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1. Introducao
Fotonica

A natureza da luz € apenas uma parte do que € necessario para ver-
mos determinada cor de um objeto. A segunda parte da triade tem a ver
com a interacao de luz e matéria, pois, gquando vemos uma cor, 0 que esta-
mos realmente vendo € um reflexo parcial da luz que incidiu sobre o objeto.
A cor que vemos € 0 que sobrou do espectro incidente apos parte dela ser
absorvida pelo objeto. Finalmente, o terceiro e ultimo ponto € como Nossos
olhos detectam essa luz refletida. Problemas de visdo podem interferir na sua
percepcao da cor de um objeto.

Quando um feixe de luz incide sobre um objeto, ele pode sofrer os se-
guintes efeitos: ser total ou parcialmente tfransmitido; refletido ou absorvido,
dependendo das propriedades fisicas e quimicas do material que o compode.
Esses efeitos sdo o resulfado de processos que ocorrem a nivel atdémico e mo-
lecular da intferacdo da luz (fétons) com a matéria.

A palavra “foténica” € derivada da palavra grega photon que signifi-
ca “luz”. Apareceu na década de 1960, apods ainvencdo do laser, e destina-
va-se a descrever um novo campo de pesquisa cujo objetivo era utilizar a luz
para desempenhar funcdes que tradicionalmente eram do dominio da ele-
trénica, tais como telecomunicacdes, processamento de informacdes etc.
A luz ganhou forca com outros desenvolvimentos como: o laser de diodo
na década de 1970, as fibras éticas para a tfransmisséo de informacdes e o
amplificador de fibra éptica dopada com érbio. Essas invencdes serviram de
base para a revolucdo de telecomunicacdes do final do século 20 e como
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infraestrutura para a Internet. Atualmente, a foténica cobre uma enorme
gama de aplicacdes da ciéncia e da tecnologia, incluindo a fabricacdo de
lasers, sensores biologicos e quimicos, diagnosticos medicos e terapias, tec-
nologia de displays e computacao optica.

A foténica estd intimamente relacionada com a optica. No entanto,
a optica precedeu a descoberta de que a luz € quantizada (teorias pro-
postas por Max Planck, Albert Einstein e Niels Bohr). Principios fundamentais
da optica classica, como Principio de Huygens, as equacdes de Maxwell e
equacdes de onda ndo dependem de propriedades qudnticas da luz. Instru-
mentos opticos podem incluir lentes, espelhos e varios componentes opticos
conhecidos antes de 1900. A foténica, por outro lado, estd intimamente rela-
cionada a optica qudantica. Entretanto, a éptica qudntica, muitas vezes, tem
conotacdo de pesquisa fundamental, ao passo que a foténica € usada para
pesquisa aplicada e desenvolvimento de equipamentos. A foténica abrange
todas as aplicacdes técnicas da luz, considerada como radiacdo eletfromag-
nética na regido espectral do ultravioleta ao infravermelho, passando por
todo o espectro visivel.

Aplicacdes da foténica estdo presentes em muitas dreas, desde a
vida coftidiana até a ciéncia mais avancada, como em viagens espaciais,
telecomunicacodes, processamento de informacdes, metrologia, espectros-
copia, holografia, medicina (cirurgia, correcdo da visdo, endoscopia, fotote-
rapia dindmica), tecnologia militar, processamento de materiais a laser, arte
visual, biofoténica, agricultura e robdtica.

Assim como as aplicacdes da eletrénica tém se expandido desde ain-
vencdo do primeiro fransistor em 1948, as aplicacdes de fotdnica continuam
a crescer desde a invencdo do laser em 1960. Aplicacdes economicamente
importantes para dispositivos fotdnicos incluem gravacdo optica de dados,
telecomunicacdes por fibra dptica, impressdo a laser, displays e lasers de alta
poténcia. As aplicacdes potenciais de fotdnica sdo praticamente ilimitadas
e incluem a sintese quimica, diagnosticos médicos, comunicacao de dados,
defesq, energia de fusdo, agricultura e meio ambiente.

Fotonica e aplicacoes agroambientais no Brasil

Mundialmente, muitas dreas da ciéncia tém se dedicado a trabalhar
em problemas relacionados ao agronegocio visando tanto o aumento de
produtividade quanto a sustentabilidade da producao. Biotecnologia, nano-
tecnologia, robdtica e foténica sdo exemplos de dreas de pesquisa que tém
imenso potencial para alavancar ainda mais o setor.

Em particular a foténica, considerada como uma das principais cién-
cias do século 21, tem apresentado resultados expressivos e relevantes para o
setor, que vao desde sensores opticos simples com lasers de diodo acoplados
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a tratores para controle de ervas daninhas até sofisticados sistemas de ima-
gens hiper-espectrais via satélite para acompanhamento de producao e le-
vantamento de propagacao de doengas no campo.

Na literatura internacional o niUmero de artigos cientificos publicados
para temas relacionados a foténica aplicada a agricultura € aproximada-
mente dez vezes menor quando comparado a estudos direcionados na area
de medicina. Os EUA lideram as pesquisas sobre foténica aplicada a agri-
cultura com aproximadamente 35% dos trabalhos publicados, seguido pela
Franca (~15%) e pelo Canadd (~10%). Outra parte da producdo cientifica
esta sendo desenvolvida principalmente em paises como Alemanha, Austra-
lia, Itdlia, Inglaterra, Japdo e Espanha.

No Brasil, a aplicacdo da foténica no agronegdcio ainda € incipiente
quando comparada aos paises mencionados anteriormente. Existem poucos
grupos atuando no tema dentro das universidades e dos centros de pesquisa
nacionais. Dentre estes, a Embrapa Instrumentacdo, de forma pioneira, inau-
gurou o primeiro laboratério dedicado a aplicacdes da Optica e da fotdni-
ca na agricultura e meio ambiente, em outubro de 2003. Desde entdo, vem
produzindo diversos trabalhos em parceria com universidades e centros de
pesquisa, gerando publicacdes e patentes na drea. A localizacdo geogrdfi-
ca da Embrapa Instrumentacdo (sediada em Sao Carlos, na regido central
do Estado de S@o Paulo) permitiu que, inicialmente, houvesse uma forte in-
teracdo com instituicdes como o Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e
outras unidades da Embrapa no Estado de Sao Paulo, viabilizando projetos
em cooperacao gque aceleraram o desenvolvimento de pesquisas na area.
Foram importantes também cooperacdes com universidades, tais como a
Universidade de Sdo Paulo (USP), Universidade Estadual Paulista (UNESP) e
Universidade Federal de SGo Carlos (UFSCar). Atualmente, o Laboratério de
Optica e Foténica da Embrapa Instrumentacdo expandiu seu universo de
cooperacoes para todo o Brasil e outros paises, como os Estados Unidos, Peru,
Franca e Itdlia.

Pesquisas Recentes

A agricultura de precis@do vem se fortalecendo nos Ultimos anos, ndo
apenas por aspectos econdmicos, mas também por aspectos ambientais.
Essa drea da ciéncia preconiza que a gestdo da producdo agricola consi-
dere a heterogeneidade das condicdes do campo e, consequentemente,
da variabilidade espacial e temporal do sistema produtivo. Dessa forma, por
exemplo, a aplicacdo racional de insumos, além de gerar economia para
O produtor, € ambientalmente mais sustentavel. Entretanto, para que seja
possivel mapear condicdes de solo, produtividade e infestacdo de doencas,
além de sistemas georreferenciados, o desenvolvimento de instrumentacdo
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especifica para cada um desses fatores torna-se imprescindivel. A instrumen-
tacdo para aplicacdes em agricultura e precisdo deve possuir caracteristicas
de portabilidade e pouco preparo da amostra, para que possa permitir me-
didas em campo, e se possivel, medidas em sistemas embarcados. A deman-
da por esse tipo de instrumentacao para acompanhar processos em todos
0s passos da agroindustria tem crescido muito nos ultimos anos. Além disso, o
monitoramento ambiental fambém tem demandado novas ferramentas que
permitam o acompanhamento em tempo real para que se possa fazer inter-
vencoes rapidas visando a mitigacdo de impactos ambientais.

Neste capitulo serdo abordados alguns topicos relevantes voltados ao
desenvolvimento de instrumentacado com alto potencial de portabilidade e
utilizacdo em campo ligados a fotbnica com aplicacdes nos setores agrope-
cuario e ambiental.

2. Técnicas foténicas disponiveis ha Embrapa Instrumentacao

Cada faixa de energia do espectro eletromagnético interage com a
matéria de uma forma especifica. Apenas como exemplo, as vibracdes mo-
leculares absorvem energia na regido do infravermelho e as transicoes eletrd-
nicas nas regides do visivel e ulfravioleta. Quando se mede a infensidade da
radiacdo absorvida ou emitida pela matéria como funcdo da energia, tem-
se um espectro caracteristico da amostra, o qual esta intimamente ligado as
propriedades quimicas do material analisado. Essa drea da ciéncia se cha-
ma espectroscopia e € uma ferramenta muito poderosa, tanto na ciéncia
como em desenvolvimentos tecnoldgicos. A seguir faremos uma descricdo
bdsica de algumas técnicas fotdnicas que estdo baseadas em espectrosco-
pia e imagens que se destacam para aplicacdes agroambientais.

Espectroscopia de Absorcdo e Refleténcia de Luz UV-Visivel

A espectroscopia de luz ultravioleta (UV) compreende a regido es-
pectral que vai de 100 nm a 700 nm. A luz nessa faixa espectral, aplicada a
uma determinada amostra, permite extrair informacoes sobre a composicdo
quimica desse material por meio da quantidade de radiacao que ¢ absorvi-
da ou refletida (SKOOG et al., 2006). Dependendo do comprimento de onda
daluzirradiada, os elétrons das moléculas do material podem absorvé-la efe-
tuando transicdes para estados eletrdnicos mais energéticos. Por esse motivo,
a técnica também recebe o nome de espectroscopia eletrénica.

Quando o estado eletronico da molécula sofre alteracdo devido &
absorcdo de um foton de luz, a intensidade total da luz transmitida dimi-
nui. As moleculas que absorvem luz na regiao do visivel sao chamadas de
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cromoforas. A lei de Beer-Lambert, uma forma empirica de quantificar a ab-
sorcdo da luz em um determinado meio 6ptico, afirma que a quantidade
de luz que é absorvida nesse processo é proporcional a concentracao da
molécula na substdncia, ao caminho total percorrido pela luz na amostra e
a um coeficiente de absorcdo que € proprio para cada transicdo elefrénica
molecular. Assim, quanto maior a concentracdo do elemento na substancia
em estudo, mais luz € absorvida. Podemos equalizar esse comportamento
utiizando a equacdo 1 abaixo:

A=a.c.d (M

onde é a absorbancia da luz, quantificada pela expressdo: 4 = —log (i—;)
sendo respectivamente P, e P,a poténcia da radiacdo incidente e a poténcia

depois de atravessar o meio. O valor ¢ corresponde a concentracao da mo-
lecula absorvente no meio, d a dist@ncia percorrida pela luz dentro do meio e
a é o coeficiente de extincdo molar, caracteristico de cada substéncia.

Dessa maneira, considerando as amostras sempre em uma cubeta de
tamanho fixo, a quantidade de luz absorvida dependerd somente da con-
centracdo da molécula de interesse e do coeficiente de extincdo molar, que
€ uma constante para cada elemento. A Figura 1 ilustra a absorcdo da luz
passando por uma amostra de tamanho “d”. A luz incidente com poténcia
P, € atenuada para P, sendo P, < P,.

Amostra

Figura 1. Esquema de absorcao da luz incidente ao passar por uma amostra em uma
cubeta. A poténcia incidente P, € maior que a absorvida (P, > P.).

Assim, pela equacdo (1), medindo a absorbdancia “A”, sabendo o ta-
manho da cubeta utilizada “I" e o coeficiente de extincdo molar “a”, &€ possivel
determinar a concentracdo molecular na substéncia analisada. Outra forma
de quantificacdo é a realizacdo de uma curva de calibracdo. Como a ab-
sorcdo depende de vdarios fatores, tais como: temperatura, natureza do sol-
vente, pH da solucdo e da presenca de uma outra subst@ncia que interfira no
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processo, 0 método mais preciso € a realizacao de uma calibracao. Devido a
essa sensibilidade, as variaveis experimentais devem ser cuidadosamente con-
troladas para possibilitar a identificacdo e a quantificacdo das substancias.

Quando o comprimento da luz € condizente com a energia de tran-
sicdo do elétron na molécula, como visto, ocorre a absorcao de energia.
Utilizando uma radiacdo incidente com uma largura espectral grande o sufi-
ciente de modo a abranger uma regiao de interesse, € possivel realizar uma
varredura espectral e determinar qual regido sofreu maior absorcdo. A Figura
2 ilustra um grdafico de absorcdo. Naimagem, temos uma regido de aumento
na absorbdncia com a representacdo de um ponto mdximo, regido onde
ocorre uma transicao molecular.
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Figura 2. Imagem representando um grafico de absorbancia.

Os valores encontrados de A podem ser correlacionados as transi-
cdes de uma dada molécula e sdo Uteis para determinar os grupos funcio-
nais denfro de uma molécula. As aplicacdes da técnica sdo utilizadas co-
mumente na quantificacdo de diferentes analitos, como macromoléculas

bioldgicas, ions de metais de transicdo e compostos orgdnicos.
Espectroscopia de Fluorescéncia

ApOs a absorcao de luz, uma molécula pode permanecer no estado
excitado por um periodo de tempo da ordem de alguns nanosegundos (107 s).
Nesse intervalo de tempo, se a molécula possuir muitos modos vibracionais
e/ou rotacionais, ou se estiver numa solucao em que a probabilidade de
colisdes seja muito alta, a energia pode ser totalmente dissipada. Enfretanto,
se ela for suficientemente rigida ou estiver numa solucdo em baixa concen-
tracdo, de tal forma que pouca energia seja dissipada, haverd a emisséo de
luz com uma energia menor do que a incidente. Esse fendmeno se chama
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fluorescéncia. Na Figura 3 (a) temos uma ilustrac@o do processo fisico. E im-
portante ressaltar que o mesmo composto pode terminar o processo em um
estado vibracional diferente, uma vez que a emissdo de fluorescéncia tem
uma certa probabilidade de ocorrer para cada estado vibracional, que é
diferente de um estado para o outro. Desta forma, os espectros de emissdo
de moléculas orgdnicas geralmente sdo bandas largas. Na Figura 3 (b) temos
um exemplo de um espectro de emissdo tipico de uma molécula orgénica.
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Figura 3. (a): Processo fisico envolvido na espectroscopia de fluorescéncia, onde A e B
representam o estado eletronico fundamental e excitado, respectivamente. Os nimeros
representam os estados vibracionais. (b): Tipico espectro de emissao de fluorescéncia para
uma amostra de solo.
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A espectroscopia de fluorescéncia € amplamente utilizada nos estu-
dos de estruturas moleculares. Como vantagens, ela apresenta a nao des-
truicdo da amostra além de sua alta sensibilidade. Seu campo de atuacao
em tfemas agroambientais € extremamente vasto, sendo utilizada no estudo
de matéria orgdnica do solo, no diagndstico precoce de doencas em plan-
tacoes, na identificacdo do grau de contaminacdo de recursos hidricos etfc.
As moléculas que emitem fluorescéncias sdo designadas por fluordforos. Nos
solos, os grupos funcionais que estdo presentes nas substé&ncias humicas (HS)
representam os principais fluoréforos da matéria orgénica do solo (MQOS) (MI-
LORI et al., 2006). No caso das folhas, eles sdo representados pelos pigmentos
fotossintéticos, como a clorofila e carotenoides.

O termo espectroscopia de fluorescéncia convencional € utilizado na
literatura quando a fonte de luz € uma IGmpada; j& o termo LIFS, do inglés
Laser Induced Fluorescence Spectroscopy, € utilizado quando a fonte € um
laser. Nesse caso, uma melhor relacao sinal-ruido € obtida devido as carac-
teristicas peculiares dos lasers, como alta intensidade, direcao e oscilacao do
campo elefromagnético bem definidos (polarizacdo e coeréncia) (PARKER;
REES, 1962).

O sinal de fluorescéncia possui uma forte dependéncia com as carac-
teristicas moleculares da amostra (absortividade) e com concentracdo do
fluoréforo. Além disso, para certos materiais, pode haver também uma redu-
cdo do sinal de fluorescéncia devido a processos competitivos de absorcdo
da luz por outros cromoéforos existentes na amostra e/ou reabsorcdo da fluo-
rescéncia pela propria molécula (efeito de filtro interno — inner filter effect).

Espectroscopia de Infravermelho (NIRS e FTIR)

Como as demais técnicas espectroscopicas, ela pode ser utilizada na
elucidacao de estruturas moleculares complexas, bem como na determina-
cdo de grupos funcionais e na identificacdo de compostos quimicos.

Diferentemente das radiacdes nas regides do ulfravioleta e do visivel,
que, ao incidirem sobre uma molécula, causam transicdes eletronicas, a radia-
cdo infravermelha promove alteracdes nos modos rotacionais e vibracionais
das moléculas (SILVERSTEIN et al., 2006). Por meio dessa técnica espectrosco-
pica podem ser observadas as oscilacdes do eixo (estiramentos) e do dngulo
(deformacdes) das ligacdes entre os dtomos de um grupo funcional (Figura 4).
Esses grupos podem ser identificados no espectro desde que apresentem um
momento de dipolo (diferenca de polaridade entre os dtomos de uma molé-
cula), por exemplo, aqueles contendo oxigénio. A espectroscopia de infraver-
melho &, porem, dificil de ser interpretada diretamente pela combinacdo das
suas bandas fundamentais, devido a vdrios problemas como: sobreposicdo
de suas bandas, desvios da lei de Beer, ireprodutibilidade da linha de base,
ruidos instrumentais elevados e baixa sensibilidade.
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A Espectroscopia de Infravermelho préximo (NIRS) € uma técnica es-
pectroscopica que detecta as vibracdes harmonicas e combinagdes de vi-
bracdes fundamentais (SKOOG et al., 2006). O termo “infravermelho proximo”
advém da faixa espectral em que a NIRS atua: depois do vermelho em 10.000
cm™ até 4.000 cm . Para resolver os problemas inerentes a espectroscopia
de infravermelho, a calibracdo multivariada tem sido aplicada para andlise
quantitativa de amostras utilizando a técnica NIRS (MADARI et al., 2005; M-
LORI et al., 2011). Algumas aplicacoes relevantes com resultados promissores
para a técnica sdo: predicdes de carbono e nitrogénio do solo (MADARI et
al., 2005), avaliacdo da textura de solos (FERRARESI et al., 2012; MARTIN-NE-
TO et al., 2009) e avaliacdo da densidade de solos (MOREIRA et al., 2009).
Sendo assim, NIRS € um método reprodutivel e de baixo custo para a andlise
quantitativa com alto potencial de aplicacdo em campo (MILORI et al., 2011;
SHEPHERD; WALSH, 2007).
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Figura 4. Modos de vibracao molecular, caracteristicos da Espectroscopia de Infravermelho.
Os sinais X e « indicam movimentos para dentro e para fora do plano do desenho,
respectivamente. Oscilagdes do eixo (estiramentos) e do angulo (deformacdes) das ligacdes
entre os atomos de um grupamento funcional.

No Infravermelho médio (regido entre 4.000 cm™e 400 cm'), usualmente
se utiliza a transformada de Fourier para tratamento dos dados, e assim essa
técnica ficou conhecida pelo acrénimo FTIR. A utilizacdo de equipamentos
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mais modernos também favoreceu o avanco da técnica, permitindo acu-
mulo de varios espectros em poucos segundos e maior entrada de energia
em relacao aos instrumentos dispersivos, que sao conhecidos como prismas,
redes de difracdo, fendas etc. (BARBOSA, 2007). Aplicacdes agroambientais
importantes da FTIR sGo: caracterizacdo de substancias hUmicas de solos sob
diferentes manejos agricolas (GONZALEZ PEREZ et al., 2004; MARTIN-NETO et
al., 2009) e diagndstico de doencas em plantas utilizando folhas in natura
(CARDINALI et al., 2012).

LIBS - Espectroscopia de Emissdo Optica com Plasma Induzido por Laser

A técnica de espectroscopia de emissao optica com plasma induzido
por laser, LIBS, do inglés Laser Induced Breakdown Specfroscopy, assume um
papel emergente na andlise e na identificacdo da composicdo elementar
de materiais. Com a habilidade de analisar e identificar elementos quimicos
em tempo real em materiais sélidos, liquidos ou gasosos, a técnica LIBS se
mostra versatil e com potencial de medidas in situ, uma vez que Nnao necessi-
ta de um rigoroso processo de preparacao da amostra, o que ainda elimina
a producao de residuos quimicos ou produtos de combustao (SANTOS et al.,
2012).

Na técnica LIBS, a amostra recebe energia de pulsos de laser extrema-
mente curtos, que variam de um alguns femtossegundos (10'° s) a alguns na-
nossegundos (107 s), em uma pequena regido, da ordem de décimos de mili-
metro. Essa incidéncia energética remove uma pequena porcdo do material,
tipicamente no intervalo de picogramas (1012 g) até nanogramas (107 g), o que
induz a producao de um plasma. Aos olhos do espectroscopista, o plasma e
visto como uma faisca de luz branca vinda da regido onde o laser incide no
material.

Inicialmente, o plasma é gerado a uma temperatura de 100.000 °C
e, apss alguns microssegundos (10 s), atinge 5.000 °C a 20.000 °C. Essa alta
temperatura inicial € capaz de quebrar as ligacdes quimicas do material
(breakdown), produzindo assim ions, espécies atdbmicas e moleculares neu-
tras, excitadas e ionizadas que emitem luz em linhas bem definidas apds al-
gumas dezenas de nanossegundos da producao do plasma. Essa luz emiti-
da é entdo coletada por uma lente e/ou fibra optica e examinada por um
monocromador (espectrometro). Como resultado, obtemos “uma impressdo
digital do material”, um conjunto de linhas de emissdo, que, juntas, formam o
que chamamos de espectro de emissdo LIBS.

A posicdo da linha de emissdo identifica o elemento presente na
amostra e, com uma calibragcao apropriada, a intensidade da linha nos per-
mite quantificar esse elemento. A Figura 5 ilustra uma montagem experimen-
tal basica da técnica LIBS.
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Geralmente, o espectro LIBS utilizado na andlise € uma média de va-
rios espectros adquiridos (varios pulsos de laser), uma vez que cada pulso de
laser gera um plasma e um espectro. Desse modo, uma maior acuracia e
precisdo sdo obtidas (SILVA et al., 2008). A calibracdo do espectro LIBS pode
ser feita utilizando algumas técnicas de referéncia, como o ICP (Inductively
coupled plasma) ou CHNS, ou usar alguns picos do proprio espectro como
referéncia, técnica conhecida como calibration free (PEREIRA et al., 2010).

Intensidade (arb. unit)
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Figura 5. Montagem experimental basica da técnica LIBS. L: lente de focalizacao dos pulsos
de laser; P: plasma gerado na amostra; F: fibra éptica de coleta da luz emitida pelo plasma
e E: espectrometro. Um tipico espectro LIBS é mostrado ap6ds a deteccao do espectrometro
com algumas linhas identificadas.

Imagens

Muitos estudos tém sido realizados para alavancar a instrumentacdo
agropecudria e ampliar o entendimento de informacdes provenientes das alfe-
racoes do metabolismo em plantas em decorréncia de estresses bidticos e abiod-
ticos em lavouras ou para monitorar a qualidade de ambientes aquaticos por
meio da distribuicdo de florescimento de algas (CHAERLE et al., 2003; PEREIRA
et al,, 2011qa, 2011b; WALKER et al., 2002). Existem diversos sistemas de imagens
utilizados para esse fim, como: imagens de fluorescéncia, imagens termais, ima-
gens multiespectrais e hiperespectrais. Esses metodos s&o interessantes por nao
serem invasivos e Nndo necessitarem de preparo de amostra (JENSEN, 2009; KIM
et al., 2003; LICHTENTHALER; MIEHE, 1997). Existem muitos tipos de dispositivos de

57



58

Yy

Conceitos e aplicacdes da instrumentacdo para o avanco da agricultura

imagem que permitem o monitoramento ambiental como as c@meras digitais,
microscopios de fluorescéncia, lupas, sensores multiespectrais e hiperespectrais,
entre outros, utilizados para esse fim. Como exemplo, essas medidas podem ser
feitas por meio do sensoriamento remoto via satélite, por sistemas embarcados
em VANT's e por sistemas radar-laser acoplados em LIF-LIDAR (BARBOSA, 2003).

Cada tipo de imagem retorna dados caracteristicos, cujas necessi-
dades de uso dependerdo das aplicacdes propostas. Por exemplo, uma ra-
pida visualizacdo de estresses bidticos em plantas pode ser definida por meio
de uma andlise conjunta de imagens de fluorescéncia e termal, pois podem
informar as alteracdes de fotossintese, franspiracdo ou ambas (CHAERLE et
al., 2003). Alguns exemplos de informacdes extraidos de imagens sdo: as per-
das de afividades fotossintéticas e o teor metabdlico secunddrio; os cresci-
mentos estruturais de uma superficie e as caracteristicas de pigmentacdo;
e as caracteristicas de franspiracdo e congelamento (CHAERLE; STRAETEN,
2001).

O espectro de fluorescéncia medido em folha traduz a concentra-
cdo dos pigmentos fotossintéticos como clorofilas e carotenoides, que sdo
os fluoréforos da folha, e sdo um importante indicador da saude e vitalidade
da planta (PEREIRA et al., 2011a, 2011b). Além disso, a técnica tem pouca
dependéncia com relacdo a morfologia e anatomia da folha de forma que
qualquer alteracdo no espectro da fluorescéncia foliar obtido com esse sis-
tema € com relacao a alguma adversidade que acomete a planta, como
pragas e doencas (KIM et al., 2003; LICHTENTHALER; MIEHE, 1997). Ao ser exci-
tada no ultravioleta, a folha apresenta uma banda larga de emissé@o no azul
e no verde, que esta relacionada com alguns constituintes, como a lignina e
o dcido ferulico, e uma outra banda na regido espectral do vermelho e infra-
vermelho, em torno de 670-680 nm e 730-740nm (KIM et al., 2003; LICHTENTHA-
LER; MIEHE, 1997), que correspondem a emissdo caracteristica da clorofila.
Por meio da fluorescéncia foliar € possivel diagnosticar e diferenciar doencas
que apresentam caracteristicas sintomaticas muito similares ou com perio-
do de laténcia muito prolongado, pois ela é capaz de detectar alteracdes
guimicas e fisicas provocadas na planta. Dessa forma, a fluorescéncia foliar
passa a ser uma impressao digital dos processos que estao ocorrendo na
planta, uma vez que a manifestacdo de doencas e pragas apresenta carac-
teristicas muito peculiares diferentemente de quando investigadas somente
com inspecao visual.

O laboratério de Optica e Foténica da Embrapa Instrumentacédo pos-
sui dois sistemas para obtencao de imagens e ja os utilizou para o diagnosti-
co de doencas em citros, demonstrando o potencial dessa técnica (PEREIRA
et al., 2011a, 2011b). O primeiro sistema obtém as imagens de fluorescéncia
com um estereomicroscopio modelo Lumar V12 (fabricante Zeiss), € as amos-
tras de plantas sadias e doentes sdo excitadas na regido do UV com uma
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l&dmpada de mercurio e um filtro dptico passa banda que permite selecionar
a banda de excitacdo com maximo em 365 nm e largura de 20 nm. O es-
tereomicroscopio esta conectado a um computador dedicado para essa
andlise e o programa computacional utilizado € fornecido pelo fabricante
(PEREIRA et al., 2011q).

O segundo sistema obtém imagens de fluorescéncia induzida por laser
(LIFI), como mostrado na Figura 6. Para isso, o sistema & constituido por um la-
ser de diodo emitindo em 473 nm, uma lente divergente, um filtro passa ban-
da e uma c@mera digital Sony de 8 megapixels (PEREIRA et al., 2011b). O filtro
passa banda impede a passagem da luz azul utilizada para excitar a clorofila
e permite que as bandas verdes e vermelhas passem por ela. Esse sistema de
imagem de fluorescéncia funciona da seguinte forma: a luz emitida pelo la-
ser € expandida pela lente divergente, o que aumenta a drea de incidéncia
do feixe sobre a folha. Ap&s ser excitada, a folha emite luz principalmente nas
regides espectrais verde, vermelho e infravermelho.

Aliado aos sistemas de imagem de fluorescéncia, o sensoriamento da
radiacdo infravermelha termal, dentro do intervalo de 8-14 microm, auxilia na
identificacdo especifica de estresses em plantas a partir de suas caracteristi-
cas termais e poluicao em corpos d'agua.

As alteracdes térmicas devido a estresses bidticos em plantas corres-
pondem principalmente ds alteracdes no seu processo de transpiracdo. A
transpiracdo e a troca de gases na planta sdo controladas pelos estébma-
tos, que podem ser compreendidos como diminutas valvulas localizadas na
epiderme das folhas da planta (CHAERLE; STRAETEN, 2001; CHAERLE et al.,
2003). Em caso de estresse hidrico, por exemplo, os estdmatos fecham para
retencdo da dgua, o que consequentemente reduz a transpiracdo da folha.
Nesse caso, um pequeno aumento de temperatura na superficie da folha é
observado. Dessa forma, a termografia € muito Util para monitorar instanta-
neamente e remotamente a funcionalidade dos estomatos da planta.

Os sistemas multiespectrais e hiperespectrais registram a energia refle-
tida ou emitida de uma area de interesse em multiplas bandas do espectro
eletromagnético (JENSEN, 2009). Nessas imagens observa-se uma assinatura
espectral para cada tipo de material analisado, ou seja, variacdes especi-
ficas de intensidade com o comprimento de onda (ALMEIDA, 2008; STEFFEN
et al., 1996). A folha verde absorve luz na regido visivel do espectro solar
preferencialmente nas bandas azuis e vermelhas, devido aos pigmentos da
folha como as clorofilas e os carotenoides. Sendo assim, na regido do visivel,
a maior reflect@ncia estd concentrada na banda do verde (ALMEIDA, 2008;
STEFFEN et al., 1996). Na regido do infravermelho, a maior reflect@ncia estd no
infravermelho proximo e é o resultado da interacdo da radiagcdo com a es-
trutura superficial da folha e com a dgua (ALMEIDA, 2008; STEFFEN et al., 1996;
CHAERLE; STRAETEN, 2001; LENK et al., 2007). Portanto, alteracdes da curva
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de reflect@ncia resultam mudancas no desenvolvimento, estresses bidticos e
abidticos da planta (ALMEIDA, 2008; STEFFEN et al., 1996; CHAERLE; STRAETEN,
2001; LENK et al., 2007).

Para o levantamento da curva espectral de folhas verdes, o labora-
tério de Optica e Foténica da Embrapa Instrumentacdo possui uma cdmera
espectral da Specim Imaging Ltda. que, integrada a ela possui um espectrd-
metro V10E, que frabalha dentro do intervalo 400-1.000 nm com resolucdo
espectral nominal de 2,8 nm, e uma cdmera Haomamatsu de 1.344 x 1.024
pixels. Tanto o espectrédmetro como a cdmera estdo alinhados e calibrados
a uma base comum. Na parte frontal desse sistema, foi incluido uma unidade
de scanner que permite varrer objetos estacionarios em um laboratorio ou
em campo. O scanner possui um motor de passo de grande precisao e gira
um espelho de alta qualidade localizado em frente a lente da c@mera de
forma a construir, linha por linha, a imagem espectral completa do objeto.

Lente
Biconvexa

z
20 mm &
— e o Rl O E— i
[+1]
e
Filtro Passa
Camera Banda
Digital

Figura 6. Esquema do sistema de Imagem de fluorescéncia montado nos laboratérios de
Optica e Laser da Embrapa Instrumentacao.

3. Aplicacoes das técnicas foténicas

Mudancas climaticas e carbono do solo

A importéncia dos estudos de matéria orgénica do solo (MOS) e subs-
t@ncias humicas vem crescendo de forma muito significativa no Brasil € no
mundo. Esse crescimento deriva de vdarias questoes relevantes e, entre elas,
esta a necessidade de um melhor entendimento sobre o ciclo de carbono
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no planeta. A constatacao € que, com o aumento da concentracao de gas
carbdnico e de outros gases do efeito estufa por acdes antropicas, a tempe-
ratura do planeta esta aumentando, por conseguinte, potencializando mu-
dancas climdaticas globais. Assim, o desafio para a reducdo das emissdes dos
chamados gases do efeito estufa € uma importante questdo para a huma-
nidade. O solo € o terceiro maior reservatorio de carbono do nosso planeta,
e por meio das atividades agricolas, podemos utiliza-lo como sumidouro de
carbono da atmosfera via fotossintese e sequestro de carbono no solo. O
sequestro de carbono caracteriza-se pela conversdo do didéxido de carbono
da atmosfera em massa vegetal por meio da fotossintese das plantas. Por
meio de um manejo adequado dessa biomassa pode-se reter parte do car-
bono no solo (LAL, 2004).

Devido a extensdo do territério brasileiro e o seu potencial agricola,
com relevantes atividades agrosilvopastoris, 0 manejo adequado do solo
pode impactar positivamente o balanco de carbono do sistema produtivo
brasileiro. A incorporacdo de carbono no solo e os mecanismos fisico-quimi-
cos de sua estabilizacdo demandam estudos sobre as substéncias humicas,
a porcao mais recalcitrante da MOS. A avaliacao quantitativa e qualitati-
va do carbono no solo tem sido fundamental em diversas dreas da ciéncia
do solo, e as técnicas fotbnicas merecem destaque por apresentar algumas
vantagens comparadas com técnicas tradicionais. O potencial dessas tecni-
cas para medidas in situ € enorme, podendo se transformar em ferramentas
interessantes para andlises ambientais. Além disso, a auséncia ou 0 PouUco
preparo da amostra fazem dessas técnicas também um atrativo para apli-
cacao em larga escala, seguindo os preceitos da Quimica Verde, ou seja,
meétodos analiticos nos quais € reduzido ou eliminado o uso e a geracao de
substéncias nocivas d salude humana e ao ambiente. Métodos espectros-
copicos, como NIRS, LIBS e LIFS, tém conseguido unir precisdo, exatiddo, sim-
plicidade, rapidez, pequena geracao de residuos e custo acessivel para a
analise de solos.

Madari et al. (2005) utilizaram a NIRS na determinacdo quantitativa
do carbono total e do nitrogénio em amostras de solos e estimaram o meca-
nismo de acumulo de carbono afetado pela dindmica estrutural do solo em
sistemas de manejo convencional, conservacionista e em florestas naturais
secunddrias. A NIRS também foi avaliada na estimativa de distribuicdo do
tamanho de particula do solo e agregacdo. Ferraresi et al. (2012) utilizaram
a espectroscopia de NIRS para quantificar matéria orgénica e textura de so-
los utilizando calibracdo multivariada, na qual foi possivel diferenciar solos
de classes distintas, locais de coletas, manejos dos solos e textura. Moreira
et al. (2009) mostraram a potencialidade de aplicacdo da técnica para a
estimativa da densidade de solo. Silva et al. (2008) utilizaram sistemas LIBS de
bancada e portdtil no desenvolvimento de metodologia para quantificacdo
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de carbono em solo, empregando modelos de regressao linear simples e
crescimento exponencial. A curva de calibracdo obtida conseguiu fazer a
predicao do teor de carbono de amostras desconhecidas com um erro em
torno de 0,1%.

Dentro do contexto de caracterizacdo da MOS e para obter informa-
coes estruturais do carbono, a LIFS tem se mostrado bastante sensivel e com
resultados bastante promissores (SEGNINI et al., 2010, 2013). Milori et al. (2006)
estudaram o uso da LIFS em amostras de solo para avaliar o indice de humifi-
cacao da MOS (H ) e obtiveram correlacdes significativas com os indices de
humificacdo propostos anteriormente para acidos humicos dissolvidos (MI-
LORI et al., 2002). Os autores concluiram que o sinal de fluorescéncia emitido
por uma amostra de solo excitado com radiacdo entre o azul e o ultravioleta
proximo € devido as estruturas mais complexas da matéria orgdnica do solo,
cuja concentracdo aumenta durante o processo de humificacdo da MOS.
Segnini et al. (2010) mostraram que, para os solos de turfeiras andinas, o grau
de humificacdo da MOS avaliado por um equipamento de LIFS portdtil possui
uma correlacdo de aproximadamente 90% com o numero de radicais livres
do tipo semiquinona dos acidos humicos extraidos desse solo medidos com a
Espectroscopia de Ressondncia Paramagnética Eletrénica. Em outro experi-
mento, Segnini et al. (2013) utilizaram a LIFS para a avaliacdo da humificacdo
da MOS em sistemas de manejo convencional e plantio direto em plantacdes
de cana-de-acucar crua do estado de Sao Paulo. Os resultados mostraram
que o revolvimento do solo no sistema de plantio convencional foi respon-
savel pelos maiores valores de H ., principalmente na camada de 0-20 cm,
onde ocorreu o revolvimento. Os resultados mostraram que o plantio direto
incorpora material orgénico, entretanto, o acumulo de carbono observado &
bastante fragil em funcdo do baixo grau de humificacdo da MOS (Figura 7).
A manutencdo da palha na superficie do solo e a adoc¢do de plantio direto
nas plantacdes de cana-de-acucar sdo estratégias que podem promover o
sequestro de carbono, no entanto, o manejo nao pode ser descuidado em
funcdo da labilidade do material incorporado. Esse tipo de sistema tende a
crescer no Brasil com resultados promissores para o setor.

Quantificagdo de nutrientes e contaminantes no solo
Nutrientes em solos

O desenvolvimento de métodos precisos e rapidos para medir os nu-
trientes do solo e da planta € importante para aumentar a produtividade
da agricultura, bem como reduzir os custos de producao. Para determinar a
concentracao de nutrientes no solo, a pratica comum para os agricultores
€ coletar amostras do solo de lavouras e transporta-los aos laboratorios de
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Figura7.Valoresdehumificagaodamatériaorganicadosolo(H ) obtidosporEspectroscopia
de Fluorescéncia Induzida por Laser (LIFS) em diferentes profundidades de solo e sistemas
de manejo: referéncia (amostragem anterior ao estabelecimento dos sistemas de manejo),
plantio convencional (PC) e plantio direto (PD). Valores médios para 3 repeticdes. Letras
maiusculas comparam indices de todas as profundidades para cada sistema de manejo e
letras minusculas comparam os indices referentes a mesma profundidade para todos os
sistemas de manejo. Valores médios sequidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente
(pelo teste de Tukey: p< 0,05).

Fonte: Segnini et al. (2013).

analise de solo especializados. Uma vez que os resultados estao disponiveis
(normalmente depois de uma ou duas semanas), os agricultores podem ajus-
tar a aplicacdo de adubo conforme a necessidade de cada regido. Técni-
cas convencionais para analises de solos sao demoradas e caras, e as varia-
veis que afetam o rendimento das culturas ndo podem ser modificadas e
otimizadas em tempo real.

Embora técnicas eletfromagnéticas, éticas, mecdanicas, acusticas e
eletroquimicas estejam atualmente disponiveis para a caracterizacao de so-
los, sao poucas as tecnologias que podem avaliar a concentracao de nu-
trientes em solos em tempo real. Muitos pesquisadores concordam sobre a
necessidade de novas tecnologias para determinar as propriedades do solo
on-the-fly, de acordo com os requisitos da agricultura de precisdo (AP). Tec-
nologias, tais como (LIBS), que obtém os resultados em tempo real poderiam
satisfazer as demandas analiticas da AP (DIAZ et al., 2012).

Em um Unico espectro LIBS é possivel obter informacdo qualitativa
acerca da composicdo da amostra. Entretanto, a andlise quantitativa exige
um modelo confidvel de calibracdo analitica. Métodos quimiométricos vém
sendo aplicados a diferentes métodos analiticos e a técnica LIBS tem sido
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cada vez mais associada a esses métodos, a fim de melhorar o seu desem-
penho analitico em relacdo a curva de calibracdo padréo (SIRVEN et al.,
2006). Técnicas quimiométricas, tais como: andlise de componentes princi-
pais (PCA), minimos quadrados parciais (PLS) e rede neural artificial (RNA)
tém sido aplicadas para extrair informacdo espectral em diferentes técnicas
analiticas (FERREIRA et al., 2008). Por exemplo, a ufilizacdo da RNA como uma
estrategia de calibracao para determinacao de Cu em amostras de solo, uti-
lizando um sistema LIBS portatil. Outro exemplo € o método Multilayer percep-
tron (MLP), um tipo de RNA que também pode ser utilizado como um modelo
de calibracdo para as determinacdes analiticas. O método MLP associado &
técnica LIBS foi aplicado com sucesso na estimativa de Ba, Co, Cu, Mn, Ni, V
e Zn em dois tipos de solos para estudos de sustentabilidade (FERREIRA et al.,
2011). Outras formas de andlise quantitativas sdo aplicadas em LIBS, como
0s métodos que empregam algoritmo calibration free (sem o uso de curvas
de calibracdo), proposto em (CIUCCI et al., 1999), tém sido aplicados para
reduzir os efeitos da matriz em solos.

Contaminantes em solos

O termo “tracos de elementos” € amplamente utilizado na literatu-
ra e existe um consenso geral em considerar como fraco de um elemento
a ocorréncia no ecossistema em concentracdes minimas (menos do que
0.1%) (SENESI et al., 2009). Muitas vezes, esse termo refere-se a elementos que
sA0 essenciais ou toxicos em pequenas quantidades para microrganismos,
organismos vegetais e animais, incluindo seres humanos. No caso dos conta-
minantes ou poluentes, a definicdo de traco de elemento é usada quando
suas concentracdes, apesar de pequenas, sAo superiores aos seus niveis na-
turais. Entre os tracos de contaminantes mais prejudiciais para o solo sao Cd,
Cr, Cu, Hg, Pb, Zn e vdrios outros.

O solo € unanimemente considerado como um dos reservatorios mais
importantes dos metais pesados liberados por atividades humanas. Analise
de metais pesados de solos naturais e poluidos € geralmente realizada por
meio da utilizacdo de espectroscopia de absorcdo atdbmica (AAS) ou espec-
troscopia de emissdo optica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)
em exiratos de solos adequadamente obtidos. Nos Ultimos anos, a técnica
emergente (LIBS) tem sido amplamente aplicada, com o aumento do suces-
SO para a analise qualitativa e quantitativa de um certo numero de metais
pesados em amostras de solo, com simplificacdo relevante das metodolo-
gias convencionais (SENESI et al., 2009). Porém, a técnica ainda requer mais
estudos antes ser aplicada para qualquer tipo de amostras de solo. Senesi et
al. (2009) mostraram que a presenca do teor de metais pesados, principal-
mente cromo, em solos e lamas de depuracdo pode ser medida de forma
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adequada pela técnica LIBS. Também foi demonstrada a linearidade existen-
te entre os sinais de LIBS normalizados e as concentracdes de diversos metais
pesados determinados por ICP.

Sirven et al. (2006) investigaram a concentracdo de cromo de um solo
usando uma andlise de redes neurais de espectros LIBS. O potencial de redes
neurais para a classificacdo qualitativa de trés solos diferentes foi investigada
e comparada com PCA. As redes neurais mostram-se ser mais eficazes com
uma taxa de identificacdo correta de 100%.

Avaliacdo de fertilizantes

O uso de fertilizantes na agricultura tem crescido substancialmente nos
dltimos anos. O principal motivo € a necessidade de aumento na produtivi-
dade agricola para acompanhar o crescimento populacional. Os fertilizantes
podem ser de origem orgdnica ou inorgdnica e sdo responsdveis por repor os
principais nutrientes necessdrios a planta, como o nitrogénio (N), o fésforo (P)
e o potdssio (K). A maior parte do fertilizante produzido vem de recursos ndo
renovaveis e sua aplicacdo de forma otimizada € muito importante. Para isso,
€ muito importante o desenvolvimento de técnicas que informem a quanti-
dade de nutrientes nos fertilizantes.

Uma das técnicas que sdo utilizadas para tal finalidade é a espectros-
copia de emissdo dptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES). O
processo se dd por meio de um plasma de argdnio d temperatura de aproxi-
madamente 7.000 K. A amostra de fertilizante € entdo lancada no interior do
plasma em forma de neblina e, ao entrar em contato direto com o plasma,
ocorrem as emissdes de luz com comprimentos de onda caracteristicos dos
atomos presentes no material. Analisando a luz que € emitida, conseguimos
precisar quais elementos e em que quantidade estao presentes no material.
Apesar dessa técnica apresentar um resultado confidvel, néo € uma medida
agil e barata, pois a amostra passa por um processo de digestao em acido
e em forno micro-ondas, demorando algumas horas e gerando residuos que
nao sao de simples descarte.

Outra técnica que vem sendo bastante empregada € o LIBS, acréni-
mo para laser induced breakdown spectroscopy. A Embrapa Instrumenta-
caotem dado grande atencao ao potencial dessa tecnica com a obtencao
de um LIBS comercial e a montagem de um LIBS duplo pulso, que aumenta
em até uma ordem de grandeza a sensibilidade da medida.

Em um frabalho recente, desenvolvido em 2012 por pesquisadores
da Ardbia Saudita (FAROOQ et al., 2012), foi feito um estudo especifico utili-
zando LIBS em fertilizantes. Com apenas alguns tiros de laser, foram capazes
de detectar as abunddancias relativas de mais de quinze elementos quimi-
cos presentes em um determinado fipo de fertilizante (DAP — Diammonium
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phosphate). Isso foi feito por meio da andlise de varias linhas de emissdo para
os varios elementos presentes nos fertilizantes. Ponderando a intensidade de
cada linha medida em relacdo aos cdlculos da mecdnica qudntica que in-
dicam a intensidade prevista para cada transicao, € possivel descobrir um
valor que serd proporcional a sua concentracdo relativa no fertilizante. Assim,
por exemplo, & possivel descobrir que a concenfracdo de fosforo em uma
determinada amostra € duas vezes mais alta que a de manganés, apendas
dividindo os valores obtidos para duas linhas de transicao correspondentes a
cada elemento. Se fizermos a razdo para todos os elementos e assumirmos
que a soma da concenfracdo desses elementos € 100%, € possivel descobrir
a distribuicdo completa dos elementos no fertilizante com apenas alguns tiros
de laser. Esse € um resultado muito importante para a andlise de fertilizantes,
contudo esse tipo de andlise se restringe a amostras ndo muito complexas,
Ou seja, com poucos elementos quimicos presentes. Para analises no Brasil,
hd grande interesse em se trabalhar com fertilizantes orgénicos também, que
apresentam maior complexidade na sua composicdo, necessitando de uma
abordagem diferenciada.

Com o intuito de incluir fertilizantes orgdnicos e organominerais nas
quantificacdes elementares, a Embrapa tem se dedicado com afinco nas
pesquisas em LIBS. Nosso objetivo é utilizar uma abordagem diferenciada ao
analisar o espectro fornecido pelo LIBS de forma a incluir tanto amostras mais
complexas como as simples nas andlises, englobando todo o tipo de fertilizante
existente. Com uma abordagem mais robusta, o foco do estudo se baseia na
andlise dos macronutrientes para a planta, que sdo N (nitrogénio), P (fésforo)
e K (potdssio). Nesse processo, os fertilizantes sdo triturados, peneirados e pren-
sados formando pastilhas antes de serem submetidos ao LIBS. Apds pastiihado,
o fertilizante € inserido em uma cdmara protegida na qual ocorrem os disparos
do laser e a aquisicdo do espectro. Em seguida sdo selecionadas as regidoes do
espectro onde estdo as linhas dos elementos para efetuar a andlise. A Figura 8
mostra a regido para os trés macronutrientes em questdo (N, P, K).
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A linha de emissdo, como dito anteriormente, é proporcional a con-
centracao do elemento na amostra. Com analises que envolvem a normali-
zacao e a correcao dos espectros para a obtencao da area de cada linha,
€ possivel correlacionar o valor da area com a concentracao do elemento
no fertilizante, que € obtida por meio de uma técnica padrdo (geralmente o
ICP) e assim montar uma curva de calibracdo. Uma vez determinada a cur-
va de calibracao, a concentracao dos elementos € medida diretamente no
LIBS de maneira rapida e barata, sem a necessidade de preparo complexo
das amostras. Assim, por meio dessa correcao das linhas, consegue-se elimi-
nar a influéncia da complexidade da amostra e medir a concentracdo dos
elementos para fertilizantes orgdnicos, organominerais € minerais. O proximo
objetivo € utilizar essas técnicas de analise para montar um equipamento
portatil que execute tais medidas em solo in situ e forneca ao produtor rural
a medida dos principais componentes dos ferfilizantes e possibilite fambém o
mapeamento da propriedade rural, identificando as deficiéncias e permifin-
do o uso consciente do fertilizante, aumentando a produtividade.

Diagndstico de estresses bidticos e abidticos em plantas

Atualmente, devido as doencas causadas por bactérias e virus, as al-
ternativas dos produtores sdo as inspecdes das dreas agricolas, eliminacdo de
plantas contaminadas e pulverizacdes para controle de vetores. Todas essas
medidas acarretam aumento no custo de producdo. Dessa forma, torna-se
necessario o desenvolvimento de metodos de diagnostico precoce de doen-
cas, valendo-se de técnicas que permitam respostas rapidas e de baixo cus-
to, visando o monitoramento e o controle da infestacdo. Quando uma planta
estd doente, as propriedades fisicas e quimicas de suas folhas sdo alteradas.
Essas alteracdes podem ser monitoradas por técnicas fotdbnicas aplicadas em
6rgdios da planta (CHAERLE et al., 2003; LICHTENTHALER; MIEHE, 1997).

As plantas sdo constituidas por importantes fluoréforos, como os pig-
mentos fotossintéticos, clorofila, carotenoides e outros metabdlitos secundd-
rios, como cafeina e flavonoides. Ao excitar uma folha com luz ultravioleta ou
azul, ela emitird uma fluorescéncia alargada com um maximo em 450 nm e
um pico em 530 nm, além dos dois picos caracteristicos da emissdo da clo-
rofila em 680 nm e 740 nm (KIM et al., 2003; LICHTENTHALER; MIEHE, 1997). O
estudo da fluorescéncia emitida por uma folha traz informacdes valiosas a
respeito da distribuicdo e irregularidades da atividade fotossintética da folha,
aléem de ser capaz de monitorar a captacao de herbicidas pela planta ou
simplesmente como um indicador de estresses bioticos e abidticos das plantas
(CHAERLE et al., 2003).

H& 10 anos, o Laboratério de Optica e Fotdnica da Embrapa Instru-
mentacdo vem festando com sucesso algumas técnicas foténicas para
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diagnosticaralgumas doencas dos citros, como CVC, HLB e cancro (CARDINA-
Llet al., 2012a; PEREIRA et al., 2010, 2011a, 201 1b). Essa cultura foi escolhida por
ser alvo constante de pragas e doencas capazes de causar danos irreversiveis
ao setor. Entretanto, essas técnicas também estdo sendo expandidas para
outras culturas, como soja (BEBEACHIBULI et al., 2013), feijdo, mamao, canao-
-de-acucar e algodao.

Atualmente, o diagndstico mais confiavel para o Citrus Greening € a
analise de PCR (Polymerase Chain Reaction). Nesse método o diagndstico
da doenca é feito baseado na andlise molecular das folhas de plantas sus-
peitas em busca do DNA (acido desoxirribonucleico) da bactéria causadora
do Citrus Greening (Candidatus Liberibacter ssp). Entretanto, a deteccdo do
DNA da bactéria por PCR convencional sé é possivel em folhas sintomdaticas.
Para o diagndstico em folhas assintomdticas (sem sinais visiveis da doenca),
existe uma variacdo mais sensivel da técnica, chamada PCR de tempo real,
cuja sensibilidade é pelo menos 2.000 vezes maior comparada a técnica
convencional, e consegue diagnosticar a doenca dois meses antes de 0s
sinfomas aparecerem (TEIXEIRA et al., 2008).

As principais técnicas foténicas utilizadas no laboratério de Optica e
Fotbnica da Embrapa Instrumentacdo para determinar estresse bidtico em
plantas foram: Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser (LIFS),
Imagens de Fluorescéncia (LIFl), Espectroscopia de emissdo dptica com plas-
ma induzido por laser (LIBS) e por Espectroscopia de absorcdo infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR).

Para a avaliagcdo do potencial de cada técnica fotdnica, as medidas
foram realizadas com trés classes de folhas: sauddveis (controle), doentes
sinftomdticas e doentes assinftomaticas. Os espectros de cada classe foram
armazenados em um banco de dados e por meio de mineracao de dados
e modelos de classificacdo os dados foram avaliados para diferenciar as trés
classes. Para a validacdo, outro conjunto de amostras foi utilizado para testar
0 modelo.

O principio do LIFS estd fundamentado em avaliar a emisséo de fluo-
rescéncia de folhas de citros (parte representativa da planta para estudo de
metabolismo) como indicativo da condicdo da planta (saudavel ou conta-
minada) (CARDINALI, 2012). O método permite diagnosticar precocemente a
doenca de forma rapida e viavel em larga escala. Resultados dessa técnica
apontam taxa de acerto em torno de 83% na capacidade de diferenciacdo
entre as doencas CVC e HLB e 93% de diferenciar entre uma planta doente HLB
e uma saudavel.

A técnica de imagem de fluorescéncia foi testada em folhas de citrus
sauddveis, doentes sem sinfoma e doentes com sinfoma de HLB. A técnica foi
muito promissora em diferenciar folhas sauddaveis, com e sem sinfoma de HLB
(PEREIRA et al., 2011a, 2011b). A Figura 9 apresenta um exemplo de imagem
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de fluorescéncia obtida com o sistema experimental LIFl. Por meio da and-
lise de 10 descritores de cores, R, G, B, H, S, V, Rr, rG, rB e L das imagens de
fluorescéncia, foi calculado o valor-t pelo teste-t de Student. As informacdes
obtidas a partir dos valores médios para o descritor verde, G, forneceram
variacoes suficientes para determinar a condicdo da planta. Com a técnica
foi possivel diagnosticar plantas doentes apds o primeiro més de inoculacdo.

Em outro trabalho foi utilizada a Espectroscopia de absorcdo infraver-
melho com transformada de Fourier (FTIR) e um classificador PLS para diag-
nosticar duas doencas: Huanglongbing (HLB) e Citrus Variegates Chlorosis
(CVC) em folhas in natura (CARDINALI et al., 2012; CARDINALI, 2012). A com-
binacdo FTIR e PLS permitiu identificar cada uma das classes com um acerto
de 94%, diferenciando folhas sauddaveis de HLB-assinfomdaticas com uma taxa
de acerto superior a 95%.

Por meio da investigacdo de alteracdes nutricionais do citros usando
o LIBS, € possivel nGo apenas diagnosticar, mas também diferenciar doencas
de déficits nutricionais, como ocorre entre os sinfomas do HLB e os de déficit
nutricional por Zn (PEREIRA et al., 2010). Utilizando o sistema LIBS de bancada,
foram investigados os constituintes inorgdnicos de folhas de cifros saudaveis
e doentes inoculadas com HLB. A novidade do método proposto € que a
composicdo inorgdnica obtida com o LIBS torna-se uma impressdo digital das
folhas sauddveis e doentes. Utilizando ferramentas de quimiometria, foi possi-
vel construir um modelo de calibracdo capaz de diagnosticar efetivamente
90% das amostras com nivel de significGncia de 95%.

Folha Doente Folha Sem Sintoma Folha Saudavel

Figura 9. Imagens de fluorescéncia obtidas com o sistema experimental LIFI.
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Sistemas aqudticos

A producdo de pescados cresce em importdncia no cendrio inter-
nacional por ser a fonte de proteina animal que mais cresce em consumo
no mundo. Estudos da FAO indicam que o consumo mundial de pescados
cresceu 13% entre 2004 e 2009, e as estimativas dos Estados Unidos — 2012,
indicam que a demanda global por esses produtos ird aumentar 70% em 30
anos. O aumento de renda e a demanda por proteinas vem assegurando o
crescimento do consumo mundial de pescados. Estimativas do Ministério da
Pesca e Aquicultura (MPA) e da Organizacdo Mundial de Alimentos (FAO,
2012), citadas por Sidonio et al. (2012), indicam que a capacidade de produ-
cdo do Brasil poderd atingir até 20 milhdes de toneladas por possuir grande
potencial produtivo para a aquicultura, considerando a sua extensdo cos-
teira e dimensdo territorial. O Brasil dispde de 13% da dgua doce do plane-
ta, incluindo dreas alagadas artificialmente pela construcdo de barragens
de hidroelétricas que possibilitam a producado em tanques-rede em aguas
da Uni&o, bem como dreas para producdo de viveiros escavados (ITUASSU,
2013; SIDONIO et al., 2012).

A criacdo de peixes surge como uma opc¢do de diversificacdo para
o produtor rural. No Brasil, a maior parte das atividades relacionadas com
piscicultura ocorre em propriedades rurais comuns e, na grande maioria, em
fazendas dotadas de acudes e represas (ITUASSU, 2013). Além dos viveiros de
rede dos acudes, os viveiros escavados vém ganhando destaque. Com seis
meses O produtor ja comeca a ter sua primeira producao e a rentabilidade
gira em torno de 30%, j& que ndo requer muita mdo de obra.

Segundo o autor Daniel Rabello ltuassu (2013), um dos requisitos fun-
damentais para garantir a sobrevivéncia, o desenvolvimento dos peixes e a
boa qualidade da proteina que serd consumida € certificar a qualidade da
dgua, assegurando que diferentes parémetros de qualidade de dgua, como
pH, transparéncia, oxigénio dissolvido, quantidade regulada de Ca*?e Mg*?,
amodnia, nitrito, estejam dentro dos limites recomendados.

O uso crescente de fertilizantes na agricultura pode causar um en-
riguecimento artificial nos ecossistemas aqudticos por aporte de nutrientes,
como nifrogénio e fosforo. Essa eutrofizacdo propicia a proliferacdo excessi-
va de algas e cianobactérias potencialmente toxicas nos corpos hidricos usa-
dos nos viveiros e leva a mudancas em todos os niveis troficos do ecossistema.
As cianobactérias, por exemplo, s&o microrganismos procariontes e fotossin-
tetizantes (com fotosistema | e fotosistema Il) e frequentemente encontradas
sobre o ambiente aqudtico eutrofizado com coloracdo verde azulada. Elas
oferecem sérios riscos a saude do viveiro, uma vez que sdo hidrossoluveis, e
passam pelo sistema de tratamento convencional. Elas, inclusive, sao resisten-
tes a fervura (LONDE et al., 2005; OGASHAWARA et al., 2013).
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O transporte de elementos quimicos dos pesticidas das areas culti-
vadas ate rios e lagos pela agua da chuva culmina no processo de conta-
minacao das aguas, uma vez que pesticidas possuem metais pesados que
causam efeitos ecotoxicoldgicos cumulativos ao longo da cadeia alimentar.
Esses contaminantes possuem a particularidade de adsorver as particulas
mais finas do solo, e os efeitos desses agentes ao longo do tempo represen-
tam um grande risco para a saude publica, sendo necessarios 0 monitora-
mento e a vigildncia desses produtos em aguas (JAVARONI et al., 1999).

Deste modo, € de suma importéncia a realizacdo de monitoramen-
to e estudos ambientais (FERREIRA et al., 2009; FERREIRA et al., 2011; MILORI
et al., 2011; PEREIRA et al., 2010), que podem ser feitos por meio do diag-
nostico 6ptico, pelo uso de sistemas de imagem de fluorescéncia (BARBO-
SA, 2003; PEREIRA et al., 2011a, 2011b) e pela técnica LIBS. As imagens de
fluorescéncia permitem, em tempo real, entender a dindmica dos orga-
nismos fotossintéticos, como fitopléncton e cianobactérias em ambientes
de dgua doce, enquanto que a técnica LIBS permite andlise elementar de
amostras de agua e sedimentos para determinacao de contaminantes.
Ambas as técnicas sao rapidas e ambientalmente limpas, pois nao reque-
rem o uso de reagentes para o preparo de amostras e apresentam gran-
de potencial para aplicacao em campo. Particularmente para o Brasil, €
muito importante iniciativas de pesquisas associadas ao desenvolvimento
de sensores e sondas para monitoramento de sistemas aquaticos, que te-
nham foco nos contaminantes oriundos das atividades agricolas do pais.

4. Consideracgoes finais

As técnicas Opticas e fotdnicas possuem um potencial enorme para o
desenvolvimento de instrumentacdo para campo. Os tfrabalhos cientificos de
desenvolvimento de métodos, as provas de conceito das aplicacdes na agri-
cultura e monitoramento ambiental podem ser encontrados em numero cres-
cente, tanto na literatura internacional como em bancos de dados de paten-
tes. Atualmente, o maior desafio para o Brasil nessa drea é promover a criagcdo
de empresas e recursos humanos que atuem no desenvolvimento de produtos
foténicos para as aplicacdes agroambientais, para que se possa fechar o ciclo
da inovacao. Somente quando esses desenvolvimentos ganharem os merca-
dos e 0os campos € que se podera avaliar os impactos dessas pesquisas cien-
tificas. Conceitualmente, a racionalizacdo da aplicacdo de insumos, o diag-
nostico precoce de doencas e o monitoramento ambiental € um beneficio
econdmico e ambiental, mas como serd o futuro com sensores embarcados
que efetivamente permitam essas andlises rapidase Somente a pratica vai res-
ponder. SGo os produtores que irdo definir quais tecnologias realmente podem
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fazer a diferenca no setor produtivo. Mas para isso, elas precisam ser testadas. O
Brasil precisa valorizar o trabalho realizado em suas universidades e institutos de
pesquisa que frabalham com as demandas locais, pois serdo essas inovacoes
que poderdo fazer a diferenca competitiva no cendrio econdmico mundial.
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