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Analisis térmico de semilla de maiz con plaga por microscopia fotopiroeléctrica
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Diversos materiales homogéneos han sido estudiados mediante técnicas fototérmicas, con la finalidad de caracterizarlos
en los parametros térmicos y Opticos. De estas técnicas la Microscopia Fotoacustica y Fotopiroeléctrica se han aplicado
para la obtencién de imagenes térmicas a nivel superficial y a profundidad de diversos materiales con la posibilidad de
detallar al interior del material, dependiendo de la frecuencia de modulacion de la luz que incide sobre la muestra. En el
presente estudio se obtuvo la imagen térmica, mediante Microscopia Fotopiroeléctrica, de un objeto biologico que
presenta una no-homogeneidad como lo es la semilla de maiz. Las diferencias en las estructuras componentes de la
semilla pudo ser observada a través de su imagen térmica, en donde se puede hacer una interpretacion de esta mediante
una escala de colores que se obtiene de las diferencias de potencial de la sefial fotopiroeléctrica al realizarse el barrido
sobre el sensor piroeléctrico que esta en contacto con la muestra. Estas diferencias de sefial fotopiroeléctrica son causadas
por variaciones del tipo de material que constituyen localmente la muestra y que presentan diferencias en sus parametros
térmicos. En el caso de este estudio la muestra fue una semilla infectada por plaga palomilla (Ostrinia nubilalis) y la
imagen térmica muestra el dafo producido en el interior de la semilla de maiz por esta plaga.

Palabras Claves: Microscopia fotopiroeléctrica; Imagen térmica; Maiz

Photothermal techniques have been used to characterize the thermal and optical parameters of different homogeneous
materials. Among these techniques the photopyroelectric and photoacoustic microscopy have been applied for obtaining
superficial and in-depth thermal images of several materials with the possibility to obtain sub-superficial characteristics by
changing the modulation frequency of the incident light on the sample under study. In the present research the thermal
image of a non-homogeneous material such as a biological object, in this case a maize seed was obtained by
photopyroelectric microscopy. The differences in the seed structural components were observed through its thermal image
obtained from the photopyroelectric signal when the modulated light is scanned on the pyroelectric sensor, which is in
good thermal contact with the sample. A scale of colors is used to represent the different values of the photopyroelectric
signal, as a function of the scan coordinates, which allows observing better the seed components. The differences of
photopyroelectric signal are caused by the inhomogeneities in the optical and thermal properties of the material which
locally constituting the sample. In the case of this study the sample was an infected seed with “Palomilla” (Ostrinia
nubilalis) plague and the thermal image shows the damage at the interior of the maize seed due to this plague.
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1. Introduccion

El fenémeno fotoacustico, descubierto hace mas de 100
afios por Alexander Graham Bell fue el comienzo de la
Espectroscopia Fotoacustica (EFA) y el inicio del
desarrollo de las técnicas fototérmicas (FT) afios después.
La técnica EFA fue la primera que comenzé a desarrollarse
de las técnicas FT y que actualmente se emplean para
caracterizar optica y térmicamente materiales. En las
técnicas FT de forma general se hace incidir energia
luminosa de forma periddica (o modulada) sobre la muestra
de la que se quiere obtener sus parametros Opticos o
térmicos en los diferentes estados que los materiales
pueden presentar como sélido, liquido o gaseoso. Esta
energia luminosa es absorbida por la muestra y
parcialmente es transformada en calor; este calor es
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generado en forma de flujo periddico a través de la muestra
que origina una onda térmica que se propaga en toda la
muestra [1]. Debido a que las variaciones de temperatura
en la muestra dependen de sus propiedades térmicas y
opticas, se pueden realizar estudios de los parametros que
la caracterizan como la difusividad térmica, el calor
especifico, el coeficiente de absorcion Optico, etc.,
obteniéndose los valores de estos parametros por medio de
éstas técnicas en sus diferentes modalidades como la
espectroscopia fotoacustica (EFA), Microscopia
Fotoacustica (MFA), Microscopia Fotopiroeléctrica
(MFPE), Lente térmica, etc., [2-8]. Entre las técnicas FT
reportadas en aplicaciones agricolas esta la EFA para el
estudio del coeficiente de absorcion Optico del pericarpio
de maiz y espectros de absorcion opticos [9], para
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Figura 1. Instrumentacion de Microscopia FPE
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Figura 2. Imagen Optica (a) e imagen térmica (b) de la semilla de maiz
(4rea escaneada 3 x 6 mm).

b)

caracterizacion optica de semillas de trigo [10]; asi como
para determinar niveles de clorofila a y b de plantulas de
maiz (Zea mays L.) [11-12]. Otros autores reportan el uso

de la técnica EFA como una manera de diagnosticar
enfermedades de semillas de trigo, empleando como fuente
excitacion un laser de He-Ne [13]. Del conjunto de técnicas
experimentales FT, las microscopias en distinta
configuracién han sido aplicadas, como la MFA para la
obtencion de imdgenes térmicas de semillas de arroz,
reportado por Susuki et al. (2005)[14], quienes emplearon
como fuente de excitacion un laser de Argén, a una
frecuencia de modulacion 90 Hz. Dominguez et al.
(2010)[15] demostraron que la técnica de MFA es sensible
para obtener imagenes térmicas con diferente contenido de
humedad de semillas de rabano (Raphanussativus) y
tomate (Lycopersicon esculentum). La técnica de MFPE
tiene la posibilidad de emplearse bajo dos configuraciones:
directa e inversa [17]. En la directa, el haz de luz modulado
incide sobre la muestra, la cual esta en contacto térmico
con el sensor piroeléctrico, asi el calor generado en la
muestra es difundido y detectado por este sensor. En el
caso de la configuracion inversa se hace incidir un haz de
luz modulado sobre el sensor que genera un calentamiento
periodico que es transmitido hacia la muestra, que esta en
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Figura 3. (a) Muestra las curvas de la sefal fotopiroeléctrica obtenida
de los barridos sobre la muestra en 3 diferentes lineas sobre el eje x,
(b) Imagen térmica de contorno en donde se observa las diferencias de
materiales de componentes estructurales que constituyen la semilla.

contacto térmico al otro lado del sensor. En esta
configuracion inversa la sefial FPE unicamente depende de
las propiedades térmicas de la muestra. Con la técnica de
MFPE se puede obtener la imagen térmica de la muestra al
realizar un barrido sobre esta y con base en los datos
obtenidos de cada punto se forma la imagen térmica. Una
caracteristica de la MFPE es que se pueden obtener
imagenes térmicas de materiales no homogéneos tanto
superficialmente como a profundidad [18]. En el caso de
materiales bioldgicos que son analizados mediante las
técnicas FT por su caracteristica muy importante de ser no
destructivas, abren un gran panorama para la
caracterizacion de materiales en las areas agricola y de
alimentos sin que destruyan el objeto en estudio. Por ello
en esta investigacion se planted como objetivo demostrar la
posibilidad de obtener imagenes a profundidad de semilla
de maiz danadas por plaga palomilla (Ostrinia nubilalis)
mediante la MFPE. Asi como la implementaciéon de un
procedimiento diferente al reportado en la literatura
cientifica que permitiria al sector industrial de semillas
caracterizarlas mediante imagenes térmicas. De tal manera
que la técnica de MFPE podria ser aplicada con grandes
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ventajas en estudios de alimentos y objetos con estructura
compleja como muestras bioldgicas manejadas en el sector
agricola.

2. Materiales y Métodos
2.1. Material Biologico

El material bioldgico que se utilizo para la realizacion de
este estudio fue semilla de maiz hibrido Intervarietal 65
(HV-65), proporcionado por el Instituto Nacional de
Investigacion Forestal, Agricola y Pecuaria (INIFAP),
producido en Zumpango, Edo. de México en el ciclo
agricola Primavera Verano 2008 (PV-2008).

2.2. Montaje experimental

El montaje experimental utilizado en el presente estudio
corresponde a la técnica de MFPE en la configuracion
inversa, el cual se muestra en la Figura 1. La celda
fotopiroeléctrica estd constituida por un sensor
piroeléctrico PDVF de 9um de espesor que es colocado
sobre una plataforma motorizada que hace un barrido en
los ejes x-y. La fuente de excitacion fue un diodo laser de
650 nm de longitud de onda a una potencia de 100 mW,
acoplado a una fibra optica. El haz del diodo laser fue
enfocado mediante un objetivo de microscopio de 100X,
lograndose un didmetro de focalizacion de 40um. Este haz
fue modulado directamente por medio del oscilador interno
del amplificador lock-in a una frecuencia de 1 Hz. El haz
de Iuz laser se enfoca sobre la superficie del sensor
piroeléctrico, lo que genera un calentamiento periodico que
se transmite hacia la muestra, que estd en contacto térmico
con el otro lado del sensor que estd cubierto de una fina
capa de pasta térmica para obtener un mejor contacto con
la muestra. La sefial FPE que se produce pasa por una etapa
de pre-amplificacion antes de ser enviada al amplificador
lock-in. Se realiza un barrido del haz incidente sobre cierta
area de la muestra por medio de la plataforma x-y, que es
controlada por una computadora que también adquiere y
graba los datos del amplificador lock-in. La sefal es
registrada, en amplitud y fase, en funcion de la posicion del
haz incidente para obtener a través de estos datos la imagen
térmica de la semilla mediante software. El area escaneada
en este experimento fue 3 x 6 mm a una resolucion de
100pm.

3. Resultados y Discusion

La muestra bioldgica estudiada fue térmicamente gruesa,
lo que significa que su grosor /s es mucho mayor que la
longitud de difusion térmica g = (ocs/w:f)‘/Z [7], donde fes la
frecuencia de modulaciéon de la luz incidente y os la
difusividad térmica de la muestra. En este caso el grosor de
la muestra fue /s = 0.4 cm y la longitud de difusion térmica,
calculada a partir del valor de o, = 4.44 x 10 cm?/s para
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almidon [8], fue de py= 0.0375 cm, lo que define que las
muestras estudiadas son térmicamente gruesas.

Mediante la técnica de MFPE se obtuvo la imagen térmica
de la semilla de maiz dafiada por plaga palomilla (Ostrinia
nubilalis). La imagen Optica y térmica de la semilla de
maiz se muestra en la Figura 2a y 2b. En la imagen térmica
se pueden observar los diversos matices de colores que la
conforman. Esta escala representa la amplitud de la sefial
del sensor piroeléctrico en funcién de la posicion en la
muestra, que corresponden a las diferentes componentes
estructurales en la semilla. En la Figura 2 se muestra una
comparacion de la imagen obtenida por MFPE y una
imagen Optica obtenida por medio de un scanner de la
misma semilla. En esta comparacion se observa que en la
imagen Optica no se percibe el dafio en la semilla a
diferencia de la imagen por MFPE donde claramente se
observa el hueco producido por la plaga.

Las diferencias que se observan en la sefial FPE son
debidas a la inhomogeneidad de la semilla y a las
diferencias en los parametros térmicos de los tejidos que
componen a la misma (endospermo, pericarpio, germen,
etc.). Para observar estas diferencias en los parametros
térmicos se graficaron los datos de diferentes lineas de
barrido de la semilla (Ver Figura 3a y 3b).

La semilla sufri6 un dafio debido a la infestacion por
plaga palomilla (Ostrinia nubilalis), pudiéndose distinguir
en la imagen térmica este dafio producido en el interior de
la semilla por plaga sin necesidad de destruirla. En este
caso la plaga al alimentarse del material interno de la
semilla produjo un hueco, que puede ser observado en la
imagen térmica obtenida. Estas diferencias de matices en
colores denotan cambios en las propiedades térmicas con
respecto al resto de la muestra. Esto se debe a que la
semilla estd constituida en su mayoria por almidén, que
tiene como valor de difusividad térmica o, = 4.44 x 10™
cm’/s, mientras que el hueco producido por la plaga que
contiene aire, tiene una difusividad térmica de o, = 0.2
cm?/s. Cuando una muestra es térmicamente gruesa, como
el caso del presente estudio, se espera que la amplitud de
la sefial FPE se comporte de acuerdo a lo reportado por

Chirtoc and Mihailescu, en 1989 [20]: Samp =A4e "y

tomando el logaritmo natural en esta ecuacion se tiene
InS, =Ind —ax lo que denota un comportamiento lineal

amp
de In Samp en funcion de x, cuya pendiente es a.

En la Figura 4 se muestra la grafica obtenida del
muestreo que se realizo linealmente sobre la semilla. Se
observa que esta contiene dos pendientes diferentes, lo cual
permite obtener la relacion entre ellas. Las pendientes estan
directamente relacionadas con la variacion de la sefal
fotopiroeléctrica, que presenta cambios en relacion con el
material que fue muestreado [3]. Teniendo Rm como la
relacion de las pendientes de las graficas de las lineas
muestreadas.
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Figura 4. Muestra la diferencia entre las pendientes del barrido de la
sefial fotopiroeléctrica
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Entonces se puede obtener la difusividad térmica del
medio2 mediante Rm, que se obtiene directamente de las
pendientes experimentales del grafico 4 y teniendo como
referencia la difusividad térmica del aire, que es el mediol
(a5 = 0.2 cm?/s). De esta forma la difusividad térmica
obtenida del medio2 es cercana a la difusividad térmica
reportada para almidén (o, = 4.44 x 10 cm?/s) que es el
componente mayoritario en la semilla estudiada.

Los datos obtenidos por MFPE se graficaron en 3D para
poder observar las diferencias existentes en los
componentes de la muestra en superficie, a partir de la
sefal FPE, que representa las diferencias en los parametros
térmicos de los materiales que componen la semilla de
maiz infectada. En las Figura 5 se muestra la sefial FPE que
representa la imagen térmica de la semilla en donde es
posible observar los defectos a profundidad causados por la
plaga graficados en 3D. La profundidad a la cual se
monitorea la muestra depende de la longitud de difusion
térmica L,

Esta investigacion podria ser de utilidad para el sector
agricola, ya que es importante tener mejor calidad de
semilla para garantizar su mejor establecimiento y en
consecuencia mayor producciéon. Contar con nuevas
técnicas para caracterizar las semillas permite seleccionar
las que presenten menor deterioro. Pingali y Pandey (2001)
[20] identificaron los diversos factores bidticos y abidticos,
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Figura 5. Imagen obtenida de la profundidad de penetracion de la
onda térmica en 3D en la semilla.

causantes de pérdidas en la produccion y almacenamiento.
Entre los factores abioticos estan la infertilidad del suelo y
como factor bidtico estan los insectos pos-cosecha; estos
factores en conjunto son responsables del 70 al 95% de las
pérdidas de la cosecha cuando las condiciones de cultivo y
almacenamiento son deficientes [21]. La infestacion y el
dafio por insectos pueden iniciar en el campo y se
considera como las mas importantes en pos-cosecha [22].

4. Conclusiones

El analisis de este tipo de materiales bioldgicos se puede
realizar con la técnica de MFPE y no solo obtener una
representacion grafica del muestreo de la sefial FPE en la
superficie, sino también la deteccion de diferentes defectos
a profundidad teniendo como resultado informacion
relevante del material y de las estructuras que lo
constituyen . Esto podria ser util en diversos estudios
aplicados a la agricultura y al procesamiento de alimentos
a través del andlisis que se puede realizar de la diferencia
de los parametros térmicos de las estructuras que
componen la semilla sin destruirlas en el proceso.
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