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APRESENTAgKo

Presentemente, a gama de trabalhos multidisciplinares que a
Titeratura especializada registra tem aumentadec, mas & no nosso  entender
ainda reduzida. E reconhecido que varios fatores dificultam a condugao
desse tipo de trabalho, entre os quais poderiamos citar diferencas na
linguagem de pesquisadores de diferentes areas, diversidade de objetivos,

divergencias no enfoque dado aos resultados, etc.

No caso da interagdo entre Bidlogos e Fisicos & compreensy
vel a ocorrencia desse tipo de problema. Os fisicos, acostumades ac trato
com sistemas idealizados ou de estrutura simples, como por exemplo, mono-
cristais puros, gases nobres, etc., costumam produzir e controlar a inclu
sao de defeitos, impurezas, etc..., afastando o sistema da situagdc ideal
e obtendo em cada caso informagoes de natureza microscopica, gque $3ao no es
tagio atual da Fisica as informacbes de maigr interesse. A Biologia que
trata com sistemas de maijor comp]exidade(]’zzltais como celulas, ultra-es
truturas celulares, tecidos, que sao constituidos de um numero elevado e
diferenciado de atomos e moléculas, busca informagbes sobre o comportamen
to global desses arranjos complexos de substancias. De um ponto de vista
operacional pode-se afirmar que a Biologia estd geralmente mais interessa

da em aspectos fenomenoldgicos dos eventos, ao passo que a Fisica concen

tra maior atengao nos aspectos microscopicos.

A dificuldade em se obter essas informagOes microscopicas ou



estruturais, quando se estuda os sistemas complexos, que compge 0 campo de
estudo da Biologia, torna alge frustrante para o Fisico comum o elenco de
resultados obtidos na aplicacaoc de técnicas fisicas ao estudo de  sistemas
biologicos, ndo obstante esses resultados possam inferir informacdes de ele

vada importancia para o bidlogo.

Outro fator adverso a um maior envolvimento de Fisicos em
trabalhos multidisciplinares & a pouca valorizacdo a estes atribuida por
uma parcela da comunidade de fisicos, que considera esse tipo de  trabalho
uma descaracterizagao na formagdo do pesquisador em Fisica. tsquecem-se 0s
defensores dessa opinidc que os trabalhos pioneiros que ora estao sendo de

senvolvidos nesse sentido podem constituir-se no futuro em um elemento im
portante na consecugdo de conhecimentos mais profundos sobre a unicidade da
natureza, os qguais podem atingir metas arrojadas, como por exempio, o esta

belecimento da Fisica dos fenomenos intra-celulares.

O trabalho apresentado na presente dissertacdo tem como tema
central estudos envolvendo algumas aplicagbes da Espectroscopia Fotoacusti
ca a sistemas biologicos e tem como amostras em observagdo o café em forma
de po e folhas de soja. Como tEcnicas complementares foram tambem utiliza

das a Ressonancia Paramagngética Eletrdnica (RPE) e a Microscopia Otica,

Alem de apresentar a pesquisa realizada, procurames expor a
teoria do efeito fotoacustico de maneira condensada, mas compreensivel ao

leitor ndo famiiiarizado. Em particular, enfase & dada nas grandezas men
suraveis pela técnica. A literatura sobre o efeito fotoaclstico tem se ex
pandido de uma maneira tac rapida, que & impossivel ser atualizada na pre
sente dissertacao. Assim, a literatura citada em cada capitulo reflete ape
has 0 nosso interesse no campo. Para um estudo complementar, o leitor in
teressado podera consultar os livros de Rosencwaig(3), Pao(q), e 0s arti
gos de revisao de Pate] e Tam(s), Kinney e Sta]ey(G), Kirkbright e

Castleden(7) e de Vargas e Miranda(a).



\ A dissertacao esta organizada da seguinte maneira:

No Capitulo I a técnica fotoacUstica & introduzida. Em
particular, & apresentada a teoria atualmente aceita, elaborada por Rosenc
waig e Gersho(g) para a descrigdo do efeito. No mesmo capitulo sao tam
bem descritos de uma forma suscinta os fundamentos da Ressonancia Paramagne

tica Eletronica.

No Capitulo II s3o abordadas aplicacOes da Espectroscopia
Fotoacustica na regiao do infra-vermelho proximo para a determinagac de adul
terantes comumente encontrados no cafe torrado e moido. Apos uma descrigao
da aparelhagem utilizada, da preparagao e manipulagao das amostras, dois me

todos para a analise quantitativa s3o demonstrados e discutidos.

0 Capitulo III centra-se no importante problema de determi
nagdo da qualidade da bebida do cafe. Apos um breve historice sobre o meto
do comumente utilizado - o metodo da degustagao do cafe ou prova de xicara -
os resutados sdo apresentados. E demonstrada uma correlagdo entre as inten
sidades dos sinais dos radicais livres (RPE) e intensidades do sinal fotoa
cistico, para uma mesma amostra. b discutida a validade dos metodos propos

tos.

No Capitulo IV & inicialmente explicado o metodo da separa
gao de espectros fotoacusticos na fase. 0 método & ent3o aplicado para a mo
nitoragao de um agente quimico (Paraquat) em folhas de soja. E realizada
uma comparagao dos danos ocasionados em folhas e detectados pelc metodo, com
aqueles observados atraves da microscopia Otica. 0O mesmo método & aplicado
ao monitoramento de efeitos de tres herbicidas do grupo difenil eter nas

piantas Amaranthus € Euphorbia,

Um resumo dos resultados, conclusoes e as perspectivas pa

ra o prosseguimento da pesquisa constitui o Capitulo V.
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CapiTuLo |

FunDAMENTOS TEORICOS E GENERALIDADES DAS TECNICAS UTILIZADAS

I.1. EFEITO FOTOACUSTICO E ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

0 efeito fotoacustico e um fenomeno pertencente a um gru
po de fenomenos denominados fenomenos fototermicos e foi descoberto em 1880
por Grahan Be11(]). Bell percebeu que quando a luz solar intermitente inci
dia sobre um solido colocado em uma camara, era criado dentro da camara um

som que podia ser ouvido atraves de um tubo ligado 3@ camara.

Embora alguns estudiosos da epoca tenham voltado sua aten
¢ao ao fenomeno, atribuindo-lhe diferentes interpretagtes, o fendmeno caiu
no esquecimento so retornando ao panorama cientifico na década de 30 em es

tudos de absorgao de luz por gases(z).

Entretantc seu uso em espectrosco
pia e sua aplicagao a estudos de propriedades de solidos s0 veio a  incre
mentar-se na decada de 70 com o estabelecimento de bases tedricas e experi

mentais(a']o).

Presentemente a espectroscopia fotoacustica e alvo de uma
enorme gama de aplicagGes que abrangem nao so a fisica, mas a Quimica, Bio
logia, Medicina e Engenharia(]l). Analises destrutivas e nao-destrutivas de
materiais biologicos, que sac para nos de particular interesse, tem sido ob
jeto de um aumento gradativo no numeroc de trabalhos pub]icados(]z_zg). Al



gumas justificativas do grande interesse despertado pela tecnica sac a sua
versatilidade, a possibilidade da realizagao de espectroscopia em uma ampla
faixa do espectro eletromagngtico sem mudanga do detetor, a necessidade de
um minimo de preparagio das amostras e a possibilidade de estudos de perfil

de profundidade da amostra, bem como microscopia superficial,

0 modelo atualmente aceito na descricgio quantitativa do si
nal fotoacustico, elaborado por Rosencwaig e Gersho(4"7) baseia-se no esque
ma da Fig. 1-1, onde a amostra de comprimento £5 e colocada em contato com
um suporte de comprimento £b € com uma camada gasosa (geralmente ar) de
comprimento zg, a qual e selada por uma janela de quartzo, através da qual
Tuz modulada pode incidir na amostra, 0 gas e mantido em contato com um mi

crofone sensivel que pode detectar variagoes de Pressac no gas.

A 1uz modulada incidente pode ser descrita por uma equacgao

do tipo

I= 1 (140t (1-1)
2

0

onde I0 e a amplitude da Tuz incidente e w = 2r f & a frequencia  angular

de modulacao.

Uma serie de decaimentos radioativos e ndo radiocatives po
dem ter origem quando a luz & absorvida pela amostra, produzindo sua exci
tacao optica. Entre os eventos radicativos que podem ocorrer na desexcita
¢do da amostra podemos citar a fluorescencia, luminescéncia, reagdes foto
quimicas, etc. 0 restante da energia absorvida da radiagao & convertida
em calor no processo conhecido por relaxagao termica. No modelo de
Rosencwaig-Gersho & suposta a inexisténcia de cutros eventos que nao a re

laxacao termica.

0 modelo de Rosencwaig-Gersho decorre da apiicacao das

equagoes de difusde do calor aos trés meios representados na Fig. -1 e de
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Representacao esquematica de uma celula fotoacdstica, indican
do os parametros geométricos da Teoria de Rosencwaig-Gersho,
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condigoes de contorno que supde a continuidade do fluxo de calor e da tempe
ratura nas superficies de separagio entre dois meios adjacentes. Feitas es

sas hipoteses a solugdo obtida para a flutuagio de temperatura no gas & da

da por

Tg = 6 e g g0t (1-2)
onde

5 - _ Bl (r-1)(0+1) €% = (r+1) (b-1)e~%s%s + 2(b-r)e™Bls

Zs (8505 (g41)(b+1) %% - (g-1)(b-1) &7s7s

(1-3}
e a temperatura na interface amostra-gis. Definiremos agora uma serie de
parametros que comparecem na Eq. (1-3) ou que estejam com 05 mesmos relacio
nados. No que se segue, o Tndice 1 representara: i=g (gas), i=s (amostra),

1=b {suporte)

coeficiente complexo de difusao termica: oj = (143) a3 (cm ')

coeficiente de difus3ao térmica: a; = ?‘ﬁT (cm'])
%

comprimento de difusao termica: uy = 7%~ (cm)

' i
e e - . kj 5
difusividade termica: % =5 {em™/s)
Pily

condutividade termica: K; (ca]/cm.s.OC)

densidade volumetrica: P; (g/cma)

calor especifico: C; (cal/g.%)

coeficiente de absotgﬁo optica da amostra: g (cm'])

r-:-B_’ g=_g—g_k0 b:_—kbgb
9% ksos ke 9



0 decaimento exponencial na Eg.(1-2) revela que as flutuagoes
de temperatura no gas tendem a zero para pontos afastados da superficie da
amostra, de tal forma que a uma distancia 2mug a flutuagao de temperatura
ja € muito pequena. Rosencwaig e Gersho propde, entao, que somente uma
camada gasosa de comprimento 2mug adjacente a superficie da amostra @ ca
paz de responder térmicamente a flutuagdao de temperatura na superficie da
amostra, exercendo o papel de um pistdo acUstico sobre o restante da coluna

de gas. Supondo que essa coluna de gis responda adiabaticamente a agdo des

se pistdo, a pressao aclstica na celula & dada por

) Y P0 8
To

&P edut (1-4)

£ o
949
sendo P0 a pressEo, T0 a temperatura absoluta na coluna de gas e y 0o quo

ciente entre o calor especifico @ pressdo constante e calor especifico a vo

Jume constante do gas.

A eq. (1-4) para o sinal fotoaclstico, embora complicada, ge
ralmente ndo & usada na Tntegra. Dependendo das propriedades Opticas, tér
micas e geométricas da amostra ela & substancialmente simplificada. Sdo mos
trados na Tab.1-los resultados da consideragdo de alguns casos particula
res a amplitude do sinal fotoaclistico. Para uma amostra opticamente fina,
por exemplo, temos Bgg << 1, enquanto para uma amostra opticamente  grossa
st >» 1, Para uma amostra termicamente fina zsas << 1 e para uma amos
tra termicamente grossa £Sas >>1.  0s dados constantes na Téb.]JISEO resul
tado de algumas manipulagGes matematicas realizadas na Eq. (1-4) a fim de
realgar a dependencia do sinal fotoaclistico com a freqliencia de modulagao.
Observa-se que o sinal fotoaciistico & sempre inversamente proporcional a al
guma pot?ncia da freqﬂéncia de modulacao. Essa dependencia com 0  inverso
de freqliencia de modulagdo tambem ocorre com o comprimento de difusdo termi

ca Mg =(“s/“f)1/2. 0 que conduz a possibilidade de se realizar uma analise
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de perfil de profundidade da amostra variando a freqUéncia de modulagdo. Es
sa & uma caracteristica exclusiva da técnica fotoaciistica. Nota-se ainda na
Tab. 1-1 em varios casos o comprometimento do sinal fotoaclstico com parame
tros opticos e térmicos da amostra, e que portanto podem ser determinados em

experimentos utilizando a técnica fotoaclstica.

Tabela 1-1. Dependencia do sinal fotoacuUstico com as propriedades opticas e
termicas conforme previsto pelo modelo de Rosencwaig-Gersho em

alguns casos limites,

CASO AMPLITUDE APROXIMADA DO SINAL FOTOACUSTICO
s )1/2
. BL(a o
B£S<<1, ,ﬂs <<us gb
ky, f
1/2
B asag
Bl << T3 £y << g WL
s
1/z2
(Otbd)
BE. << 15 £, << u_; Bu, >> 1 g
S S S
ky f
1/2
(aga)
BE, >> 15 £ >y s Bu, > 1 g
S s S s
k. f
5
1/2
B(asag)
Bﬁs >> 1,£S > Ui Bps < 1 yF
ko f

Devemos ainda considerar a existéncia de uma defasagem entre
a incidencia da radiagdo Tuminosa e a variagio da pressao acustica na celu
la. Essa defasagem e denominada fase do sinal fotoaclistico e & dada para o

caso de amostras termicamente grossas por ¢ = arctg (B/as + 1)}). A rigor a
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fase dp sinal fotoacustico e definida como sendo a media ponderada das fases
de todos oS pontos da amostra dentro do comprimento de difusdo termica. Por

tanto, incluindo a fase fotoacistica, a Eq.(1-4) fica
8 . P
gp - 0 gilutre) | Mo

Lo T L o7
¢°g'0 g %g'o

ejé ejwt (]_5)

A oscilagao temporal da variagdo de pressio na ceélula permite
sua representagio instantanea por meio de um vetor ou fasor girante no pla
no complexo, conforme mostrado na Fig. 1-2, Segundo essa representagao pode

mos escrever

- —_—,
8P = Scelwt (1-6)
y YP_ ©
onde S. = S_ed? e S_. = Q ,
F F F L o T
g9 0

ou seja, o sinal fotoacustico pode ser definido como sendoc a componente nao
temporal da variagdo de pressdo na celula, contendo uma intensidade SF e

uma fase ¢.

As grandezas tensao e corrente alternadas possuem perfeita ana

logia com o sinal fotoacUstico e recebem na eletricidade semelhante represen

tagao (30). Portanto o sinal fotoacustico pode ser expresso por
- -
Sp = Spcos¢ t iSgsend (1-7)

onde j € a unidade complexa imaginaria., E valido também que

2 2 2 2
SF = TVEF cos ¢ + SFsen $ (1-8)

A teoria para o sinal fotoaclistico aqui apresentada foi ampla
mente testada para amostras solidas e 17quidas numa grande faixa de freqlén
cias de modulagdo e potencias de radiagdo-incidente. Para situagdes nao

previstas no modelo de Rosencwaig-Gersho a literatura registra a existancia



@

Send
L
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Fig, 1-2

Representagac fasorial ou vetorialde sinal fotoacUstico.
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(31-37)

de modelos extendidos que introduzem refinamentos na teoria com o in

tuito de torna-la mais completa ou de adapta-ia a situacBes experimentais

mengs comuns,

0s conceitos aqui abordados serao utilizados no Cap. II na
quantificagao dos adulterantes do café torrado em pd, no Cap, III na identi
ficagdo da qualidade da bebida do café e no Cap. IV na monitoracdo de efei

tos de herbicidas em folhas.

Para finalizar, ressaitamos que a tecnica fotoaclistica foi in
troduzida pioneiramente no Brasil em 1977 no IFGW da Unicamp, tendo desde
entao gerado um grande e variado nﬁmeto de trabalhos, quer de responsabili

dade unica do grupo, quer através da interagdo com outros grupos de pesqui

(38-46)

sa engajados na Erea 0 envolvimento de estudantes de pos-graduagado

em trabalhos desenvolvidos pelo grupo também deu origem a varias teses de

(47-53)

mestrado e doutorado » Caso em que nos incluimos.
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I1.2. RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRDONICA

I.2,1. Abordagem Classica do Fenomenc

Os principios da RPE que s&o0 os mesmos da RMN foram estabeleci

dos em 1946 por F. B]och(54) com base em argumentos cl3@ssicos.

Sabe-se do Eletromagnetismo cl13ssico que um dipolo magnetico
- - - . -— - -—
W colocado em um campo magnetico estatico H0 sofrera a agao de um torque

dado por

—
T

T x W (1-9)

+

Este torque tenderE a produzir o alinhamento do dipolo com o campo, impii

cando em a]teragEo do angulo § representado na Fig. 1-3,

A alteragao do angulo & por sua vez implicara em variacdo na
energia potencial magnética do sistema dipolo-campo, que & dada por

—

E =~ u.Hy = -pHO cos 6 (1-10)

Por outro lado, se o sistema fisico dipolo magnético possuir
—
tambem um momento angular £ , a existencia do torque acarretara na varia

cao em diregio do vetor momento angular, que passara a precessionar em tor

e ]
. - b o L]
no da diregcao do campo H0 s com frequencia angular que denominaremos w_.

0
Essa precessdo & semelhante & conhecida precessioc de um pi3o em torno  da
direcdo vertical e ambas s3o conhecidas como precessdes de Larmor. A fre

quencia de precessao de Larmor & dada neste caso por
wo = "{HO

sendo y denominada de constante giromagnética, que & tambem a constante de
. — -~

proporcionalidade entre os vetores . e Z . Ocorrendo a precessao, a com

ponente do vetor na direcdo do campo Hy nao sofrerd alteragdao, ao passo que

—_
as componentes em um sistema de eixos perpendiculares 3 dire¢3o de H0 assu




j o

Fig, 1-3

Representagao esquematica da processao de um spin em torno
do campo estatico Fl:;. A aplicagao de um campo oscilante
HT perpendicular a W, pode produzir a ressenancia.
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mirao valores oscilatdrios.

——
Se agora aplicarmos um campo magnético H] oscilante, com dire

—
cao perpendicular a H, , o dipolo magnético absorvera energia, ocorrendo va
riagao no Engulo 6. Essa absorgdo de energia seri maxima quando a frequen
cia de oscilagao do campo ;T coincidir com a frequencia de precessdo do di
polo, sendo esta condigdc denominada de condigac de ressonancia.

Bloch considerou um sistema de dipolos magnéticos (spins) ao
—_—
qual associou um vetor magnetizagao M (momento de dipolo magnatico por uni

dade de volume) e aplicou a equagdo do movimento

Yie —r -
o= Mxh (1-11)

—_— —_ —_—
onde H e o campo instantdneo resultante da composigao vetor entre Ho e H].

Resolvendo a Eq., (1-11) Bloch obteve a expressEo para a susceptibilidade mag
netica X , a qual no caso estitico & dada simplesmente por

— —

Mo = %o Ho \ (1-12)

o resultado obtido por Bloch & dado por
X = %' 4 i x" (1-13)

sendo x' a componente dispersiva da susceptibilidade e x" a componente ab

sortiva. Nos estudos realizados no presente trabalho somente a componente

absortiva exetceré papel importante, sendo dada explicitamente por

2
1+ (w~wg)? T: +y, WT,T,

ondew; e H; sdao respectivamente a frequencia de oscilagdo e a amplitude do
—_—
campo oscilante Hy, T, & definido como tempo de relaxac3o spin-rede e T,

e denominado tempo de relaxacdo spin-spin.

E mostrada na Fig. I-4 a curva representativa de x". Essa cur



xll
(em widades de § XoWo Ty )

-1

Fig. 1-4

Gurva representativa da componente ab
sortiva da susceptibilidade magnetica.
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va acompanha ¢ comportamento da absorgEo de energia por parte do sistema de
spins e deveria ser a curva obtida em nossos experimentos de RPE. Entretan
to o arranjo experinental frequentemente utilizado para estudo desse fenamg
no e construido de modo a manter fixa a frequencia w,, permitindo a varia

—_—
¢ac no modulo de H,» ate que seja atingida uma situagao em que a relagao

seja satisfeita por HO, conforme mostra a Fig., 1-5a.

Alem disso, por razoes de melhoria na qualidade da detecao, o
sistema experimental & construide de modo que sejam impostas pequenas varia
¢Oes oscilatorias na intensidade do campo Hy» ou seja o campo H e modula
do por um campo alternado Hm. Consequentemente, a detegao da ressonancia
e realizada atraveés da derivada da componente absortiva da susceptibilida

de, que e representada pela curva mostrada na Fig., |-5b.

Uma integragao da curva de absorcao (area sob a curva) ou duas
integragoes consecutivas da derivada da absorgdo fornecem um resultado que
& proporcional 3 energia absorvida pelo sistema de spins e portanto propor
cional ao numero de spins presentes e ao modulo do momento de dipolo magqé
tico a eles associado.

(55)

Pode-se mostrar que o calculo dessas integragbes resulta

num valor que & proporcional ao produto da intensidade "pico a pico" da cur

va obtida em RPE pelo quadrado da larqura de linha medida de "pico a pico”

ou seja:

Ao Ym AH2

op (1-15)

A largura de linha AHprossui estreita relagdo com o tempo de

relaxagao spin-spin, ou seja com a interagao spin-spin. Por isso, a largu

ra de linha pode servir como elemento diferenciador de sistemas de spins



{a)}
: ABSORCAD

He LH,,
= (b)
DERIVADA
DA

ABSORCAO

Y

m

Fig. 1-5

(a) curva representativa da componente absortiva da Sus
ceptibilidade magnetica em funcao do campo estitico Hy
para w, fixo; (b) a derivada da absorgdao, curva que ge
ralmente @ obtida no fenomeno da ressonancia magnética.
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distintos. Notamos também que a amplitude "pico a pico” da curva e propor
cional 3 energia absorvida pelo sistema de spins. Portanto, essa amplitude
pode tambem servir como elemento diferenciador de sistemas de spins, Por
fim a razdo giromagnetica y = w,/ H, g tambem um elemento diferenciador de
sistemas de spins. Na pratica, porém, & mais utilizado o fator g de Lande

que the & proporcional e que sera mencicnado no item [.2.2.
1.2.2. Abordagem Quantica do Fenomeno

Do ponto de vista quantico, & considerado que os dipoios magn§
ticos ou spins ao absorver energia ndo podem assumir variagtes continuas na
sua orientacdo (angulo 8), sendo finito o numero de orientagdes possiveis.
Para uma particula de spin S existem 25+1 orientagBes possiveis, que s&o
designadas por um numero quantico magnetico que pode assumir os valores

MS =S, S-1, S-2,..0..,=5+1, -5,

A energia do sistema spin-campo magnetico no caso de nosso in
teresse provem do termo de Zeeman da Hamiltoniana total do sistema e e dada

por
E = - gBH M, : (1-16)

onde g & denominado fator de Landé, o qual no caso de eletron livre assume
o valor 2,00... . A constante B & denominada de Magneton de Bohr, assumin

21

do o valor 19,2732 x 10°°" erg/G para o eletron.

Para sistemas onde S= 1/2, que @ o caso de nosso interesse, a
equacao ( 1-16) mostra que a energia so pode assumir dois valores, dependen
do de Ms assumir o valor + 1/2 ou -1/2, o0 que por sua vez implica em duas
orientacoes possiveis para o spin: no sentido de H0 ou no sentido contrario
ao de H,. Sdo vistas na Fig. 1-6 a representacdo esquematica das possiveis

orientacoes do spin e a variacdo da energia de cada nivel do sistema spin-



M'+%- (a)

energia

{(b)

Fi6. 1-6
(a) possiveis orientacoes que um spin com S= 1/2
pose assumir; (b) varjacao da energia magnetica
desse spin em fungao de Ho,para cada orientacao.
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campo, correspondente a cada orientagao.

A diferenga entre os dois niveis de energia para um valor arbi

trario de H, e dada por
AE = B, - Ey = 9BH, (1-17)

Se no sistema de spins incidir um foton (onda eletromagnetica)
de energia hvo , onde h & a constante de Planck e Vo @ frequencia do foton,
de tal forma que essa energia seja igual a AE, promoveremos transigbes do
nivel de menor para o de maior energia, sendo essa a condigdo de  ressonan

cia do ponto de vista quantico. Nessa condi¢do temos

W H
g = 98 Ho =+ h 0 = g8 Ky % g = gBH, ¢ mo=mn_9§ (1-18)

A equagdo (1-18) fornece a frequencia de ressonancia no  caso
quantico e define a relagdo de proporcionalidade entre o fator gea cons

tante giromagnetica para o eletron.

Nas experiencias de RPE os fotons incidentes sdo produzidos

por uma fonte de micro-ondas.

0 paralelo entre a abordagem classica e a abordagem quantica
fundamenta-se no fato da onda eletromagnética incidente ser constituida de
campos eletricos e magneticos oscilantes e mutuamente perpendiculares, sen
do que o campo magnetico associado a essa onda equivale ao campo oscilante

‘_+ L] - *
Hy considerado na abordagem classica.

Na presente dissertagao a tecnica RPE sera utilizada no Cap.

111 na identificagao das diversas bebidas originadas pelo café produzido no

Btasi].
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CarTTULO 11

APLICACAQ DA ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA NA DETERMINACAD
DE ADULTERANTES DO CAFE EM PO

Introducao

0 numero deadulteracdes do café torrado e moido comercializa
do no Brasil tem experimentado um aumento progressivo, conforme mostrado
na Tab, II-1. Alem disso, o teor de adulterantes tambem tem atingido valo
res muitos altos, como e mostrado na Tabela II-2,

Essas constatacoes impoem que metodos que reunam ao mesmo tem
po precisac e rapidez de analise sejam aplicados a determinacdo desses a
duTterantes, viabilizando a eficiencia na fiscalizagao e no controle de
qualidade do produto,

Atualmente a determinacdo de adulterantes do café & realiza

da no Brasil aplicando-se o metodo desenvolvido por F.C. Lopes(]’z)

no
Instituto Adolfo Lutz, em Sao Paulo e & realizada pelo IBC. 0 me todo

consiste das seguintes etapas:

a) a amostra de cafe a ser analisada, numa quantidade de 200 g, & inicial
mente homogeneizada sobre uma cartolina ou plastico, utilizando-se uma p3,

do tipo de pedreiro.
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Tabela 2-1. Analises de adulterantes no cafe torrado e moido
AMOSTRAS ANALISADAS
ANO ~
Isentas de Impurezas Com adulteragao Total
1969 3309 (99,8) 7 (0,2) 3316
1970 2311 (96,9) 74 (3,1) 2385
1971 3987 (98,0) 85 (2,0) 4072
1972 3102 (96,3) 120 (3,7) 3222
1973 2680 (87,9) 368 (12,1) 3048
1985 354 (62,0) 222 (38,0) 5/6
1986 291 (57,0) 219 (43,0) 510
Obs: os valores entre parenteses referem-se aos respectivos
porcentuais.

Fontes: Instituto Adolfo Lutz (1969 a 1973)

IBC - Nucleo Tecnico de Campinas (1985 e 1986)
Tabela 2-2. Teor de adulterantes em amostras de cafe anali

sadas em 1986

N DA AMOSTRA

PORCENTUAL DE ADULTERANTE(S)

ADULTERANTE (S)

287
326
462

480

492

27,7
24,0

cevada

cascas e paus

milho

cascas e paus

milho )

sedimentos (3rela e
terra)

milho

Fonte: IBC-Nucleo Tecnico de Campinas-SP.
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Feita a homogeneizagao, uma quantidade de?2 g e colocada em recipiente
que contem 60 ml de cloroformio e e mexida vagarosamente com um bastao
de vidro. Caso existam solidos nao soluveis, tais como terra, areia,

etc. estes precipitarac ac fundo do recipiente.

Os sedimentos sao coletados em recipientes a parte e pesados apos a eva

poragao do cloroformio,

0 cafe, ainda em presenca do cloroformio, & agitado mais bruscamente e
demoradamente com o bastao. Apds permanecer em contato durante 20 minu
tos com o cloroformio, tempo suficiente para que o conteiido graxo exis
tente seja dissolvido, o po e coletado e levado a secar em estufa a

0 -
50°C, sendo evaporado o cloroformio restante.

0 cafe e demais adulterantes presentes, agora secos e livres dos contell
dos graxos que conferiam as particulas grande agregagac, sao peneirados

em peneira tamis nQ 80 (malha de 0,177 mm) para eliminagcao do po fino.

Do po que ndo atravessa a peneira sao coletados 0,2 g que sdao colocados
sob observacao em um microscopio com aumento de 20 X, o que permite ao
analista experimentado identificarquais os adulterantes presentes. Nessa
etapa da analise o analista deliberara se deve ou ndo prosseguir com a
analise. Caso o numero de particulas seja muito pequeno, ou seja, o
teor total de adulterantes aparente ser inferior a 1%, a amostra e con
siderada como dentro dos padroes permitidos de impurezas. (Caso contra

rio, a analise prossequira.
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g) Feita a identificagdo dos adulterantes, sdo dispensados tratamento
distintos aos adulterantes que ddo origem a extrato aquoso (milho e ce
vada) dos que nao apresentam essa caracterstica (casca, pergaminho e
paus). As cascas, pergaminhos e paus Sao separados do cafe tomando-se
particula por particula com um estilete umidecido, tendo-se o po sob
observagao microscopica. 0s adulterantes sao depois pesados, podéendo-

se calcular o porcentual de adulteragao.

Para a determinagao quantitativa dos adulterantes que produ
zem extrato aquoso, toma-se novamente 2 g do cafe homogeneizado e mistu
ra se o po com 180 ml de 3gua distilada, deixando-se ferver a mistura du
rante uma hora. 0 extrato aquoso & obtido por filtracdo e & pesado apos a
evaporagao da agua. Curvas de calibracdo, obtidas previamente através da
pesagem do extrato aguoso originado por misturas conhecidas de cafe+
adulterantes, sac utilizadas para determinar o teor desses adulterantes .
Sabe-se que o extrato aquoso do café varia entre 23 e 33%, dependendo da
especie, variedade e grau de torracao, apresentande o valor mais comum
em torno de 30%. Ja para a cevada situa~se ao redor de 68% e para o mitho
em torno de 71%.

A determinacao do teor de soja tambem & feita por separacac
sob observagao ao microscopio. Para o calculo final do teor de soja sao
feitas ainda hip0teses que levam em conta as diferengas entre o cafe e a
soja no tocante a passagem pela peneira, quando da extracao do po finos
conforme mencionado no item e). Considera-se que no caso da mistura cafa-
soja, o po fino que passa pela peneira representa 50% do total e é consti
tuido quase que exclusivamente de cafe, o que nos parece uma aproximacaoc
algo grosseira, considerando-se a grande deversificacao de moagens dispen
sadas ao cafe comercializado no Brasil.

Como se observa o metodo e lento, alem de estar baseado em
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hipoteses que nem sempre espelham a realidade pratica. Consequentemente |

pode estar sujeito a consideraveis imprecisoes.

IT.1. DETERMINAGAO DE ADULTERANTES DO CAFE TORRADO E MOIDO, UTILIZANDO A
ESPECTROSCOPIA FOTOACOSTICA NO INFRA-VERMELHO PROXIMO

No que segue, aplicaremos a espectroscopia fotoacustica no es
tudo de adulterantes do cafe, utilizando a regiao do infra-vermelho prﬁxi
mo. Nessa regiao a tecnica tem se revelado muito util para analises quanti
tativas(s-ﬁ), especialmente no caso de misturas de materiais ou compostos
organicos.

A absorg¢ao nessa regiac do espectro eletromagnetico
(0,8-3,0 um) e atribuida a transigGes eletronicas de baixa energia e a 0
vertones e combinagoes de vibragdes de estiramento e dobramento de Tiga
goes hidrogenicas, geralmente grupos CH, N4 e OH. Uma vez que grande parte
dos compostos organicos possui em sua estrutura esses grupos hidrogénicos,
percebe-se a Timitacao dessa regido do espectro na identificagao de compos

tos associados aos materiais analisados, ou seja, ha analise qualitativa.
Entretanto, geralmente a concentragao desses grupos difere de composto pa
ra compostos e de material para material, o que viabiliza enormemente a

utilizagao do infra-vermelho proximo na analise quantitativa.

I1.1.1. Descrigao do Experimento

Aparelhagem utilizada

Os espectros do cafe em po foram obtidos na regiao entre 1,0
e 2,4 um, utilizando-se um espectrometro fotoacustico modelo OAS 400 fabri
cado pela EDT Research-Londres. Na Fig.2-1 & mostrado um diagrama de blo

tos do aparelho. Esse instrumento utiliza como fonte de radiacao uma 15mpg
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da de arco de Xenonio de 300 W de potencia. A radiagao & modulada por um
chopper, cuja pa interruptora de luz pode ter a frequencia variada entre
10 e 240 Hz. A radiacao modulada atinge um monocromador que possui duas
grades de difragao que podem ser selecicnadas, sendo que uma permite tra
balhar no UV-visivel e a outra no IV préximo. Filtros especiais que s3o
acionados automaticamente evitam a superposicao de mais de uma ordem da
radiacao utilizada. A saida do monocromador existe um divisor de feixe
que direciona uma parte da radiagdo para um detetor pirgeletrico, cujo si
nal & pre-amplificado e injetado em um amplificador lock-in., A  detegdo
sincrona dos sinais fotoaclsticos e piroeletrico ocorre no amplificador

lock-in, utilizando o sinal de referéncia proveniente do motor do chopper.
Os dois sinais sao entdo comparades em um raciometro, a fim de compensar
as variagoes na intensidade da radiacao, que depende do comprimento de
onda. A amplitude do sinal compensado € proporcional a quantidade de
energia absorvida pela amostra. E tambem possivel ajustar a fase do  si

nal fotoacistico. O sinal fotoaclUstico compensado @ finalmente injetado
no eixc y de um registrador grafico, cujo eixo x & sincronizado com o
comprimento de onda selecionade. E ainda possivel a selegac de fendas que
limitam a largura de banda passante em torno do comprimento de onda sele
cionade . Pode-se tambem escolher a velocidade de varredura do espectro e
a constante de tempo. Em nosso estudo, as condicoes experimentais foram:
frequencia de modulagdo 10 Hz, banda passante, 0,032um, constante de tem
po 1 s, velocidade de varredura 0,2 pym/min. sensibilidade 10 mV ou 30 mV.
Na fig. 2-2 e representada esquematicamente a célula fotoa
custica utilizada. A Tuz modulada que incide verticalmente atravessa a
janela de gquartzo e atinge a amostra. A camara onde se Tlocaliza a
amostra contem ar, e um duto cilindrico propicia que variacoes de pres

s30 na camara sejam comunicadas a um microfone, que faz entao a detecao
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do sinal fotoacustico. Na Fig. 2-3 € esquematizado o porta-amostra da celu
la, que consiste de uma cavidade de extremidades arredondadas possuindo
20mm de comprimento, 5mm de largura e 1mm de profundidade, e € posicionado
horizontalmente, permitindo a colocacao de materiais solidos, pastosos, 1j
quidos,pos, etc.

Para a torracao das amostras foi utilizado um forno elétrico
Probat-Werke, esquematizado na Fig. 2-4, que permite a variagac de tempera
tura entre ambiente e 300°C e possui capacidade para ate 300 g de cafe a
cada torracgao.

A moagem das amostras foi feita utilizando-se um mdinho de
marca Manesco e Ranieri Ltda. A amostra e colocada dentro de um recipiente
cilindrico que possui as partes superior e interior de forma esferica e e
de ago inoxidavel. A amostra e colocada dentro desse recipiente, junto a
uma esfera macica de ago inoxidavel e de diametro menor que as partes esfe
ricas do recipiente. Um sistema mecanico acionado por um motor elétrico
produz rapidas oscilagoes verticais do recipiente, ocasionando choques en
tre a esfera e a amostra e realizando a sua moagem. Mostramos na Fig., 2-5
um esquema do recipiente onde se processa a moagem,

A pesagem das amostras foi realizada com uma balanga ana]Tti

ca Sartorius Mod. 2474 com leitura ate centesimos de miligramas.

Preparacao e Manipulacao das Amostras

Em nosso experimento foram utilizados como adulterantes o mi
Tho, cevada, soja, casca (epicarpo,mesocarno), pergaminho (endocarpo) e
paus (galhos de cafeeiro), gue sao bastante comuns na adulteragdo do cafe
no Brasil. Cerca de 20 g de cafe e quantidade igual de cada um dos referi
dos aduiterantes foram submetidos a um grau de torragao semelhante ao uti

lizado em torragoes do cafe para fins comerciais,
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Representacdo esquematica da célula fotoaclistica utiliza
da no estudo dos adulterantes do cafe:

(1) Bloco de aluminio; (2) luz modulada incidente; (3)
Janela de quartzo; (4) amostra; (5} bloco porta-amos
tra; (6) ar existente na camara; (7) microfone.
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Vista superior do bloco porta-amostra, mostrando a
geometria da cavidade em gue e colocada a amostra.
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Em seqguida, os materiais tortados foram moidos e passados em
peneira tamis nQ 80 {malha de 0,177mm) a fim de manter constante a granu
lagao. Diferentes granulagdes influem consideravelmente nas medidas de in
tensidade do sinal fotoacustico. Em geral, o sinal fotoacUstico & inver
samente proporcional ac tamanho das particulas. Isto pode ser observado na
Fig. 2-6. Mantendo-se a mesma granulagao para a matriz (cafe) e diferentes
adulterantes, foram preparadas misturas de cafe com cada adulterante, nas
seguintes concentragoes porcentuais em peso de adulterante:0 (cafe puro);
2.5; 53 25; 75; 100 {adulterante puro).

Para a obtengao dos espectros fotoacusticos, procuramos preen
cher totalmente o porta-amostra da celula fotoacustica, tentando submeter
todas as amostras as mesmas condi¢des de compactacao, a qual tambem in
flui nas intensidades dos picos. Por outro lado, deixamos de manter con

trole sobre a massa da amostra, uma vez que a intensidade fotoacustica &
independente deste parametroc, desde que se preencha completamente a cavi

dade porta amostra.

I1.1.2 RESULTADOS E DISCUSSAD

Analise Qualitativa dos Espectros

Foram observadas pequenas diferengas entre os espectros do
cafe puro e demais adulterantes, conforme & mostrado na Fig. 2-7 0Os
espectros diferem principalmente na intensidade ‘dos picos, revelando
que o cafe e os adulterantes de modo geral possuem semelhancas em  suas
composigoes moleculares.

As atribuigoes dos picos espectrais foi feita utilizando-se

(

a literatura usual 7-10). As bandas centradas em 1,18 pn, 1,71 um e
2,30 um sao respectivamente segundo overtone, primeiro overtone e banda
de combinacao da vibragao fundamental de estiramento do grupo C-H que no

infra-vermelho Tonginquo se situa em torno de 3,0-3,8 um.
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F16.2-7. Espectros fotoaciisticos obtidos no infra-vermelho proximo pelo café
e alguns de seus adulterantes

(a) cafe; (b) cevada; (c) Soja; (d} milho; (e} pergaminho; (f) casca. Os es
pectros foram deslocados verticalmente para evitar sua superposicdo epossibi
litar melhor visualizagac. Nota-se que, com excegdo da soja, os espectros di
ferem fundamentalmente nas intensidodes dos picos.
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A reciao entre 2,0 ym e 2,2 um apresenta picos nue rodem ser
atribuidos a absorgoes de grupos C-H, inclusive C-H aldeTdico e carboni
las. Notamos ainda que a soja pode ser nitidamente diferenciada do cafe e
dos outros adulterantes ({vide Fig. 2-7¢). 0 sinal fotoacUstico de soja mos
tra duas absorgoes de N-H proteinicos bem resolvidos em 2,04 um e 2,14 um,
ao passo que todas as cutras amostras possuem um pico largo com um maximo
centrado em 2,10 um, correspondente a C-H de amidos. A absorcao em 1,44 um
e atribuida ao primeiro overtone de N-H e a 0-H aquosc. Em 1,93 um pode-se
notar uma forte absorcao em todas as amostras. Esta banda e atribuida a
0-H aquoso e banda de conbinagac de N-H. Isso pode ser demonstrado obten
do-se espectros fotoacUsticos de amostras com diferentes graus de umidade,
conforne mostrado na Fig. 2-8. A Fig. 2-8a e 0 espectro do café torrado e
moido, parcialmente desidratado em estufa a GOOC durante 24 horas. Ja a
Fig. 2-8b representa o mesmo café apds reidratacao, por exposicao ao ar am
biente durante 24 horas. Portanto os picos em 1,44 ym e 1,93 um nao devem
ser utilizados em trabalhos de andlise quantitativa, tal como o realizado
no presente capitulo, a fim de se evitar a influncia de flutuagoes na in
tensidade de picos, associadas a variagdes aleatdrias na umidade das amos

tras,

Analise Quantitativa dos Espectros

A determinagao do teor de adulterantes em cafe utilizando a
espectroscopia fotoacustica pode ser feita a partir de curvas de calibra
¢ao, que Sdo construidas através de medidas de intensidade de picos exibi
dos por misturas conhecidas de café e adulterantes. Na Fig. 2-9 e mostra
da a sequencia de espectros obtidos no caso de misturas cafe/cascas, que
foi um dos casos por nos considerado. Para a construcdo das curvas de cali

bragao utilizamos dois metodos distintos.
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Fig. 2-8

Espectros fotoacusticos exibidos pelo café tor
rado em po {a) parcialmente desidratado em es
tufa a 60° durante 24 horas e {b) rehidratado
por contato com ¢ ar ambiente durante 24 horas.
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Espectros fotoaclsticos de misturas cafe/cascas u
tilizados na construgao de curvas de calibragao:(a)
cafe puro; (b) 75% café/25% casca; (c) 50% cafe/
50% casca; (d) 25% cafe/75% casca; (e) casca pura.

2.40
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0 primeiro metodo, desenvolvido em nosso laboratdrio, e que
denominaremcs metodo do pico unico, e descrito detalhadamente por Cesar
et a].(]]). 0 metodo parte do principio de que o sinal fotoacustico e dado

por

B (})

onde 8 (}) e coeficiente de absorgao optica para o comprimento deonda X, k
e a condutividade teérmica do material, p sua densidade e C o calor especi
fico. Todos os outros parametros,tais como propriedades térmicas do gas,
frequencia de moculagac, etc. feram juntados na constante A.

Para uma mistura de dois materiais denominados 1 e 2 o sinal

fotoacustico S pode ser representado por

S = cS] + (l-c)S2 = Sz+ (S]-Sz) o (2-2)
onde ¢ & a concentracao do material 1 na mistura e 5, €S, $ao 0s sinais
fotoacusticos exibidos pelos materiais 1e 2 isoladamente, os gquais depen
dem do coeficiente entre as propriedades opticas e térmicas, conforme a
eq(2-1). A equagao(2-2).realga a dependencia linear do sinal fotoacustico
com a concentracao de adulterante. Pode-se também observar que, dependendo
das propriedades opticas e termicas dos componentes das misturas, ou seja
da diferencga (31-52) a curvatura da curva de calibragac em dado comprimen
to de onda pode ser positiva ou negativa.

A Fig. 2-10 mostra as curvas de calibracao obtidas para mistu
ras de cafe com os adulterantes (a) milho, (b) soja, (c) cevada, (d) perga
minho, (e} paus, (f) cascas, para o comprimento de onda 1,18 um. A abscis

sa representa a concentragao porcentual de adulterantes e a ordenada repre
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47

senta a intensidade relativa do pico, expressa por S- S(0%), onde S & a
intensidade fotoacustica absoluta para cada mistura e S(0%) € a intensida
de absoluta para o cafe puro. 0 minimo de cada espectro & subtraido de ca
da medida de intensidade para eliminar efeitos de back-ground.

Sao mostrados na Tab. 2-3 o0s coeficientes de regressio linear
para cada uma das curvas da Fig. 2-10. A dependéncia linear foi observada
para todas as misturas cafe/adulterante por ndos consideracas. Pode-se afir
mar que a curvatura no comprimento de onda considerado € caracteristica
proria de cada adulterante, exercendo o papel de verdadeiras impressoes

digitais desse adulterante, possibilitando por isso sua quantificacao.

Tabela 2-3. Coeficientes de regressao linear das curvas de calibracio para

misturas cafe/adulterante - Metodo do Pico Unico

Adulterante r

Casca 0,9997
Paus {,9998
Pergaminho 00,9994
Cevada 0,9987
Soja 0,9817
MiTho 0,9965

Essas curvas poderao ser utilizadas para a determinacao do teor de adulte
rantes em misturas binarias de cafe adulterado. Para tal, e suficiente a
realizagdo previa de uma avaliacao qualitativa (otica) do adulterante pre
sente na mistura, para que se possa deliberar qual a curva a ser empregada.

0 passo seguinte consiste em obter-se o esnectro da amostra de cafée adulte
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rado nas mesmas condigoes experimentais em que as curvas de calibragio fo
rai construidas. Trabalhando-se com as intensidadesfotoacusticas exibidas
por essa amostra, obtem-se rapida e precisamente o teor desconhecido de
adulterante por interpolagao grafica.

0 segundo metodo por nos empregado & descrito por Ashwort et
al.(S) e utiliza dois picos espectrais, nos comprimentos de onda A] e
Az, razao pela qual o denominaremos método dos dois picos. Em nosso experi
mento escolhemos A1 = 1,18 um e Az = 2,10 um, com excecac para o caso da
mistura cafe/soja para a qual escolhemos A] = 2,14um.

Nesse metodo tambem consideramos que as contribuices para a
intensidade de cada pico sao aditivas e portanto podemos escrever para ca

da mistura cafe/adulterante.

w
—
>
—
]

A+ xC {2-3)
=yA+ C (2-4)

(%
Nt
1

onde: - S (l]) e 8 (AZ) sao as intensidades fotoacusticas nos comprimentos

de onda A] e Az

A e a contribuigao do adulterante isoladamente para a intensidade

fotoacustica em Ays

- C e a contribuigdo do cafe isoladamente 3 intensidade fotoaclstica
em AZ

- X € 0 . quociente entre as intensidades fotoacUsticas em A, e A

para 100% de cafe;

y € o quoeciente entre as intensidade fotoaciisticas em Ay e A] para

100% de adulterante.

A intensidade minima para cada espectro & subtraida de todas as medidas de

intensidadefeitas nesse espectro para compensar o background.
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Os valores de S (K1), S (AZ), x e y podem ser determinados a
partir de dados experimentais, ou seja por leitura direta nos espectros.
Portanto, empregando as equagoes (2-3) e (2-4), os valores de A e C podem
ser determinados para cada mistura, sendo entao possivel a construgao das
curvas de calibragao. Essas curvas sao mostradas nas Figs. 2-11 e 2-12 pa
ra as misturas cafe/casca. Na Fig, 2-11 & representada a dependencia 1i
near do parametro A em funcdo da concentracado de adulterante e a dependén
cia Tinear do parametro C com a concentragao de café. A Fig. 2-12  repre
senta a dependencia linear do quociente A/C entre esses parametros com o
quociernte concentracdo de adulterante/concentracio de cafe.

A Tab. 2-4 reune os coeficientes de regressao linear para ca
da uma dessas curvas e tambem para as outras misturas cafe/adulterante por
nos estudadas. Os valores desses coeficientes de regressao demonstram a
boa Tinearidade dos pontos e dao bom suporte para a validade dautilizagao
dessas curvas na quantificacao de teores desconhecidos de adulterantes
Tambem no caso desse segundo metodo, a determinacao do teor de adulterante
existente em uma amostra adulterada pode ser determinado por interpolagao

grafica.

Tabela 2-4. Valores de coeficientes de regressao linear das curvas de ca

libracao para misturas cafe/adulterante. Metodo dos dois picos.

parametro da curva de calibracao

A C A/C
Casca 0,9997 0,9987 0,9999
Paus 0,9997 0,9989 0,9993
Pergaminho 0,8995 0,9998 0,9998
Cevada 0,9990 ¢,9987 0,9997
Soja 0,9997 0,9995 0,9994

Mitho ,9995 0,9995 0,9998
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Curvas de calibragao obtidas com a aplicacdo do metodo fotoacistico
dos dois picos a misturas café/cascas. Foram utilizados os picos cen
trados em 1,18 ym e 2,10 um. O parametro A € diretamente proporcio
nal a concentragdo de adulterante e o parametroC 3 concentra
cao de cafe. '
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Outra curva de calibracac obtida com a aplicagao do método fotoa
custico dos dois picos a misturas cafe/cascas.
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Uma das adulteragoes mais comuns realizadas no Brasil consiste
de uma mistura ternaria de café com casca e pergaminho. Esses materiais s3o
produzidos quando do descascamento do fruto seco. A adulteracac e feita adi
cionando-se ao cafe uma certa quantidade dessa mistura de adulterantes, an
tes da torracao. Portanto a relacao entre as massas de casca e pergaminho e
constante e & a mesma com que esses materiais comparecem no fruto seco. Es
sa composigao de dois adulterantes pode entao ser tratada como um adulteran
te unico e a mistura ternaria cafe/casca+pergaminho pode ser tratada  como
uma mistura binaria, sendo apliciveis os dois métodos por nds considerados.

A Tab. 2-5 mostra os resultados obtidos na determinagaoc de
teores desconhecidos desses adulterantes, aplicando-se a curva de calibracao
por nos obtida pelo método do pico Unico, bem como as concentracdes desses
adulterantes préviamente determinadas pelo IBC-Nucleo Tecnico de Campinas.
Existe excelente concordancia entre os resultados, mesmo no caso de baixa

concentragao de adulterantes.

Tabelal 2-5. Comparagao entre os teores de adulterantes determinados pelo

IBC e pela aplicagao do metodo fotoacustico do pico unico.

Concentracao de Adulterante (%)

Amos tra
IBC FotoaclUstica
A 1 0
B 5 5
C 8 7
D 50 47

Os resultados da Tab. 2-5 constituem-se numa prova incontesta
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vel da validade do método fotoaclstico na determinagdo do teor de adulte
rante, uma vez que o metodo revela sua boa preciséo, éo lado da  rapidez
com que os resultados sao obtidos.

0s dois metodos fotoacusticos por nos propostos possdem con
tudo certas limitagoes. Uma dessas limitagGes & provéniente do aumento da
intensidade dos picos com o grau de tortagéo. A Fig. 2-13 mostra os espec
tros do cafe torrado a 22090 durante 4 minutos (torragao muito clara), 8
minutos (torragaoc media) e 12 minutos (torracao muto escura). As torra
¢oes muito clara e muito escura fogem completamente aos padroes normais
das torragoes comerciais. Para torragbes comerciais as intensidades  dos
picos nao se afastariam muito da 1inha correspondente a torragao media.
Porisse, & pequena a Tmprecisﬁo que se comete quando existe diferenca en
tre o grau de torracdo utilizado na construcdo da curva de calibragdo e
0 grau em que foi torrado a amostra adulterada. Essa imprecisao na deter
minagao do teor de-adu1terante, embora pequena, pode ser evitada, nor
exemplo como o estabelecimento de tres ou quatro curvas de calibragdo ob
tidas a partir de torragoes distintas, levando a cafés torrados de colora
¢oes um pouco diferentes. Através de uma avaliagao visual, o analista de
1iberar1a qual curva deveria ser utilizada na determinacdo quantitativa do
adu]terante; Convem salientar que a influencia do grau de torracdo nao afe
ta unicamente o metode fotoaclstico, mas traduz-se também em imprecisio no
metodo atualmente utilizado pelo IBC, uma vez que diferentes torracoes im
p]lcam em d1ferentes extratos aquosos.

Outra Timitacao dos metodos fotoacusticos e a necessidade de
prév?amente determinar qualitativamente o adulterante - presente no cafe,
a fim de escolher a curva de ca]ibragio correspondente. Todavia, essa e
tambem uma limitagao do metodo atualmente empregado pelo IBC.

Por outro lado, os metodos fotoaclsticos apresentam a vanta
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Fic, 2-15

Espectros fotoaclisticos exibidos pelo cafe torradoa 220°C durante (a)
4 minutos; (b) 8 minutos e (c) 12 minutos. A curva (b) corresponde a

uma torracao semelhante as torragoes comerciais utilizadas no Brasit.
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gem de ndo utilizar a pratica de selegdo de particulas maiores por peneira
mento, que e utilizada no metodo do IBC, préviamente a separacao manual de
particulas de adulterantes. Parece-nos impropria e imprecisa essa pratica,
uma vez que os resultados sao cbtidos a partir de analises quantitativasre
alizadas sobre uma parte do po, que pode diferir do po homogeneizade, naoc
somente no tocante ao tamanho medio das particulas, mas tambem na  concen
tracao de particulas de adulterantes.

Ao encerrar nossa discussao, nao podemos deixar de destacarou
tros pontos que reputamos como vantagem da utilizacao dos metodos fotoacﬁg
ticos por nos propostos. Atentemos para o fato de que nossos metodos permi
tem evitar-se as trabalhosas praticas mencionadas na introdu¢do deste capi
tulo, tais como a coleta de particulas de adulterantes uma a uma, a obten
cao de extratos aquosos e sua subsequente desidratacdo, a utilizacdo e re
cuperacao de solventes. Além disso nossos metodos possibilitam a utiliza

gao de sistematica nao diferenciada para todes os adulterantes.

I1.1.3.Conclusoes

Neste capitulo demonstramos a utilidade da espectroscopia fo
toacustica no infra-vermelho proximo, na analise de adulterantes do cafe.
Foram apresentados dois diferentes procedimentos baseados na medida de in
tensidade de picos de absorgao de misturas cafe-adulterante. Comparados com
os metodos convencionais, os métodos por nds propostos mostram-se rapidos,
requerem um minimo de preparacao da amostra e possuem boa precisac, espe
cialmente para conteudoc de adulterantes superior a 2%.

No Brasil, a maior parte de adulteracoes do cafe consiste de
misturas binarias e isso torna Uteis os meétodos por nbs propostos. Entre
tanto € necessaria a identificagdo visual do adulterante presente para a

utilizacao da curva de calibragao correspondente. Os metodos sao ainda as
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sim validos porque permitem determinar a concentracao de adulterantes.sem
a utilizagao da tediosa pratica de coletar cada particula de adulterante,
ou de recorrer a extragdo, isolamento e pesagem de extratos aquosos.

Pudemos constatar que em alguns casos,misturas ternarias po
dem ser tratadas como binarias, viabilizando a aplicacao dos métodos foto
acusticos. Exemplo tipico & a adulteracao do café com cascas e pergaminhos,
que utilizamos para testar a validade do metodo, com excelentes resultados.

Qutra vantagem da utilizagac da espectroscopia fotoaclsticae
a possibilidade da constru¢do de um aparelho fotoacUstico simplificado e
que trabalhe em apenas um ou dois comprimentos de onda de interesse, o0s
quais seriam selecionados por filtros. As medidas de intensidade poderiam
ser feitas diretamente no display de um mili-voltimetro digital, sem neces
sidade do tracado do espectro. Isso poderia reduzir o tempo necessirio 3
quantificagao do adulterante a uns poucos minutos.

Por fim, mostramos que o espectro da soja apresenta dois pi
cos caracteristicos. Esses picos podem constituir-se num elemento impor
tante para estudos semelhantes aos que foram por nos descritos neste capi
tulo, visando ao inves, a determinacao de adulteractes com a adigio de 3]

ja ac Leite, salsichas, pdao e cutros produtos comestiveis,
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CapiTuLo II1

IDENTIFICAGAO DA QUALIDADE DA BEBIDA DO CAFE UTILIZANDO-SE
RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA (RPE) E ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

Intrbdugéo

As transagoes com bens de consumo sao reguladas por diversos

fatores, entre os quais se destacam a quantidade e a qualidade. As ne

cessidades do consumidor e o seu poder aquisitivo determinam as qualida
des comerciaveis desses bens. Quando a produgac se apresenta em maior
volume que a necessidade do mercado, surge a competicao entre os vendedo
res, podendo prevalecer entao a gualidade.

Na classificagao comercial do café brasileiro, a determina
cac da qualidade compreende duas fases distintas: a classificagao por ti
Po ou defeitos e a classificagao pela qualidade ou caracteristicas da be
bida. A determinagao da bebida, & sem duvida, o fator mais importante na
classificagao comercial do cafe.

Embora a maior parte do cafe produzido no Brasil seja de va
riedade Arabica, influencias regionais, tais como umidade do ar, tipo de
solo, incidencia de radiagao solar, temperatura média, etc., bem como tec
nicas de colheita e secagem, conduzem a obtencao de diferentes bebidas
com diferentes valorizagoes comerciais.

As denominagoes que recebem essas bebidas sao em ordem cres

cente de qualidade: Rio Zona (ou Rio Macaco), Ric, Riado, Duro, Apenas Mo
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le, Mole, Mole Encorpado (ou Estritamente Mole). Algumas regioes, como por
exemplo o Sul de Minas Gerajs,sdo conhecidas como produtoras de cafe
de boa qualidade, sendo conhecidas também as regides que tradicionalimen
te produzem cafe de qualidade inferior.

Atualmente, a identificagao de qualidade da bebida do cafe &
feita pela prova de degustagao ou prova de xicara, efetuada por provado
res profissionais. Para um diferencial de preco de até US$ 7,00 a saca ,
em uma produgao média brasileira em torno de 25 milhdes de sacas, pode-se
aquilatar a importancia de tal jugamento.

Neste capitulo nosso objetivo & tentar a obtengdo de uma iden
tificagao sistematica dessas bebidas, com a utilizacao da RPE e da Espec

troscopia Fotoacustica.

I1I.7. A PROVA DE DEGUSTACAO DO CAFE QU PROVA DE XTCARA
Historico

E notavel a capacidade de que sao dotados os nossos sentidos.
Se um frasco de uma substancia volatil (amoniaco, p.e.) & aberto emum can
to da sala, dentro de poucos segundos e possivel perceber pelo olfato no
canto oposto, a presenca dessa substancia, mesmo que a sua concentraga no
ar nac passe de alguns p.p.m. ou menos. Nossos olhos sao capazes de ob

servar estrelas distantes e de baixa luminosidade que so0 seriam reveladas
por um filme fotografico apos longa exposicao. O sentido do tato e igual
‘mente privilegiado, uma vez que propicia aos cegos a capacidade de ler. E
provavel que os sentidos da audicao e paladar tambem sejam dotados de

grande sensibilidade. Entretanto, nossos sentidos sao passiveis de sofre



61

rem alteragoes na sua acuidade. Se levamos a boca uma colherada de mel
e em seguida experimentamos uma bebida doce, essa sensacao de doce nao se
manifesta, revelando a limitacd3o e subjetividade do nosso paladar. E
nesse aspecto que acreditamos centralizar-se a conveniencia de obter um
metodo cientifico de classificar as bebidas de café e que possa  garan
tir a ausencia da subjetividade da prova de degustacao.

A prova de xicara surgiu no Brasil no inicio do Seculo  XX.
Sua adogao, porem, so ocorreu em 1917 na Bolsa Oficial do Café e Merca
dorias de Santos ({Instalada em 1914), quando foi pela primeira vez con
siderada para fins de valorizagao do cafe. Desde entio, diversos autores
tem se referido a prova de xicara, ora atribuindo-lhe grande importan

cia, ora dirigindo-lhe criticas geralmente fundamentadas na sua subjetivi
dade.
(1)

Ferreira afirma ser aprova de xicara a "prova dos nove "

nos negocios de cafe.
(2}

Para Costa 0 gosto do cafe e impressao subjetiva dificil

de ser medida. Esse autor descreve tambem as tentativas de se correlacio
nar o gosto do cafe com determinados produtos quimicos existentes na se
mente, com resultados pouco satisfatorios. Por isso reconhece a importan
cia da prova de xicara na classificacdo do café, apesar de sua subjeti
vidade.

Antunes Fi]ho(3) afirma que o metodo de avaliar a qualida

de da bebida de cafe atraves do gosto tem sido t3o satisfatdrio, como

no caso de vinhos.

4 . -
Calle V.( ) fala sobre a subjetividade da prova de xicara e
considera ser ela limitada pela aptiddo do provador, a qual pode ser de

formada e nao e susceptivel de ser medida.

- 5 T
Monaco (5) discorre sobre a subjetividade da prova de xicara
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e relata a existencia de estudos em E1 Salvador, objetivando correlacionar
atraves de processos fisicos e quimicos a qualidade da bebida cafe com a
composicao do grao. Entretanto, reconhece que embora a determinagao da
qualidade da bebida esteja sujeita a erros, devidos a discrepancias de pa
ladar, n3ao se encontrou ainda outra solugao, em vista da complexibili
dade dos varios fatores que a afetam.

Carvalho (&) afirma ser a qualidade da bebida no mercado in

ternacional caracteristica mais relevante do que aspectos fisicos do
grao. Coloca tambem a necessidade de se realizar pesquisas objetivando u
niformizar caracteristicas do cafe a fim de se obter resultados mais segu
ros nas provas realizadas para classificar o produto.
Barbosa et. al. (7) verificando resultados conflitantes em
amostras classificadas por diferentes degustadores, realizaram estudos com
bases estatisticas visande determinar a validade da prova de xicara. Os re
sultados revelaramquecom tecnica adequada e degustadores capacitados, a
prova de xjcara e perfeitamente valida.

Estudos semelhantes realizados por Teixeira(g), utilizando
um ensaio com cafes provenientes de varias regioes do Brasil, compreeden
do as bebidas Mole, Apenas Mole, Duro, Riado e Rio, num total de 50
amostras e utilizando tres degustadores revelou que as diferencgas entre as
bebidas, atribuidas por cada degustador, foram mais significativas que di
ferencas na atribuicdo de uma mesma bebida por diferentes degustadores,sen
do entao valida a prova de xicara.

(9)

Menchu afirma ser indispensavel a realizagao de estudos pa
ra obter-se ensaios fisicos e quimicos que completem as apreciacoes orga
nolepticas, com a finalidade de tornmar menos subjetiva a determinagaoda
qualidade do cafe realizada por peritos.

A substituicdo da prova de xicara por um método fisico - quimi
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co, sem as limitagoes daquela, esbarrou na dificuldade de que os metodos
utilizados nao eramcanazes ce correlacionar aqualidadeda bebida com a com
posig¢ac quimica ou com propriedades fisicas do cafe. Dois caminhos foram
sugeridos para resolver o problema do gosto e do aroma do cafe: analise
do aroma por cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a  espectro
metro de massas, auxiliada pela analise na regiao do Infravermeiho e
Ressonancia Magnetica Nuclear, ou pela analise de precursores do gos
to e do aroma do cafe verde, partindo-se de cafes conhecidos organoletica
mente. Tanto em um como em cutro caminho, foram obtidos resultados bas
tantes conclusivos. Mas a grande complexibilidade de tais analises im
pediu que a prova de xicara ou o elemento humano fossem substituidos ,
permanecendo em vigor, nos limiares do seculo XXI, uma tecnica co

mercial desenvolyvida no inicio do seculo XX.

0 Metodo

Para a prova de xicara sao tomadas amostras com 100 g de se
mentes de cada cafe a ser provado. A torracac e um passo importante e @
executada por uma Unica pessoa, para cada lote de amostras, com o in
tuito de evitar-se diferengas substanciais no grau de torragao entre a
mostras de um mesmo lote. O sistema torrador & constituido de uma se
rie de cilindros giratorios aquecidos por fornalhas a gas ou eletricas. A
amostra & colocada no cilindro previamente aquecido e & nele mantida
ate atingir uma coloracdo achocolatada clara, denominada “torragao ameri
cana”, porque acredita-se que uma torragac muito intensa nao permitaao
degustador avaliar com eficiencia o aroma e sabor do cafe.

A amostra & entdo retirada e, apos esfriar, e moida de  for

ma a atingir uma granulacdo denominada media, em que o tamanho das par
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ticulas € maior do que o obtido em torragdes comerciais. Procede-se alim
peza dos moinhos apos a moagem de cada amostra para evitar-se misturas
de amostras diferentes.

A preparagao da bebida e feita tomando-se 10 g. de amostra
para cada xicara de agua quente de primeira fervura. A agua e previamen
te filtrada, podendo também ser wutilizada agua mineral engarrafada. Pa
ra cada amostra de cafe a ser provado sao preparadas em geral 5 xicaras.

As bebidas separadas por amostra sao colocadas em uma mesa
giratoria em torno da qual sentam-se os degustadores em numero de  dois
ou tres. Cada mesa de prova pode conterate cerca de dez amostras, ou
seja, 50 xicaras. 0s provadores, que n3c se comunicam verbalmente du
rante a prova, fazem um girc completo da mesa e cheiram cada xicara a
fim de identificar bebidas de baixa qualidade, as quais devido a repug
nancia de seu sabor podem perturbar as degustagoes seguintes e por isso
sao deixadas para o final da prova.

Apos o depdsito do po no fundo da xicara e da retiradada es
puma que se forma na superficie da solugao, aguarda-se que esta se
apresente morna e e iniciada a prova., 0 provador com uma colher em for
ma de concha retira um volume de bebida e leva-a 3 boca com um forte
chupao de forma a nebuliza-la e permitir que esta atinja simulténeameg
tea 1ingua e o palatino, apos o que cospe-a em uma cuspideira. Fei
ta a prova das varias xicaras de cada amostra, o resultado & marcado
em uma ficha colocada sobre a mesa,adjacentemente 3 amostra e que traz
0 seu codigo.

As sensagoes experimentadas pelos provadores para a classi
ficagao das principais bebidas sdao expressas verbalmente por frases do
tipo(]o)

MOLE: gosto suave, adocicado, agradavel ao paladar.
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DURD: gosto acentuadamente aspero, desagradavel.
RIO: gosto forte, caracteristico, lembrando iodoformio ou acido
fénico.

Existe consenso entre os especialistas de que a classifica
¢do do cafe por bebida & uma tarefa dificil, que exige experiéncia e
paladar apurado. O resultado estd sujeito a influencia pesscal do degus
tador, produzida por exemplo pelos alimentos ingeridos no dia, uso de
fumo e alcool, e ate mesmo pelo excesso de classificagoes realiza
das num curtc espaco de tempo.

Para finalizar nossa exposigao sobre a prova de xicara e pa
ra dar uma ideia do grau de subjetividade a ela associado, fornecemos
na Tab. 3-1 os resultados de classificacOes de cafes utilizando esse mé
todo e realizadas por dois grupos diferentes de provadores. 0 primei
ro grupo pertencia ao IBC, que nos forneceu as amostras. 0 segundo gru

po pertencia ao Departamento de Cafe da Federacac Meridional de Coopera

tivas Agropecuarias Ltda (Femecap).

Tabela 3-1. Classificagdo de amostras de cafe da safra 87
utilizando a prova de xicara

Classificagao IBC M RY R D

Classificacao Femecap RY RY RY D
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A Tab. 3-1 & uma prova elogllente de que a prova da degusta
gao estasujeita a grandes discrepancias. Observa-se que das quatro bebi
das analisadas,em dois casos existe discordancia de classificagdo, sen
do que em um dos casos a diferenga representa uma variacao consideravel
na qualidade da bebida (de MOLE para RIADO}. Nota-se tambéem que as dis
crepancias sdc completamente aleatdrias, uma vez que em um dos casos a
classificagao da Femecap implica em piora na qualidade da Bebida em re
lagao a classificagao do IBC (M para RY ) e no outro caso, uma melho
ra na qualidade ( R para RY ).

Essas observagoes tornam encorajadoras as tentativas de ob
ter uma classificagao sistematica da bebida do café, trabalhn que ora

nos preopomos a iniciar.

I11.2.APLICACAO DA RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA NA IDENTIFICA
CAC DAS BEBIDAS DE CAFE

I11.2.1 A Qcorrencia de Radicais Livres no Cafe

Durante a torragao do cafe, a concentragdo de radicais 1i

vres e substancialmente aumentada. Esse fato foi observado por Omehara

(11)

et al. , tendo tambem sido objeto de consideracdo por Hernandez et

(12)

al,. » trabalhando com cafe colombiano. E vista na Fig. 3-1 a curva
de RPE obtida para o cafe MOLE submetido a tres graus de torracao dife
rentes. A temperatura de torragao utilizada foi de 215%C e os tempos de
torragao foram {a) 6,5 minutos, (b} 7 minutos e (c} 8 minutos.

Essas linhas apresentam uma targura de cerca de 7 gauss e

fator g de Lande aproximadamente igual a 2,003. O campo central wuti
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zado foi cerca de 3400 wgauss. Valores tipicos da concentragdo de radi
cais livres em cafe torrado sio da ordem de 10]7 spins/grama, o que

equivale aproximadamente a algumas partes por mil, em termos de spins

por moleculas presentes.
As transigoes de spin associadas a essas linhas envolvem e

nergias dadas aproximadamente por

E=gBH=2x9,3x102% 3 x34x107
T

6,3 x 10724 3
3,9 x 1072 gy

i

Aparentemente, a formacdo de radicais com a torracio & fa

- - R 14
to comum a um grande numero de materiais biologicos. Bennett et a].( )

observaram fenomeno semelhante na producao de carvao vegetal e asso
ciaram a formagao de radicais livres a uma quebra de ligagoes em ca
deias carbonicas condensadas.

Fato interessante e que a concentracido de radicais varia
com o transcorrer do tempe, apos cessada a torracao, diminuindo com a
envelhecimento da amostra. Existe, porem, em alguns casos, um perio
do "exotermico" em que a concentracdo de radicais pode aumentar. Essas
caracteristicas sio bastante discutidas por Hernandez et a].(12) e por
Miyahara(]3) e sao mostradas nas Fig. 3-2e3-3 para cafés das qualida
des Rio, Rio Zona, Riado e Mole. Observa-se na Fig.3-3 a existen
cia de um periodo de envelhecimento em que a diminuigao na concentracdo
de radicais livres aproxima-se do comportamento exponencial. E  conhe
cido tambem que a taxa de redugdo na concentracic de radicais possui
estreita dependencia com propriedades do meio que envolve a  amostra.
Estudos de Miyahara (13) focalizaram a influencia de atmosferas consti

tuidas de Nitrogénio, Oxigenio e de vapor d'agua sobre a concentragao

de radicais livres no cafe.
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II11.2.2. Descrigdo do Experimento

Amostras Utilizadas

Para o experimento foram utilizados dois lotes de amostras.
O primeiro lote fornecido pela Fundacao IBC, continha Sementes dos ca
fés RIO ZONA, RIO, RIADO, DURD e MOLE, conforme a classificag@opre
via por provadores do IBC realizada por ocasido da safra do café. Convem
salientar que essas amostras eram de safras anteriores a 85 e portanto
com pelo menos dois anos de acondicionamento em latas com capacidade pa
ra 1 Kg. 0 segundo Tote foi-nos fornecido pelo Departamento de Cafe da
Federagao Meridional de Cooperativas Agropecuarias Ltda.(Femecap) e tam
bem continha as amostras RZ, R, RY, D e M previamente classifica
das por provadores daquela instituicao, mas eram amostras da ca
fra de 87, portanto com apenas alguns meses de armazenagem, Todas as

amostras eram da especie Coffea Arabica.

_Aparelhagem Utilizada

Medidas de RPE em banda X foram efetuadas num  espectro
metro Varian E-12, que e mostrado esquematicamente na Fig. 3-4. A amos
tra, acondicionada numa cavidade de ressonancia recebe a energia gera
da pela Klystron da ponte de microondas. A cavidade utilizada & do ti
po retangular de modo de operagé'oTE_m2 e fator @ de qualidade minima

igual a 2000.
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0 sistema seletor permite a modulagao do campo magnético
em alta (100 KHz) ou em baixa (10 KHz, 1 KHz, 270 Hz ou 35 Hz) fre
quencia.

0 campo magnetico pode ser variado em modulo. Ao atingir
um valor adequado, a RPE pode ser induzida na amostra, ocorrendo en
tao a mudancga na proporgao entre energia enviada 3 cavidade e a ener
gia refletida pela cavidade. Um cristal detector recebe a energia re
fletida (modulada na frequéncia do campo de modulagdo) atraves do cir
culador na ponte.

Numa das unidades de modulagao, o sinal (modulado a bai
xa ou alta frequencia) contendo a informagao RPE, apos passar peloCris
tal, e amplificado e aplicado a uma secao receptora.

Um registrador cujo eixo X indica a variagdo do campo
magnetico controlado por um sensor Hall, recebe no eixo Y, apos de
tecgao em fase, o sinal amplificado.

Para a torragdo, moagem e pesagem das amostras, foram uti
lizades os mesmos equipamentos descritos no Ttem I1.1.71 no estudo de

adulterantes do cafe.

Preparagao e Manipulacdo das Amostras

Como vimes, o grau de torragao possui grande influénciana
formagao de radicais livres no café. Desta forma, qualquer comparagdo
para fins de distingao de diferentes cafas através da concentracac de
radicais livres, deve pressupor um mesmo grau de torragao para os dife
rentes cafes em consideragac. Por isso idealizamos um sistema visando

torrar mais de uma qualidade de cafe simultaneamente. 0 Sistema e
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constituido de caixinhas clbicas de aproximadamente 2,5 cm de aresta, fei
tas em tela metalica de aproximadamente 2 mm de malha . Essas caixinhas
podem ser colocadas em numero de nove, adjacentemente 3 parede interna do
forno torrador, ficando presas por argolas de arame a uma cinta metalica,
que as pressiona contra a parede do forno impedindo que sejam soltas. 0 nu
mero de nove caixinhasfoi imposto, primeiro pela estrutura interna do for
no que continha tres pas agitadoras, entre as quais as caixinhas seriam
encaixadas, e segundo pela nossa intengcao inicial de torrar sete qualida
des de cafe simultaneamente.

A Fig. 3-5 ilustra uma torragdo de cafe utilizando esse siste
ma. Cada caixinha pode conter cerca de 29 de amostra e ainda, permitir
as necessarias agitagdo e liberagao de volateis durante a torragac. Nos
sas primeiras tentativas de torrar as sete gualidades de cafe simultanea
mente, logo de inicio revelaram a ineficicia desse procedimento, que
conduzia a uma baixa reprodutividade de resultados, principalmente devido
a heterogeneidade nas sementes das amostras por nos utilizadas e 3 peque
na quantidade de sementes acondicionadas em cada caixa.

Por outro lado, foi-nos adiantado pelo IBC ser pouco confi
avel a marcagdo de temperatura existente no forno. Além disso, as medi
das seriam feitas em dias diferentes, partindo-se de uma situagdo inicial
de temperatura ambiente varidvel. Esses dois fatos implicariam em difi
culdades em se manter constante o grau de torragao para diferentes amos
tras . Por isso, optamos por efetuar medidas comparativas, utilizando o
cafe RIO, como normalizador das medidas. Seguindo esse procedimento, ce
lTocamos a cada torragao 5 caixinhas preenchidas com café classificado co
mo RIO e 4 caixinhas com cafe de outra qualidade. Essa sistematica ga
rantiria ainda a utilizagao de uma quantidade maior de amostra, ameni

zando o inconveniente da heterogeneidade das sementes.



Fic, 3-5
Ilustracao do sistema utilizado na torragio de café
para fins de classificagao das bebidas. Cada caixi
nha que & construida em tela de arame de aco pode
conter cerca de 29 de sementes.
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A Fig. 3-6 fornece os resultados de uma torracao tipica por
nos utilizada. Todas as torragdes foram finalizadas quando percebemos o
denominado "ponto de pipoca", que & caracterizado pelo despreendimento da
pelicula externa que envolve o grac, sendo emitido um ruido caracteristi

co.

Finalizada a torragao, as nove amostras eram rapidamente re
tiradas do forno e apds o esfriamento, moidas separadamente. Apos a  moa
gem, cada amostra era passada em uma peneira de malha 0,297 mm, que pro
piciava melhor uniformizagao no tamanho de particula e maior homogeneida
de do po, ja que cada caixinha continha cerca de 15 sementes. As amostras
eram entao colocadas em tubos de ensaio e levadas ao aparelho de medidas,
na Unicamp. Para evitar-se a jnfluencia do envelhecimento sobre a concen
tragao de radicais, as amostras de cafe torrado em po eram, tao logo quan
to possivel pesadas, tomando-se 40 mg, acondicionadas em pequenocs  tubos
de ensaioc de quartzo, sendo imediatamente apos obtido o seu espectro de
RPE. Normalmente as torragoes eram feitas no periodo da manha e as medi
das de RPE no periodo da tarde, mas nunca em dias diferentes.

Para as medidas de RPE, foram tomados cuidados especiais de
manter iguais os comprimentos das colunas das amostras nos tubos de mes
mo diametro, bem como do posicionamento da amostra no centro da cavida
de. 0Os controles dos instrumentos utilizados nas medidas tambem foram
mantidos nas mesmas posigoes para todas as medidas. Quando eventualmente
alguma linha apresentava intensidade muito abaixo da média para o conjunto,
a medida era repetida.

Procuramos, enfim, trabalhar em condigoes as mais favoraveis
possiveis, uma vez que nossos resultados dependeriam de medidas de inten
sidade, as quais sao muito susceptiveis a imprecisGes oriundas de fatores

experimentais.
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Curva representativa de uma torracao tipica utilizada para fins de
classificacao das bebidas de cafe.
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[11.2.3. Resultados e Discussio

E mostrada na Fig. 3-7 uma sequéncia de linhas de RPE por nds
utilizada para a diferenciacaoc da qualidade da bebida do café. As cinco
primeiras linhas referem-se a café RI0 e as quatro restantes a café MOLE,
segundo classificagao pela prova de xicara realizada na Femecap.

Nossas tentativas de distinguir as diferentes bebidas de cafe
concentraram-se na monitoragao dos seguintes parametros das linhas de RPE:
largura de linha, fator g de Lande e intensidade da linha.

A largura de linha nao revelou-se capaz de servir como elemen
to diferenciador dessas bebidas, conforme mostra a Tab. 3-2, que apresenta

0s resultados das medidas realizadas nas nove Tinhas apresentadas na Fig.

3-7.

Tabela 3-2. Larguras de Linha de RPE de cafes torrades simultaneamente

(em po)
RIO MOLE
7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,6 8,0 7,5 7,0
(Gauss) (Gauss)

Todos os valores estao afetados por um desvio de 0,5 Gauss.
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0 fator g de Lande , como & sabido, assume um valor caracte

ristico para radicais livres e por isso mostrou-se inadequado para a dis
tingdo das diferentes bebidas de café. Tal pardmetro, calculade para as
amostras DURO, RIADO, RIO, e RIO ZONA, cujo envelhecimento foi  por
nds acompanhado, assumiu valores que oscilaram entre 1,998 e 2,004 , mes
mo durante 34 dias de envelhecimento. Optamos entao por utilizar as in
tensidades medias das Tinhas como parametro de distincdo das bebidas.

A Tab. 3-3 mostra as classificagbes realizadas pelo IBC e
pela Femecap para as amostras de safras anteriores a 85 e sua correlagac
com as intensidades das linhas de RPE.

Os altos valores dos desvios sdao ocasionados pela variabilj
dade nas intensidades das linhas obtidas para uma mesma bebida, em con
sequencia da heterogeneidade das sementes. Em trabalhos preliminares a
nalisamos essa heterogeneidade e as sementes, dentro de uma mesma bebida,
podiam ser separadas em 3 tipos em funcdo da cor (claras, escuras, in
termediarias), e em dois tipos em fungdo do tamanho, além de ser possi
vel a identificagao de sementes quebradas, carunchadas, ocas, etc. A cor
possui relagao com o envelhecimento da semente, ou seja, as  sementes
tendem a clarear com o envelhecimento, As medidas de RPE revelaram que
sementes mais claras apresentam em geral major intensidade.

Considerando que cada caixinha utilizada na torragdo conti
nha cerca de 15 sementes, o procedimento de tomar essas sementes ao aca
so para a torragao pode ter envolvido acidentes que favoreceram a predo
minancia de um outro tipo de sementes.

Alem disso, uma saca de cafe pode conter sementes oriundas
de varios pés de cafe, tendo por isso sido submetidas a diferentes con
digdes de insolagdo, vento, contato com o solo, secagem, etc., quesao fa

tores considerados determinantes do sabor da bebida. Portanto acredita
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mos que esses desvios poderiam ser substancialmente reduzidos se pudés
semos torrar maior massa de amostra, que consequentemente seria mais
representativa da partida de cafe que a originou. De passagem, lembre
mos a esse respeito que os provadores utilizam amostragens de 100g de
sementes para a prova de xjcara.

Com referencia as intensidades médias de RPE indicadas na
Tab. 3-3, observamos que estas revelaram-se iguais para as bebidas RY,
R, RZ.. assim denominadas segundo a classificagao do IBC,realizada no
ano da safra. Por outro lado, considerando a classificacdo realizada pe
la Femecap, observamos que essas tres intensidades correspondema duas
bebidas R e uma RY, que entretanto, apresentou uma xicara de bebida
R, havendo entao boa concordancia com os resultados de RPE. Aproveita
mes para novamente enfatizar o problema da heterogeneidade das  semen
tes de cafe, que se fez presente mesmo neste caso, em que cada xTcg
ra de cafe continha cerca de 10g de sementes. Quer nos parecer entdo
que o envelhecimento dessas sementes Tlevou a uma uniformizacao das be
bidas, com tendencia da bebida RY evoluir para R e o que & mais surpre
endente, a bebida de pior qualidade, RZ, evoluir para R. Esses resulta
dos concordam apenas em parte com a opinido de alguns provadores que
afirmam ser possivel a alteragdo da qualidade do café com o passar do
tempo, sendo que cafes de boa qualidade tendem a melhorar a qualidade e
os de ma qualidade tendem a sofrer piora na qualidade. Uma outra parte

de provadores acredita que o sabor da bebida ndc e alterado com o  pas

sar do tempo.

Outro fato revelado pela Tab. 3-3 e que a bebida M, segun
do classificacac do IBC, que apresentou maior intensidade de RPE, rece
beu da Femecap a classificagao de D com fundo RY, o que significa uma

bebida D progredindo para RY, apresentando por isso um sabor intermedia
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Assim, constatamos novamente uma incoerencia com a nogao de que
cafes de boa qualidade tendem a evoluir para uma melhora com o passar do
tempo.

Para finalizar nossas consideragGes sobre a Tab.3-3, cabe-fos in
ferir sobre a possibilidade de que as diferencas observadas entre as clas
sificacoes realizadas pelo IBC e pela Femecap ndo sejam realmente expli
caveis pelos argumentos por nos utilizados ate agora, mas, ao contrario,
sejam fruto de discrepancias proprias da subjetividade da prova de xi
cara . Essa hipotese e ainda reforgada se considerarmos que 0s resul
tados obtidos pela RPE estao em boa concordancia com a classificacdo do
IBC, isto e, a bebida de melhor qualidade (M) estd correlacionada com
2 maior intensidade de RPE. 0 grupo de bebidas de pior qualidade (RY,
R, RZ) possui correlagdo com intensidade intermediaria de RPE e a bebi
da de qualidade intermediaria (D) assume a intensidade mais baixa, Por
outro lado, o fato da bebida D ter apresentado a menor intensidade de
RPE da serie & um resultado inesperado. Intuitivamente esperariamos que
as intensidades apresentassem valores crescentes ou decrescentes com a
melhora da qualidade do cafe.

Consideremos agora os resultados apresentados na Tab. 3-4, refe
rentes a amostras de safra recente. Verificamos, neste caso, que as in
tensidades medias diferenciam mais nitidamente as varias amostras. Alem
disso, pode-se notar que as amostras de pior qualidade RY, R e RZ dife

renciam-se mais da amostra de melhor qualidade M do que entre si.
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Tabela 3-4 Classificagao de cafés da safra 87 e sua correlacdo com as

intensidades das linhas de RPE exibidas por amostras do
mesmo lote.

Classificacao Femecap M RY R RZ D

*
Intensidade de RPE(") 124:14 10815 10049 94+4  8O9+9

(*) normalizadas, atribuindo-se valor 100 3 intensidade da bebida R

Observamos que tambem para este caso a bebida D apresentou a
menor intensidade de todo o lote, contrariando a tendencia de diminui
¢ao da intensidade com a piora na qualidade da bebida. Esses resul
tados nos levam a concluir que as substancias associadas a formacao de
radicais livres no cafe podem ser diversas e os mecanismos variados .
Portante, a correlagao dos sabores das bebidas com a formacio de ra
dicais livres nao deve ser inferida, a priori, como algo direto,

Entrar no ambito de identificar exatamente as substancias que
podem contribuir para a formagdo de radicais 1livres e sua eventual T
gagao com o sabor da bebida nos parece um trabalho complicado. Analises
quimicas realizadas por Rhoades(]s) em volateis do cafée revelaram a pre
senga de 16 substancias, estando entre as mais abundantes o alcool
metilico e a acetona. E bem provavel que o numero total de substan
cias presentes no cafe torrado atinja a casa das centenas ou milhares.

(16)

Estudos realizados por Streuli podem dar uma ideia dessa comple

xibilidade composicional do cafe. A quisa de ilustracao, fornecemosna
Tab. 3-5 a composicao quimica do café cru, na Tab. 3-6 a COmpos igao

quimica do café torrado e na Tab. 3-7 a composicao
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quimica de extratos aquosos do café torrado, obtidas no trabalho de
Streuli.

Existem substancias, cuja concentragdo no café aumenta duran
te a torragac, como & o caso dos hidrocarbonetos policiclicos, que, di
ga-se de passagem sao compostos cancerTgenos(]B). Por outro lado, con
forme estudos de W, Baltes(]7) parte das substancias presentes no ca
fe, tais como alguns acidos organicos, sofrem uma diminuigao em sua
concentragao durante a torragio.

Um trabalho mais dirigido @ relagdo entre composicdo quimica e

qualidade da bebida de cafe foi realizado por H.V, Amorim(18),

que
trabalhando com cafe verde observou que cafés M apresentam valores in
feriores de acido clorogénico em relacio ao D, RY e R, podendo este
ser um dos fatores que conduzem a uma melhor bebida. Realizandg a eletro
forese de proteinas, observou a ocorréncia de atividade da enzima po
liferol oxidase sobre compostos fenolicos ligados as proteinas. A ati
vidade destas enzimas revelou-se maior nos cafés de melhor qualidade .
Por sua vez, uma maior atividade dessa enzima implica em maior probabili
dade de compostos fenolicos oxidados formarem complexos com essas pro
teTnas, alterando-lhes a carga eletrica. Esse conjunto de reacoes po

deria estar relacionado com a formagdo de radicais e confirmaria nos

sa observacac de que a taxa de formacao de radicais @ maior no café M.



Tabela 3-5. Composigao Quimica do Cafe Crt (Ardbica)
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Componentes

Conteudo(*)

CARBOHIDRATOS
Glucose, Frytose
Sacarose

Polisacarideos

LIPTDEODS
Triglicerideos
Fosfatideos
Ceras
5-Hidroxipriptamideos
Terpenoides, Esterdides

Hidrocarbohetos
PROTEINA

ACIDOS ORGANICOS
Acidos Clorogenicos-Compos tos relacionados
RcidosCitrico, Malico, Ox3lico

PURINAS

Cafeina

Teobromina, Teofilina e outros

MINERAIS (CATIONS)
K

Mg, Ca, Na, Rb, Fe

TRIGONELINA

Tragos
&
53

g,1

6,5
1

1,2

Tracos

1,6
0,4

59

16

11

7,5

1,3

2,0

1,0

TOTAL

98,0

(*) conteudo porcentual obtido com base em material seco.



Tabela 3-6. Composigao Quimica do Cafs Torrado (Arabica)
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Componente Contetdo (*)
CARBOHIDRATOS 45
Mono e Oligosacarideos Tragos
Polisacarideos 45
Mio-Inositol
LIPTDEOS 17
ACIDOS ORGANTCOS 4
Acidos Clorogenicos 3
Rcidos Citico e Milico 0,5
Acidos volateis 0,4
MINERAIS (CATIONS) 2,2
CAFEINA 1,3
TRIGONELINA 0,5
PROTEINA APARENTE 13
TOTAL 83

(*)} conteudo porcentual obtido com base em material seco
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Tabela 3-7. Composicac Quimica de Extratos Aquosos de Café submetido a tor

racao Media

COMPONENTES CAFE COMUM CAFE SOLOVEL

ACIDOS ORGANICOS

Acidos Clorogenicos 10 8
Acidos volateis 2 1
Outros acidos 13 3!
MINERAIS 9 6
CAFEINA e 4
TRIGONELINA 3 2
CARBOHIDRATOS
Mono e Otigosacarideos Tragos 1
Polisacarideos
GORDURA 0,1 0,1
SUB - TOTAL
Substancias Quimicamente Definidas) 43 33
CARBOHIDRATOS APARENTES 23 26
PROTEINAS APARENTES 10 10
MATERIA COLORIDA (*) 15
TOTAL 91 ' 69

(*) substancias precipitaveis soluveis em acetona (proteinas, carbohidratos,

acidos clorogenicos)
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I11.3. APLICAGOES DA ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA NA IDENTIFICACAO DAS BE
BIDAS DE CAFE

II1.3.1. A Absorgdo Fotoaclistica do Café no Infravermelho Préximo

Sdo mostrados na Fig. 3-8 espectros do cafée M cru e desse
cafe submetido aos mesmos graus de torragdo referidos no Ttem II1.2.],
no estudo de RPE. Notamos que o pico que melhor diferencia esses espec
tros e centrado em 0,88 um, situando-se numa regiao do espectro que
abrange os limites entre o visivel e o infravermelho proximo, a gual,

diga-se de passagem, & uma regido pouco utilizada em analise espectros

copica.
As energias envolvidas nessas absorgdes de radiacdo sdo da
das por
-34 8
AE = h ¢ . 6,6 x 10 J.Slyx 3x 10 w/s _ 2.1 x ]0-]9J
A 9,4 x 107/ _
= 1,3 eV

Podemos observar tamben queaabsorcaocaracteristica do  cafd

torrado que ocorre em 0,88 um ndo comparece no café cri. Portanto, os
sistemas quimicos responsaveis por essa absorcao possuem na fotoacus
tica o mesmo papel gue os radicais ljvres na RPE,

HT.3.2. Descrigao do Experimento

Amostras Utilizadas

Para as analises através da fotoaciistica utilizamos o lo

te de amostras M, RY, R e RZ da safra de 87, fornecido pela Feme
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cap e que Jja havia sido analisado por RPE. Dentro desse lote, escolhe
mos apenas uma amostra para cada qualidade de cafe. 0 criterio de escolha
foi tomar uma amostra cujo valor de intensidade de RPE se aproximasse da

intensidade media obtida no grupo de amostras da mesma qualidade de cafa.

Apare]hagém Utilizada

A aparelhagem utilizada & amesma descrita no Ttem II.1.1. do
Cap. II. As condigOes experimentais foram: frequéncia de modulagao 10 Hz,
largura de banda 64 nm, velocidade de varredura 0,2 um/min, sensibili

dade 300 mv.

Preparacao e Manipulacdo das Amostras

0 tratamento dispensado as amostras seguiu @ mesma  sistema
tica utilizada nas medidas de RPE, a qual foi descrita no Ttem II11.2.2.
Salientamos entretanto que para as medidas em fotoacustica deixamos de
realizar a pesagem do cafe que seria colocado na cavidade porta - amostra,
ja que o resultado & praticamente independente da massa. Tomamos apenas
0 cuidado de preencher completamente a cavidade e manter tantoc quanto

possivel a mesma conmpactacac para todas as amostras.

I11.3.3. Resultados e Discussao

A Fig. 3-9 mostra os espectros fotoacusticos exibidos pelas

amostras de cafes M e R. Espectros semelhantes diferindo na intensidade
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SINAL FOTOACUSTICO (un. arb.)

MOLE
RIO
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COMPRIMENTO DE ONDA (,M-rni’

F16, 3-9

Espectros fotoacusticos dos cafés Rio e Mole submetidos a
um mesmo grau de torragao.
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dos picos foram obtidos para os pares restantes de amostras, RY e R, RZ

e R, que foram torrades simultaneamente, visando a normalizacao em re
lagao a bebida R.

A Tab. 3-8 reune a classificagdo dos provadores , as intensi
dades obtidas na fotoacustica em 0,88 um, as intensidades obtidas em RPE
para as mesmas amostras e ainda as medias calculadas nas medidas de RPE,

As amostras utilizadas sao da safra 87.

Tabela 3-8. Classificagao de cafes da safra 87 e sua correlagao
com as intensidades fotoacusticas, intensidades de

RPE para as mesmas amostras e intensidades medias

de RPE.
Classificagao Femecap M RY R RZ
Intensidades Fotoacusticas 118 115 100 85
Intensidades de RPE 125 117 100 89
Intensidades Medias de RPE 124 108 100 94

obs: todas as intensidades estao normalizadas em relagio a bebida R,
a qual foi atribuido o valor 100

Os dados revelaram que as intensidades dos espectros obtidos
em fotoacustica sequiram a mesma ordem das intensidades medidas em RPE,
ou seja, em ambos os casos as intensidades crescem com a qualidade da

bebida. Existe, portanto, uma correlagiao entre os resultados obtidos
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em EPR e fotoacustica.

As diferencas entre os resultados da Fotoaclustica e EPR pa
ra as mesmas bebidas podem ser atribuidas principalmente a  natureza
das transicoes associadas as intensidades. No caso da RPE sdo  transi
coes de radicais magneticos e no caso da fotoaclstica transigdes en
tre niveis moleculares. Todavia eventuais diferencas na compactacaodas
amostras, no caso da fotoacustica, podem ser responsaveis por parte das
diferengas observadas. Deve-se considerar tambem que, tanto no casc da
fotoaciistica quanto no de RPE, a quantidade de amostra analisada &
muito pequena, sendo possivel a ocorrencia de diferengas entre amos
tras, devido a uma eventual heterogeneidade no cafe torrado e moido.

Faz-se presente tambem aqui a dificuldade em se identifi
car os sistemas quimicos que responderiam pela absorcao fotoacistica
em 0,88 um. Contribui para essa dificuldade a complexibilidade da com

posicac quimica do cafe, ja referida no Ttem III.2.3.

[II.4. . Conclusoes

Amostra de Safras anteriores a 85

Para esse grupo de amostras, vimos que as intensidades mé
dias das Tlinhas de RPE apresentaram pequenas diferengas para dife
rentes bebidas de cafe, revelando que a taxa de formagac de radicais
livres tende a variar com a qualidade do cafe, o que pode tornar a
tecnica RPE um instrumento Util na determinacdo da qualidade da bebida.

Observamos tambem que a qualidade do cafe pode sofrer alte
ragoes com o transcorrer do tempo, o que foi constatads pela RPE e

pela prova de xicara e consubstancia ser aclassificagando cafe de valida
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de temporaria, impondo que a comercializagdo de cafés de boa qualidade
seja realizada sem longa armazenagem. Constatamos ainda a ocorrencia
de melhoria na qualidade do café com o passar do tempo, para café de
qualidade inferior. Esses dois resultados sugerem estudos adicionais,
0s quais deveriam ser empreendidos utilizando-se a RPE, bem como a

participagac de provadores profissionais.

_Amostras da safra 87

A diferenciagac das bebidas revelou-se mais eficaz para es
s¢ grupo de amostras, especialmente considerando-se as intensidades m§
dias de RPE. Pode-se notar a separagao dos diferentes cafés,sendo que
o café M apresentou a maior intensidade do grupo. Os cafés RY, R e
RZ (nesta ordem) apresentaram intensidades intermediarias e a bebida D
colocou-se no outro extremo do grupo, apresentando a menor intensidade.

Foi tambem observada a existencia de uma correlagdo entre
os valores de intensidades de RPE e intensidades fotoacUsticas, para
algumas amostras tomadas aleatoriamente, o que torna valida tambem a

tecnica fotoacUstica para fins de diferenciacao de bebidas de café.

Conclusoes Gerais

0 efeito da heterogeneidade das sementes de cafe e um pro
blema que devera ser evitado em estudos posteriores, uma vez que tra
duz-se em grandes flutuagoes nas intensidades das linhas, levando por

isso a grandes desvios que afetam as intensidades medias. Esse proble
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ma podera ser amenizado utilizando-se um sistema torrador de cafe que pro
picie a torragao de uma maior quantidade de amostra, por isso mais repre
sentativa da partida de cafe que a gerou. Um controle preciso de tempe
ratura do forno e que garanta o estabelecimento de um mesmo grau de torra
¢ao para todas as amostras sera de grande conveniencia, uma vez que pode
ra evitar a necessidade da torragao simultanea do cafe tomado como pa
drao. O sistema torrador deveria ainda possibilitar a colocagdo e retira
da das amostras, as temperaturas tipicas de torragac, evitando-se assim
torrar as amostras partindo da temperatura ambiente, como fizemos em nos
so experimento.

Estudos mais profundos realizados com a participagao de quimi
cos poderiam visar a identificacao das substincias responsaveis pela qua
lidade da bebida e sua eventual ligagao com a concentracao de radicais e
com a absorgao fotoacistica. Posteriormente, um estudo mais completo po
deria monitorar a influéncia dos varios fatores ambientais, aos quais se
atribui efeitos sobre a qualidade da bebida, visando assim identificarque
cuidados poderiam evitar a deterioracao da bebida.

Por fim, constatamos a ocorrencia de discrepancias na determi

nagao da qualidade da bebida de café realizada por provadores do IBC, de
un lado, e da Femecap, de outro. As diferengas constatadas justificam o

aprofundamento de estudos, objetivando tornar possivel a aplicagao de téc
nicas sistematicas, tais como a RPE e a Fotoacustica, ainda que como tég
nicas complementares para a classificagao das bebidas de café. No caso
particular da fotoacustica, & digno de nota a possibilidade da construgdo
de um aparelho simplificado e que trabalhe apenas nos comprimentos de on
da de interesse. As medidas de intensidade poderiam ser feitas diretamen
te no display de um milivoltimetro digital, sem necessidade de tracado

do espectro, tornando rapida a ctassificacao da bebida.
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CapiTuLo 1V

APL!CAGKO DA ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA NA MONITORACAD
DE EFEITOS DE HERBICIDAS EM FOLHAS

INTRODUGAC

A espectroscopia fotoacustica tem se revelado uma tecnica al
tamente relevante no estudo de fenomenos quimico-fisiologicos de vegetais,
especialmente aqueles que ocorrem ac nivel da folha, tais como reagoes Tiga
das ac mecanismo da fotossTntese(]), transporte de égua(z), toxidade de com

postos existentes no 3010(3), etc,

Este capitulo tem como objetivo o usc da técnica no estudo de
efeitos de herbicidas em folhas, tendo sido utilizado o metodo da separagao

de espectros na fase,

Antes da apresentagac e discussao dos resultados, apresenta
mos uma breve exposi¢do sobre a anatomia de uma folha, espectroscopia de fo
lhas na regiao do visivel, bem como uma descrigao do wetodo utilizado. De
cidimos tambem fornecer uma explanagcdo suscinta sobre o mecanismo da Fotos

sintese, uma vez que a agac de herbicidas geralimente produz efeitos  sobre

esse fenomeno.
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IV.1. A ANATOMIA DE UMA FOLHA

E mostrado esquematicamente na Fig.4-1 um corte longitudinal
realizado em uma folha. O sistema foliar, se analisado de cima para baixo,
apresenta uma cuticula que € uma incrustragdo graxa constituida de cama
das (%) que sdo mostradas na Fig. 4-2. A superficie superior & constituida
de cera. Abaixo desta existe uma outra camada de cutina misturada em céra,
vindo em seguida uma outra camada contendo cutina, cera e polimeros carbohi
dratos, havendo tambem possibilidade de ocorrencia de proteina em pequena
quantidade. Por fim, em contato com a parede da epiderme encontramos uma ca
mada de pectina. As fungGes primordiais da cuticula sdo evitar a excessiva
perda d'agua pela folha e limitar a intensidade da radiagao ultra-violeta in
cidente, ja que os elementos que a constituem sao em geral bons absorvedores

de radiagao nessa faixa do espectro eletromagnético.

Abaixo da cuticula existe a epiderme superior, uma camada de

células alongadas segundo o planc da cuticula.

Observamos ainda a ocorrEncia de uma camada de celulas com
alongamento disposto perpendicularmente a epiderme, S@o as células do Paren
quima Paligadico. Essas celulas desempenham o importante papel de incorpora
rem os cloroplastos, responsaveis pela fotossintese e que na Fig. 4-1 sao os
corplsculos dispostos adjacentemente a membrana das c€lulas do parenquima pa
ligadico. E vista na Fig. 4-3 uma representacao esquematica de um cloroplas
to, cujas dimensoes podem variar entre 1 pym, e 10um, mostrando seus  princi
pais constituintes. E digno de nota o fatoc de que os pigmentos fotossinté
ticos dos cloroplastos, bem como os enzimas necessarios as reaces da fotos

sTntese encontram-se nas lamelas intergrana e nas membraras dos  tilacoi

des(S).

Imediatamente abaixo do parenquima paligddico encontra-se o

parénquima esponjoso, que possui celulas irregulares com grandes espagos



—— cuTicuLA 1

. EFIDERME
SUPERIOR
bl & G'ﬁ BTN A
N 2 ale 4wt L1
PARENQUIMA - LI R 5_‘ [ M Z
POL.ICADICO
- MESOFILD

¢.:”‘ ’ .
' " s T g [ SE
EPIDERME B 'I » ol [ \ewl??,
INFERIOR ™ '_ X E - " {
CUTICULA— \ == \
ESTOMmATOS C0202 O 0,
. 2

Fie, 4-]1

‘ Representagdo esquematica de um corte Jongitudinal
em folha ., indicando seus principais constituintes.



Fig. 4-2

Representagao esquemdtica da cuticula de uma folha. (A) cera super
ficialy; (B) cutina misturada em cera; (C) regiao contendo cutina,
cera e polimeros carbohidratos e ainda pequenas quantidades de pro

teTna; (D) pectina; (E) parede das celulas da epiderme.

Membrana externa

Vesiculas ' o Lamelas
tilacoides ~ [stroma  Inlergrana

Fig, 4-3

Desenho esquematico de um cloroplasto.
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contendo ar entre elas. 0 conjunto formado pelo parenquima paligadico e pa

renquima esponjoso recebe o nome de mesofilo.

No mesmo nivel do mesofilo situa-se o sistema vascular, consti
tuido pelas veias ou nervuras da folha e que possui a fungdo de suprir os va
rios eiementos da folha de nutrientes existentes na seiva e ainda de absor
ver os produtos da fotossintese e nutrigdo foliar, possibilitando seu trans

porte para o restante da planta.

Finalmente, na parte inferior da Fig. 4-1 encontramos a epider
me inferior que apresenta os pares de estomatos, entre oS quais encontram-se
0s poros que permitem as trocas gasosas de entrada de C02 e saida de 02. Co

mo no caso da epiderme superior, tambem a epiderme inferior & revestida de

uma cuticula.

IV.2, ESPECTROS FOTOACUSTICOS EXIBIDOS POR FOLHAS E SEUS CONSTITUINTES

Conforme ja mencionamos, a tecnica fotoacustica permite reali
zar a espectroscopia de muitos sistemas biologicos em sua forma e compos i
¢ao naturais. Um caso tipico e o de uma folha verde {de soja) cujo espectro
fotoacustico na regiao do visivel mostramos na Fig. 4-4. Sao facilmente
identificaveis no espectro tres picos: o pico centrado em 350 nm & associado
a8 cuticula que absorve predominantemente luz ultra-violeta. O pico seguinte
centrado em 480 nm & atribuido aos carotenoides e a clorofila a possui um pi

co centrado em 680 nm,

Extracdes realizadas em folhas, utilizando solventes apropria
dos ,permitem isolar essas substancias e avaliar a correcao nas  atribuigoes
desses picos. Entretanto, a presenga de solventes e a ausencia de outros
compostos celu]aressaos quais essas substancias podem estar de aiguma forma

ligadas (caso tipico & a ligagao clorofila-proteina) podem alterar ligeira
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mente os comprimentos de onda em que ocorrem 0s picos. A Fig.4-5 apresenta
0s espectros dos pigmentos fo]iares Clorofi]a a, Clorofila b, gCaroteno e
Luteina na presenga de solventes, O espectro da Clorofila a "in situ" apre
senta picos nos comprimentos de onda 672 nm, 683 nm, que n3o aparecem no es
pectro da Fig. 4-4 em razao da resolucdo imposta pelas condicDes experimen
tais em que o espectro foi obtido. Entretanto na Fig.4-5 a Clorofila a {em

eter) apresenta um Unico pico centrado em 660 nm (6).

Conforme mencionamos no Cap. I, o efeito fotoacUstico & rela
cionado diretamente com a taxa de conversao em calor da energia radiante ab
sorvida, caracterizando-se desta forma como um espectro de absorgao. No ca
so de pigmentos fotossinteticos, € pouco relevante a ocorrencia de fenamg
nos de decaimentos radioativos, tais como fluorescéncia e fosforescéncia. A
lem disso, a taxa de consumo de radiacao pard a fotossintese nao ultrapassa
alguns  porcento . Existe portanto forte predominancia da relaxagac termica
e o efeito fotoacUstico nesse caso & com boa aproximagdo uma medida da absor
¢ao de Tuz. Por outro Tado, adimitiremos que o sinal fotoacUstico & propor
cional a quantidade de substancia absorvedora, uma vez que trabalharemos com

potencias Tuminosas capazes de excitar todas as moléculas absorvedoras pre

sentes.

IV.3. SEPARAGAO OU RESOLUCAO DE ESPECTROS UTILIZANDO-SE A ESPECTROSCOPIA
FOTOACUSTICA

A espectroscopia e um processo bastante utilizado para a carac
terizagao de materiais. Se de alguma forma for possivel a separacao dos es
pectros exibidos pelas substancias constituintes de um material sua caracte
rizagdo e bastante facilitada. Se, em particular, essas substancias encon
tram-se dispostas em camadas diferentes, a espectroscopia fotoaclstica propi

cia a utilizagdo de dois meétodos diferentes, visando essa caracterizagao: 0
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Metodo de Separagao em Frequéencia de Modulagdao e o Metodo de Separagao em Fa

se (MS$).

Iv.3.1. 0 Metodo de Separagdo de Espectros por Variagio da Frequencia de Mo

dulagdo,

Vimos no Cap. I que o comprimento de difusao termica de um ma
terial depende da freguencia de modulacao e essa dependencia e expressa por
u=v 20/w . Assim, & possivel atraves da variacac da frequencia de modula
¢ao variar a extensao da amostra que traz contribuigao ao efeito fotoacusti
c0 e portanto ao espectro exibido pela amostra. Um aumento na frequencia de
modulagao implica em uma diminuigao no comprimento de difusao teérmica. Por
tanto, considerando o sistema de duas camadas representado na Fig.4-6, se se
lecionarmos frequencias cada vez maiores, podemos atingir uma situagao en

que somente a camada superior venha a exibir seu espectro caracteristico.

No caso de uma folha foi obtida a separagaoc do espectro da cu
ticula dos seus demais componentes. Mostramos na Fig.4-7 a evolugao do es
pectro da folha com o aumento da frequencia de modulagdo. Em frequencias
baixas o espectro exibido pela folha & o mesmo por nos apresentado na
Fig.4-4, ou seja, & o espectro de todos os componentes da folha (c@ra + pig
mentos) e que estao dispostos em camadas diferentes. Para frequencias eleva
das, somente a camada correspondente a cuticula responde a excitagdo optica,

exibindo seu espectro caracteristico.

Devemos acrescentar que o metodo de separacao em freguencias
possui a desvantagem de separar o espectro da camada superior, mas nao o da
inferior, uma vez que para frequéncias baixas também a camada superior con
tribui para o efeito fotoaclistico. Alem disso, a necessidade de utilizar-se
frequ?ncias elevadas para a sepatagﬁo da camada superior leva muitas vezes a

condigoes experimentais que exigem alta sensibilidade na medida do sinal fo
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Representagﬁo esquematica de um sistema de duas cama
das, mostrando a variacao do comprimento de difusdo

termica com a frequencia de modulagao e aviabilidade

de se isolar o espectro da camada superior.
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Espectros fotoacusticos de uma folha obtidos em
tres frequencias de modulagao; em 500 Hz obtem-
se 0 espectro da cuticula isolada.
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toacustico, o que implica em baixas relacgOes sinal/ruido, especialmente no
caso de camadas superiores muito finas e constituidas de materiais de baixa

absorgao optica ou baixa difusividade térmica.

IV.3.2. 0 Metodo de Separagao de Espectros na Fase (MS¢)

Os inconvenientes por nos assinalados, com respeito ao metodo
de separagao em frequencia, sao evitados quando & utilizado o Metodo de Sepa

ragao de Espectros na Fase (MS¢),

Vimos no Cap. I que a equagao para o sinal fotoacustico gerado
por uma amostra & constituido essencialmente de uma amplitude e de uma fase.
Esse sinal & bem representado por funges transcedentais do tipo seno-cosse
no. Essas caracteristicas do sinal fotoaclistico implicam em que sua detecdo
e adequadamente realizada por um amplificador sincrono ou "lock-in". Para
um determinado comprimento de onda, o sinal fotoacustico pode ser expresso

por

.\/2 2 2 2
S(A)= VS (A )Cos ¢ + S (A )Sen ¢ (4-1)

onde S € a amplitude do sinal fotoacGstico medida no lock-in, ¢ & a fase ade
quadamente ajustada para a medida do sinal, a qual pode variar entre 0° e
360°. Normalmente a fase & ajustada de modo que a indicagao do "lock-in" se
ja nula para o sinal detectado. Obtida essa situacdo, se o ajuste de fase do
lock-in for destocado de 90° a indicagao de intensidade pelo Tock-in serd ma
xima e e nesta situacdo que as medidas serao efetuadas. Assim sendo, se
dois amplificadores "lock-in" forem conectados, um com o ajuste de fase cor
reto e outro defasado de 90° em relagdo ao primeiro, teremos indicacdo maxi
ma possivel para o primeiro e nula para o segundo. A situagao e vista na
Fig.4-8 onde escolhemos o0 eixo hotizontal como a indicagcao do primeiro Tock-

in e 0 eixo vertical como a indicagao do segundo Tock-in. Por conveniencia

denominamos de Sy a indicagdo de intensidade medida pelo primeito lock-in e
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590 a intensidade medida pelo 29 lock-in (que neste caso & nula). Obviamen

te a intensidade do sinal fotoacustico pode ser representada por
2 2
S = VSO + 590 (4-2)

Se agora deslocarmos o ajuste de fase de ambos os lock-in de
um mesmo angulo & mantendo portanto a diferenca de fase de 90° entre eles,
as indicagoes de ambos os lock-in mudarao, equivalendo a uma rotacdo de & no
sistema de eixos. Entretanto a amplitude do sinal fotoaclstico continuara

sendo dada pela equagao (4-2). €Esta rotagEo g mostrada na Fig. 4-9.

Consideremos agora o caso mais geral em que o sinal fotoacusti
co seja gerado por um sistema de duas camadas, cujo casc tipico e de  nosso
interesse € a folha por ndos considerada anteriormente. Uma das camadas & a
cuticula que contem cera e a outra o mesdfilo que contém os pigmentos. Para
um determinado comprimento de onda, o sinal fotoacUstico §+(A) sera dado pe

la soma vetorial do sinal fotoacustico oriundo da cera, que denominaremos

——
§:(A), com o siral fotecacustico oriundo dos pigmentos denominado Sp(x). £
claro que este nosso exemplo e pictorico, uma vez que essas camadas da fo

Tha absorvem em comprimentos de onda diferentes. Entretanto as considera

goes feitas aqui sao de carater geral. Devido ao fato desses componentes da

folha estarem dispostos a diferentes distancias da camada gasosa que tangen
L) » - - - » - e d —+

cia a folha e que funciona como pistao fotoaclstico, os sinais SC e Sp pos

suirdo angulos de fase diferentes ¢, e $p, existindo entre eles uma dife

renca de fase A, conforme representado na Fig.4-10,onde denominamos ¢ o angu

lo de fase do sinal fotoacustico resultante.

0 metcdo da separagao dos espectros na fase se baseia no fato
de que a amplitude do sinal fotoaclistico resultante @ para um dado comprimen

to de onda tambem expressa por

S(A) = S5(x)Cos¢ + Sgo(A)Send (4-3)
fato faciimente dedutivel a partir da Fig. 4-11.
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Fig, 4-8

Simulacao da detegao de um sinal fotoaclistico por dois lock-
in em quadratura um em relagdo ao outro. Um deles est3 ade

quadamente ajustado para realizacac da medida e deteta o $1
~mal. (S)). Eonula a indicagdo do outro Jock-in.
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0 mesmo sinal fotoaclstico referido na Fig. 4-8 detetado
pelos mesmos lock-in em quadratura. Ambos os lock-in fo

ram defasados de um angulo § em relacdo a situacao mos
trada na fig. 4-8.
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0 sinal fotoacUstico S(A) neste caso & resu]tante da
soma vetorial de dois sinais fotoaclisticos § e

S (X) produzidos por camadas diferentes da amostra
E mostrada a diferenca de fase Ap.entre esses sinais,
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Fie, 4-11
Representagao geometrica do sinal fotoactstico
- detetado pelos dois lock-in em quadratura, mos
. trando que o sinal fotoacustico pode ser ex.
' presso  por S= SO(A)cos¢+Sgo(A)sen¢.
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A sequencia de procedimentos em que se fundamenta o MS¢ pode
ser dividida em tres etapas:

1. Em algum ponto do espectro, geralmente em um comprimento de onda corres
pondente a um pico intenso da lampada utilizada como fonte de radiagao,
efetuamos o ajuste de fase em ambos os lock-in; em seguida defasamgs um
dos lock-in de 90°, situacdo em que obteremos intensidade maxima em  um

das Jock-in (SO) e nula no outro (Sgq).

2. Utilizando um sistema computacional interfaciado com o espectrometro,
adquirimos e gravamos para cada comprimento de onda, atraves das leitu

ras em cada lock-in, as intensidades Sy e Sgy ja normalizadas.

3. Apos a aquisigao dos dados, podemos, utilizando o mesmo sistema computa
cional e a equagao (4-3), variar continuamente o angulo de fase ¢ e ob
ter uma situagdo em que a equagdo (4-3), para um dado anqulo de fase, e
aplicada a cada comprimento de onda, reproduziri o espectro do  consti
tuinte de apenas uma das camadas anulando o espectro da outra. Desta for
ma 0Ss espectros estardo resolvidos ou separados. Normalmente partimos
de uma variacao em ¢ de 10 em 10 graus, tracando para cada angula de fa
se 0 espectro correspondente. Quando atingimos uma situacao proxima da

separagdo de um dos espectros procedemos a variacdes menores.

No caso da folha, determinamos o angulo ¢' tal que a aplicacgdo
da equagao (4-3) reproduz o espectro da cuticula Sc(X)s anulando ou  redu
zindo a um minimo 0 espectro dos pigmentos. Determinado ¢', sabemos que o
sinal fotoacustico SP(A) dos pigmentos deve estar a 30° de ¢', uma vez que
ele nao contribui em ¢' para o sinal resultante S{x). Desta forma, osinal
da camada de pigmentos devera estar associado a fase ¢p = ¢' * 909, Proce
dendo da mesma forma em relagdo ao espectro da camada de pigmentos, determi

namos o angulo ¢" que isola o espectro caracteristico dos pigmentos, e em

seguida o angulo ¢ = ¢" ¢ 90° que & a fase caracteristica da camada da cu

ticula. Finalmente € possivel obter a diferenca de fase entre os sinais fo
p ¢ o
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toacusticos das duas camadas, que & simplesmente dado por 8¢ = ¢p - 9. e que
como veremos, & um dado importante no estudo dos mecanismos de agao de herbi

cidas.

Na Fig. 4-12 & mostrada toda a sequenc1a de variagdo de ¢ no ca
so de uma folha de Amaranthus, Observamos na sequencia de espectros apresen
tados que em ¢* = -90° 30 comparece o espectro caracteristico dos pigmen
tos. Logo, o sinal fotoacustico dos pigmentos devera estar a 90° de ¢' ou se

—

ja em ¢p = ¢' +90° = 0%, Por outro lado, notamos que em ¢" = 50° & nu
Ta a contribuicdo da Céra ao espectro composto. Assim, o sinal fotoacustico
associado a cera devera estar em pc = ¢" “90° = -40°, e posse desses re
sultados podemos facilmente determinar a diferenca de fase entre os sinais
fotoacUsticos da cuticula e dos pigmentos que & A¢ = Pp - 9c = 0° -(-40%) =
= 40°,  F mostrada na Fig. 4-13 a representacao grafica de Sc € Sp. As  in
tensidades dos sinais fotoacisticos S. @ Sp sao medidas diretamente sobre os
espectros na situagdo de separagio.

0 MS¢ foi desenvolvido independentemente por Cesar et al. (8,9)

enfocando trabalhos em s31idos e por Anjo et al. (10) e 0'Hara et al.(]]) tra

balhando com materiais biologicos.

Embora tenhamos suposto em toda a nossa consideracao sobre 0
MS¢ que o sistema estudado era constituido de duas camadas distintas, cumpre
ressaltar que nem sempre essa restrigﬁo @ necessaria. Lima et al. (12) expan
diram a potencialidade do método demonstrando a sua validade para uma mistura
homogenea de dois compostos diluidos em um vidro. 0s espectros também pude
ram ser separados em virtude dos COmpostos possuirem tempos de relaxagado ter

micas d1ferentes.
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Fic. 4-13

Representagao esquematica dos sinais fotoaclsticos correspondentes a
cera (S ) e aos pigmentos (

3 } na situacdo de separacao dos espec
tros pe]a aplicagao do MS4,
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IV.4. MECANISMOS DE AGAO DE HERBICIDAS

Quando um herbicida entra em contato com uma planta uma enorme
variedade de efeitos podem se suceder, dependendo do particular herbicida,
sua via de aplicagdo, da espéecie de planta, tempo de exposicao ao herbicida
e ainda das condigoes ambientais no perTodo subsequente 3 aplicagao, tais co
mo umidade, intensidade da radiacao solar, temperatura, etc.(13']5j. Isso
nao obstante, para a grande maioria dos herbicidas esses efeitos apresentam
uma evolugdo temporal que se inicia com influéncias sobre a fotossintese,
progredinde para alteracdo de permeabilidade e ruptura de membranas e final
mente interferindo na divisao celular. Um quadro demonstrativo da cronolo

gia desses efeitos e suas inter-relagbes & mostrado na Tab, 4-1.

Os herbicidas por nos estudados, em particular, s3 demos tram
eficacia quando aplicados sogb tluminagac. No caso de um deles (Paraquat)
existe consenso na literatura sobre estar o seu mecanismo de agao intimamen
te ligado a Fotossintese. Desta forma iniciaremos nosso estudo da acio de
herbicidas fazendo uma breve descricdo do fendmeno da Fotossintese, a fim de
podermos situar em que estagio desse importante processo natural o herbicida

revela sua atividade.

IV.4.1. A Fotossintese

A Fotossintese & um processo complicado cujas ramificages en
volvem varias areas da Ciencia, Grande parte do conhecimento adquirido da
FotossTntese foi obtido a partir de experimentos com extragoes de material
fotossinteticamente ativo, E provavel que os processos a nivel celular en

volvam uma maior complexidade do que 0S processos observados com esses mate

riais isolados.

A Fotossintese compreende uma cadeia de reagoes atraves da qual
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a energia luminosa proveniente do sol e convertida em energia quimica.  Sob
condigoes especiais a Fotossintese pode converter ate cerca de 30% da ener
gia luminosa incidente em energia quimica. Porem sob condigOes naturais es
sa conversao nao ultrapassa 1%(16). Mesmo assim a energia que & aproveita

da para a Fotossintese no globo terrestre supera em muito toda a energia

utilizada pelo homem para fins industriais,

Nas plantas o CO, e H,0 s3o convertidos em material organico e
0,. Esse resultado & obtido através de duas cadeias de reagoes. A primeira,
que exige luz, envolve a producdc de 02, compostos estaveis de alta energia,
entre os quais o difosfopiridina-nucleotideo (NADPH) e trifosfato de adenosi
na {ATP). Nos subsequentes processos de escuro, que tambem podem ocorrer na
presenca de luz, esses compostos sao utilizados para reduzir o co, atmosferi
co a carboidratos, proteinas, lipideos, etc., com liberagao de 0,.

Essas reagoes ocorrem nos cloroplastos em virtude dos pigmentos

estarem organizados em dois grupos ou conjuntos funcionais(5’16’17)

e que se
encontram ligados a cadeias de transporte de eletrons distintas. Esses gru

pos funcionais sao denominados de Fotossistema I e Fotossistema II.

0 elemento identificador principal do Fotossistema I & um pigmen
to, que supoe-se tratar de uma clorofila a associada com um tipo especifico
de proteina. Ele comparece nos cloropolastos na proporgao de um para cada
400 moleculas de Clorofila e possui a propriedade de apresentar maxima absor
¢ao de luz no comprimento de onda 700 nm e por isso & denominado de P?UO‘ Ob
servagoes demonstram que o P,4q @ capaz de capturar excitons de outras mole
culas de clorofila, servindo a energia desses excitons para propiciar a per

da de um eletron por parte do P20

Por outro lado, o Fotossistema II e caracterizado pela presenga
de um outro pigmento coletor de excitons, o Pegg due possui maxima absorgao

luminosa no comprimento de onda 680 nm.
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E mostrado na Fig. 4-14 o esquema das reacoes fotoguimicas ao
nivel dos Fotossistemas I e II, A incidencia de um determinado foton no fo
tossistema II produz dois efeitos iniciais: a agua & decomposta em oxigenio,
protons e el€trons, sendo os elétrons doados ao Fotossistema II, e a molecu
la reativa do Fotossistema II, o Pean & excitado a um nivel de energia al
to o suficiente para que dois elétrons de sua estrutura possam ser transferi
dos a um aceptor primétio de elétrons. Ainda existem duvidas sobre a iden
tidade desse aceptor de elétrons do P680'- Em sequida esses eletrons percor
rem uma cadeia de moleculas compostas de citocromos, Plastoquinona e Plasto
cianina, onde sofrem sucessiva queda de energia a cada transferencia entre
essas moleculas. Nessa fase de transporte de eletrons atraves da cadeia
ocorre a reacao denominada de Fosforilagao Fotossintetica ou simplesmente
Fosforilagao, onde o ADP (Adenosina Difosfate) em presenca de Fosfato Inorga

nico (Pi) & transformada em Adenosina Trifosfato, segundo a reagao

Por outro lado, a incidencia de um foton no Fotossistema I resul
ta na excitacao do Pogg @ Perda de dois eletrons a seu aceptor primario de
eletrons, cuja identidade tambem ndo & perfeitamente definida. Esses ele
trons sdo entdo capturados por uma substancia denominada Ferrodoxina(Fd), a
qual possui como aceptor ideal de elétrons o NADP* (Trifosfopiridina - dinu

cleotideo-fosfato) a qual € reduzida em presenga de protons a NADPH. A equa

¢ao para essa reacao e dada por

2 Fd (11) + 24" + NADPY —~ 2 Fd(II1) + NADPH + H'

onde observamos gue durante a reacao a Ferrodoxina passa de sua forma reduzi

da Fd(I1) para sua forma oxidada Fd (I111).

Observamos ainda na Fig. 4-14 que ocorre transferencia de ele

trons do Fotossistema II ao Fotossistema I, atraves da cadeia de «citocromos

e apds a reacao de fosforilacdo. Essa transferencia de eletrons compensa a
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perda de eléetrons inicial por parte do Fotossistema Il e fecha o ciclo das
reagdes luminosas da Fotossintese. A equagdo que sumariza as reagdes qui

micas luminosas globais da Fotossintese pode ser escrita como:

HaO + NADP + P. + ADP __]..”_{ﬁ—]—[)2+NADPH+H++ATP+HO

2 2
0 ciclo completo da Fotossintese & obtido quando ocorre o dencminado "proces

so de escuro". A equagao para esse processo e dada por
CO, + 3 ATP + 2 NADPH + 2 W+ 2 H20 ~_+CH20 + 3ADP + 3P, +2 NADPY

Nessa equagao transparece a redugao de C0, ao carboidrato CH,0, o qual e
responsavel pelo armazenamento de energia na planta. Por sua vez, a energia
concentrada nos carboidratos e transferida em processos ulteriores ao ATP
que e a molecula universal responsavel pelo transporte da energia que sera
utilizada para satisfazer as necessidades da célula. Fica evidenciado en

tdo que a Fotossintese & protagonista do importante papel de desencadear a

formagao dos principais compostos necessarios ao desenvolvimento vegetal.

Iv.4.2. 0 Herbicida Paraquat

0 Paraquat & um membro do grupo de compostos denominado bipiridi
lio ou dipiridilio, cuja formula estrutural & dada na Fig. 4-15. Desde a
sua descoberta na decada de 50 esse herbicida tem sido amplamente utilizado
no controle de ervas daninhas e como dissecante em colheitas que exigem a

previa secagem de fo]has(]4).

Principais usos:

- preparagac da terra para cultivo de milho, soja, etc.;
- herbicida de pré-emergencia em colheitas de germinagdo lenta;

- renovagao de pastagens.
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Caracteristicas:

i
M

altamente sollvel em agua;

- e um cation muito forte;

- em razdo de sua forte adsor¢do e absorgdo pela folha, a ocor
réncia de chuva ap8s 30 minutos da aplicacdo ndo afeta os re
sultados;

- provocam a morte rapida da planta, normalmente um ou dois
dias apdos a aplicacgao ;

- sua atividade & altamente intensificada na presenga de luz;

- sua atividade no solo & extremamente baixa;

- & altamente tdOxico aos mamiferos e pouco tdxico aos peixes;

- devido a rapidez com que a planta € levada 3 morte, pratica
mente ndao ocorre transiocacgdo, que & o deslocamento do herbi

cida para outros elementos da planta além das folhas.

Modo de acao:

Os bipiridilios sdo definidos como aceptores de elétrons e € es’
sa propriedade que resume a sua atividade como herbicida atuante sobre 0

processo da FotossTntese.

Vimos na Fig. 4-14 que apGs incidencia de um fOton no Fotossis
tema I;iocorre transferencia de eletrons do P7go Para um aceptor primario e
em seghida para a Ferrodoxiha, visando a formagao de NADPH., E  justamente
na etépa de transferéncia de elétrons @ Férrodoxina que o Paraquat interfe
re, por ser cation forte, Esses elétrons sdo capturados por'Tons Paraguat,
que se transformam em radicais Pafaquat. Posteriormente, o tadica] Para
quat formado feage com oxigénio molecuiar e agua, retornando ao seu estado

originé] de ion e formando Perbxido de Oxigenio ou agua oxigenada (HZOZ) e
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ions hidroxila. 0 esquema e equagles dessas reacoes sao vistos na Fig.4-16.
0 Perdxido de Hidrogenic tem conhecida acao fototBxica, conduzindo a altera
¢oes na permeabilidade de membranas e até 3 sua destruicdo (18,19) 4 que ex
ptica o conhecido efeito dissecante do Paraquat. Pode-se concluir, ent3o,
que o Paraquat, apos penetrar nas c&lulas do paligadico produz sua cadeia
de efeitos continuamente, uma vez que o Ton Paraquat € sempre reconstituido

apos cada ciclo de reagGes. Portanto, sua atividade persiste até que o pro

cesso de fotossintese deixe de ocorrer.

IV.4.3, Herbicidas do Grupo Difenil eter

0 grupo Difenil eter & formado pelos herbicidas Acifluorfen(Ta
kle), Fomesafen (Flex}, Lactofen (Cobra), Uxifluorfen (Goal) e Bifenox (Mo
down), Esses herbicidas tem sido amplamente utilizados quer como herbici
das de contato, quer via incorporagao ao 5010(20). Nossos estudos wutijiza

ram 0s tres primeiros, cujas formulas estruturais s3o fornecidas naFig.4-17.

Principal uso:

Controle pos emergencia de ervas daninhas de folhas largas.

Caracteristicas:

necessaria incidencia de luz para sua atividade;

]
1]

I
o 1]

morte da planta apos a exposi¢ao ao herbicida e Tuz ocorre
dentro de um ou dois dias;

- sua incorporacac ao solo reduz em muito sua atividade;

- sua agao residual no solo & pequena, nao havendo registros
de ocorrencia de efeitos em colheitas rotativas;

- a toxidade a passaros e mamiferos & pequena, mas para pei

Xes se enquadra entre baixa e moderada;
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ClI COONa

Acifluorfen

, Cl CONHSO, CH,

Fomesafen
H O
i
C Q- C C O- C Hs
l.actofen
Fre. 4-17

- Formulas estruturais planas dos herbicidas do gru
po difenil eter, Amﬂuorfen Fomesafen e Lactofen.



127

- sua translocagac para o resto da pianta quando aplicado em fo

Thas & pequena ou nula.

Modo de agao:

A literatura especializada registra profundas divergencias no
tocante aos mecanismos de agao desses herbicidas. Trebest et al.(21) propce
que alguns herbicidas do grupo difenil &ter possuem um efeito inibidor do
transporte de eletrons na Fotossintese, com centro de atividade junto ao Fo
tossistema II,mais especificamente junto a um plastoquinona presente no per
curso dos eletrons entre o Fotossistema II e o Fotossistema I, como € visto
na Fig. 4-14. Esses herbicidas teriam agdo efetiva no lado oxidante da plas
toquinona, impedindo ¢ fluxo normal de eletrons. Entretanto, Esminger et
al, (22) propGe que a Fotossintese nac & requerida para a ocorréencia da toxi
dade desses herbicidas, e tampouco as membranas tilacOides dos cloroplastos

seriam o ponto primario da sua agac. Todavia, Moreland et al.(za)

trabaihan
do com tres herbicidas concluiu que estes apresentaram efeitos sobre o trans
porte de elétrons e sobre a fosfori]agio, portanto sobre o Fotossistema [I.

Atualmente acredita-se que o envolvimento da agao desses herbicidas com a
incidencia de luz, seria causado por sua agdo sobre os caratenoides (24’25).
Esses herbicidas atuariam sobre os pigmentos inibindo a dissipagao de sua
energia obtida da luz incidente, O pigmento, em consequencia, provocaria a
redugac de uma substancia ainda desconhecida, que iniciaria um processo de
peroxidacao de Jipideos, com prejuizos a permeabilidade das membranas celula

res e subsequente perda dos constituintes celulares, gque passariam para os es

pagos intercelulares, provocando a morte da planta,
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IV.4.4. Efeitos do Herbicida Paraquat Observados pelo MS¢

Descricao do Experimento:

0 Herbicida Paraquat em solugao aquosa a uma concentracao de 5%
em volume foi pulverizado numa folha de planta de soja adulta. A planta foi
entao submetida a iluminagao gerada por uma 13mpada de filamento incandescen
te de 100W, mantida a uma distancia de aproximadamente 30 cm da fotha, para
simular bem as condigoes de iluminacdo solar.

A intervalos de tempo de aproximadamente 30.minutos foram extraj
dos da folha cortes em forma de disco de 0,5 cm de diametro, efetuados a uma
distancia minima de 1 cm da nervura central, alternando-se o lado da nervura
central do qual se extraia o disco e partindo da base para a extremidade afi
tada da folha. O instante considerado como sendo realizada a medida foi o
infcio da varredura do espectro, ou seja o disparo do monocromador. A plan

ta foi mantida em vaso com solugao nutritiva durante todo o experimento.

Aparelhagem Utilizada:

A montagem experimental empregada neste experimento & represen
tada esquematicamente na fig. 4-18. A fonte de luz consiste de uma lampada
de arco de Xenonio da Oriel Corp. de 1000 Watts de potencia. Um "chopper" da
PAR & usado como modulador, produzindo a energia luminosa pulsada que incidi
ra na amostra. A Tuz branca atravessa um sistema monocromador de rede de di
fragao refletiva da Jarrel Ash Diy. A luz ja monocromada e modulada  passa
por um sistema de espethos concavos marca Funbec e incide sobre uma celula
fotoacustica. A geometria da célula fotoaciistica utilizada & a mesma que foi
descrita no Ttem 11.1,7 no estudo de adulterantes do café , excetuando-se o

fato da cavidade porta-amostras utilizada no presente estudo ser cilindrica.
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0 porta-amostra da celula possui também diametro de 0.5 cn propiciando o en
caixe perfeito da amostra. A camara onde & depositada a amostra € lacrada
com uma janela de quartzo , para garantir que mesmo os comprimentos de onda
na faixa do UV nao tenham sua intensidade reduzida. Comunica-se com a cama
ra fotoacustica um microfone da Bruel & Kjaer modelo BK 4166 que serd o de
tetor das flutuagoes de pressao dentro da camara. 0 sinal detetado pelo mi
crofone € enviado ao sistema de dois Jock~in referidos no Ttem 1V.3.2, colo
cados em quadratura. Completa o arranjo experimental um micro—computadorCoq_
modore modelo CBM 4032, uma unidade de disco, os quais permitem a aquisigao
dos dados provenientes dos lock-in a intervalos de 1 nm, apos a sua normali
Zagao, ou seja, a compensagao da variagao com o comprimento de onda da in
tensidade Tuminosa incidente. 0 sistema processador e interfaciado com os de
tetores lock-in e com um tragador grafico, tendo sido a interface construi
da em nossos Taboratorios(28), as condigoes de medida por nés  utilizadas
foram: frequencia de modulagio: 25 Hz; sensibilidade: 50 mV; constante de
tempo: 1s; corrente na Tampada: 30 A; velocidade de varredura do espectro:
25 nm/min; largura da banda passante: 12 nm.

Simultaneamente as medidas fotoaclsticas e a intervalos de tem
po de 2 horas foi realizada a microscopia optica de cortes transversais da
folha, a fim de investigar eventuais alteragoes estruturais no sistema foli
ar. Foram tambem tiradas fotografias desses cortes. 0 instrumento utilizado
foi o microscopio Zeiss modelo I1, operado pelo Prof. Antonio C. Gabriellj
do Instituto de Biologia da Unicamp.

Por fim, objetivando estabelecer umparalelo entre a variagao da
diferenga de fase e a variagao da espessura da folha em consequencia da de
sidratagao, idealizamos Junto ao Prof. Gabrielli, um arranjo experimentalque
possibilitou medir a variagao de espessura apos aplicagoes do  herbicida ,

com a folha "in vivo" ou seja, na propria planta. 0 metodo consiste em se

manter a folha presa entre 1aminas de vidro, sendo que na lamina superior e
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previpmente praticado um traco com um diamante usado para corte de vidro. E
centrado o foco do microscopio sobfe um dosinumeros "trincos" microscspicos
produzidos pelo diamante. 3 anotada a posigao do micrométrico de ajUste do
microscﬁpio. A intervalos de tempo regulares s3o feitos novos ajustes de fo
co sobre o trinco e o deslocamento do micrométrico para cada novo ajuste
corresponde exatamente ¥ variaglo de espessura da folha, As condigdes de
iluminacao e'tamanho da folha, bem como a dosagem do herbicida foram tanto
quanto possivel as mesmas do experimento com a fotoacustica. 0 arranjo ex
perimental utilizado para as medidas de variagao de espessura e | represen

tado esquematicamente na Fig. 4-19,

F16, 4-19

Representagao esquematica do método microscopico utilizado para estu
" dar a variagac na espessura da folha sob agao do herbicida Paraquat.
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Resultados e Discussao:

A Tab. 4-2 resume os resultados por nos obtidos para todas as
medidas realizadas. Sao vistos na Fig. 4-20 os espectros na situacdo de
separagao, em t = 135min. e t = 315 min. As intensidades dos picos foram
avaliadas nos seguintes comprimentos de onda: céra: 350 nm; carotendides:
480 nm; clorofila 680 nm. Da analise da tabela 4-2 podemos concluir gue,
embora com algumas flutuagoes, as grandezas diferenca de fase e as inten
sidades fotoacUsticas para cera, carotendides e clorofila sofreram uma re
dugac com o evoluir do tempo.

0 decrescimo observado na diferenca de fase pode ser explicado
com base na hipotese de continua desidratacdo da folha. Se denotarmos por

Ax a distancia media entre as camadas de cuticula e dos pigmentos, a dife

renga de fase A¢ pode ser escrita como:
A = aAx

onde a representa o coeficiente de difusdao térmica da 3gua, que & o meio
de propagagao da onda termica quando no interior da folha. A desidratacao
produz estreitamento na espessura da folha e redugdo em Ax, o que implica
tambem na redugao em 4¢.

Representamos graficamente na Fig. 4-21a a evolucdo temporal
da diferenga de fase e na Fig. 4-21b a evolucao temporal da espessura da
folha sob a agao do herbicida. Notamos que ambas as grandezas apresentam
comportamento bastante semelhante, diferindc apenas na cronologia e ampli
tude dos efeitos representados. Devemos entretanto, lembrar que os experi
mentos da fotoacustica e microscopia Gptica foram realizados em fothas di

ferentes. E possivel tambemque a pressdo das 1aminas sobre a folha, no caso
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(a) variagdo temporal da diferenca de fase entre os sinais fotoacUsticos
da cera e dos pigmentos de uma folha de SOJa submetida a aplicagao do her

bicida Paraquat; (b) variacgao temporal da espessura de uma folha de SO
ja submetida a aplicagao do herbicida Paraquat
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da microscopia e a eventual barreira imposta pelas laminas a perda d ' agua
na regiac entre as laminas tenham sido, emparte, responsaveis pelas diferen
cas observadas.Consideraremosmais tarde o efeito da pressao das laminas, que
conseguimos isolar.

0s graficos da Fig. 4-21 permitem as seguintes conclusces:

- na regiao representada por (:) o herbicida se difunde pela folha sendo pro

gressivamente aumentado o seu efeito desidratante;

- em ocorre um ponto de inflexao da curva. Nesse ponto, as celulas ja
perderam substancial quantidade de agua, ocorrendo a partir dai, mudanga
no comportamento da variagao de espessura, por ser a perda d'agua mais len

ta, 0 mesmo ocorrendo com a diferenga de fase.

- em (:) a perda d'agua vai se reduzindo progressivamente, até cessar em (:),

quando a espessura passa a& nao variar ou variar muito Tentamente, compreen

dendo a regiao (:).

- outro fato marcante & a existencia do intervalo At que compreende a queda
acentuada na espessura e diferenca de fase, ou seja, representa o periodo

de maxima atividade do herbicida.

Na fig.,4-22 fornecemos a representacao grafica da evolugac  tempo
ral das intensidades fotoacusticas produzidas pela cera, clorofila e carate
noides. Considerando a ocorrencia inevitavel de variabilidade composicional,
nas amostras por nos tomadas ao longo da folha, preferimos ao tragar os gr@
ficos considerar os valores medios da intensidade em cada ramo das curvas an
tes e depois da queda acentuada, ao inves de acompanhar a sequencia aleato
ria de pontos. Entendemos que o comportamento real da variagao dessas inten
sidades so podera ser obtido atraves de uma analise "in vivo", situagac em
que as medidas sao concentradas sobre uma mesma regiao da folha. Isso nao

obstante, informacdes importantes podem ser destacadas desses graficos.
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Observa-se por exemplo uma simultaneidade perfeita na ocorren
cia da queda acentuada das intensidades, alem do que existe simultaneidade
entre esses graficos e o grafico da evolucao temporal da diferenca de fase.
Essa semelhanca na dinamica dos fenomenos de redugao na intensidade atribui
da aos varios constituintes foliares sob nossa consideragao, nos leva a con
cluir que a medida em que a camada protetora de cuticula & destruida, o que
e comprovado pela redugao da intensidade fotoaclstica a ela associada, oher
bicida por ser altamente soluvel em agua, se difunde rapidamente atravées da
folha, destruindo quase que simultaneamente as membranas, tanto celulares
quanto dos cloroplastos e tambem as clorofilas e os carotenoides. Mostramos
na Tab. 4-3, as variagoes porcentuais ocorridas durante o perfodo de acao
do herbicida sob nosso estudo, para todas as grandezas por ndsconsideradas.
Observamos nessa tabela que a cera sofreu maior variagao porcentual. Acredi
tamos que o fato da cuticula ser o primeiro elemento foliar a entrar em con

tato com o herbicida, implique em um efeito mais intenso sobre a mesma.

Tabela 4-3. Variagoes porcentuais observadas em folha de soja sob a

acao do herbicida Paraquat:

Intensidades

Espessura Dif. de Fase

Céra Clorofila Carotencides

35 50 53 40 33
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Conforme adiantamos, procedemos também ao estudo "in vi
vo" da variacao de espessura de uma folha, sem a aplicagao do  herbicida,
no intuito de avaliar o papel da pressao exercida pelas laminas na varia
¢ao de espessura. 0 grafico que resume o experimento e mostrado na Fig. 4-
-23. Notamos que o efeito da pressao das laminas nao produz variagao além
dos 7% e alem disso, a curva apresenta um comportamento totalmente diverso
da curva representativa da variagao de espessura por acao do herbicida.

Acreditamos que as lacunas produzidas na folha, ao extrair-
S€ as amostiras circularessjoresponsaveis pela diferenga entre as variagoes
porcentuais na espessura e na diferenca de fase. Essas lacunas podem ter
contribuido para intensificar a desidratacao, produzindo um acréscimo na
diferenca de fase em relagao a que seria observada com a folha inteira. Es
sa pode ter sido uma das razoes para a diferenca de fase ter alcangado uma
variagao porcentual maior do que a que ocorreu com a espessura.

Procuramos estudar tambem uma folha, simplesmente desidra
tando fora da planta, sem a agao do herbicida, a fim de levantar semelhan
cas e diferengas com a desidratagao produzida pelo herbicida. Os graficos
para a variagao da diferenga de fase sio mostrados ma Fig. 4-24 e 4-25. 0
grafico da Fig. 4-24 mostra que o comportamento da curva € totalmente dife
rente do comportamento observado com o herbicida. A aparencia da curva su
gere um comportamento exponencial. Porem, como e mostrado na Fig. 4-25 em
papel monolog, o comportamento exponencial nao existe (curva a) ou so se
manifesta apos decorrido algum tempo (curva b).

| Finalmente, apresentamos na Fig. 4-26, as fotos obtidas ao
microscopio com uma folha de soja sob agao do herbicida 0, 2, 4, e 6 horas
apos a aplicagao. Notamos que na 28 hora apos a aplicacao ja sao observa
das alteragoes ao nivel das células do mes6filo, o que concorda com a cur
va da diferenca de fase. Damos profundos ao nivel das membranas celulares

e dos cloroplastos sao notados na foto da 4% hora apos aplicacao, onde se
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Representacao grafica do efeito da pressdo exercida na folha de soja
pelas duas laminas de vidro utilizadas no processo de medida da varia
¢ao de espessura da folha.
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Representacao em papel mono-log da variagao temporal da diferenca
de fase entre os sinais fotoacusticos da cera e dos pigmentos de
uma folha de soja submetida a simples desidratagao. {a) ¢ compor
tamento global nao e exponencial, mas (b) pode ser aproximade por

uma exponencial apos decorrido certo tempo.
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Fotografias de cortes longitudinais em folha de soja sob ohservagio microscdpica

(a) nao submetida a aplicacao do herbicida.

(b) transcorridas dua horas ﬂpﬁs a aplicacao do herbicida Paraquat;
Nota-se a ocorrencia de plasmolise em algumas celulas.



(c) transcorridas quatro horas apds a aplicacdo do herbicida
Paraquat; Nota-se intensificacao no efeito da plasmolise
e mudancas na configuracao dos cloroplastos.

(d) transcorridas seis horas apos a aplicacado do herbicida Paraquat.
Nota-se plasmolise em alto grau e destruigao dos cloroplastos
que nao mais se distinguem do restante do contetdo celular.
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obsepﬁa um alto grau de plasmblise e destruigdo dos cloroplastos. Na foto
da 62 hora apos a aplicac3o, o contelido celular pfaticamente nao permite
a identificagao de quaisquer organeias em consequencia de sua  destrui
¢ao. |

Fellows e Boyer(z7)utilizando tecnicas precisas para medida
de potenciais de agua e microscopia Optica e e]etranica observaram = que
a desidratacao (nao associada a herbicidas) de folhas produz grande perda
de organelas celu]éres, D que s0 nEo ocorre para as membranas tilacoides
“dos c]orop]astos, que conservam sua integhidade mesmo no caso de alto
"stress" hidrico. Ja no caso da agaoc do Paraquat, nossas observagoes
mdstraram a ocorrencia de destruigao dessas membranas, simialtaneamente
a desidratagéo. E visivel, portanto, a diferenga entre o efeito global da
acao desse herbicida e uma simples desidratacac.da folha.

" As informagoes obtidas a partir das fotos da Fig. 4-26 con

_ cordam com as curvas das Figs. 4-21 e 4-22. A plasmoiise, que se reig
.ciona com a perda d'agua e portanto, com a variagao de espessura, atinge
seu apice na 42 hora apds a aplicagao, como & visto na Fig. 4-21. As al
terégﬁes nos cloroplastos, também evidentes na foto da 42 hora sac  obti
das nos graficos das-intensidades da clorofila e caratenoides ' ~mostrados
na Fig, 4-22,

Essas observacoes estao em bom acordo com registros de Van
Hensen (28), segundo os quais radicais do grupo per1d111o guando oxida
dos produzem perox1dagoes de Tipideos e pigmentos, ja observaveis dentro
de uma hora ou duas. Moreland ?’ ) aponta que a destruigao de clorofila
e inibigao da sintese de carotendides s6 sao evidenciados apos "diversas"
horas de tratamento. No nosso caso esses efeitds foram observados a

partir da 3. hbra,_conforme a Fig. 4-22.
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IV.4.5. Efeitos dos Herbicidas do Grupo Difenil Eter observados palo MS¢

Descrigao do Experimento:

Foram aplicados os herbicidas Acifluorfen, Fomesafen e Lactofen
“as plantas Amaranthus e Euphorbia, que 3o consideradas ervas daninhas de
ocorrencia bastante comum em todo o territdric nacional.

As plantas eram bastante jovens, possuindo de 4 a 8 folhas,alem
de foliculos primarios. As folhas majores possuiam cerca de 2ené de Frea
e as plantas, cerca de 10 cm de altura. O0s herbicidas foram aplicados se
gundo especificagoes dos fabricantes, incluindo a adigao de surfactante.
A dosagem indicada e uma solucao aquosa que corresponda a 1259 de produ
to ativo por hectare. Na solugao assim preparada foi acrescentado 0.surfac
tante Aterbane na concentracao de 0,125% em volume a fim de propiciar boa
adesao e penetragao da solugao contendo o herbicida. Apds a aplicacio as
plantas foram expostas a radiagao solar, que era bastante intensa nos dias
em que os experimentos foram realizados, e foram mantidas em vasos com
terra umidecida.

Para cada medida fotoacustica foi tomado como amostra um disco
de 0,5 cm de diametro extraido de uma folha. Devido ao tamanho reduzido das
folhas e a fim de evitar influencia do eventual efeito traumatico produzido
pela extragao da amostra, so extraiamos uma amostra de cada folha, variando
a folha a cada nova medida. Obviamente, isso nos obrigou a tomar para as
medidas, mais de uma planta em cada caso.

Ao mesmo tempo em que extraiamos a amostra para a medida foto
acustica, era extraida uma outra folha para a microscopia optica de cortes

transversais e para a obtengao da fotografia ao microscopio, que era opera
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do pelo Prof. Gabrielli,
A montagem experimental utilizada foi a mesma descrita no expe
rimento com o herbicida Paraquat, excetuando-se a iluminagac artificial ,

que neste caso nao foi utilizada.

Resultados e Discussao:

Os resultados por nos obtidos sao mostrados na Tabela 4-4. De

vido ao grande numeroc de resultados, dividiremos nossa discuss3o conside

rando cada planta e serie de resultados separadamente.

A) Planta Amaranthus

- diferenga de fase {A¢ ) : as medidas apresentam grandes flutuagoes, sem

qualquer reguiaridade observavel;

- intensidade fotoacustica para a cera (S ): as medidas apresentam

ceéra
ora grandes tlutuagoes (acifluorfen e lactofen-dose dupla}, ora flutu
acoes menores (fomesafem e lactofen-dose simples) mas sem nenhum com

portamento regular.

- intensidade fotoaclstica para os carotenoides (S : observamos que

car)'
ocorrem flutuacoes sem tendencia a qualquer comportamento na maioria
dos casos. Entretanto pode-se notar que no caso do herbicida lacto
fen-dose dupla observou-se uma reducao na intensidade ja a partir da

2 hora. Apos 24 horas de aplicacao do herbicida essa redugac na 1in

tensidade mostrou-se substancial, passando de 11 un.para 3 un.

-~ intensidade de fotoacustica para a clorofila (Sc]): valem aqui os mes

mos comentarios utilizados no caso de intensidade para os caratenoi



Tabela 4-4. Resultados obtidos na monitoragao de efeitos dos herbicidas do
Grupo Difenil Eter com a aplicagao do MS¢:

(*) (%%) (**%)
t Ag Scéra Scarot Sclor
herbicid 1

(h) (graus) (un.arb. ) (un.arb.)  (un.arb.) erbicida planta
0 23 L 11 10 n aplicado A
2 35 22 11 12 ’
4 30 23 12 13
6 25 30 14 12 ACIFLUORFEN A
8 30 12 7 6

R
2 20 28 12 14
4 35 24 12 13 A
6 30 27 13 13 FOMESAFEN N
8 30 25 10 10

T
2 25 22 14 14
4 30 24 10 9 ACTOREN H
6 30 19 9 9 ACTOF s
8 25 25 12 13

S
2 50 19 7 7
4 40 20 7 7 LACTOFEN
6 75 22 7 7
8 10 29 g 7 {dose dupia)
24 70 18 3 4
0 40 16 10 13 n aplicado E
2 40 15 8 11 U
4 45 16 11 il ACIFULORFEN
6 30 19 .9 10 P
g 30 11 6 6 H
2 45 17 10 4 0
4 45 19 10 15
6 30 22 11 14 FOMESAFEN R
8 40 19 10 16 B
2 50 22 14 13 I
4 40 24 15 17
6 45 21 10 14 LACTOFEN A
8 25 28 10 13

(*) valores afetados por um desvio de 1 un.

(**) valores afetados por um desvio de 0,5 un.
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des.

B) Planta Euphonrbdia

- diferenca de fase (A¢ }): embora tendo sido observadas flutuagoes, pode-

-se notar uma tendencia 3 diminuicao da diferenca de fase.
G G

- intensidade fotoacUstica para a cera (S ): as flutuagoes neste «ca

cera
50 sao grandes demais e as medidas nao apresentam nenhuma regularidade

ou tendencia de comportamento.

- intensidade fotoacuUstica para os carotenoides (S._ ): os dados apresen

car
tam flutuacoes e nenhum comportamento regular, excetuando-se o caso do
herbicida acifluorfen, em que existe certa tendencia a redugao na  in

tensidade. Essa redugao mostrou-se grande na 82 hora.

- intensidade fotoacustica para a clorofila (Sc}): valem 0s mesmos comen

tarios empregados para os carotendides.

Com referencia a microscopia optica, em nenhum caso foi obser
vado qualquer efeito, como plasmolise das celulas ou alteragao nos cloroplas
tos,

As plantas continuaram plantadas em vasos e as folhas restantes
que nao foram utilizadas nas medidas nao revelaram "clorose" (manchas esbran
quicadas). Foi notado apenas um leve clareamento no tom verde das folhas,
apos 24 horas da aplicagao, mas nao ousamos atribuir unicamente ao herbi
cida esse efeito, uma vez que as plantas foram mantidas internas ao Tlabo
ratorio apos 8 horas da aplicagao.

0 fato mais revelador da agao do herbicida foi, no nosso enten
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der, um enrugamento e ressecamento dos foliculos, o que denunciava a morte
das plantas por impossibilidade de renovagao foliar. Entretanto 0 tamanho
exiguo dos folTculos n3o permitiu que eles fossem tomados como amostras
Para fins de analise por fotoacistica,

Essa apresentacao de dados nos conduzem as seguintes conside

racoes:

12 - As flutuacdes nas medidas deven estar relacionadas com a variabili
dade morfologica e composicional das amostras, que foram obtidas a

partir de folhas e plantas diferentes.

28 - As diminuicGes nas intensidades Scar © S¢1 Observadas seriam ex
Plicadas considerando-se a existancia de efeitos sobre os  carotengi
des e sobre a clorofila. Neste caso deveriamos inferir que os carg
tendides e a clorofila seriam destruidos ou levados a uma forma nao
absorvente de luz dentro dos prﬁprios cloroplastos, sem que ocor
ressem simultaneamente efeitos sobre as membranas destes, uma vez
que a microscopia optica nao reveloy mudanga observavel na estrutura
dos cloroplastos. Esta hipotese concorda com a maioria dos  traba
Thos mais atuais sobre a agao dos herbicidas por nos usados (15,22,
24, 25), que supoe a existéncia de duas etapas para a atividade dos

herbicidas. Na primeira etapa os herbicidas interagem com os pig

mentos de forma a impedir a usual dissipagao da energia obtida da
tuz incidente. Numa segunda etapa, os pigmentos provocariam a redu
¢ao de uma substancia desconhecida que produziria a peroxidacao de 1i
pideos, que Teva ao aumento na permeabilidade e a ruptura de membra
nas. [ evidente que nossas observagoes neste caso so teriam abrangi
do eventos da primeira etapa. E possivel que a manifestacao da se

gunda etapa demore a acontecer, ja que a morte da planta @ prevista

Para acorrer dentro de 24 ou 48 horas apos a aplicacao. Porem, nossas
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observagbes ao microscopio realizadas 24 horas apos um dos  tratamen

tos nao evidenciaram essa manifestagao.

1V.4.6 Conclusoes

Herbicida Paraquat

Nossos estudos revelaram que o MS¢ pode ser um metodo impor
tante na monitoragao dos mecanismos de agao dos herbicidas Paraquat em
fb]has. Varios efeitos desse herbicida relatados pela literatura espe
cializada , como por exemplo a destruigao de membranas e pigmentos podem
ter sua cronologia e magnitude determinados pelo MS¢.

Os estudos podem ser bastante aprimorados se as analises fo
rem feitas com a folha "in vivo". Eliminar-se-iam assim as variabilida
des composicionais na cuticula e nos pigmentos, as quais foram responsa
veis por flutuagoes nas medidas, o que dificultou um canhecimento mais

preciso do comportamento de grandezas por nos monitoradas.

Herbicidas do Grupo Difenil-eter

Dos quatro casos de aplicagao dos herbicidas do grupo  dife
nil-eter a planta Amaranthus, apenas um caso revelou algum efeito de
tetavel sobre os pigmentos da planta (lactofen-dose dupla). Porem o
efeito so foi intenso 24 horas apos a aplicagao.

Dos trés casos de aplicagao desses herbicidas a planta Euphox
bia, em apenas um caso observou-se algum efeito significativo ( aci

fluorfen ). Esse efeito sO mostrou-se relevante 8 horas apds a aplica
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¢a0.

0 reduzido tamanho das folhas das plantas nos obrigou a utili
zar uma metodologia inadequada na obtengao das amostras, extraindo cada
amostra de uma folha diferente, o que implicou em excessivas variabili
dades morfolGgicas e composicionais, que podem ter mascarado eventuais e
feitos dos herbicidas.

0 estudo ora realizado deveria ser repetido com analises "in
vivo" realizadas sobre a mesma regiao de uma unica folha. Eliminar- se-
-ia a ocorrencia da indesejavel variabilidade e mesmo efeitos pequenas

poderiam com seguranga ser atribuidos a agao dos herbicidas.
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CapTTuLo V

ConcLusoes Finals € PerspecTIvas DE EsTupos

0 nivel de desenvolvimento e precisio atingido pelas tecnicas
fisicas, ao lado das metodologias empregadas e também do estagio alcan
¢ado pelas teorias fisicas, tornam de grande valia a contribui¢do que fi
sicos podem proporcionar a obtencdo de conhecimentos em outras areas da
Ciencia, tais como a Biologia, Quimica e Medicina, bem como de suas
sub-areas. No presente trabalho, de cunho multidisciplinar, pudemos cons
tatar a viabilidade da aplicagao das tecnicas fisicas RPE e Espectros
copia Fotoacustica a materiais biologicos.

No trabalho visando a determinacao de adulterantes do cafs,

atraves da espectroscopia fotoaclstica, constatamos a viabilidade de dois
metodos distintos, que mostraram-se rapidos e precisos, quando compa
rados com aqueles, ditos convencionais, atualmente empregados no contrﬁ
le do grau de pureza do produtoc. Como estudos adicionais, visando
a aprimoragao dos metodos por nds propostos, sugerimos tentativas no
sentido de extender os metodos a misturas ternarias, e de possibili
tar a previa determinag3o qualitativa do(s) adulterante(s) presente(s},
evitando-se a observagac otica ao microscopio. E possivel que a uti
lizagao de condigoes experimentais espectroscopicas de mais alta reso
lugao possam identificar picos caracteristicos dos diferentes adulte
rantes, que em nosso trabalho so ocorreram para a soja.

Em nossos estudos visando a determinagdo da qualidade da be
bida do cafe, obtivemos resultados animadores, que indicam ser possi

vel a utilizagao de metodos fisicos sistematicos para a classificacdo ,
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tais como a RPE e a espectroscopia fotoacustica. Esbarramos no proble
ma da heterogeneidade das amostras que, no nosso entender, seria evi
tado com a torragao simultanea dos diferentes cafés, e coma torra
¢ao de quantidade maior de cada café, e que pudesse por isso, ser
estatisticamente mais representativa da particular bebida. Cremos ,
ainda, que estudos adicionais deveriam incorporar a cooperagdo perma
nente de provadores, a fim de que amostras oriundas da mesma torra
¢ao fossem analizadas pelas técnicas fisicas e submetidos 3 prova de
xicara. Seria conveniente tambem o envolvimento de quimicos para ten
tar viabilizar a identificacao de compostos quimicos o sua correlagao

-

com a concentragao de radicais livres, com a absorgdo fotoacUstica e com

a qualidade da bebida.

Com respeito a monitoragao de efeitos de herbicidas em fo
lhas, wutilizando a espectroscopiafotoacustica, conseguimos observar di
versos efeitos que sao registrados pela bibliografia especializada.
Entretanto, a totalidade dos artigos por nos manipulados infere resul
tados a partir de observagoes realizadas em extragoes de pigmentos
fotossinteticos, ou em 1ipideos, que sdo componentes de membranas ce
fulares. Cremos por isso que os resultados obtidos atraves da fotoa
custica sdao substancialmente mais significativos, uma vez que sap
obtidos a partir de observagoes realizadas sobre esses componentes
foliares na propria folha. Alem disso, existe a possibilidade de que
nossos estudos sejam aprimorados com a utilizagao de wuma celula o
toacustica que propicie realizar espectroscopia "in vive", isto &,
com a folha na propria planta. Abrem-se, portanto, perspectivas do
conhecimento de fenomenos com ocorrencia ac nivel da folha e que po
dem ir muito alem do estudo de efeitos de herbicidas por nds realiza

do.
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Do acima exposto, podemos avaliar a importancia do enga
Jamento de pesquisadores de diferentes areas na solugao de proble
mas multidisciplinares . Quer nos parecer que 0 numero de trabalhos
com caracteristicas de multidisciplinaridade, e que exige esse trabalho
cooperativo, & vastissimo. Consequentemente, os paroramas cientifico

e tecnologico ndo podem prescindir de tal cooperagao cientifica.
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RESUMO

Na presente dissertagdo procedemos a aplicagdo da Espectrosco
pia Fotoacustica e da RPE a materiais bioldgicos.

Inicialmente foram apresentados dois metodos, utilizando a es
pectroscopia fotoacustica no infra-vermelho proximo, visando a  determina
cao do teor de adulterantes presentes em misturas binirias de cafe adulte
rado. 0s metodos baseiam-se na utilizagdo de curvas de calibragac construi
das a partir de espectros fotoacusticos exibidos por misturas préeviamente
preparadas de cafe com materiais comumente utilizados no Brasil na adulte
ragao desse produto. Foi feita a aplicagao de um dos métodos 3 determina
¢ao de teores desconhecidos de adulterantes, em misturas de cafe com 0s
adulterantes cascas e pergaminho. Os resultados obtidos com o metodo foto
aclistico revelaram-se muito proximos das analises quantitativas préviamente
realizadas pelo IBC, para as mesmas amostras.

0 trabalho seguinte concentrou-se na tentativa de obter um mé
todo sistematico para a classificacdo das bebidas de café-a -qual & atualmen
te realizada pela prova de degustagao ou prova de xicara- tendo'sido para is
so aplicadas as tecnicas RPE e FotoacUstica. Os resultados obtidos com a
RPE revelaram que a taxa de formagado de radicais livres durante a torragao
e diferente para cafés de diferentes qualidades. Isto viabiliza a utiliza
cao das intensidades das Tinhas de RPE como elemento diferenciador das di
ferentes bebidas. No caso da espectroscopia fotoacustica, foi  constatado
que, em especial, o pico centrade em 0,88 um possui intensidades diferentes
para as diferentes bebidas, o que possibilita também a aplicacdo desta tec
nica na distingao das diferentes bebidas e suua correlacdo com a RPE.

0 terceiro estudo por nos realizado enfocou a monitoragdo de

efeitos de herbicidas em folhas, utilizando-se a espectroscopia fotoacﬁg
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tica na regiao do visTvel. No casn da aplicagao do herbicida Paraquat a
uma folha de soja, foi constatado que uma série de efeitos do herbicida
registrados pela bibliografia especializada puderam ter sua cronalogia
e magnitude determinados pelo Metodo da Separagao dos Espectros na Fase
(MS¢). Entre esses efeitos podem ser citados a destruicac de membranas ,
com a consequente perda d'agua pela folha (plasmolise) e a destruigio ,
da clorofila e carotenoides, que sao piamentos fotossinteticos, Finalmen
te, procedemos a aplicacdo de tres herbicidas do grupo difenil-eter as
plantas Amaranthus e Euphorbia, mas apenas em alguns casos foram observa

dos regularidades nos efeitos por nos monitorados.
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PABSTRACT

In this work we have applied Photoacoustic Spectroscopy (PAS)
and Electron Paramagnetic Resonance (EPR) to biological materials.

Initially, two methods using PAS in the near-infrared for
the determination of adulterant content in binary mixtures ofcoffee were
presented. The basis of the methods is the stablishment of calibration cur
ves constructed from the photoacoustic spectra of previously prepared mix
tures ofcoffeeand itsadulterants commonly utilized in Brazil. We have ap
plied one of the methods for the determination of unknown amounts of a
duiterants in mixtures of coffee with coffee peal and parchment. The re
sults of the photoacoustic method were in good accordance with the results
obtained from the quantitative analysis previously realized by IBC.

We have also tried to obtain a systematic method for the
classification of the coffee beverages , which is presently realized
through the flavour proof (or cup proof). We have employed two differ
ent techniques: The EPR and PAS. The results obtained with EPR showed
that the rate of free radicals formation during roasting is differeht
for each quality of coffee. This makes possible to use the EPR inten
sities as an identifier of ~ the different beverages. In the case of
photoacoustic spectroscopy we have noted that, in particular, the peak
centered at 0,88 um has different intensities to the different - beve
rages. This allows also the application of this technique for the iden
tification of the different beverages and its correlation with EPR.

Finally, we have applied photoacoustic spectroscopy in the

visible region for the monitoring of herbicide effects in leaves. 1In
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the first case we have applied "Paraguat" to a soybean leaf and the re
sults we have obtained are in good accordance with data registered in
the specialized literature. We have concluded that some effects com
monly produced by this herbicide were detected and their magnitude
and cronology were precisely determined by the Phase Resolved Method
(PRM). One of these effects was the membranes destruction and conse
quent loss of water by the leaf¥ (plasmolisys). Another observed effect
was the chlorophyll and carotenoid destruction. In another case we ha
ve applied three herbicides of the Diphenyiether group to the plants
Amaranthus and Euphoabia, but only in a few cases regularities of herb

icides effects were observed.



