 88,000 us
10.0 us/div realtime

1 2,00 ¥/ 2 500 mv/
Figura 7. Canal 2 (C2) do osciloscépio mostrando o sinal
de uma linha de video selecionada da imagem da fig.(2) ,
e no canal 1 (C1), o sinal digitalizado.
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A outra saida encontrada foi a de usar uma placa de
video acoplada ao computador, além de um programa de
processamento de imagem. Desta maneira, apesar de ser
mais dispendiosa, hd mais flexibilidade no tratamento da
imagem possibilitando poucas falhas na deteccao.
Portanto, apds o tratamento da imagem, havera na saida
da placa de video um sinal elétrico proporcional a posicao
do menisco. Este sinal pode ser usado para um
controlador analdgico, ou seja, um circuito eletronico, que
comandaré a fonte de alimentacédo do aquecedor. Além
desta opcao, pode ser usada mais uma placa no
computador, de interface Entrada/Saida, de forma que se
realize o controle por programacao. Assim, a
configuracdo final do sistema dispde de uma placa de
digitalizadora de video, uma placa multifuncao
Entrada/Saida digital e analégica, ambas conectadas a um
computador pessoal, um programa de processamento de
imagens IMAQ Vision for Labview, e uma plataforma de
programacédo Labview 6i, sendo todos estes componentes
fabricados pela National Instruments. O controlador
programado no Labview foi o PID. Na Figura 8 observa-
se o resultado da acao do controlador PID (escala 100
vezes maior), o valor da tensdo da Fonte CC, e a posicao
do menisco em pixel (escala 100 vezes menor). Forma
aplicados trés degraus de pressao sucessivos, sendo
Degrau 1 menor que Degrau 2, ambos positivos, e Degrau
3 negativo. Observa-se a forte tendéncia oscilatéria do
sistema, o que se deve ao ajuste dos parametros do
controlador PID ndo serem otimizados. Mesmo assim
percebe-se a envoltdria exponencial da oscilagcdo com
tendéncia estabilizadora. Ampliando-se o valor da posicao
em pixel do menisco sem pressao externa aplicada obtém-
se 0 que é mostrado na Figura 9. Observa-se que mesmo
em repouso ha uma oscilagdo na posicdo do menisco,
variando entre mais 5 e menos 5 pixels. Portanto devem
ser feitas mais investigacoes a respeito deste distUrbio
para confirmar se ele ocorre devido a pequenas vibragdes,
variacdo de temperatura externa, ou mesmo se é devido
ao proprio sistema de controle.

3 . . ’ .

deg'rau 2

degrau 1
posic & o menisco x 0,01 (pixel)
2k e

fonte CC (volt)
1+

PID digital x 100(volt)

2

Figura 8. Resposta do sistema em repouso, e com
degraus sucessivos 1, 2, e 3.

182 : : : . * . *
0 0.5 1 15 2 25 3 3.5 4

Figura 9. Posicao do menisco em pixel sem pressao
externa aplicada.

CONCLUSOES

O trabalho mostrou que por meio do uso de
ferramentas de simulacéo de sistemas dindmicos é
possivel desenvolver um instrumento de medida de
pressao intracelular, prevendo-se os erros envolvidos, no
que diz respeito a dindmica da pressao aplicada. Mostrou
também que as variacdes de pressdo em alta freqiéncia,
ou com duracdo préxima de 1/30 segundos, poderéo ter
resultados erréneos. Por sua vez, a aplicacdao de modelos
claramente implica em conhecer as possibilidades de
medida do instrumento, podendo-se obter respostas para
questdes como qual o comportamento do instrumento se
variarmos as dimensdes fisicas do capilar, qual o ganho
6tico necesséario do microscépio, qual a poténcia
necessaria para o aquecedor, entre outras. Os resultados
experimentais sugerem um maior aprofundamento no que
diz respeito ao controlador do sistema. Provavelmente
devem ser incluidas no projeto de automacao entradas de
distlrbio para que sejam verificados suas causas e como
minimizar seus efeitos por meio de andlise e sintese do
Sistema de Controle. Finalmente, estes resultados
apresentados além de serem uma contribuicdo para o
Estado da Arte na area em questdo podem servir como
base para a reproducdo do instrumento em vdrias
condi¢cdes de aplicacdo para pesquisas na Agricultura.
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