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RESUMO

ANALISE FOLIAR DE PLANTAS POR ESPECTROMETRIA DE
EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUZIDO POR LASER (LIBS) E COM
PLASMA ACOPLADO INDUTIVAMENTE APOS ABLACAO COM LASER
(LA-ICP OES). Foi demonstrado que a espectrometria de emissdo 6ptica com
plasma induzido por laser (LIBS) pode ser utilizada como um método
alternativo para a determinacdo de macro (P, K, Ca e Mg) e micronutrientes (B,
Fe, Cu, Mn e Zn) em pastilhas de materiais vegetais. Entretanto, é necessario
obter informacdes sobre o preparo das amostras para as analises por LIBS. Neste
trabalho, foram avaliados procedimentos de cominui¢cdo de folhas de plantas
utilizando moagem criogénica ou moagem com bolas. Os tamanhos das
particulas obtidos foram associados com algumas propriedades quimicas das
amostras como teores de fibras, celulose e lignina, bem como a densidade e
porosidade das pastilhas. As pastilhas foram analisadas em 30 diferentes pontos
de amostragem (crateras) aplicando-se 25 pulsos de laser acumulados por cratera
(Nd:YAG@1064 nm, 5 ns, 10 Hz, 25 J cm™). A emissdo do plasma, coletada
por lentes, foi direcionada através de uma fibra Optica para um espectrébmetro
Echelle de alta resolucdo equipado com detector ICCD. Os tempos de atraso e
integracdo foram estabelecidos em 2,0 e 4,5 us, respectivamente. Os
experimentos realizados em pastilhas de folhas de cana-de-acUcar, citros laranja
e soja mostraram um efeito bastante significativo das condi¢cGes do tempo de
moagem para cada tipo de espécie de planta. Utilizando-se a moagem com bolas
com recipientes de agata, 20 min de moagem para folhas de citros e soja e, 60
min de moagem para folhas de cana-de-agucar, permitiram obter distribui¢do do
tamanho das particulas inferior a 75 pm. A moagem criogénica permitiu obter
semelhante distribuicdo do tamanho das particulas apés 10 min em folhas de
citros, 20 min em folhas de soja e 30 min em folhas de cana-de-acucar.

Observou-se melhora de até 50 % nas intensidades dos sinais de emissdo para a
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maioria dos elementos quando a distribuicdo do tamanho das particulas foi
melhorada e, consequentemente, a porosidade das pastilhas. Entretanto, a
calibracdo é, ainda, um dos principais desafios em andlise direta de solidos. Isto
é particularmente verdadeiro para LIBS, bem como para a espectrometria de
emissdo optica com plasma acoplado indutivamente apds ablacdo com laser
(LA-ICP OES) e espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente
apos ablacdo com laser (LA-ICP-MS), quando a calibracéo é depende da matriz
e / ou materiais de referéncia certificados ndo séo disponiveis. Dessa forma, foi
desenvolvida uma nova estratégia de calibracdo para a analise de pastilhas de
materiais vegetais por LIBS, baseando-se na compatibilidade da matriz.
Amostras de folhas de cana-de-agucar cominuidas foram submetidas a um
procedimento de extragdo acida visando obter um branco desse material vegetal,
ou obter um material contendo baixas concentrages dos analitos. O material
extraido resultante foi entdo, usado com branco ou como padrdo contendo baixa
concentracdo de analitos e, também foi misturado e homogeneizado com o
material original em diferentes proporgdes. As pastilhas correspondentes foram
analisadas em 30 diferentes pontos de amostragem (crateras) aplicando-se 25
pulsos de laser acumulados por cratera (Nd:YAG@1064 nm, 5 ns, 10 Hz,
25 J cm™). A emissdo do plasma, coletada por lentes, foi direcionada através de
uma fibra Optica para um espectrometro Echelle de alta resolucdo equipado com
detector ICCD. Os tempos de atraso e integragdo foram estabelecidos em 2,0 e
5,0 us, respectivamente. A estratégia de calibracdo foi investigada para a
determinacdo de Ca, P, K, Mg, Cu, Mn e Zn por LIBS em pastilhas de 17
variedades de cana-de-acucar e boa correlagdo foi obtida com os resultados de
ICP OES nos correspondentes digeridos acidos. Com esta nova proposta foi
possivel estimar os limites de detecgdo utilizando as medidas do branco, de
acordo com as recomendagdes da IUPAC, ou usando baixas concentraces do

padrdo. Em um ultimo estudo, a utilidade de LA-ICP OES para a determinacéo
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de macro (Ca, K, P, e Mg) e micronutrientes (B, Mn, Fe e Zn) em folhas de
plantas foi reportada pela primeira vez. Folhas de cana-de-agucar, citros laranja
e soja foram previamente moidas em moinho com facas e posteriormente
cominuidas em moinho vibratorio com bolas com tempos variando de 5 a 120
min para investigar o efeito dos tamanhos de particulas nas intensidades dos
sinais de emissdo de LA-ICP OES. As amostras foram pressionadas na forma de
pastilhas por 5 min, aplicando-se 0,3 ton cm™ e abladas em 10 replicatas
aplicando-se 500 pulsos do laser por replicata. Utilizou-se um sistema de
ablagdo com laser comercial composto por um laser de Nd:YAG a 266 nm
(pulsos de 6 ns, 10 Hz). Todos os experimentos foram realizados com 9 J cm™
(3,0 mJ/pulso e diametro de focalizacdo de 200 pm). Escandio foi avaliado
como padréo interno. Em geral, ndo foram observadas diferencas significativas
nos sinais de emissdo quando as pastilhas foram preparadas apés 5 min de
cominuicdo. Em pastilhas preparadas a partir de materiais cominuidos com
piores distribuicdes de tamanho das particulas, como em folhas de cana-de-
acucar, o uso de Sc como padréo interno mostrou-se apropriado para corrigir as
diferengas nas intensidades de emisséo causadas por diferengas entre as massas
abladas nas diferentes pastilnas dos materiais analisados. A estratégia de
calibracdo foi baseada no uso de diferentes materiais de referéncia certificado.
Os limites de deteccdo obtidos foram ~ 14 mg kg* Ca, 94 mg kg* K,
5,0 mg kg™ Mg, 10 mg kg™ P, 0,2 mg kg™ B, 0,8 mg kg™ Fe, 2,0 mg kg™ Mn e
0,1 mg kg™ Zn.
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ABSTRACT

FOLIAR ANALYSIS OF PLANTS BY LASER INDUCED
BREAKDOWN SPECTROSCOPY (LIBS) AND LASER ABLATION
INDUCTIVELY COUPLED PLASMA OPTICAL EMISSION
SPECTROMETRY (LA-ICP OES). It has been demonstrated that laser induced
breakdown spectrometry (LIBS) can be used as an alternative method for the
determination of macro (P, K, Ca, Mg) and micronutrients (B, Fe, Cu, Mn, Zn)
in pellets of plant materials. However, information is required regarding the
sample preparation for plant analysis by LIBS. In this work, methods involving
cryogenic grinding and planetary ball milling were evaluated for leaves
comminution before pellets preparation. The particle sizes were associated to
chemical sample properties such as fiber and cellulose contents, as well as to
pellets porosity and density. The pellets were ablated at 30 different sites by
applying 25 laser pulses per site (Nd:YAG@1064 nm, 5 ns, 10 Hz, 25 J cm™).
The plasma emission collected by lenses was directed through an optical fiber
towards a high resolution Echelle spectrometer equipped with an ICCD. Delay
time and integration time gate were fixed at 2.0 and 4.5 ps, respectively.
Experiments carried out with pellets of sugarcane, orange tree and soy leaves
showed a significant effect of the plant species for choosing the most
appropriate grinding conditions. By using ball milling with agate materials, 20
min grinding for orange tree and soy, and 60 min for sugarcane leaves led to
particle size distributions generally lower than 75 pum. Cryogenic grinding
yielded similar particle size distributions after 10 min for orange tree, 20 min for
soy and 30 min for sugarcane leaves. There was up to 50% emission signal
enhancement on LIBS measurements for most elements by improving particle
size distribution and consequently the pellet porosity. Calibration is still a
challenging task when dealing with the direct analysis of solids. This is

particularly true for LIBS, and laser ablation inductively coupled plasma optical
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emission spectrometry (LA-ICP OES) / mass spectrometry (LA-ICP-MS), when
the calibrations are matrix-dependent and/or appropriate certified reference
materials are generally not available. Looking at the analysis of plant materials
in the form of pressed pellets by LIBS, a new method to overcome and/or
minimize this difficulty is proposed by keeping the matrix constant in order to
produce matrix-matched calibration pellets. To achieve this goal and to test this
novel approach, ground sugar cane leaves were chosen and submitted to acid
extractions for obtaining the corresponding blank or a material containing very
low concentrations of the analytes. The resulting dried solid material was used
either as a blank or a low concentration standard, and also homogeneously
mixed with the original plant material at appropriate ratios as well. The
corresponding pellets were used as calibration standards and ablated at 30
different sites by applying 25 laser pulses per site with a Q-switched Nd:YAG at
1064 nm. The plasma emission collected by lenses was directed through an
optical fiber towards a spectrometer equipped with Echelle optics and intensified
charge-coupled device. Delay time and integration time gate were fixed at 2.0
and 5.0 pus, respectively. This calibration strategy was tested for the
determination of Ca, Mg, K, P, Cu, Mn, and Zn by LIBS in pellets of 17
varieties of sugar cane leaves and good correlations were obtained with
inductively coupled plasma optical emission spectrometry results in the
corresponding acid digests. The proposed approach was also useful to estimate
the limits of detection based on measurements of blanks, as recommended by
IUPAC, or with the aid of a low concentration standard. The utility of LA-ICP
OES for the determination of macro- (Ca, K, P and Mg) and micronutrients (B,
Mn, Fe and Zn) in plant materials is reported, for the first time. Plant leaves of
orange citrus, soy and sugar cane were ground in a cutting mill and further
homogenized using a high-speed ball mill for between 5 to 120 min to

investigate the effect of particle size diameter on the element signal emission
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intensities for the analytical method. The samples were pressed into pellets for 5
min at 0.3 ton cm™ and ablated as 10 replicates by applying 500 laser pulses per
replicate. Although particle size did decrease as total mill time increased, the
difference in distribution did not have a significant statistical influence on the
results. The best sensitivity and precision were observed by using a fluence of
9.0 J cm™ for the LA-ICP OES at 10 Hz. The calibration strategy was based on
the use of different certified reference materials prior to pelletizing and to create
calibration curves, while Sc was generally used as an internal standard in the
matrix to account for any differences in laser-material interactions. Typical
precision and accuracy values were determined to be <6% and 8%. Limits of
detection were determined to be ~ 14 mg kg™ Ca, 94 mg kg™ K, 5.0 mg kg™ Mg,
10 mg kg™ P, 0.2 mg kg™ B, 0.8 mg kg™ Fe, 2.0 mg kg™ Mn and 0.1 mg kg™ Zn,
resulting in a method that is fit for the purpose of the analysis of macro- and

micro nutrients in plant material.
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1 - Introducéo

A evolugéo de técnicas instrumentais como a espectrometria de absorgéo
atdbmica com forno de grafite (GFAAS), a espectrometria de absor¢do atbmica
com chama (FAAS), a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) tem permitido a determinacdo quantitativa de
elementos quimicos com éxito, seja pela simplicidade e baixo custo envolvidos
(e.g. FAAS), por possibilitar determinacGes simultaneas (e.g. ICP OES e ICP-
MS), por permitir acoplamentos com técnicas de separacdo empregando
sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA), ou especiacdo quimica
(cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)), sistemas de ablacdo com laser
(LA) e atomizacdo eletrotérmica (ETV), além de cobrir ampla faixa de
concentracéo e limites de deteccéo da ordem de mg L™ a pg L™. Esses avancos
contribuiram para a caracterizacdo, desenvolvimento e aplicacdo desses
materiais nas areas da agricultura, meio ambiente, quimica, medicina etc. Nessas
técnicas, os analitos sdo introduzidos na forma de solucbes aquosas e, embora
seja possivel a determinacdo de varios elementos, a etapa de conversdo da
amostra solida em solugdo pode ser morosa dependendo da complexidade da
matriz, do elemento de interesse e sua concentracdo, da precisdo e da exatidao

requeridas.

O tratamento da amostra, o qual precede a determinacdo dos analitos é a
etapa que geralmente demanda o maior tempo da andlise, e.g. >60%, sendo
responsavel pelas maiores fontes de erros associados as medidas analiticas *.
Geralmente, esta etapa pode ser realizada por simples dilui¢cdo, ou através do
aquecimento para solubilizacdo parcial ou total da amostra. Entretanto, a maioria

dos procedimentos requer, aléem da adicdo de reagentes a amostra, aplicar



energia suficiente para romper as ligacGes e as estruturas cristalinas dos solidos.
Dois procedimentos basicos sdo normalmente usados: decomposi¢do por via

seca ou Umida 2

, porém, os métodos para a decomposicdo de materiais
bioldgicos que usam a radiacdo micro-ondas em frascos fechados na presenca de
4cido nitrico e peroxido de hidrogénio tém se tornado referéncia *. Esse é um
importante avango em analises de rotina, uma vez que a rapida evolugédo da
instrumentacdo caminha paralela ao desenvolvimento de estratégias simples e
direta para o preparo da amostra °. No entanto, dependendo da complexidade da
matriz o tempo de preparo da amostra pode variar de poucos minutos até 48 h ou

mais.

Neste contexto, a possibilidade de analisar diretamente as amostras
solidas com o minimo ou nenhum tratamento prévio da amostra deve ser vista
como uma atraente alternativa. A analise in situ seria ideal, pois permitiria a
determinacdo dos elementos diretamente no local de amostragem, reduzindo o
numero de etapas da sequéncia analitica. Algumas técnicas permitem realizar
este tipo de anélise *, porém sdo poucos os equipamentos com desempenho
apropriado que podem ser miniaturizados e levados ao campo para a

determinacdo dos analitos em diferentes tipos de amostras.

Nos ultimos anos, a analise direta de amostras solidas por espectrometria
de emissdo Optica com plasma induzido por laser (LIBS) vem se mostrando
como um método alternativo e complementar aos ja consolidados de
espectrometria atbmica, como FAAS e ICP OES, por exemplo. Um dos grandes
atrativos na utilizacdo de LIBS esta relacionado ao avango tecnologico da
inddstria de componentes oOpticos e eletrbnicos, o que possibilitou o
desenvolvimento e miniaturizacdo de diferentes tipos de laser, surgindo a

possibilidade e desafio da aplicacdo em anéalises direta e em in situ.

O Grupo de Pesquisa de Espectrometria Atbmica do Centro de Energia

Nuclear na Agricultura (CENA) tem se dedicado a aplicacdo de LIBS para
2



analise em pastilhas de tecidos vegetais visando a determinacdo de macro (P, K,
Ca e Mg) e micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn) >*3. Varios estudos estdo em
andamento com objetivo de viabilizar a aplicacdo de LIBS em andlises in situ.

Nesta tese, diferentes estudos focando a aplicagédo de LIBS e LA-ICP
OES para a analise de folhas de cana-de-agucar, citros e soja foram realizados.
O efeito do tamanho das particulas que compdem as pastilhas dos materiais
vegetais nas intensidades dos sinais de emissao de P, K, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn
e Zn foi investigado por LIBS e LA-ICP OES. Outra proposta baseou-se no
preparo de padrdes de calibracdo obtidos a partir de procedimentos de extracao
com &cido diluido. Misturas apropriadas entre o material vegetal original e o
material extraido foram preparadas e as pastilhas foram analisadas por LIBS.
Dessa forma, espera-se que estes estudos possam auxiliar na compreensdo de
alguns parametros que influenciam nas analises por LIBS ou LA-ICP OES e
para que essas técnicas possam ser amplamente aplicadas em analises diretas de

plantas.



2 - Revisao bibliografica

2.1 - Importéncia das culturas de cana-de-acucar, citros e soja

2.1.1 - Cana-de-acucar

A cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L) foi introduzida no Brasil no
periodo colonial e se constitui em uma das culturas mais importantes para a
economia brasileira. O Brasil € o maior produtor dessa cultura, ocupando uma
posicéo de destaque, juntamente com a india, Estados Unidos, Tailandia, China
e México. Na safra 2011/12 a area plantada no Brasil foi de 8,5 milhGes de
hectares. Estima-se que em 2022 esta area ocupe 10,5 milhdes ha. O Estado de
S&o Paulo destaca-se como maior produtor nacional com 4,4 milhdes ha (52 %),
seguido por Minas Gerais com 769 mil ha (9 %), Goias com 732 mil ha (8 %),
Parana com 614 mil ha (7 %), Mato Grosso do Sul com 541 mil ha (6 %),
Alagoas com 458 mil ha (5 %) e Pernambuco com 298 mil ha (3 %). A
produtividade média brasileira para a safra 2012/2013 estd estimada em
70,3 ton/ha, 3 % maior do que na safra 2011/12 (68 ton/ha) **. Na safra 2011/12,
foram moidas 571 milhdes de toneladas de cana-de-aglcar e a previsdo para a
safra de 2012/13 € que sejam moidas cerca de 600 milhdes ton. Em 2022 espera-
se gque sejam moidas 969 milhdes ton. A Figura 1 mostra a area de cultivo de

cana-de-acUcar na safra 2010/11 e os principais estados produtores ™.
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FIGURA 1 - Areas de cultivo de plantagdes de cana-de-aglicar e os estados

produtores na safra de 2010/11. Imagens adaptadas de Adami et al. *°.

O Pais domina o ciclo completo da producéo de etanol, desde a lavoura de
alta produtividade, até a instalacdo dos equipamentos para as destilarias que
geram esse biocombustivel a partir da fermentacdo do caldo extraido da cana-
de-acucar. O etanol também conta com projecGes otimistas para 0s proximos
anos. A producdo estimada para 2019 é de 58,8 bilhdes de litros e 0 consumo
interno esta projetado em 50 bilhdes de litros e as exportacdes em 8,8 bilhdes *°.
Atualmente, o setor sucroalcooleiro brasileiro possui 437 unidades produtoras
(usinas), sendo 168 produtoras de etanol, 16 de acucar e 253 de acgucar e

etanol 4,



2.1.2 - Citros

As laranjas, os limdes, as tangerinas, as limas e os pomelos sdo do género
botanico Citrus e da familia Rutaceae *. Em 2009, as exportacBes de citros

somaram 3,0 milhdes de toneladas, sendo um terco de suco concentrado .

A citricultura é uma das mais destacadas agroindustria brasileira, sendo
responsavel por 60% da producdo mundial de suco de laranja (Citrus sinensis
L). O Brasil é também o maior exportador do produto. Produzimos a metade do
suco de laranja do planeta cujas exportacGes trazem mais de US$ 2,5 bilhdes por
ano ao pais *°. Em todo o Brasil sd0 mais de 3.000 municipios onde a cultura

esta presente 2.

Nos ultimos anos, o crescimento da area plantada de citros no mundo foi
de aproximadamente 17%, chegando a cerca de 7,6 milhdes de hectares em todo
o mundo (Figura 2). A area de citros é a segunda maior em relacdo as outras
frutas, perdendo apenas para a producdo de banana (10,2 milhdes de ha). Entre
0s produtos citricos, a area de laranja representa 55%, 0 que consolida essa

cultura como a principal na citricultura *.
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FIGURA 2 - Crescimento da area de citros no mundo (milhdes de ha) no
periodo de 1978/79 e 2008/09. Figura extraida de Neves *°.

Cerca de 50% da producdo mundial de laranja e 80% da brasileira
resultam em sucos industrializados. O principal comprador da bebida brasileira é
a Unido Europeia. A maior parte das importacbes mundiais (i.e. 85%) e
absorvida por apenas trés mercados: Estados Unidos, Unido Europeia e
Canada '°. Os estados da Flérida e Sao Paulo detém 81% da producdo mundial

de suco. O estado de S&o Paulo possui mais da metade do total. *.

Da laranja, além do suco, sdo extraidos Oleos essenciais e liquidos
aromaticos. O bagago de citros, com alto teor energético, € um subproduto

industrial de expressivo valor econdmico **.



2.1.3 - Soja

A soja (Glycine max L.), além de ser a principal oleaginosa cultivada no
mundo, faz parte do conjunto de atividades agricolas com maior destaque no
mercado mundial. Para a safra 2010/11, apenas as produgdes mundiais de milho,
trigo e arroz superaram a producdo de soja (Figura 3). Adicionalmente,
considerando o crescimento das principais culturas agricolas entre as safras de
1970/1971 e 2010/11, percebe-se que a exploragdo da soja é a atividade que
apresentou a maior expansdo, com um aumento de produgdo > 500 %. Além
disso, é a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas ultimas trés décadas e

corresponde a 49% da area plantada em gréos do pais %.

A ampliacdo na producdo de soja pode ser atribuida a diversos fatores,
dentre os quais sdo destaque: i) apresenta elevado teor de proteinas (~ 40%) de
excelente qualidade, tanto para a alimentacdo animal quanto humana; ii) possui
consideravel teor de 0Oleo (~ 20%) que pode ser usado para diversos fins,
especialmente associado & alimentagio humana e a producdo de
biocombustiveis; iii) € uma mercadoria padronizada e uniforme, podendo,
portanto, ser produzida e negociada por produtores de diversos paises; iv)
apresenta alta liquidez e demanda e; v) nas ultimas décadas houve expressivo
aumento da oferta de tecnologias de producdo que permitiram ampliar

significativamente a area e a produtividade da oleaginosa.
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FIGURA 3 - Producéo mundial de grdos - 1970/71 a 2010/11 .

Cultivada especialmente nas regides Centro-Oeste e Sul do pais,
responsavel por 88 % da producgdo nacional, a soja se firmou como um dos
produtos mais destacados da agricultura nacional e na balanga comercial. Um
levantamento realizado em janeiro de 2013 sobre a safra de grdos 2012/2013
pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) indica a producdo de
soja em 82,6 milhdes de toneladas, o que corresponde a um aumento de 25% em
relacdo a safra passada (2011/12), quando o Brasil produziu 66,38 milhdes de

toneladas de soja .

No cerrado, o cultivo da soja tornou-se possivel gracas as pesquisas da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), em parceria com
produtores, industriais e centros privados de pesquisa. Os avangos nessa area
possibilitaram, também, o aumento da produtividade média por hectare,

atingindo os maiores indices mundiais %°.

A inddstria nacional transforma, por ano, 30 milhdes de toneladas de soja,

produzindo cerca de 6,0 milhGes de toneladas de 6leo comestivel e 24 milhdes
9



de toneladas de farelo proteico, contribuindo para a competitividade nacional na
producéo de carnes, ovos e leite. A soja também se constitui em alternativa para
a fabricacdo do biodiesel, combustivel capaz de reduzir em 78% a emissdo dos

gases causadores do efeito estufa na atmosfera %.

2.2 - Macro- e micronutrientes em plantas

Uma questdo bastante importante e que deve ser compreendida € a forma
como as plantas adquirem os nutrientes essenciais ou beneficos. Carbono,
oxigénio e hidrogénio sdo obtidos a partir do CO, atmosferico e da agua
presente no solo. Depois de assimilados, eles sdo incorporados as plantas pelo
processo de fotossintese. Como consequéncia, atomos de C, O e H fazem parte
de praticamente todas as moléculas organicas dos vegetais e Sdo responsaveis
por 94-97% do peso seco de uma planta. Os demais nutrientes (de 3-6 %
restantes) fazem parte dos minerais presentes no solo 2* e ou disponibilizados

por fertilizantes.

Apesar de mais de 60 desses elementos quimicos terem sido encontrados
nos vegetais, apenas alguns sdo considerados essenciais. Pode-se dizer que um
elemento é essencial quando o vegetal ndo consegue completar seu ciclo de vida

(formar semente viavel) na sua auséncia .

Quando consideramos a quantidade dos nutrientes minerais nos tecidos
vegetais, observamos que alguns estdo presentes em maiores proporcoes que 0s
outros. Essas propor¢fes dividem os nutrientes minerais em duas categorias:
macronutrientes (nutrientes necessarios em maior quantidade) e micronutrientes
(nutrientes necessarios em menor quantidade). A divisdo entre macro e
micronutrientes ndo tem correlagdo com uma maior ou menor essencialidade.

Geralmente, macronutrientes realizam um papel estrutural, enquanto que 0s
10



micronutrientes estdo mais relacionados a ativacdo de certas enzimas, exercendo
um papel regulatdério. Todos séo igualmente essenciais, s que em quantidades

diferentes 24%

. A Tabela 1 mostra a faixa de concentragdo de macro e
micronutrientes considerados essenciais para as plantas em bom estado

nutricional.

TABELA 1 - Faixas de concentracdo de macro- e micronutrientes em plantas

sadias de interesse agronémico °.

Faixa de concentracéo

Nutriente
Macronutriente (g kg™)
N 0,1-20
P 0,8-10
K 6 - 60
Ca 2-60
Mg 1-10
S 0,1-10
Micronutriente (mg kg™)
Cl 100 - 40000
B 10 - 200
Cu 3-50
Fe 50 - 900
Mn 20 — 2000
Zn 5-200
Mo 0,2-2
Ni <10

11



Como os nutrientes inorganicos possuem funcgdes especificas nos vegetais,
0s sintomas correspondentes a sua falta podem ser deduzidos considerando-se o
ndo cumprimento de tais fungbes. Por exemplo, o nitrogénio, o ferro e o
magnésio estdo envolvidos na formacdo da clorofila. Como consequéncia, a
caréncia desses nutrientes pode levar a um sintoma de clorose (amarelecimento

pela falta de clorofila).

Como as reacfes metabolicas sdo bastante integradas, uma perturbagéo
especifica causada por um determinado nutriente pode desencadear uma série de
reacdes que levam a uma sintomatologia geral como a clorose ou a necrose. No
entanto, € muito dificil o diagnéstico do nutriente que estad em falta a partir da
observacdo de sintomas de deficiéncia. A anélise de solos é uma das formas de
se determinar quando uma cultura estd bem nutrida ou ndo. Contudo, esta apenas
fornece a quantidade de nutrientes que pode ser absorvido pelas raizes, mas ndo
fornece informacdes se isso realmente ird ocorrer, ja que a absor¢do depende de
outros fatores. A alternativa mais correta e simples € a analise foliar. Através da
quantificagcdo dos nutrientes presentes nos tecidos vegetais podemos saber qual
deles esta presente em quantidades consideradas subdtimas e assim corrigir sua
deficiéncia no solo. Outra ferramenta bastante simples € a diagnose visual, que

pode ser bastante Gtil na identificacdo de problemas nutricionais das plantas 2°%.

Existem diversos fatores, como espécie, variedade, idade fisiologica e
posicdo a ser amostrada, que interferem na composi¢cdo mineral das plantas. Por
isso, antes de realizar a amostragem do material vegetal, € necessario que esses
fatores estejam bem definidos. A amostragem dos tecidos vegetais € uma das
etapas mais importantes para aumentar a probabilidade de sucesso no uso da
anélise foliar e, é nessa etapa onde ocorrem erros com maior frequéncia. Alguns
dos aspectos que devem ser considerados com o objetivo de padronizar os

critérios de amostragem sdo: (i) idade das folhas amostradas - as folhas recém-
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maduras refletem bem o estado nutricional da planta; (ii) a época do ano, a
posicdo da folha no vegetal e o nimero de folhas amostradas devem se
padronizados; (iii) cada amostra deve ser coletada em plantas da mesma cultivar,
com a mesma idade e que representem a média da populacéo; (iv) folhas inteiras
e sadias devem ser usadas, evitando-se as atingidas por pragas e doencas; (v) as
areas com plantas apresentando sintomas de deficiéncia, areas com ocorréncia
de manchas de solo, afetadas por salinizacdo ou sujeitas a inundacéo, devem ser
amostradas separadamente; (vi) ndo se deve coletar as folhas apds a aplicacao de
fertilizantes e defensivos ao solo ou nas folhas, ou apds periodos intensos de
chuvas; (vii) apés a coleta, deve-se acondicionar as amostras em sacos de papel,

identificando-as e enviando-as, imediatamente, para um laboratério %%,

2.3 - Métodos de preparo de amostras para determinacdo de

macro- e micronutrientes por FAAS e ICP OES

Diversos tipos de amostras requerem etapas preliminares de pré-
tratamento, as quais sao necessarias dependendo do estado em que sdo coletadas
e, em alguns casos, podem ser realizadas antes e/ou depois de serem

encaminhadas ao laboratorio.

Essas etapas geralmente envolvem meétodos fisicos como simples
lavagem, secagem, moagem e peneiramento * e a sequéncia analitica, geralmente
inclui uma decomposi¢do em meio 4cido em sistemas abertos ou fechados, com
massas variando de 250 a 1000 mg e posterior determinacdo dos elementos por
FAAS e ICP OES. A técnica de ICP OES é muito empregada em analise de
rotina por sua capacidade de determinacdo simultanea de P, K, Ca, Mg, Fe, Cu,

Mn, Zn e B em um Unico digerido .
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A decomposicdo por via seca em mufla € um dos procedimentos mais
simples para o preparo de amostras, onde a decomposi¢do da matéria orgénica
ocorre atraves da combustdo e/ou pirdlise em uma mufla, normalmente com
temperaturas entre 450 e 550 °C de 4 a 8 h. A cinza resultante ¢ dissolvida em
solucéo diluida de acido nitrico, cloridrico ou na mistura entre esses acidos, i.e.
agua régia. Apesar da possibilidade de poder usar grandes quantidades de
amostras (>10 g), podem ocorrem perdas de alguns analitos por volatilizagédo
(e.g. As, Cd, Hg, Pb e Se), além do elevado risco de contaminagéo,
principalmente pelo tempo de exposicdo ao ambiente e elevado consumo de

energia elétrica *.

Dentre 0os métodos que utilizam elevadas temperaturas em via Umida,
destacam-se 0 aquecimento por conveccdo, i.e. blocos digestores, chama ou
fornos convencionais, e por micro-ondas, normalmente empregando acidos
minerais oxidantes (e.g. HNOs, HCIO,) e perdxido de hidrogénio %. Em geral, a
decomposicdo de materiais vegetais por via umida requer o aquecimento da
amostra na presenga de um &cido mineral oxidante concentrado, de misturas de
4cidos, ou na mistura com peroxido de hidrogénio *. Uma das grandes vantagens
em relacdo a maioria dos métodos de decomposic¢do por via seca baseia-se nas
menores temperaturas empregadas, o que diminui 0s riscos de perdas por

volatilizagéo.

A digestdo nitro-percldrica e bastante usada na decomposicdo de materiais
organicos. Basicamente, 0 HNO3; promove a oxidagdo inicial do material, e, com
a adicdo de HCIOy, ocorre a oxidagdo dos materiais ndo oxidados pelo HNO; e
dos materiais de dificil dissolucdo. Atraves dessa estratégia é possivel
determinar P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na #. Eventualmente,
elevados brancos analiticos podem ser observados. E importante lembrar o

cuidado com o uso de HCIO, para evitar riscos e acidentes de explosdo .
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Um meétodo bastante moderno e eficiente para a decomposicdo de
diversos tipos de amostras consiste na digestdo assistida por radiagdo micro-
ondas em frascos fechados ***'. Em geral, pode-se afirmar que o aquecimento
por micro-ondas, quando realizado em equipamentos apropriados, proporciona
decomposi¢Oes rapidas e seguras quando comparadas as decomposicGes com
aguecimento convencional (e.g. chapas aquecedoras, chamas). O uso de
recipientes fechados para digestbes com micro-ondas tem sido bastante
recomendado quando € necessario aproveitar o efeito das altas temperaturas para
dissolver amostras de dificil decomposic¢do, nos quais os elementos de interesse
sdo volateis. Algumas das principais vantagens em relacdo aos sistemas abertos

incluem

. (i) maior eficiéncia na dissolucdo em altas temperaturas; (ii)
diminuicéo dos riscos de perdas dos analitos por volatilizacdo; (iii) diminuicao
dos riscos de contaminacGes pelo ambiente de trabalho e (iv) menor consumo de

reagentes de elevada pureza.

Em contrapartida, uma das principais desvantagens dos sistemas fechados
esta relacionada a massa de amostra utilizada. Geralmente, ndo € possivel digerir
grandes quantidades de amostra, porque a pressdo interna depende da pressédo de
vapor do acido utilizado e da pressdo resultante ocasionada pelos produtos

gasosos gerados pela decomposicéo.

Outros sistemas que empregam micro-ondas para 0 aquecimento da
amostra permitem a decomposi¢do de um ndmero maior de amostras utilizando
alta pressdo (e.g. 200 bar) e temperatura (e.g. 260 °C), além de permitir a
digestdo de massas entre 25 e 30 g. A possibilidade da decomposic¢do acida com
acidos diluidos e peroxido de hidrogénio também tem sido uma vantagem

bastante discutida nas propostas que utilizam as micro-ondas®*2,

A técnica mais utilizada e a que mais se destaca em analises de rotina para
a determinacdo de nutrientes nos digeridos &cidos € ICP OES, principalmente

por sua capacidade multielementar e simultanea. Geralmente, macronutrientes,
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e.g. P, K, Ca, Mg e S e micronutrientes, e.g. B, Cu, Fe, Mn e Zn podem ser
determinados em aproximadamente 30 s em cada digerido *2. Alternativamente,
FAAS pode ser utilizada na determinacdo de K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e Zn em
chama ar-acetileno, injecdo em fluxo e espectrofotometria de absorcdo
molecular para a determinacédo de P e B, e turbidimetria empregando sistemas de
analise por injecdo em fluxo para a determinacéo de S, nos mesmos digeridos *2.
Durante muitos anos, o Laboratorio de Espectrometria Atdmica do CENA tem

empregado esses métodos nas analises de rotina.

Entretanto, ainda existe um grande desafio analitico visando a analise
direta de solidos de materiais vegetais. Os principais desafios analiticos estdo
associados a caréncia de materiais de referéncia certificados (CRMs) de plantas

para a calibracdo e as dificuldades na homogeneizagdo da amostra.

Na quimica analitica moderna, a analise direta de amostras sélidas tornou-
se um grande desafio, pois, pode melhorar a eficiéncia analitica eliminando as
etapas de digestdo, reduzindo os riscos de contaminagdo das amostras,
minimizando 0 uso ou geracdo de substancias nocivas a saude humana e

contribuindo com uma quimica verde.

2.4 - Andlise direta de plantas por LIBS e LA-ICP OES

2.4.1 - Preparo das amostras

Em geral, a analise de solidos para a determinacdo de macro e
micronutrientes em plantas é feita apds o0s materiais vegetais serem
apropriadamente coletados, necessitando de pelo menos trés etapas de pre-

tratamento: limpeza (lavagem), secagem e homogeneizacdo **. Dependendo do
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método escolhido, como, por exemplo, a andlise direta de suspensdes por
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente, a anélise
direta de suspensbes por espectrometria de absorcdo atdbmica com forno de
grafite (GFAAS), a andlise direta de sélidos por espectrometria de absorgéo
atdbmica com forno de grafite (SS-GFAAS), a espectrometria de fluorescéncia de
raios-X (XRF), ICP-MS empregando a ablagdo com laser (LA-ICP-MS), ICP
OES empregando a ablagdo com laser (LA-ICP OES), a anélise por ativagédo
neutronica instrumental (INAA) e tambem LIBS, séo necessarios procedimentos
para garantir a homogeneidade das amostras.

A distribuicdo do tamanho das particulas € um importante pré-requisito

% Esse

que deve ser considerado em analise direta de amostras solidas
parametro depende de fatores como a natureza do material, a densidade, a massa

de amostra utilizada e a concentracdo do elemento de interesse.

Segundo Markert *, a cominuicdo da amostra é uma das etapas principais
do procedimento analitico. O termo cominuicdo geralmente faz referéncia ao
procedimento de moagem de amostras solidas com a diminuicdo das particulas
grandes em pequenas. Quando apropriada, a micro-homogeneidade dos analitos
pode ser melhorada, além de prevenir a segregacdo decorrente da ampla faixa de
particulas dentro da amostra. No caso dos materiais vegetais que Sao
naturalmente heterogéneos, os diferentes teores dos analitos nas partes das
folhas podem dificultar as analises quantitativas. Exemplos de tal variabilidade
em folhas de plantas ja foram discutidos por Kratochvil et al. *.

De fato, a escolha do procedimento de moagem depende de alguns

3. (i) quantidade e nOmero de amostras do material a ser

parametros
homogeneizado; (ii) tamanho das particulas do material original; (iii)
distribuicdo do tamanho de particulas desejada e (iv) propriedades fisico-

quimicas da amostra a ser cominuida e o0 equipamento de moagem
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(possibilidade de contaminacdo da amostra e/ou perdas por volatilizacdo do
analito).

Alguns autores > destacaram a necessidade da cominuicdo da amostra em

8.3 tenham

particulas com diametros menores que 50 um, embora outros
recomendado tamanhos de particulas com diametros da ordem de 10 pum para
minimizar as dificuldades encontradas quando apenas pequenas massas de
amostra sdo utilizadas em uma analise. De qualquer forma, os procedimentos
para a cominuicdo devem ser eficientes para obter tamanhos de particulas
apropriados, especialmente porque a massa de amostra analisada por algumas

técnicas microanaliticas geralmente varia de 0,1 a 10 mg *.

Apesar da possibilidade de analisar massas diminutas de amostras ser uma
grande vantagem entre as técnicas microanaliticas disponiveis, essa
caracteristica é também um grande desafio, pois obter resultados precisos e
exatos nessas condigdes ndo é uma tarefa simples. O uso de massas de amostra
inferiores a 100 mg pode comprometer a homogeneidade e, consequentemente, a
representatividade, j& que o0s elementos presentes em baixas concentragdes
podem ndo estar homogeneamente distribuidos pelo material **. Quanto menor
for a porcdo amostrada, maior € a tendéncia de se tornar cada vez mais
heterogénea, pois a probabilidade estatistica de encontrar a mesma concentragao

média do analito na fragcdo tomada para anélise torna-se cada vez menor.

Por exemplo, no caso em que massas na faixa de 100 a 500 mg sdo
utilizadas para digestdo ou solubilizacdo, a micro-homogeneidade ndo é um
fator limitante e, provavelmente, ndo deve ocasionar erros associados a falta de
homogeneidade da amostra *. Por outro lado, quando massas menores s&o
tomadas para analise (e.g. 0,01 a 1 mg) a micro-homogeneidade torna-se um

parametro critico.
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Neste sentido, tanto a moagem criogénica “**

34,46

quanto a moagem com
bolas podem ser eficientes para a reducdo do tamanho das particulas para
posterior determinacdo dos analitos por técnicas microanaliticas. Além disso,

tecidos foliares podem ser apropriadamente cominuidos em moinho criogénico

10,12 34,46

e em moinho com bolas

Em 2009, Arroyo et al. *® investigaram o efeito da cominuicdo de
amostras de solos empregando moinho com bolas com movimento planetario
para o preparo de pastilhas e determinacdo dos analitos por LA-ICP-MS. Foram
obtidos tamanhos de particulas menores que 1 pm apds 20 min de moagem em
recipientes de carbeto de tungsténio. Segundo os autores, o procedimento de
homogeneizacdo melhorou a coesdo das pastilnas sem a necessidade da adi¢do
de agentes aglutinantes. Além disso, foi observada amostragem representativa

em microescala e apropriada reprodutibilidade das medidas.

Outro ponto critico esta relacionado com a etapa de calibragcdo. A maioria
dos CRMs disponiveis apresenta homogeneidade garantida para massas de
amostras variando entre 100 e 500 mg ¥. Stoeppler et al. ** mencionaram faixas
de massas de amostras requeridas (por¢do amostrada) para uma série de técnicas
microanaliticas. A Tabela 2 mostra alguns CRMs de origem bioldgica
produzidos pelo NIST (National Institute of Standards and Technology), a faixa
de variacdo do tamanho de suas particulas e a massa minima certificada
recomendada. Ressalta-se que, além da diferenca na estrutura da matriz, as
amostras foram submetidas a diferentes procedimentos e tempos de moagem, o

que explica a diferenca na distribuicdo do tamanho das particulas.
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TABELA 2 - Variacdo do tamanho de particulas e a massa minima recomendada

para diferentes CRMs. Valores compilados dos certificados *'.

NIST Material Tamanho das Massa minima
particulas (um) recomendada (mg)
1515 Folhas de macieira 2,5-20 150
1549 Leite em po desnatado 15-70 500
1547 Folhas de pessegueiro 3-20 150
1567a Farinha de trigo 60-130 500
1568a Farinha de arroz 40-300 400
1570a Folhas de espinafre 3-20 150
1573a Folhas de tomateiro 2,5-30 150
1575a Aciculas de pinheiro 1-100 250

2.4.2 - LIBS: um breve historico, fundamentos e aplicacoes

A analise direta de amostras empregando lasers tem despertado o interesse
da comunidade cientifica nos ultimos anos. Isso se deve, principalmente, aos
conceitos de sustentabilidade, quimica limpa e ao grande avango tecnologico da

industria de componentes opticos e eletrénicos.

O interesse pela aplicacdo do laser para fins analiticos, talvez remonte ao
inicio da década de 1960, quando apds o desenvolvimento do primeiro laser de

rubi, ndo se tinha ideia do grande potencial de suas aplicacdes *.

Em 1958, Shawlow e Townes *° propuseram parte da teoria necessaria

para a construcdo do primeiro laser. Contudo, foi Maiman *°, em 1960, o
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responsavel pelo desenvolvimento do primeiro laser de rubi. As primeiras
aplicagbes datam de 1962, quando o laser de rubi foi utilizado para produzir
vapores na superficie de materiais metélicos e ndo metalicos **. Basicamente, 0s
vapores eram excitados por uma fonte de energia auxiliar para formar um
microplasma com objetivo de detectar seu espectro de emissdo. Esse
experimento é considerado como o surgimento de uma das primeiras técnicas
analiticas que utiliza um laser como fonte de energia, e que ficou conhecida pelo
acronimo LIBS (termo do inglés “Laser Induced Breakdown Spectroscopy™) *%
Dois anos depois, Runge et al. ** usaram um plasma induzido por laser, néo
apenas como uma ferramenta para a ablacdo, mas também como uma fonte de
excitacdo dos atomos. Nesse experimento, foram construidas curvas de
calibracdo baseadas nas linhas de emissdo atdmicas e/ou idnicas de Cr e Ni,

detectadas diretamente no plasma induzido na superficie de amostras de ago.

LIBS é uma técnica espectroanalitica que emprega a microamostragem
por ablacdo com laser e subsequente excitacdo dos atomos, ions e fragmentos
moleculares presentes no microplasma durante e/ou imediatamente apds a
ablagdo. Um pulso de laser, com energia apropriada, focalizado na superficie da
amostra, é capaz de promover a vaporizacao e excitacdo das espécies quimicas
presentes. O espectro de emissdo do plasma € obtido e a intensidade de emisséo

dos elementos presentes na amostra é utilizada como resposta analitica >*°.

Os primeiros equipamentos comerciais explorando LIBS foram
disponibilizados na década de 1970 ** e utilizavam a energia do pulso do laser
apenas para o processo de ablagdo da amostra, enquanto que a excitacdo era

realizada de outra forma (e.g. faisca).

Por isso, mesmo apds uma fase inicial de otimismo, o interesse por LIBS
entrou em declinio, principalmente pelo alto custo da instrumentacdo e baixo
desempenho quando comparada com técnicas ja consolidadas na época, como

GFAAS e ICP OES *2,
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Durante os anos de 1960 e 1980, parte das pesquisas sobre plasmas e
lasers e suas aplicacGes tiveram origem na Rdssia. Posteriormente foram
abordadas em um livro classico de Raizer, “Laser-induced Discharge

Phenomena”, publicado em inglés em 1977 **.

Em meados da década de 1980, LIBS ressurge apds o desenvolvimento de
lasers mais modernos e com caracteristicas mais atraentes (e.g. poténcia, rapidez
e custo). A medida que os lasers e outros componentes se miniaturizavam, além
da possibilidade e vantagens das analises in situ, diversas aplicacfes adicionais
surgiram **. O desenvolvimento dos detectores ICCD (intensified charge-
coupled device), que possibilitam melhor resolucdo temporal nas medidas
espectroscopicas e melhor discriminacdo entre o espectro de emissdo dos
analitos e o espectro de fundo devido a emissdo do continuum do plasma,
contribufram significativamente para o desenvolvimento da técnica °>*’. A partir
desse periodo, a capacidade de LIBS para analise multielementar rapida e direta
em diversos tipos de amostras, somado a possibilidade de, em alguns casos, usar
sistemas portateis, possibilitou o surgimento de procedimentos de analises in

situ ou & distancias seguras da amostra (e.g. explosivos) para o operador .

Nos ultimos anos, o numero de publicacbes sobre fundamentos e
aplicacbes de LIBS em varios tipos de amostra tem aumentado
consideravelmente. Em consulta realizada na pagina da base cientifica do
Scopus (http://www.scopus.com/home.url), utilizando o termo “laser induced
breakdown spectroscopy”, é possivel verificar tal crescimento, como mostra a

Figura 4.
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FIGURA 4 - Namero de publicagdes por ano sobre a espectrometria de emisséo

optica com plasma induzido por laser entre 1980 até 2012.

As caracteristicas do plasma séo dependentes da composi¢do da amostra,
das condicOes da sua superficie, de suas propriedades térmicas e opticas, além
dos parametros do laser *°. Normalmente, LIBS utiliza um laser pulsado entre
1 e 10 ns, com taxa de repeticdo entre 1 e 10 Hz e energia por pulso do laser
entre 10 e 200 mJ.

No momento em que uma lente convergente focaliza um pulso de laser, as
moléculas componentes do material séo dissociadas em seus constituintes
atdmicos devido a ruptura das ligagdes moleculares, e em ions e elétrons devido
a ruptura das ligacbes eletronicas. A ruptura (termo derivado do inglés
breakdown, refere-se a um fendbmeno coletivo relacionado a ruptura dielétrica
das ligagdes moleculares do material que ocorre anteriormente a formacdo do
plasma, e envolve propriedades da amostra, e.g. elasticidade e
compressibilidade) ¢ promovida pelo gradiente de campo elétrico intenso do

laser que acompanha a focalizagéo .
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Muitas vezes, LIBS utiliza um feixe de laser pulsado operando no
comprimento de onda fundamental, 1064 nm, em regime de tempo de
nanosegundos, com alta irradiancia (e.g. da ordem de GW cm?), que é
focalizado sobre a superficie da amostra, provocando a formacéo de um plasma
de alta temperatura (e.g. 8000 a 20000 K) e vaporizando parte do material. Um
sistema dptico captura parte da luz que foi emitida pelo plasma que é transferida
para um espectrometro que dispersa as radiacOes emitidas pelas espécies
atdmicas e ibnicas excitadas no plasma. Um detector registra os sinais de
emissdo e 0s equipamentos eletrénicos sdo responsaveis por digitalizar e
computar os resultados. Os espectros de emissdo obtidos sdo utilizados na
determinagdo dos elementos presentes na amostra °'. Geralmente, esse espectro

é analisado nas regifes UV-VIS.

Os processos de inicializacdo, formagdo e decaimento do plasma séo
complexos. Quando o plasma se forma, os elétrons interagem e se recombinam
com os ions para liberar energia. Durante a relaxacdo, os atomos, ions e
fragmentos moleculares excitados presentes no plasma, emitem um espectro de
emissdo caracteristico do material volatilizado na amostra >*. Na medida em que
0 plasma evolui com tempo, o0 espectro de emissdo se altera. Durante 0s
primeiros instantes, o0 espectro é caracterizado pela emissdo de radiacdo do
continuum e de espécies i6nicas excitadas. Esse continuum pode ser visualmente
observado como uma “luz branca” intensa emitida pelo plasma, proveniente,
principalmente, de reacdes de recombinacdo dos elétrons livres com os ions e de
fenbmenos Bremsstrahlung. Esse efeito € provocado por colisdes de elétrons
com ions e atomos e a recombinacdo de elétrons com ions. Ao longo do
decaimento do plasma o espectro comega a ser caracterizado pela radiagéo
emitida por atomos neutros e, eventualmente, por moléculas simples formadas

pela recombinacdo de espécies atbmicas. Na pratica, durante o decaimento,
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observa-se a diminuicdo da intensidade de emissédo da radiacdo de fundo. A

Figura 5 mostra um exemplo da evolugdo temporal do plasma em regime de ns.
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FIGURA 5 - Exemplo da evolugdo temporal do plasma em regime de
nanossegundos.. Legenda: td: tempo de atraso; ti: tempo de integracao.
Adaptado de Cremers & Radziemski >*.

Alguns dos fatores que afetam as determinacbes por LIBS séo
relacionados com as propriedades do laser (e.g. comprimento de onda, duracéo
do pulso, nimero de pulsos, taxa de repeticéo, arranjo optico) e da amostra (e.g.
distribuicdo do tamanho das particulas, densidade e porosidade das pastilhas do
material cominuido, atmosfera de ablacdo (e.g. diferente gas e pressdo)),
condigbes de medicdo Optica (e.g. coleta da radiacdo emitida pelo plasma,
selecdo das linhas de interesse atdmicas ou idnicas, tempo de atraso e tempo de

integracdo das medidas).

Mesmo com o grande nimero de parametros que podem ser ajustados em

LIBS com o objetivo de melhorar sua sensibilidade analitica, diversas
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caracteristicas relevantes e atrativas para a abordagem dos problemas analiticos

merecem ser destacadas:

i) Pode ser utilizado diretamente em amostras solidas, liquidas e gasosas sem

ou com o0 minimo de etapas de preparo das amostras;

ii) Pode ser considerado um método semidestrutivo, uma vez que a aplicacdo
de um Unico pulso de laser sobre a amostra compromete pouco sua

integridade;

iii) Apresenta caracteristicas microanaliticas, permitindo a analise de

superficies em amostras solidas com alta resolucéo espacial (e.g. um);
iv) Aplica-se no monitoramento ambiental e analises in situ e em tempo real;

v) Aplica-se em ambientes insalubres, se com instrumentagédo apropriada, bem
como 0 monitoramento a distancia de amostras de elevada periculosidade

(e.g. explosivos e rejeitos nucleares);

vi) Possibilita a analise em tempo real, com tempo de aquisicdo do espectro

em poucos segundos.

LIBS tem se desenvolvido e consolidado nos ultimos anos. Diversos
trabalhos de revisdo foram publicados contendo aplicacbes em andlises

diversas >°1°,

A anélise direta de plantas ainda é um desafio na quimica analitica.
Mesmo com consideravel aumento no interesse por LIBS e seu evidente
desenvolvimento, apenas alguns trabalhos sdo referentes a analise de plantas. As
principais aplicagdes estdo relacionadas as andlises de metais e ligas

o4 " materiais de interesse agronémico >,

69,73

metalicas ~°, materiais geologicos

10,72

amostras ambientais **", artefatos histéricos ", tecidos bioldgicos e tecidos
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74,75 77-80 81-86

, materiais farmacéuticos °, polimeros , madeiras , analises

87-90

animais

91-94 95-97

forenses , explosivos e analises de joias

A viabilidade de LIBS para a determinacdo de Ca, Mg, P, Fe, Cu, Mn, Zn
e Al em materiais vegetais a as dificuldades encontradas em andlises
quantitativas foram apresentadas pioneiramente por Sun et al. *. As curvas de
calibracdo foram preparadas a partir de CRMs e da mistura entre eles. As
amostras de folhas cominuidas foram fixadas em uma fita adesiva dupla face,
posicionadas em lamina de vidro, e pulsos de 100 mJ (Nd:YAG a 1064 nm,
aproximadamente 25 J cm™) foram aplicados na superficie para formacdo do
plasma. Melhor razéo sinal/ruido (SNR) foi observada apds 1 us de atraso, 10 ps
de integracdo e 20 pulsos do laser. Os coeficientes de variacdo (CV) das
medidas variaram entre 8 e 15 %. Os resultados de LIBS foram validados com
um CRM (NIST 1575), entretanto foram fornecidas apenas informacdes para Al,
Cu, Fe e P. Os limites de deteccdo (LODs) foram 1 mg kg™ Al, 25 mg kg™ P,
200 mg kg* Ca, 2700 mg kg* Mg, 0,08 mg kg* Cu, 3 mg kg* Fe,
0,8 mg kg™ Mn e 2 mg kg™ Zn. De acordo com os autores, 0 método mostrou-se
rapido e vidvel para a determinacdo dos elementos em materiais vegetais,

agricolas e outros materiais com matriz similar.

Em 2001, Cho et al. * sugeriram um método para a determinacéo de K e
Mg em farinhas a base de amido utilizando um laser pulsado de Nd:YAG e
detector de arranjo de diodos. Amostras de farinha foram homogeneizadas com
50 % (m m™) de celulose para melhorar a coesdo das particulas e melhorar a
eficiéncia na interacdo laser-amostra. Os LODs para Mg e K foram 04 e
30 mg kg’ respectivamente, utilizando as linhas Mg Il 279,553 e
K 1766,490 nm.

O utilizaram um laser Nd:YAG e detector CCD

Gornushkin et al. '
(charged coupled device) para a determinagdo de Mg em materiais certificados

(NIST), em folhas de plantas e em diferentes matrizes. O efeito de matriz sob os
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sinais de emissdo de Mg também foi investigado. Os autores sugeriram as linhas
de Mg 11 292,87 e Mg Il 293,65 nm para amostras com concentragcdo > 0,7 %,
enquanto que as linhas de Mg Il 279,806, Mg Il 280,27 e Mg | 285,213 nm
foram recomendadas para concentracdo de Mg < 0,001 %. Contudo, essas linhas
podem ser afetadas pelo processo de autoabsorgdo em concentragdes acima de
0,5 %, o que reduz a faixa linear de calibracdo. Neste estudo, 0 método proposto
foi considerado apropriado para reduzir efeito de matriz, bem como para a
anélise de diferentes composigoes.

Assion et al. 1%

investigaram o desempenho de lasers com duragdo de
pulso de ns e fs para a determinacdo de Ca em células do tronco de girassol
(Helianthus annuus L.). Os autores observaram uma reducdo significativa da
emissdo do continuum utilizando o sistema LIBS em regime temporal de fs.
Além disso, esse sistema também proporcionou uma ablagdo mais precisa
(i.e. morfologia das crateras apds os pulsos de laser) e possibilitou o

monitoramento de Ca nas células com resolugdo de 100 nm.

LIBS tem sido uma alternativa interessante para investigar tanto o teor de
nutrientes nos compartimentos de arvores (e.g. folhas, lenho e casca), como para
investigar o efeito de alteracbes ambientais na qualidade da madeira. Alguns
trabalhos abordam o monitoramento ambiental através da analise dos elementos
presentes nos anéis de crescimento ‘%, a determinacdo de elementos como Cr,
Cu e As em madeiras tratadas com preservativos para o controle de insetos e

84,85

fungos ¥ e aplicacio em estudo forense %.

Um sistema fs-LIBS também foi utilizado por Samek et al. *® para obter
informagdes sobre a distribuicdo espacial de Fe na superficie de folhas frescas
de vime vermelho (cornus stolonifera) e em folhas secas de milho. A nervura

% avaliaram a

central também foi monitorada. Similarmente, Kaiser et al. *
bioacumulacdo de elementos potencialmente tdxicos, como Cd e Pb, em

diferentes partes de folhas e raizes de girassol empregando um sistema fs-LIBS
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(100 pJ, 160 fs, 10 Hz) e técnicas baseadas em microscopia com raios-X. Boa
correlagdo entre os resultados de LIBS e raios-X foi obtida. Segundo os autores,
ndo foi possivel obter resultados quantitativos para Cd e Pb em virtude da ndo
disponibilidade de padrées de folhas. Outra dificuldade estd em realizar a
calibracdo com o material vegetal prensado na forma de pastilha, uma vez que as
informagdes referentes a distribuicdo espacial dos elementos ao longo da
estrutura dos tecidos se perdem.

Em outro estudo, Galiova et al. *®

mapearam a distribuicdo espacial de
Pb, Mn e K em diferentes partes de folhas de girassol utilizando um sistema
LIBS com laser Nd:YAG, 532 nm, 10 mJ/pulso, 5 ns, 1 ps de atraso e 10 us de
integracdo. O efeito da concentracdo de Pb nas concentracdes dos nutrientes

foram avaliadas. Um sistema LIBS semelhante %

também foi utilizado para
monitorar o acimulo de Pb e Mg em folhas de alface '®. O desempenho de
LIBS foi comparavel com os resultados obtidos por LA-ICP-MS. Os autores
observaram que o teor de Mg é afetado negativamente quando maiores teores de

Pb estdo presentes nas folhas.

Galiova et al. ' utilizaram LIBS (Nd:YAG, 532 nm, 5 ns, 10 mJ/pulso,
1 ps de atraso e 10 ps de integracdo) e LA-ICP-MS (Nd:YAG, 213 nm, 3 mJ
cm™) para mapear Ag e Cu em folhas de girassol tratadas com contaminantes.
Foram utilizadas as linhas Ag | 328,07 e Cu | 324,75 nm. De acordo com 0s
autores a Ag apresenta-se distribuida principalmente proxima a area da nervura
central, enquanto que o Cu distribui-se pela folha. Krizkova et al. *® também
investigaram a acumulacdo de Ag nas folhas, caule e raiz de girassol

(Helianthus annuus L.) empregando um sistema LIBS.

Os teores de macro e micronutrientes foram monitorados em folhas de
tangerina (Citrus unshiu) e azaleia (Rhododendron obtusum) empregando um
sistema LIBS com laser de baixa energia (< 1 mJ). As folhas foram analisadas in

natura, sem a necessidade de aplicacdo de uma etapa de secagem. Entretanto,
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particulas coloidais metalicas (Ag) foram aplicadas na superficie das folhas. Os
autores observaram que as intensidades de emissdo dos analitos foram maiores
na presenca da superficie com coloides '%.

Pouzar et al. *°

utilizaram um sistema LIBS de duplo pulso para a
determinacdo de P, K, Ca e Mg em tecidos foliares de trigo, papoula, cevada e
colza e CRMs. As folhas foram moidas em moinho criogénico e as pastilhas
preparadas foram analisadas (Nd:YAG, 1064 nm, 20 Hz) aplicando-se 2 pulsos
colineares com 12 ns de duracdo e 7 us de intervalo entre os pulsos e com
energia por pulso variando de 80 a 150 mJ. Amostras previamente analisadas
por FAAS e ICP OES foram utilizadas no preparo das curvas de calibracdo e
CRMs foram usados na validacdo dos métodos. Resultados concordantes com 0s
valores certificados foram obtidos para K e P. Nesse trabalho, especial cuidado
foi tomado para o controle da distribuicdo do tamanho das particulas das

amostras e para obtencédo de resultados apropriados.

A analise de tecidos vegetais por LIBS tem sido uma das principais linhas
de pesquisa do grupo de espectrometria atbmica do CENA. Em 2008, Trevizan
et al. ? determinaram macronutrientes (P, K, Ca e Mg) em diversos materiais
foliares e CRMs por LIBS. As amostras foram moidas em moinho criogénico e
analisadas aplicando-se 8 pulsos (Nd:YAG, 1064 nm, 5 ns) consecutivos de
200 mJ (~ 25 J cm™). Os CRMs foram usados para a construcéo das curvas de
calibracdo e os resultados obtidos por LIBS foram comparados com os valores
obtidos por ICP OES apds decomposicdo &cida em forno de micro-ondas
fechado. Os LODs foram adequados para fins de diagnose foliar. Os autores
concluiram que as principais dificuldades foram associadas a pequena porgéo
amostrada (~ 360 pg), que pode dificultar a amostragem de materiais onde 0s
elementos de interesse ndo estdo distribuidos homogeneamente na matriz.
Complementando este estudo, Trevizan et al. ° determinaram os teores de
micronutrientes (B. Cu, Fe, Mn e Zn) em materiais vegetais por LIBS, utilizando
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0s mesmos procedimentos para o preparo das amostras 2

, condicbes
experimentais e métodos de calibracdo semelhantes *2. Os resultados obtidos por
LIBS foram comparados com os determinados por ICP OES apos digestdo acida
das amostras. Alguns resultados discrepantes foram atribuidos aos efeitos de
matriz, i.e. a ocorréncia de fendmenos relacionados a influéncia da composicao
da matriz sobre 0s processos de vaporizacao e emissdo do plasma. Novamente, a
peguena massa amostrada (e.g. 360 pg apos 8 pulsos consecutivos do laser) foi
relacionada a parte dos resultados discrepantes, uma vez que a massa minima
recomendada pelos fabricantes dos CRMs é 150 mg. Os CVs variaram de 4 a
30%, dependendo do analito e das medidas realizadas em 10 diferentes porcdes
da pastilha. Os LODs obtidos foram apropriados para a determinagdo de

micronutrientes em material foliar.

Nunes et al. ' utilizaram estratégias quimiométricas baseadas em redes
neurais artificiais e algoritmos genéticos para a otimizagdo de parametros
operacionais visando a determinacdo de Ca, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Si
em material foliar por LIBS. Neste estudo, foi utilizado um sistema comercial
(Aryelle, Technique Berlin LTB, Alemanha) equipado com laser (Nd:YAG, 532
nm, 12 ns, 140 mJ) e espectrometro com oOptica Echelle com detector ICCD.
Pastilhas de folhas de espinafre (NIST 1570a) foram utilizadas no estudo. As
maiores intensidades de emissdo dos analitos foram obtidas com 1,1 us de

atraso, 9,0 us de integracdo, 70 mJ/pulso e 30 pulsos de laser acumulados.

Estratégias quimiomeétricas de calibracdo foram avaliadas para a
determinacdo de macro e micronutrientes em pastilhas de folhas de materiais
vegetais moidas com concentracdes dos analitos determinadas por ICP OES e
em CRMs °. Neste estudo, celulose (30 % m m™) foi adicionada como agente
aglutinante com o objetivo de minimizar as diferencas na porosidade das
pastilhas dos materiais vegetais e CRMs. Os autores avaliaram o desempenho de
métodos de calibragdo univariada e multivariada utilizando regressdo pelos
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minimos quadrados parciais (PLSR). O desenvolvimento de modelos PLSR
especificos para cada elemento e a selecdo das regides de comprimento de onda
contendo somente a linha de emissdo de interesse resultaram nas melhores
condicdes analiticas para a determinacgdo dos nutrientes. Ambos os métodos de
calibracdo proporcionaram resultados semelhantes em termos de precisdo e
exatiddo, mas a PLSR mostrou-se mais robusta devido & menor ocorréncia de
outliers. Devido ao método ser dependente da matriz, os autores sugerem o

° Neste

emprego de amostras de calibracdo semelhantes as amostras teste
sentido, Nunes et al. ® otimizaram e validaram um método para a determinagéo
de P, K, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn e Zn em folhas de cana-de-agucar. Foram
utilizados PLS por intervalos (iPLS) para a selecdo das melhores regibes
espectrais e determinagdo dos elementos, e PLSR para o desenvolvimento de
estratégias de calibragdo e predicdo. Foram utilizadas 26 amostras para a
calibracio e 15 para a validagdo. As amostras foram cominuidas
criogenicamente por 40 min e as pastilhas preparadas foram analisadas com
25 pulsos acumulados de laser (Nd:YAG, 1064, 5 ns, 10 Hz, 110 mJ). Com
excec¢do do Fe, quando a estratégia multivariada apresentou melhores resultados,
ambos os métodos de calibracdo foram semelhantes. Como conclusdo dos
autores, LIBS pode ser um metodo interessante quando as amostras de

calibracdo e validagdo apresentam propriedades quimicas e fisicas semelhantes.

Em 2011, Gomes et al. ' utilizaram um sistema LIBS previamente
otimizado por Nunes et al. ¢, para a determinac&o de macro e micronutrientes em
pastilnas preparadas com folhas moidas de cana-de-agucar, citros e soja.
Procedimentos de cominuicdo da amostra com moagem criogénica e moagem
com bolas com movimento planetario foram investigados. Os tamanhos das
particulas obtidas em cada procedimento foram associados com as propriedades
quimicas da amostra, e.g. teores de fibras, lignina e celulose, bem como a

densidade e a porosidade das pastilhas dos materiais vegetais. As pastilhas
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foram analisadas em 30 crateras diferentes aplicando-se 25 pulsos de laser
(Nd:YAG, 1064 nm, 5 ns, 10 Hz, 25 J cm™) por cratera. Os sinais de emissdo do
plasma coletados por um telescopio foram direcionados através de uma fibra
Optica para um espectrometro Echelle de alta resolugcdo equipado com um
detector ICCD. Tamanhos de particulas menores que 75 um foram obtidos com
moagem com bolas apos 20 min para folhas de citros e soja, e, apos 60 min, para
folhas de cana-de-aclcar. A moagem criogénica também resultou em tamanhos
semelhantes de particulas para citros, soja e cana-de-agucar, apds tempos de 10,
20 e 30 min, respectivamente. As maiores intensidades de emissdo para 0s
elementos estudados foram alcancadas nessas condi¢des e tempos de moagem.
Os autores também observaram um aumento de até 50 % nas intensidades de
emissdo para a maioria dos analitos quando o tamanho das particulas foi

reduzido.

Um procedimento para a classificacdo de folhas de laranjeira infectadas
por citrus greening ou folhas normais baseado nos espectros de emisséo obtidos
por LIBS (Nd:YAG, 1064 nm, 10 Hz, 50 mJ) e no uso de ferramentas
quimiométricas foi proposto por Pereira et al. *'*. O modelo foi promissor para a

construcdo de modelos de predicdo para identificar as plantas infectadas.

Uma extensa compilagdo dos trabalhos de pesquisa do grupo de
espectrometria atbmica do CENA e outros trabalhos, focando o
desenvolvimento e as contribui¢Ges de LIBS para analise de materiais vegetais,
foi publicada em 2012 °. Varias aplicacdes, onde amostras sélidas sdo
interrogadas simplesmente focalizando os pulsos de laser na superficie de folhas
frescas ou secas, raizes, frutas, vegetais, madeira e polen, foram revisadas. Para
fins de anélise quantitativa visando a diagnose em plantas, geralmente a amostra
é apresentada na forma de pastilhas, as quais sdo preparadas apds as folhas
serem limpas, secas e apropriadamente moidas/homogeneizadas. A aplicacdo de
estratégias de calibracéo univariada e multivariada também foi revisada °.
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® avaliaram o efeito do diametro de

Recentemente Carvalho et al.
focalizacdo e a fluéncia do laser nas analises de pastilhas de materiais vegetais
por LIBS. Os dados foram adquiridos acumulando 20 pulsos do laser
(Nd:YAG, 1064 nm, 5 ns, 10 Hz) com 2,0 us de atraso e 5,0 ps de integracao.
Maior sensibilidade na determinacdo de Ca, K, Mg, P, Al, B, Cu, Fe, Mn e Zn
foram observadas em maiores fluéncias. Os CVs de variacdo das medidas de 30
pulsos de laser acumulados (20 pulsos de laser / cratera) foram, geralmente,
menores que 10 % para fluéncia de 50 J cm™ e didmetro de focalizacdo de 750
um. Para a maioria dos elementos existe a indicativa de que a precisdo das

medidas é melhorada em maiores fluéncias.

Diversas contribuicGes cientificas onde LIBS é utilizado para investigar o
acumulo de nutrientes ou elementos potencialmente toxicos nas partes da planta
sem emprego de procedimentos prévios de moagem, tém sido publicadas pelo
grupo de pesquisa sob supervisdo de Jozef Kaiser, da Universidade de
Tecnologia de Brno, Republica Tcheca. Recentemente, alguns trabalhos foram
compilados em uma revisdo sobre aplicacBes biologicas empregando LIBS,

incluindo plantas ®°.

Em 2013, Souza et al. ** sugeriram um método para a determinacéo de Si
em pastilhas de folhas de cana-de-acicar empregando um sistema LIBS
(Nd:YAG, 1064 nm, 5 ns, 10 Hz) com 2,0 us de atraso e 5,0 ps de integracao.
Os experimentos foram realizados com 24 variedades, com concentracGes
variando de 2 a 10 g kg™ Si. Pastilhas preparadas a partir da moagem criogénica
foram utilizadas para o desenvolvimento do método e como validagdo do
modelo de calibracdo. Os melhores resultados foram observados quando as
amostras foram interrogadas com a fluéncia do laser de 50 J cm™ (diametro de
focalizacdo de 750 um) e com a linha de emissédo Si | 212,412 nm. Os resultados
obtidos com LIBS foram comparados com os obtidos por ICP OES apos
decomposicdo por digestdo alcalina. Os autores ndo observaram diferengas
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estatisticas significativas entre os resultados. A veracidade do método proposto
foi confirmada através da analise de CRM.

Mais recentemente, Gomes et al. *2

utilizaram procedimentos de extragédo
acida para preparar um material vegetal contendo baixas concentragbes de
macro e micronutrientes para ser utilizado como branco nas analises por LIBS.
Padrdes de calibragdo foram preparados através de misturas entre o material
extraido e o material original em diferentes propor¢cdes de uma variedade de
cana-de-acucar. Essa proposta teve como objetivo minimizar as dificuldades
decorrentes das diferengas de matriz comumente observadas nos resultados por
LIBS. A estratégia de calibracdo foi avaliada para a determinagéo de Ca, Mg, K,
P, Cu, Mn e Zn em pastilhas de folhas de cana-de-agUcar de 17 variedades. Boa
correlacdo foi obtida entre LIBS e os correspondentes digeridos &cidos por
ICP OES. A proposta foi util e apropriada para estimar os LODs baseados nas
medidas dos brancos, como recomendado pela IUPAC, ou utilizando o material

extraido contendo baixas concentragdes dos analitos.

2.4.3 - LA-ICP OES

O plasma indutivamente acoplado é um dispositivo no qual ocorre a
vaporizacgdo, atomizacdo, excitacdo e ioniza¢do do aerossol da amostra, o qual
permite a analise de solugbes aquosas empregando-se nebulizadores
convencionais *®. A aplicacdo de ICP é de grande importancia na Quimica
Analitica. Os trés parametros fundamentais mais importantes nas descargas de
ICP sdo: a temperatura de gas (Tg), a temperatura de elétrons (Te) e a densidade
numérica de elétrons (ne). Em um ICP de Ar, a vaporizacdo e a atomizacgéo do
aerossol da amostra ocorrem com alta eficiéncia numa atmosfera relativamente

inerte, 0 que reduz as interferéncias quimicas e fisicas, e as espécies moleculares
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estdo praticamente ausentes. O ICP de Ar é um plasma robusto, pois apresenta
propriedades fundamentais e caracteristicas analiticas que sdo pouco afetadas
por alteragdes na composi¢cdo da amostra. Essa robustez permite que técnicas
hifenadas como ICP OES e ICP-MS apresentem limites de deteccdo da ordem
de pg L™ ou ng L™, respectivamente, possibilitando a determinacdo de macro e
micronutrientes, elementos tragos e ultratracos em diferentes tipos de

amostras 4,

Em 1980, Houk et al. *** desenvolveram uma interface entre o ICP e o
analisador de um espectrometro de massas (MS), o que possibilitou o
surgimento da espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado. A
técnica de ICP-MS é versatil e rapida, permitindo a analise multielementar e de
razdes isotopicas nas ciéncias geoldgicas, ambientais e de materiais, medicina,
agricultura, arqueologia, area forense, biologia e nas industrias de alimentos,

nuclear e de semicondutores °,

O emprego da ablacdo com laser em Quimica Analitica surgiu com o
trabalho pioneiro de Brech & Cross, em 1962 °'. A palavra ablacdo é derivada
do latim ablatus e do inglés “to carry away” e significa o ato de remover ou
retirar. A ablacdo consiste na destruicdo progressiva e superficial de um material
por evaporacdo, fusdo, sublimacédo, erosdo, “sputtering” e explosdo, e pode ser
efetuada por arco, centelha, ldmpada de descarga incandescente (GDL) ou por

laser 14,

A ablagéo permite a analise direta de amostra sélida, sem necessidade de
prévia digestdo. Inicialmente, o laser era utilizado na excitagdo e ionizagdo dos
elementos presentes nas amostras pela formacdo de plasma in situ e
acoplamento com a espectrometria de emissdo Optica, absor¢do atdbmica ou de
massas. Do acoplamento entre a ablacdo com laser e a OES, se originou LIBS.
Alan Gray ™' foi o primeiro a utilizar a ablagdo com laser como método de

introdugdo de amostras combinada a um ICP-MS, cujo acronimo é LA-ICP-MS.
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Gray também demonstrou a aplicabilidade da LA-ICP-MS na analise de
amostras geoldgicas, tanto na determinacdo de elementos traco, quanto nas

medigdes de razdes isotopicas.

LA-ICP OES é um método semelhante, introduzido por Thompson et al.
em 1981 ™8 A proposta inicial deste estudo foi acoplamento entre um sistema
de ablacdo com laser e um ICP oOptico. Uma amostra metélica foi posicionada no
interior de uma cdmara de ablacdo purgada com Ar. O sistema foi avaliado com
uma série de padrdes de aco, e curvas de calibracdo lineares foram obtidas para
a maioria dos elementos. Os LODs foram comparaveis com o 0s obtidos com
um sistema de nebulizacdo utilizando-se um ICP OES, e boa precisdo foi

alcancada em amostras homogéneas **°,

Apesar dos acoplamentos entre sistemas de LA e ICP OES ou ICP-MS e
serem relativamente simples e disponiveis comercialmente ha mais de 20 anos,
sdo poucos os trabalhos encontrados na literatura, sendo apenas um empregando

19 o 0s demais ao

LA-ICP-MS para andlise foliar na forma de pastilha
mapeamento de alguns elementos em folhas "%, Em recente procura na base
de dados “Web of Science”, ndo foram encontradas publicacbes sobre a
determinacdo de nutrientes em tecidos vegetais por LA-ICP OES, quando a

procura foi feita utilizando-se as palavras “ICP OES”, “laser ablation” e “plant”.
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3 - Objetivos

Este trabalho de doutorado teve como objetivo geral a determinacdo
simultanea de macro- (P, K, Ca e Mg) e micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn)
em pastilhas de material foliar de cana-de-agUcar, citros e soja por
espectrometria de emissdo oOptica com plasma induzido por laser e por
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente
empregando ablacdo com laser. Os objetivos pontuais foram: i) avaliagdo de
métodos de cominuigéo visando ao preparo de pastilhas para anélises diretas por
LIBS; ii) estratégia de calibracdo baseada no preparo de padrdes apds extracdo
de analitos com 4&cidos diluidos; iii) avaliacdo de LA-ICP OES para

determinacdo de macro- e micronutrientes em materiais vegetais.
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4 - Materiais e métodos

4.1 - Descricao das amostras e tratamentos preliminares

A coleta das amostras foi feita com base nas recomendacdes para fins de
diagnose foliar. As folhas de citros laranja (Citrus sinesis), soja (Glycine max) e
cana-de-acucar (Saccharum officinarum) foram lavadas, separadamente, em
agua corrente e, em seguida, lavadas duas vezes com agua destilada e trés vezes
com agua ultrapura para remocéo das impurezas . Nas folhas de cana-de-acucar,
a nervura central foi removida como recomendado %, e para as folhas de citros e
soja, toda a folha foi utilizada. Apos o procedimento de lavagem as amostras

foram secas a 60 °C em estufa com circulacéo forcada até massa constante.

4.2 - Descontaminacéo dos materiais

As vidrarias e 0s materiais plasticos foram limpos e lavados em agua
corrente, e em seguida, com agua purificada por osmose reversa e imersdo em
banho 50 % v v*' HNOj3 por 24 h. Os materiais foram enxaguados com &gua de
alta pureza (sistema Milli-Q®) e secos em capela de fluxo laminar horizontal

(Pachane, Piracicaba, Brasil).

Alguns materiais metalicos como partes que compdem o recipiente do
moinho criogénico, prensa hidraulica, foram lavados com &gua proveniente de
osmose reversa, sonicadas em solucdo 10 % v v Extran MAO2 neutro (Merck,
Brasil), lavadas com agua de alta pureza e, posteriormente, enxaguadas com
etanol absoluto. Os demais materiais ou equipamentos e acessérios foram

limpos de acordo com as orientacdes dos fabricantes.
39



4.3 - LIBS

4.3.1 - Instrumentacao

Os resultados apresentados nesta Tese foram obtidos com um sistema
LIBS desenvolvido e montado no laboratdrio. Utilizou-se um laser pulsado de
Nd:YAG (Brilliant, Quantel, Franca) operando no comprimento de onda
fundamental (1064 nm) e produzindo pulsos de laser com 6 mm de didmetro
(fator de qualidade M? < 2), energia maxima de 365 + 3 mJ, 5 ns de duracéo
(full width at half maximum - FWHM) e taxa de repeticdo de 10 Hz. Os pulsos
de laser foram focalizados na superficie da pastilha com uma lente convergente
plano-convexa de silica fundida (didmetro de 2,54 cm e distancia focal de
20,0 cm (Newport, EUA)).

A emissdo do plasma foi coletada em um sistema Optico composto por
lentes plano convexas convergentes de silica fundida, com distancia focal de
50 e 80 mm (LLA Instruments GmbH, Alemanha), acoplado, com o auxilio de
uma fibra 6ptica, na fenda de entrada de um espectrémetro com montagem

optica Echelle.

Utilizou-se um espectrometro ESA 3000 (LLA Instruments GmbH,
Alemanha) equipado com oOptica Echelle (distancia focal de 25 cm e abertura
numérica de 1:10) e deteccdo por um ICCD Kodak KAF 1001 de
1024 x 1024 pixels. Este sistema proporciona uma imagem plana de 24,5 x 24,5
mm? O espectrdmetro possibilita a aquisicdo de sinais de emissdo na regido
entre 200 e 780 nm, com resolucdo (A/AX) entre 10000 e 20000. A dispersdo

linear por pixel varia de 5 pm a 200 nm e 19 pm a 780 nm.
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Os sinais de imagem foram digitalizados em sistema de 16 bits e
processados por computador. A corrente de fundo do detector foi
automaticamente subtraida. A energia dos pulsos do laser foi monitorada com
um detector de energia equipado com sensor piroelétrico (FieldMax 11-P
Coherent, EUA). A calibracdo dos comprimentos de onda foi feita com as linhas
Hg 1 253,652 nm e Zn | 213,855 nm emitidas por lampadas de descarga sem
eletrodo (EDL Il System, Perkin Elmer, Alemanha). Um dispositivo para saida
de argdnio na vazdo de 2,0 L min™, posicionado proximo a superficie da
pastilha, foi utilizado. As Figuras 6 e 7 mostram o0 arranjo experimental e partes

do sistema LIBS proposto.

‘ | porta-amostra

| Brilliant (Quantel) 200
I g 00 /=200 mm

— I Nd: YAG@1064nm

360 mJ, 5 ns, 10 Hz

S =" 4 fibra optica

ESA 3000 Espectrometro
(200-780 nm, LLA Berlin)

FIGURA 6 - Arranjo experimental do sistema LIBS.
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FIGURA 7 - Imagens do sistema LIBS utilizado.
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4.3.2 - Cominuicao dos materiais vegetais e preparo das pastilhas

A cominuicdo da amostra foi feita utilizando-se dois procedimentos de
moagem: i) moagem criogénica (moinho Spex, modelo 6800, EUA) e ii)
moagem com bolas com movimento planetario (moinho Retsch, modelo PM
400, Alemanha) com o objetivo de comparar os tamanhos de particulas obtidos
em diferentes tempos de moagem e eleger o procedimento mais apropriado para
cada matriz. As intensidades dos sinais de emissdo dos analitos determinados

por LIBS foram utilizadas como resposta analitica.

4.3.2.1 - Moagem criogénica

As folhas dos materiais vegetais foram previamente moidas em um

moinho com facas (Marconi, Brasil) com peneira de 600 um de diametro.

A moagem criogénica foi feita com emprego de nitrogénio liquido (-196
°C), e baseia-se no aumento da dureza do material e a insercdo de microfalhas na
estrutura dos tecidos. Este processo fragiliza o material facilitando sua
cominuicdo. O conjunto de moagem utilizado foi constituido de um tubo de
policarbonato, uma barra magnética e duas tampas de ago inoxidavel. A barra
magnética foi colocada no interior do tubo que contém a amostra e vedado nas
extremidades com as tampas de ago inoxidavel. Apds um periodo de pré-
congelamento da amostra no interior do tubo, o conjunto foi imerso em um
recipiente com N, liquido no qual um campo magnético alternado foi aplicado.
Isso provocou um choque entre a barra magnética e as tampas fixadas nas

extremidades do tubo, promovendo a moagem. Nos experimentos desta Tese,
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selecionou-se a op¢do de 10 impactos por segundo conforme proposto por

Santos Jr. et al. *1%

No equipamento utilizado, é possivel realizar
simultaneamente a moagem de até quatro amostras em frascos com capacidade
de até 2 g ou a moagem de apenas uma amostra em frasco com capacidade de
até 100 g. A Figura 8 mostra o equipamento utilizado para moagem criogénica

das amostras.

Neste estudo foram avaliados os tempos de moagem de 10, 20, 30, 40 e 50
min. Em cada tempo, utilizou-se uma etapa inicial de 5 min de pré-
congelamento, seguida por ciclos de moagem de 2 min e intervalos de
recongelamento de 1 min entre cada ciclo. Foram adicionados 2 g da amostra
previamente moida em um recipiente de policarbonato contendo a barra
magnética de impacto e as tampas de aco inoxidavel. O tempo de moagem mais

apropriado foi selecionado de acordo com intensidades de emissdo dos

elementos.
frasco de
{ policarbonato
- . >
s | g § & tampa de ago
. ; i / inoxidavel
N

- N

g barra magnética
T ————————

FIGURA 8 - Moinho criogénico e conjunto de moagem utilizado na cominuicéo

de folhas de materiais vegetais.
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Todas as amostras moidas foram armazenadas em dessecador contendo

perclorato de magnésio anidro.
4.3.2.2 - Moagem com bolas

A moagem com bolas permite moer materiais de alta dureza e com alto
teor de fibras. De acordo com o tempo de moagem, composi¢do do material que
compde o conjunto de moagem e do tamanho do recipiente e das esferas, pode-
se cominuir o material em particulas entre 0,1 e 100 pm *“. O moinho com
bolas utilizado neste estudo consistiu em quatro recipientes de agata, cada um
contendo 100 esferas de 10 mm e o material a ser moido (diametro inicial < 600
Kum). Operou-se 0 equipamento a 700 W e 400 rpm, intercalando-se rotagdes no
sentido horario (5 min) e anti-horario (5 min), com interrupgdes de 2 min entre
cada sentido de rotacdo para permitir o resfriamento dos recipientes. A Figura 9
mostra 0 equipamento com o conjunto de moagem, um frasco de aco inoxidavel

revestido por &gata e esferas de agata.

’!".
!

FIGURA 9 - Moinho com bolas com movimento planetario, recipiente e esferas

de agata.
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Para fins de comparagéo, foram investigados tempos de moagem de 20 e
60 min para amostras de folhas de citros e soja, e de 60 e 120 min em folhas de
cana-de-acucar. [Esses tempos foram estabelecidos ap0s experimentos
univariados considerando-se as intensidades de emissdo dos analitos apds a
analise de pastilhas de materiais vegetais por LIBS. Tempos de moagem
menores que 20 min ndo foram utilizados na moagem com bolas, principalmente
em folhas de cana-de-agucar, por resultar em pastilhas quebradicas e sem

COesao.

4.3.3 - Determinacao do tamanho final das particulas

A determinacdo da distribuicdo de tamanho de particulas apos os estudos
de moagem foi feita no Instituto de Pesquisa Tecnoldgica (IPT) no Laboratério
de Processos Quimicos e Tecnologia de Particulas (LPP). As analises foram
feitas a seco com a técnica de espalhamento com laser de baixo angulo,
utilizando-se analisador Beckman Coulter, modelo LS 13 320 Tornado Dry
Powder System, EUA. Efetuaram-se as medidas de acordo com a norma ISO
13320-1:1999(E).

4.3.4 - Preparo das pastilhas para analises por LIBS

As pastilhas dos materiais vegetais foram preparadas em uma prensa
hidraulica (Spex, modelo 3624B X-Press, EUA), transferindo-se
aproximadamente 0,5 g do material moido para um conjunto de prensagem e
aplicando-se 8 ton cm? durante 5 min. A Figura 10 mostra um diagrama das

principais etapas envolvidas até a obtencdo das pastilhas.
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FIGURA 10 - llustracdo da sequéncia analitica para o preparo de pastilhas de

materiais vegetais até a determinacdo dos nutrientes por LIBS.
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4.3.5 - Microscopia eletronica de varredura e perfilometria

As técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de
perfilometria foram utilizadas para investigar a geometria das crateras formadas

apos incidéncia dos pulsos do laser na superficie da amostra.

As analises de microscopia foram feitas no Laboratdrio de Caracterizacao
Tecnolodgica (LCT) do Departamento de Engenharia de Minas e Petréleo da
Escola Politécnica da USP. As amostras foram recobertas com platina durante
80 s no metalizador modelo MED 020 (Bal-tec). As crateras foram analisadas
em um microscopio eletrénico de varredura LEO, modelo Stereoscan 440 com

detector de elétrons secundarios.

A topografia das crateras foi analisada em um Perfilométro Taylor
Hobson, modelo SV C525 Talysurf Series 2 (Reino Unido), no Laboratorio de
Materiais Fotbénicos do Instituto de Quimica de Araraquara da Universidade
Estadual Paulista Jalio Mesquita Filho (UNESP). Esse aparelho possui uma
agulha de varredura com ponta de contato de diamante com seccdo transversal
de 2 um de raio, que se desloca & velocidade de 0,5 mm s™, conectada a uma
unidade computadorizada com software especifico para as leituras de
perfilometria. A aquisicdo dos dados de perfilometria foi feita pelo software
Ultra®. O volume, area e o perfil das crateras foram obtidos com auxilio do

software TalyMap®.
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4.3.6 - Porosidade e densidade das pastilhas

A porosidade das pastilhas foi determinada em porosimetro de mercurio
(Aminco 5000 psi, EUA). A densidade real das particulas foi medida por
picnometria de hélio (Accupyc 1300, Micromeritics, Australia), considerando a

dimenséo da pastilha e sua massa.

4.3.7 - Teores de celulose, fibra e lignina

Os teores de celulose, fibra e lignina das folhas de cana-de-agucar, citros e
soja foram determinados de acordo com o metodo oficial da AOAC (Association

of Official Analytical Chemists) **'

. Aproximadamente 10 g das amostras
previamente moidas em moinho com facas (@ < 600 um) foram utilizadas. O
teor de fibra em detergente acido (FDA) foi determinado gravimetricamente
como residuo remanescente apos digestdo, empregando H,SO, e brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB). Os residuos das fibras sdo predominantemente
celulose e lignina. O teor de lignina foi determinado gravimetricamente apos o
residuo da FDA ser extraido com H,SO, 72% v v e secado. O teor de celulose
foi determinado subtraindo-se o valor do teor de lignina a partir do valor de

FDA %
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4.3.8 - Decomposicdo das amostras e determinacdes de nutrientes
por ICP OES

Para decomposicdo das amostras, utilizou-se um forno com micro-ondas
(Milestone, modelo ETHOS 1600, Italia). As digestdes foram feitas em
triplicata, de acordo com o seguinte procedimento: pesou-se uma aliquota de
250 mg de cada amostra e transferiu-se para frascos de TFM®
(politetrafluoretileno modificado). Adicionaram-se 6,0 mL de HNO3;20% v v e
2,0 mL de H,0, 30% v v'. Os frascos de TFM® foram acondicionados
individualmente em cilindros de protecdo de PEEK (poliéter-éter-cetona),
fechados e fixados em rotor apropriado para 10 amostras. O rotor foi
devidamente instalado na cavidade do forno de micro-ondas e um programa para
digestdo das amostras foi utilizado e encontra-se na Tabela 3. Apos a digestao,
transferiram-se as amostras para frascos do tipo Falcon, completando-se o

volume para 25 mL com agua purificada em sistema Milli-Q.
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TABELA 3 - Programa de aquecimento para decomposicdo assistida por

radiacdo micro-ondas de tecidos foliares de citros, soja e cana-de-agucar.

Etapa Tempo (min) Temperatura (°C)*  Poténcia maxima (W)
1 3 120 1000
2 2 120 0
3 4 160 1000
4 5 220 1000
5 15 220 1000

*como medida de seguranga, a maxima temperatura externa dos cilindros de

protecéo foi programada para 90° C.

A determinacdo dos elementos nas amostras digeridas foi feita por ICP
OES empregando-se espectrometro com visdo radial (Varian modelo Vista Pro-

CCD, Austrélia) e nebulizador concéntrico. As medidas foram feitas em

128
l.

condi¢cbes robustas de andlise, conforme recomendado por Silva et a e

129
l.

Trevizan el a . Os parametros operacionais utilizados nas analises por ICP

OES sdo informados na Tabela 4.
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TABELA 4 - Pardmetros operacionais utilizados nas anélises por ICP OES.

Parametros operacionais Valores

Poténcia da radiofrequéncia (kW) 1,3

Vazdo do gés do plasma (L min™) 15

Vazdo do gas auxiliar (L min™) 1,5

Vazdo do gas de nebulizacéo (L min™) 0,7

Vazdo da amostra (mL min™) 0,8
B 1249,772
Ca 1l 393,366
Cu 1 327,395
Fe 11 238,204

Linhas de emissdo (nm) K 1769,897
Mg 11 279,553
P1177,434
Mn 11 259,372
Zn 1213,856

4.3.9 - Estratégia de calibracdo para a determinacdo de macro- e

micronutrientes em materiais vegetais por LIBS

As amostras de folhas de cana-de-acucar utilizadas nesta etapa, o
procedimento de coleta, preparo da amostra e de moagem com facas foram

idénticos aos descritos no item 4.1. Aproximadamente 10 g de folhas de cana-
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de-agucar (variedade 6 CTC, Centro de Tecnologia Canavieira) foram
cominuidas em moinho criogénico por 40 min. A etapa de pré-congelamento foi
de 5 min e os intervalos de recongelamento de 1 min. Foram utilizados 2 ciclos
de moagem de 20 min. Apo6s o procedimento de moagem, as folhas moidas
foram transferidas para um baldo volumétrico de 500 mL contendo 200 mL de
solucdo de HNO; ou HCI. As concentragdes acidas investigadas foram 0,2 e
2,0 mol L. A mistura foi agitada por 5 min por efeito vértex. Em seguida, a
solucdo foi filtrada através de papel de filtro (Whatman®, Maidstone, Reino
Unido) de 3 pum de didmetro do poro. A fracdo solida retida no filtro foi
transferida para outro baldo contendo nova solucdo acida. Este procedimento de
extracdo foi repetido por 5 vezes até o tempo de extracdo total de 25 min. O
residuo final foi seco em estufa com circulagdo forcada a 60 °C por 48 h e, em
seguida, homogeneizado manualmente em almofariz e pistilo. A Figura 11
mostra uma ilustracdo resumida das etapas do procedimento de extracdo acida
utilizado no preparo de um material contendo baixas concentracGes dos analitos

e no preparo dos padrdes de calibracéo.

O material obtido foi analisado por ICP OES ap06s decomposigdo acida em
forno de micro-ondas fechado e utilizado como branco, ou como material
contendo baixa concentracdo dos analitos, de acordo com a eficiéncia de

extracao.
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FIGURA 11 - Sequéncia ilustrando o procedimento de extragdo acida e preparo

de pastilhas de padrdes de calibragéo solidos.

4.3.10 - Preparo das curvas de calibracdo a partir do material

vegetal extraido

A curva de calibracdo foi preparada a partir dos materiais extraido e
original, e de misturas apropriadas entre estes materiais nas proporcGes de
75:25, 50:50 e 25:75, respectivamente. Essas misturas foram homogeneizadas
individualmente em moinho criogénico por 2 min (1 ciclo de 2 min), e os teores
de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Mn e Zn foram determinados por ICP OES e utilizados
como valores de referéncia dos padrdes de calibracdo. Os procedimentos de

digestdo acida e o uso do ICP OES foram anteriormente descritos no item 4.3.8.

A exatiddo dos resultados obtidos por ICP OES foi avaliada a partir da
analise de CRMs: folhas de espinafre (NIST 1570a), folhas de macieira (NIST
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1515), folhas de pessegueiro (NIST 1547), folhas de tomateiro (NIST 1573a) e
acicula de pinheiro (1575a).

4.3.11 - Tratamento dos dados obtidos a partir da analise de

pastilha de material vegetal por LIBS

Os dados utilizados nesta tese basearam-se em medidas da area dos picos
das linhas de emissdo. Com o objetivo de minimizar possiveis variag@es entre as
medidas experimentais decorrentes da micro-heterogeneidade da amostra,
trabalhou-se com espectros médios. Cada espectro médio foi resultante da média
de 10 espectros individuais, e cada espectro individual foi obtido em funcdo do
numero de pulsos acumulados. Dessa forma, para uma situacdo em que 25
pulsos acumulados do laser sdo aplicados em cada ponto de amostragem, cada
espectro médio corresponde a média de 10 pontos de amostragem, ou seja, cada
espectro medio é resultante de 250 pulsos. Os coeficientes de variacdo

apresentados sdo relativos a 10 observagdes.

Os espectros obtidos no sistema LIBS utilizado neste projeto apresentam
sinais de emissdo na regido entre 200 e 780 nm. A Figura 12 mostra,
respectivamente, espectros de emissdo abrangendo esta regido do espectro
(Figura 12 a) e em uma regido selecionada entre 250 e 262 nm (Figura 12 b),

obtidos a partir da analise de pastilhas de folha de citros.
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FIGURA 12 - Espectros de emisséo de pastilha de folhas de citros (a) entre 200
e 780 nm e (b) fragmento de 250 a 262 nm. Condicdes: 25 J cm™; 2,0 ps de

atraso; 4,5 us de integragéo e 25 pulsos acumulados.

Para a correcdo dos sinais de emisséo do fundo (background), os sinais
meédios de emissdo obtidos em regides espectrais independentes localizadas nas

vizinhancgas das linhas de emissdo dos analitos (BG; e BG,, Figura 13) foram
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subtraidos da intensidade maxima de cada linha de emissdo (IE), conforme
recomendado ? e ilustrado para medidas de Mg | 277,983 nm em pastilha de

citros.
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FIGURA 13 - Fragmento do espectro de emissdo em pastilhas de citros
ilustrando a maxima intensidade de emissédo e as regides BGs vizinhas ao pico.

Condicdes: 25 J cm? 2,0 ps de atraso; 4,5 ps de integracdo e 25 pulsos

acumulados.

Os valores de intensidade corrigida foram determinados a partir da
subtracdo da intensidade méxima do pico (IE) pela média dos sinais do fundo

(BG, e BG,) ®®, como descrito na equacao (1):

(BG; + BG,)

l, = IE — 5 1)

onde: I; € o sinal de emissdo corrigido;

IE é o sinal de emissdo do analito sem correcao.
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A SNR foi obtida dividindo-se o sinal corrigido pelo desvio padrdo meédio
da flutuacdo das intensidades dos sinais de emissdo nos dois intervalos
(BG; e BG;) que foram considerados para estimativa do sinal do fundo. A éarea
de pico foi obtida pelo método de integracdo por trapézios. Identificaram-se os
sinais de emisséo de interesse de acordo com as bases de dados do NIST **° e do

software do espectrémetro.

E importante lembrar que nos experimentos envolvendo o preparo de
brancos analiticos, as regides BG; e BG, e a regido onde estaria localizado o

pico de emissdo, foram obtidas a partir da analise do material extraido.

Com auxilio do programa Matlab®, foram obtidos os parametros de
intensidade dos sinais de emissdo corrigida, area de pico e razdo sinal-ruido de

uma linha de interesse.

4.4 - LA-ICP OES

4.4.1 - Cominuicdo dos materiais vegetais e preparo das pastilhas
visando a determinacdo de macro- e micronutrientes por LA-ICP
OES

As amostras foram previamente moidas em moinho com facas (Marconi,
Brasil) com peneira de aco inoxidavel com abertura de 600 pm. Em seguida, as
amostras foram cominuidas em moinho vibratério com bola (High Speed Mixer
Mill MM 200, Retsch, Alemanha). Aproximadamente 0,5 g de amostra foi
transferida para um recipiente de carbeto de tungsténio (WC) contendo uma
esfera de WC de 9 mm. O moinho possui capacidade para moagem de dois
recipientes simultaneamente (Figura 14). Para investigar o tempo de moagem
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mais apropriado no preparo das pastilhas, as amostras foram homogeneizadas
com tempos de moagem variando de 5 a 120 min, com frequéncia de 25 Hz

(1500 rotagdes por minuto).

FIGURA 14 - Moinho vibratorio com bolas Retsch modelo MM200 e imagens

do frasco e tampa de carbeto de tungsténio.

As pastilhas dos materiais vegetais foram preparadas em uma prensa
hidraulica (Carver pellet press, Indiana, EUA), transferindo-se aproximadamente
0,40 g do material moido para um conjunto de prensagem sob vacuo e

aplicando-se 4500 psi (0,35 ton cm™) por 5 min *,

4.4.2 - Uso de padréo interno nas analises por LA-ICP OES

Para as analises dos materiais vegetais por LA-ICP OES, solucdo de
400 mg L™ Sc (2 % HNOs v v, Ricca Chemical Company, EUA) foi utilizada
como padrao interno. O escandio foi escolhido como padréo interno porque suas
linhas de emiss@o néo interferem nas linhas de emissdo dos analitos de interesse
e por ndo fazer parte da composicéo de folhas de plantas. Além disso, quando as

linhas de emissédo séo escolhidas, é necessario considerar a proximidade de seus
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potenciais de ionizacdo, energia de excitacdo e similaridades nas propriedades
térmicas. Entretanto, estas condi¢cbes de homologicidade sdo muitas vezes

insuficientes %,

Solucdes de referéncia foram adicionadas sobre 0,4 g do material
cominuido por pipetagem. Escandio foi adicionado em todos os padrdes de
calibracdo e nas amostras dos materiais vegetais. Em seguida, as amostras foram
secas a 55 °C até massa constante. Todas as amostras foram novamente

homogeneizadas em moinho com bolas por 2,5 min.

4.4.3 - Instrumentacéo do sistema LA-ICP OES

Utilizou-se um ICP OES modelo Optima 7300 DV (Perkin Elmer,
Waltham, EUA) com visdo axial e radial e equipado com optica Echelle com
detector de duas matrizes segmentadas SCD (segmented-array charge-coupled

device) para a cobertura das regides UV e VIS no intervalo de 163 a 782 nm.

Utilizou-se um sistema comercial de ablacdo com laser modelo LSX-500
(CETAC, EUA) composto por um laser de Nd:YAG operando no quarto
harmonico (266 nm) e gerando pulsos de 6 ns e energia maxima de 9 mJ. Esse
arranjo optico proporciona diametros de focalizacao variando de 10 a 230 um. O
laser pode ser operado em taxas de repeticdo de 1 a 20 Hz. Cabe destacar que
este parametro influencia a eficiéncia de amostragem e a sensibilidade dos
resultados. A cela de amostragem é montada sobre uma plataforma com controle
de movimento X-Y-Z de 0,25 um. O eixo Z é utilizado para focalizar o laser
atraves do sistema de visualizacdo de uma camera CCD (680 x 484 pixels), com
sistema de ampliagdo da imagem e medida da energia do laser em tempo real. A
imagem da amostra é observada diretamente pelo programa DigiLaz™-II. O

sistema de microscépio CCD da camera permite identificar visualmente a
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amostra e focalizar o laser sobre a mesma. Além disso, a camera dispde de um
alvo digital que pode ser ajustado em fungdo do aspecto visual das amostras e

facilitar o posicionamento da amostra no ponto de incidéncia do laser.

Para purgar a cela de amostragem e evitar o colapso do plasma, o sistema
é equipado com trés vias acionadas por valvulas para direcionar o gas carregador

para o ICP, para a posicdo de purga ou posi¢do de contorno.

A Figura 15 mostra (a) parte da montagem usada nas analises por
LA-ICP OES e (b) do sistema LSX-500 utilizado na ablacdo das pastilhas.

(a)

Espectrdmetro
Optima 7300 DV
Perkin Elmer

unidade de ablagfo
<—— com laser CETAC
LSX 500

(b) PP wnidadede

ablagdo com laser

cela de ablagdo

FIGURA 15 - (a) Imagem do sistema LA-ICP OES e (b) visdo da cela de

ablacéo.
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O tempo das medidas de ablacéo, as vazdes dos gases carregador e de
nebulizacdo, o tempo de residéncia dos atomos e 0 modo de aquisi¢do do sinal
de integragdo foram ajustados com base nos trabalhos realizados pelo grupo de
pesquisa do Prof. Almirall para analise elementar de algoddo e amostras de
vidros utilizando LA-ICP OES. Os dados foram coletados por 100 s no modo

transiente 1%

, sendo os 20 s iniciais utilizando Ar como branco, seguidos de 50 s
de ablacdo da amostra. Como o acoplamento inicial do laser pode causar
instabilidade %, os primeiros 20 s da ablacdo da amostra foram ignorados. A cela
de ablacdo foi varrida por mais 30 s para remocao dos materiais particulados da
cela e do caminho até o plasma para evitar efeito de memoria nas medidas
seguintes.

Argodnio foi utilizado na vazdo de 0,5 L min™ para o transporte das

132 As analises foram conduzidas com dez

particulas abladas pelo laser
replicatas por pastilha e com distancia de pelo menos 1,5 mm entre as crateras.
Os experimentos foram realizados com fluéncia do laser de aproximadamente

9Jcm?

O laser foi focalizado sobre a superficie da pastilha utilizando perfil de
profundidade (formacdo de cratera) como modo de ablacdo e 200 um de

diametro de focalizacéo.

4.4.4 - Materiais de referéncia certificados

As curvas de calibracdo foram preparadas usando materiais de referéncia
certificados de diferentes materiais vegetais. Os seguintes CRMs foram
utilizados: folhas de macieira (SRM NIST 1515), folhas de pessegueiro (SRM
NIST 1547), folhas de espinafre (SRM NIST 1570a), folhas de tomateiro (SRM

NIST 1573a) e aciculas de pinus (SRM NIST 1575a).
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4.4.5 - Caracterizacdo das amostras

Utilizou-se microscopio digital (Keyence VHX-100, Japéo) para inspecao
do tamanho das particulas e para a determinacdo do volume das crateras. A
Figura 16 mostra parte do equipamento utilizado. Pequenas porcbes das
amostras cominuidas em diferentes tempos de moagem foram espalhadas,
fixadas sobre uma fita de carbono adesiva e observadas com ampliacdo de
100 X.

FIGURA 16 - Visdo do microscopio Keyence com imagem de material

cominuido de citros espalhado em fita de carbono (amplia¢do: 100X).

As densidades das pastilhas de cana-de-acUcar, citros e soja foram

determinadas considerando-se a massa e as dimensdes das pastilhas.
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4.4.6 - Limites de deteccao para LA-ICP OES

Os limites de deteccdo para LA-ICP OES foram estimados empregando-se
CRMs com a menor fracdo de massa dos analitos em cada curva de calibracéo
12 Os desvios-padrdo dos sinais de fundo (s) foram medidos durante os
primeiros 20 s dos sinais transientes (somente na presenca de argbnio). Os
limites de deteccdo foram calculados como 3,3 s/b, onde b é o coeficiente

angular da curva de calibragio *'*.
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5 - Resultados e discussao

5.1-LIBS

5.1.1 - Condicdes instrumentais do sistema LIBS

Desde o inicio dos trabalhos com LIBS, o Grupo de Espectrometria
Atomica do CENA tem realizado esforgos na tentativa de investigar os efeitos
das variaveis instrumentais nas intensidades dos sinais de emisséo em diferentes
amostras, principalmente tecidos vegetais. Em 2010, Nunes et al. ® otimizaram e
validaram um método para a determinacdo de P, K, Ca, Mg e B, Cu, Fe, Mn e
Zn em folhas de cana-de-aglucar. Os melhores resultados foram obtidos usando
as seguintes condicdes experimentais: 110 mJ/pulso; 17,5 cm de distancia lente-
amostra; 2,0 us de atraso; 5,0 us de integracdo e 25 pulsos acumulados. Nesta
tese, optou-se por utilizar condi¢Bes experimentais semelhantes as estudadas por

Nunes et al. &,

As Figuras 17 e 18 e 19 e 20 mostram, respectivamente, a influéncia do
numero de pulsos do laser acumulados incididos em pastilhas de citros e o
tempo de atraso para aquisicdo dos espectros de emissdo caracteristicos, sobre as
intensidades de emisséo de P, Mg, B e Fe. Nessas condigdes avaliadas fixou-se a

energia/pulso do laser em 110 mJ e a distancia lente-amostra em 17,5 cm.

Observa-se que, a medida que o numero de pulsos acumulados aumenta
de 5 para 50, h4 um aumento nos valores das intensidades de emissdo para a
maioria dos analitos, bem como o aumento no sinal de fundo. Uma das
explicacGes se baseia no fato de que o aumento do nimero de pulsos faz com

gue ocorra aumento da massa amostrada e, consequentemente, aumento dos
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sinais de emissdo. Entretanto, quando algumas linhas de emissdo mais intensas
sdo selecionadas, principalmente de macronutrientes (e.g. Ca e Mg), ocorre a
saturacdo do detector. Acima de 50 pulsos do laser, ocorrem alteragcdes na
geometria da superficie da amostra, e isso faz com que o sinal ndo aumente

proporcionalmente ao nimero de pulsos.
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FIGURA 17 - Intensidade dos sinais de (a) P 1 213,619 nm e
(b) Mg 1 277,983 nm em funcdo do nimero de pulsos acumulados em pastilhas

de folhas de citros. Condicdes: 25 J cm™; 2,0 s de atraso e 5,0 ps de integragao.
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FIGURA 18 - Intensidade dos sinais de (@ B | 249,773 nm e
(b) Fe 11 259,940 nm em funcéo do numero de pulsos acumulados em pastilhas

de folhas de citros. Condic8es: 25 J cm™; 2,0 ps de atraso e 5,0 pis de integracéo.

O tempo de atraso € o tempo decorrido entre o instante de aplicacdo do
pulso do laser e o inicio da leitura dos sinais de emissdo; o tempo de abertura da

janela do espectrémetro durante a aquisi¢do dos sinais é definido como tempo de
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integracdo. Como ja mostrado >* (ver Figura 5), logo ap6s o pulso do laser, uma
intensa contribuicdo da emissdo do continuum ocorre, principalmente, em
tempos de atraso menores que 0,1 ps. Esse efeito é devido, principalmente, ao
efeito Bremsstrahlung, que é ocasionado por colisbes de elétrons com ions e
atomos, e a recombinacdo de elétrons com ions. Essa recombinacdo ocorre
quando elétrons livres sdo capturados por atomos ou ions, liberando energia na

forma de fotons 3,

Na escolha do tempo de atraso mais apropriado, deve-se considerar a
discriminagdo do sinal de emissdo do continuo com o objetivo de aumentar a
razdo do sinal de emissdo do analito e do sinal de fundo, e da razdo sinal/ruido.
Como o plasma, no caso de LIBS, é um evento de curta duracdo, o uso de
tempos de atraso maiores tende a diminuir o sinal de emissdo dos analitos. As
Figuras 19 e 20 mostram que, quando a aquisi¢do dos sinais de emissao é feita
com tempo de atraso de 1 ps, os valores de area de pico sdo maiores, porém ha
ainda uma grande contribuicdo do sinal de fundo. Alem disso, para alguns
elementos ocorre a saturacdo do detector. Para tempos de atraso menores que
1 us, € bastante dificil discriminar o sinal de emissdo do sinal do continuum. Por
isso, é conveniente realizar a aquisicdo dos sinais de emissdo em tempos de
atraso maiores (e.g. 1,5 ps), onde a razdo sinal/ruido € maior e ha menor
contribuicdo do sinal de fundo. A aquisicdo dos espectros de emissédo em tempos
de atraso maiores (e.g. 3 e 4 us apos o pulso do laser) torna o sinal de fundo
praticamente desprezivel, porém, as intensidades dos sinais de emissdo dos
elementos também sdo baixas. Comportamentos semelhantes foram observados
para Ca, K, Cu, Zn e Mn.
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FIGURA 19 - Fragmentos dos espectros de emissdo de pastilhas de folhas de
citros mostrando as linhas de (a) P 1 213,619 nm e (b) Mg | 277,983 nm em
funcdo do aumento do tempo de atraso. CondicBes: 25 J cm? 25 pulsos

acumulados e 4,5 ps de integracéo.
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FIGURA 20 - Fragmentos dos espectros de emissdo de pastilhas de folhas de
citros mostrando as linhas de (a) B |1 249,773 nm e (b) Fe 1l 259,940 nm em
funcdo do aumento do tempo de atraso. CondicBes: 25 J cm? 25 pulsos

acumulados e 4,5 ps de integracéo.
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5.1.2 - Procedimentos de moagem

LIBS tem sido frequentemente apontada como uma técnica
espectroanalitica que necessita de minimo ou nenhum procedimento de preparo
da amostra *°. Entretanto, considerando-se as caracteristicas ndo0 homogéneas
dos materiais vegetais, varias dificuldades podem ser esperadas em analises

quantitativas °.

Em muitos casos, sd0 necessarios procedimentos de
homogeneizacdo ** para evitar elevados coeficientes de variacdo das medidas
nas porcdes amostradas devido a distribuicdo ndo homogénea dos elementos na

amostra teste (pastilha).

Duas estratégias podem ser utilizadas empregando LIBS para anélise dos
elementos no material moido. A primeira é a analise direta, na qual o material

cominuido é espalhado sobre uma superficie adesiva plana %

e, a segunda, a
qual tem sido utilizada nas analises de materiais vegetais é o preparo de

pastilhas 2.

Métodos microanaliticos baseados na andlise direta requerem
procedimentos de moagem para a homogeneizacdo da amostra. Pequenas
particulas podem aumentar a forga de coesdo do material na pastilha, alterando a
porosidade e aumentando a reprodutibilidade das medidas *. A coesdo das
particulas agregadas desempenha um importante papel na precisdo, porque
quanto mais compactas e resistentes sdo as pastilhas, maior a reprodutibilidade

da interacdo laser-amostra “.

Dessa forma, a distribuicdo do tamanho das
particulas tem sido apontada como um dos principais fatores que afetam a

eficiéncia de ablacdo por laser e a precisdo das medidas.

Neste trabalho, utilizaram-se amostras de materiais vegetais na forma de

pastilnas, as quais foram preparadas ap6s a cominuicdo de materiais,
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previamente moidos em moinho de faca, utilizando-se moagem criogénica e

com bolas.

5.1.3 - Moagem criogénica

A moagem criogénica & considerada como um dos métodos mais
apropriados para a cominuicdo de materiais bioldgicos **%1%  pastilhas de
folhas de citros, soja e cana-de-agucar foram analisadas por LIBS apds moagem
criogénica nos tempos de 10, 20, 30, 40 e 50 min. Realizou-se um teste-t ndo
pareado ao nivel de confianca de 95%, para verificar possiveis diferencas nas
intensidades dos sinais de emissdo dos elementos determinados nas pastilhas
preparadas nos diferentes tempos de moagem. A Figura 21 mostra que 10 min
de moagem sdo necessarios para atingir o maximo sinal de intensidade de
emissdo para B, Mn, P e Mg nas pastilhas de folhas de citros (tamanho médio -
20 pum). Em geral, Cu, Zn, Fe, Ca e K também nédo apresentaram diferengas
estatisticas significativas nas intensidades dos sinais de emissdo com 0 aumento
do tempo de moagem. Entretanto, foram observadas diferencas estatisticas nos
sinais de emissdo em folhas de soja e cana-de-acglcar apés 10 min de moagem.
Foram necessarios 20 e 30 min de moagem para atingir a maxima intensidade
dos sinais de emissdo dos elementos nas pastilhas de folhas de soja (tamanho
médio das particulas 15 pm) e folhas de cana-de-aglcar (tamanho médio 18

pUm), respectivamente.

Cabe ressaltar que, nesta etapa, as medidas de emissdo foram feitas
acumulando-se 25 pulsos consecutivos do laser (n = 30 crateras). Dessa forma,
ndo foram observadas diferencas significativas nos coeficientes de variagdo
mesmo com a diminuicdo do tamanho das particulas em maiores tempos de

moagem.
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FIGURA 21 - Intensidades dos sinais emissdo (area de pico) de B | 249,773,
Mn 11 257,610, P 1 213,619 e Mg | 277,669 nm a partir das analises de pastilhas
de folhas de (a) citros, (b) soja e (c) cana-de-agucar, apos 10, 20, 30, 40 e 50 min

de moagem criogénica. As barras de erros correspondem a + 1 desvio-padréo

(n = 30). Condigdes: 25 J cm™; 25 pulsos acumulados e 4,5 ps de integracéo.
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A Tabela 5 mostra os teores de fibra, celulose e lignina nas folhas de
plantas que foram determinados para investigar possivel correlagdo entre a
composicdo do material e o tempo de moagem. Os valores obtidos indicam uma
razoavel concordancia entre os teores de fibra e celulose das amostras com o
tempo de moagem necessario para atingir os maiores valores dos sinais de
emissdo dos elementos na analise das pastilhas por LIBS. E importante ressaltar
que a celulose é o material mais comum da parede celular, sendo composto por
longas cadeias de moléculas de glicose que assumem propriedades cristalinas na
parede celular. Durante a formagéo da parede, moléculas adjacentes de celulose
ligam-se umas as outras para a formacdo das microfibrilas, que por sua vez, se

1% Dessa forma, é

enovelam para formar resistentes fios, as macrofibrilas
possivel correlacionar os maiores tempos de moagem criogénica das folhas de
soja e cana-de-acucar com os maiores teores de celulose e fibra, em comparagéo

ao tempo de moagem para folhas de citros.

Entretanto, ndo foi possivel estabelecer correlacdo entre o teor de lignina
das folhas com o tempo de moagem em virtude da pequena varia¢do nas folhas
de cana-de-acUcar, citros e soja (e.g. 5 - 11%). Porém, de acordo com

Van Soest ¥’

, tecidos com menor razdo lignina/celulose tendem a se enrolar ao
invés de se romper, enquanto os tecidos com maior razdo lignina/celulose
tendem a se quebrar e ndo dobrar. Consequentemente, os tecidos menos
lignificados fragmentam-se em particulas maiores, enquanto que os tecidos mais
lignificados em particulas menores. Durante um procedimento de moagem a
lignina torna-se seletivamente distribuida entre as particulas de maiores
dimensdes **. As proporcdes lignina/celulose e os teores de fibra, lignina e
celulose sdo mostrados na Tabela 5. Os valores obtidos confirmam que as folhas

de cana-de-agucar sdo mais dificeis de moer do que as folhas de citros e soja.
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TABELA 5 - Teores de fibra, lignina e celulose e a razdo lignina/celulose em
folhas de citros, soja e cana-de-agucar. As incertezas sdo representadas por + 1

desvio-padrdo (n = 3).

_ o Lignina/
Folhas Fibra (%) Lignina (%) Celulose (%)
Celulose
Citros 26 +0,3 7%0,2 19+0,1 0,37
Cana-de-acucar 41+£0,5 5+0,3 35+0,7 0,14
Soja 51+0,9 11+04 37+05 0,30

5.1.4 - Moagem com bolas

Inicialmente, os experimentos de moagem com bolas foram realizados de
acordo com as condicdes estabelecidas pelo fabricante, ou seja, recipiente de
agata de 250 mL contendo 50 esferas de &gata de 10 mm. Nessas condicdes,
observou-se, por inspecdo visual, que a cominuicdo foi efetiva apenas para as
folhas de citros e soja. Nas amostras de cana-de-agucar, pelo menos 100 esferas
foram necessarias. Dessa forma, 100 esferas de moagem foram selecionadas

para a cominuicdo de todas as amostras no decorrer deste estudo.

Observaram-se diferengas estatisticas significativas nos perfis de
distribuicdo do tamanho das particulas de folhas de cana-de-aclcar de acordo
com o tempo de moagem do moinho com bolas com movimento planetéario.
Cabe destacar que, tempos de moagem menores que 20 min, resultaram em

pastilnas semelhantes as obtidas apés a moagem com facas (d < 600 um),
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resultando em pastilhas quebradigas e/ou com fissuras apés a incidéncia do laser

nas amostras de folhas de cana-de-agucar.

A Figura 22 mostra que pelo menos 20 min de moagem com bolas foram
necessarios para obter as maximas intensidades de emissdo dos elementos nas
pastilhas de folhas de citros (tamanho medio das particulas de 15 um). Para
pastilhas de folhas de soja (tamanho meédio das particulas de 20 um), nenhuma
diferenca estatistica significativa foi observada aumentando-se o tempo de
moagem de 20 para 60 min (Figura 22b). Em geral, os elementos néao
apresentaram diferencas estatisticas significativas, ao nivel de confiangca de
95%, nas intensidades dos sinais de emissdo como o aumento do tempo de
moagem a partir de 20 min. Diferencas significativas na distribuicdo do tamanho
das particulas foram observadas apenas em folhas de cana-de-agUcar ap0s 0s
procedimentos de moagem com bolas em diferentes tempos. Como mencionado
anteriormente, o uso de 20 min de moagem para o preparo das pastilhas de cana-
de-acucar resultou em pastilhas quebradicas e com baixa coeséo. Os resultados
indicam que 60 min de moagem foram apropriados na cominuicdo das folhas de
cana-de-acucar (tamanho de particula médio de 15 um). Ressalta-se que, apesar
do aumento do tempo de moagem de 60 para 120 min ter reduzido o tamanho
médio das particulas de 15 para 8 um, ndo foram observadas diferencas

significativas nas intensidades dos sinais de emissdo de LIBS (Figura 22c).
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FIGURA 22 - Intensidades dos sinais de emissdago de B | 249,773,
Mn 1l 257,610, P 1 213,619 e Mg | 277,669 nm de pastilhas de folhas de (a) citros,

(b) soja e (c) cana-de-aglcar, apos moagem com bolas. As barras de erros

60

correspondem a + 1 desvio padrdo. (n = 30). Condices: 25 J cm™; 25 pulsos

acumulados e 4,5 us de integracéo.
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A repetibilidade da interacdo laser-amostra e, consequentemente, a
repetibilidade das medidas depende do tamanho das particulas usadas no preparo
das pastilhas. A Tabela 6 mostra que a média do diametro das particulas foi menor
que 20 um e que 95% do volume acumulado das particulas (dgs) foi menor que
75 um, apds os procedimentos de cominuicdo empregando moagem com bolas e
moagem criogénica. A analise das pastilhas preparadas com essa distribuicdo de
particulas resultou em coeficientes de variagdo das medidas entre 5 e 20%
(n = 10 crateras). Apesar do tamanho médio das particulas serem menores do que
10 um aumentando-se o tempo de moagem com bolas até 120 min (e.g. pastilhas
de folhas de cana-de-aglcar), ndo foram observados melhores intensidades nos
sinais de emissdo dos elementos investigados, assim como na precisdo das

medidas.
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E importante que os tempos de moagem sejam apropriados para cada tipo de
amostra para obter semelhantes perfis de distribuicdo do tamanho das particulas
(e.g. < 75 pm). Alguns experimentos foram realizados com tempos de moagem
relativamente menores (e.g. 5 ou 10 min de moagem com bolas, € 2 ou 5 min de
moagem criogénica). Nesses casos, as intensidades dos sinais de emissdo dos
elementos avaliados foram menores que o0s obtidos nas condi¢es descritas
anteriormente, ou ndo foi possivel obter pastilhas coesas devido aos tamanhos

maiores das particulas.

5.1.5 - Caracterizacao das pastilhas e das crateras

O diadmetro da cratera e a profundidade de ablacdo por pulso dependem da
irradiancia do laser e da caracteristica de transferéncia **®. A ablacéo por laser em
amostras biologicas, como os tecidos foliares, resulta em uma quantidade maior de
material removido do que a ablacdo de metais ou de outros materiais densos e

opacos como o0s polimeros **°

. Materiais condutores exibem grandes crateras,
enquanto que os isolantes, por possuirem menor aquecimento nas bordas, possuem
crateras mais profundas **. Tal comportamento tem sido observado pelo Grupo de
Pesquisa de Espectrometria Atdmica do CENA, em amostras de polimeros de
brinquedos e de materiais foliares de interesse agrondmico. Geralmente, a radiacdo
do laser penetra mais nos materiais foliares, causando uma distribuicdo da energia
do laser em grandes volumes. Além disso, a onda de choque que acompanha a
ablacdo por laser pode carregar particulas do material ao redor da regido
vaporizada, contribuindo assim para aumentar a quantidade de material

removido 1%,

Neste trabalho, as imagens de MEV e perfilometria mostraram que as

pastilhas preparadas com particulas obtidas por ambos os procedimentos de
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moagem apresentaram crateras com morfologia semelhantes, apesar das pequenas
diferencas encontradas entre as diferentes espécies de plantas. Foi observado que
as pastilhas de folhas que contém menor teor de fibra (e.g. citros (Tabela 4))
apresentaram crateras bastante homogéneas com baixa deformidade das bordas
(Fig. 23). Como ja mencionado, o didmetro da cratera e a taxa de ablacdo por pulso
do laser depende, primariamente, da irradiancia do laser **, mas este parametro foi
mantido constante ao longo deste trabalho. Em geral, as pastilhas preparadas com
tamanhos de particulas menores que 75 um ndo apresentaram sinais de fratura apos
a ablacdo por laser, ndo havendo a necessidade do uso de agentes aglutinantes. A
massa ablada em cada ponto de amostragem foi estimada com base na densidade
da pastilha e no volume da cratera obtido por analise perfilométrica. Em geral,
massas de 99 + 17 pg foram abladas em cada ponto de amostragem (25 pulsos por

cratera, n = 30).

O gréfico da distribuicdo do tamanho das particulas, as imagens das crateras
obtidas por microscopia eletronica de varredura e perfilometria em folhas de citros,
cana-de-acucar e soja sdo0 mostradas, respectivamente, nas Figuras 23, 24 e 25.
Ressalta-se que as imagens das crateras obtidas por perfilometria nédo
correspondem as mesmas imagens obtidas por MEV, porém, sdo crateras obtidas

nas mesmas condicdes de analise por LIBS.
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A porosidade das pastilhas, definida como a porcentagem de ar em massa
entre as particulas, também foi determinada. Como esperado, quanto mais
eficiente for o procedimento de moagem, menor o tamanho das particulas obtido
e menor 0S espagos vazios entre uma particula e outra quando o material €
prensado. Dessa forma, isso contribui para uma melhor interacdo laser-amostra,
e, consequentemente, melhor uniformidade das crateras formadas apos 0s pulsos

de laser.

Neste trabalho, observou-se que a porosidade varia entre as espécies, e

varia de acordo com o procedimento de moagem.

Apesar dos perfis semelhantes de distribuicdo das particulas em folhas de
cana-de-acucar, citros e soja, apos os procedimentos de moagem com bolas e
moagem criogénica, apenas a porosidade das pastilhas de folhas de soja foi
semelhante (e.g. 17%). Nas pastilhas de folhas de cana-de-acUcar, a porosidade
apds moagem com bolas por 60 min foi de 17 %, enquanto que 30 min de
moagem criogénica resultaram na porosidade da pastilha de 31%. Estes valores
estdo em concordancia com os tamanhos de particulas obtidos. Ja as pastilhas de
folhas de citros apresentaram porosidades de 23 e 31% ap0s moagem com bolas

(20 min) e moagem criogénica (10 min), respectivamente.

Esses resultados mostram claramente a necessidade de precaucdo nos
procedimentos para a calibracdo em LIBS quando séo utilizados conjuntos de

amostras de diferentes espécies de plantas.
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5.1.6 - Determinacdo dos macronutrientes (P, K, Ca e Mg) e
micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn e B) por ICP OES

Realizou-se um experimento para investigar a possibilidade de erros
sistematicos devidos a contaminacdo, considerando-se a presenca de alguns
analitos de interesse (e.g. macro ou micronutrientes) nos componentes dos
moinhos. A agata, material dos frascos e esferas do moinho com bolas, é
composta, principalmente, por Si (99,9%) e, de acordo com o fabricante, Al, Na,
Fe, K, Mn, Mg e Ca também podem estar presentes em baixas concentragfes
(< 0,02% m m™). No caso da moagem criogénica, a barra magnética e as tampas
sdo compostas de aco inoxidavel 440 C (componentes majoritarios: 58-60% Fe,
16-18% Cr; componentes minoritarios: C, P, S, Mo, Mn e Si). Antes de realizar
os procedimentos de moagem, as amostras foram decompostas em meio &cido,
assistidas por radiacdo micro-ondas, e as solucdes obtidas foram analisadas por
ICP OES. Apos cada etapa de moagem (e.g. diferentes tempos de moagem) uma
porcdo do material cominuido foi digerida, e a solucdo resultante analisada por
ICP OES. Os resultados indicaram que ndo houve contaminacdo perceptivel da
amostra durante as etapas de moagem. A possibilidade de contaminacdo da
amostra pelos discos de aco inoxidavel (suporte da prensa hidraulica) no preparo
das pastilhas também foi investigada, mas analises de pastilhas preparadas com

celulose de alta pureza ndo indicaram contaminagéo perceptivel.

As Figuras 26 e 27 mostram, respectivamente, os teores de Ca e Mg, e Fe
e Zn determinadas por ICP OES em folhas de citros, soja e cana-de-agucar
previamente moidas em moinho com facas, antes e ap0s a cominuicdo em
moinho criogénico ou moinho com bolas, conforme os tratamentos mostrados na
Tabela 7.
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TABELA 7 - CondicGes experimentais das amostras digeridas por ICP OES.

Citros Soja  Cana-de-agucar
Massa cominuida Tempo de cominuicdo
Moagem i
) (min)
1* 10 0 0 0
2%* 10 60 60 60
Jxrx 3 10 20 30

* moinho com facas
**moinho com bolas;

*** moinho criogénico.
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FIGURA 26 - Concentracdo de (a) Ca e (b) Mg em folhas de citros, soja e cana-

de-acucar em diferentes condi¢Ges experimentais (Tabela 7).
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FIGURA 27 - Concentracdo de (a) Fe e (b) Zn em folhas de citros, soja e cana-

de-acucar em diferentes condi¢Ges experimentais (Tabela 7).
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517 - Preparo de branco ou material contendo baixa

concentracdo de analitos a partir de folhas de cana-de-acucar

A calibracgdo ainda é um dos grandes desafios em analise direta de solidos.
Isso é particularmente evidenciado nos casos dos métodos assistidos por ablagédo
por laser como LIBS, LA-ICP OES, LA-ICP-MS, quando a calibragdo é
dependente da matriz, ou materiais de referéncia certificados ndo estdo

disponiveis.

Para preparar brancos analiticos do material vegetal, a estratégia de
extragcdo em meio &cido foi inicialmente investigada em amostra de folhas de
cana-de-agtcar utilizando solugBes 0,2 ou 2,0 mol L™ HNOs ou HCI. Essas
concentracGes foram investigadas, baseando-se em resultados obtidos por

Miyazawa et. al 4014

. Nesta etapa, como ndo foram observadas diferencas
significativas na eficiéncia de extracdo em maiores concentragdes acidas ou com
o tipo de acido empregado, 0,2 mol L™ HNO; foi utilizado. A eficiéncia dos
procedimentos de extracdo foi inicialmente avaliada comparando-se as
intensidades dos sinais de emissdo de diversos analitos por LIBS. Com a
exce¢do do Fe, pelo menos 95% de eficiéncia de extracdo foram obtidos para
Ca, K, Mg, P, Mn e Zn. De acordo com Sucharova e Suchara **, os elementos
que fazem parte de silicatos primarios como Fe, Al, Cr e Ti podem nédo ser
completamente separados de materiais de vegetais (e. g. folhas de tomateiro,
folhas de pessegueiro, folhas de espinafre, entre outros) contendo teores
> 2 g kg Si, com HCI ou HNO3. A variedade de cana-de-agticar selecionada

neste experimento apresentava (5,7 + 0,3) g kg™ Si.

A Figura 28 mostra fragmentos do espectro LIBS para Mn e Mg obtidos a
partir da andlise de pastilhas de folhas de cana-de-agucar preparadas antes e ap0s

extragdo com 0,2 mol L HNO3 ou HCI.
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FIGURA 28 - Fragmentos de espectros obtidos em pastilhas de folhas de cana-
de-acicar mostrando o0s sinais de emissdo de (@) Mn Il 257,610 e
(b) Mg | 277,669 nm antes e apds extracdo com 0,2 mol L™ HCI ou HNOs.
CondicBes experimentais: 25 J cm™; 25 pulsos acumulados; 2,0 ps de atraso e

5,0 us de integracéo.
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A Figura 29 mostra o espectro LIBS, abrangendo a faixa de comprimento
de onda entre 200 e 780 nm, obtido em pastilhas de folhas de cana-de-agUcar
antes e apds a extracdo com 0,2 mol L™ HNOs. E importante mencionar que,
mesmo quando um branco nédo foi obtido para alguns analitos (e.g. P, Mn e Zn),
0 material resultante foi Gtil para simular um padrdo contendo fracdo de massa
pequena e proxima aos seus limites de deteccdo. De fato, quando as pastilhas do
material vegetal extraido foram interrogadas por LIBS, a maioria das linhas de
emissdo dos analitos ndo foram observadas ou foram bem menos intensas que as
observadas no material sem extracdo. Isto pode ser uma indicacdo de que esse

material pode ser utilizado como branco analitico.

Inspecionando o espectro mais detalhadamente, observa-se na Figura 29b,
e com auxilio do programa Esawin, que, mesmo ap0s a extragdo, 0 espectro
entre 200 e 300 nm é caracterizado, principalmente, por linhas atémicas e

iGnicas de ferro e carbono (C | 247,856 nm).
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FIGURA 29 - Espectro LIBS entre 200 e 780 nm em pastilhas de folhas de
cana-de-aglcar preparada (a) antes e (b) apds a extragdo com 0,2 mol L™ HNOs.
CondicBes experimentais: 25 J cm™; 25 pulsos acumulados; 2,0 ps de atraso e

5,0 us de integracéo.

As Figuras 30 e 31 mostram, respectivamente, fragmentos do espectro
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LIBS contendo as linhas de emissdo de Ca, Mg, K, P e Cu, Fe, Mn e Zn em
pastilhas preparadas com os materiais antes e apos a extracdo com HNO;. Na
maioria dos casos, as linhas de emissdo ficaram préximas a linha de base. Além
disso, pode-se observar que os materiais submetidos a extracdo apresentaram
menor sinal de fundo em comparacdo ao espectro do material original, o que
pode ser atribuido ao menor nimero de elementos quimicos e de elementos

facilmente ionizéaveis no plasma induzido por laser.
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Néo foi possivel preparar curvas de calibracdo para B e Cu,
principalmente devido as baixas concentraces desses elementos em folhas de
cana-de-agtcar (3,22 + 0,02 mg kg™ B e 4,67 + 0,12 mg kg™ Cu), resultando em
fracbes de massa estreita entre 0 material contendo baixas concentragdes dos
analitos e o material original. Folhas de espécies de plantas que apresentam
maiores teores de B e Cu, provavelmente resultariam em maiores faixas de

calibracdo, permitindo a determinacgdo quantitativa desses elementos.

O critério para selecionar a variedade de cana-de-acucar (CTC 6) a qual
foi submetida aos procedimentos de extracdo e preparo das pastilhas, baseou-se
em sua composicdo quimica (e.g. concentracdo dos analitos, teores de fibra,
lignina e celulose), que era proxima das outras variedades, e também nos
resultados obtidos em uma contribuicdo do grupo de pesquisa do CENA, onde
um conjunto de 26 e 15 amostras (total de 6 variedades) de cana-de-agucar foi
utilizado para calibragéo e validacdo °. E importante mencionar que as extragdes
acidas alteraram as caracteristicas da matriz em termos de composi¢do quimica e
propriedades fisicas como cor e tamanho das particulas. Apesar disso, a funcéo
linear observada nas Figuras 32 e 33 indicam que a mistura do material original
(composto por 95 % das particulas < 75 pum) com diferentes proporgdes do

material extraido, provavelmente ndo alterou a interagdo laser-amostra.

As Figuras 32 e 33 mostram, respectivamente, as curvas de calibracdo
para Ca, K, Mg e P e Mn e Zn. De maneira geral, as curvas de calibracdo
empregando misturas contendo baixas concentracdes dos analitos e o material
original apresentaram correlacGes satisfatorias entre os sinais de emissédo e as

fracOes de massa certificadas.
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FIGURA 33 - Curvas de calibracdo de Mn e Zn em pastilhas preparadas a partir

de misturas com o material extraido e o material original. Barras de erro

verticais correspondem a + 1 desvio-padrdo (n = 30). Condic¢Oes experimentais:

25 J cm®; 25 pulsos acumulados; 2,0 s de atraso e 5,0 pis de integracdo. Barras

de erro horizontais correspondem a

+

determinacdes por ICP OES (n = 3).
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A Tabela 8 mostra os limites de detecgéo calculados a partir das linhas de
emissdo mais sensiveis empregando-se 25 J cm™ e utilizando-se as linhas de
emissdo do material vegetal extraido. Os LODs foram calculados com base nas

recomendacdes da IUPAC **, de acordo com a equacéo (2):
LOD= 3,3% 2)

onde (s) é o desvio-padrdo estimado das medidas do branco (ou material
contendo baixas concentragcdes dos analitos) na mesma regido do espectro das
linhas de emissdo selecionadas, e b é coeficiente angular da curva de calibracéo.
Os LODs calculados nesta etapa do trabalho e os LODs estimados a partir do
desvio-padrdo medidos nas vizinhangas das linhas de emissdo selecionadas a

partir de CRMs foram semelhantes 2%*?

, 0 que é uma indicacdo de que os pixels
do detector ICCD apresentaram comportamentos semelhantes em ambos o0s
casos. No entanto, cabe destacar que os LODs estimados por este hovo método

de calibracéo atendem & recomendacdo da IUPAC 33,
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TABELA 8 - Limites de deteccdo de Ca, Mg, P, Mn e Zn. Dados obtidos nas
condicBes de analise: 25 J cm™; 25 pulsos acumulados; 2,0 us de atraso e 5,0 ps

de integracéo.

Linha de emissdo (hm) LOD Unidade
Cal 422,673 0,01 g kg™
Mg | 277,669 0,01 g kg™
K 1 404,414 1,4 g kg™
P 1213,618 0,03 g kg™
Mn 11 257,610 0,08 mg kg™
Zn 11 206,200 1,0 mg kg™

A estrategia de calibracdo proposta foi aplicada para analises quantitativas
de pastilhas de 17 variedades de folhas de cana-de-aclcar. A variedade 18 foi
removida do conjunto por apresentar caracteristicas andmalas das demais. Os
resultados obtidos para Ca, Mg, P, Mn e Zn foram comparados com os dados
obtidos dos materiais digeridos e determinados por ICP OES. Foram obtidos
coeficientes de variacdo abaixo de 13 % e 4 % nas determinacGes por LIBS e
ICP OES, respectivamente. Com excec¢do do K, os resultados das fracdes de
massa determinadas por LIBS apresentaram boa concordancia com as obtidas
por ICP OES (Figuras 34, 35 e 36) aplicando-se um teste-t ndo pareado ao nivel
de confianca de 95%. Segundo Carvalho et al. ®, 0 uso de maiores fluéncias (e.g.
50 J cm™) pode melhorar a correlagdo entre as intensidade dos sinais de emissdo

de alguns analitos e as respectivas fragdes de massa.

Cabe destacar que os bons resultados aqui relatados foram possiveis uma
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vez que os padrfes apresentavam composicdo quimica semelhante a das
amostras. Também é oportuno mencionar que a variedade de cana-de-agucar
selecionada para o preparo dos padrdes possuia teores intermediarios de fibra e
celulose com relaco as outras variedades (Gomes et al. *).

Outra estratégia interessante seria utilizar misturas de folhas de diversas

variedades de cana-de-agUcar para preparar as curvas de calibracéo.
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r=0,3443
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FIGURA 34 — Correlacdo entre os resultados obtidos para (a) Ca e (b) K em
pastilhas de cana-de-aclcar por LIBS em comparacdo as andlises dos
correspondentes digeridos por ICP OES. As barras de erros correspondem a + 1
desvio-padrdo (LIBS: 25 J cm; 25 pulsos acumulados; 2,0 ps de atraso e 5,0 s

de integracdo, n = 30 crateras; ICP OES: n = 3 digeridos).
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| Mg 277,669 nm
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y =0,89 x + 0,26
r =0,9755

o
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y=0,85x + 0,22
r = 0,800
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FIGURA 35 — Correlacdo entre os resultados obtidos para (a) Mg e (P) em
pastilhas de cana-de-aclcar por LIBS em comparacdo as andlises dos
correspondentes digeridos por ICP OES. As barras de erros correspondem a + 1
desvio-padrdo (LIBS: 25 J cm; 25 pulsos acumulados; 2,0 ps de atraso e 5,0 Hs

de integracdo, n = 30 crateras; ICP OES: n = 3 digeridos).

105



(@) 120

Mn 11 257,610 nm
90 -
FI'U)
X
(@)
E 60
)
o
i
30
y =093 X +4,77
r=0,9745
0+ T T T T T T T
0 30 60 .90 120
ICP OES (mg kg )
(b) I
Zn 11 206,200 nm
30-
‘_l'@
X
o 20-
E
)
=
2 10-
y =0,85 X + 3,50
p r=09152
0 T T T T T T T
0 10 20 30 40

ICP OES (mg kg™)

FIGURA 36 — Correlacdo entre os resultados obtidos para (a) Mn e (b) Zn em
pastilhas de cana-de-aclcar por LIBS em comparacdo as andlises dos
correspondentes digeridos por ICP OES. As barras de erros correspondem a + 1
desvio-padrdo (LIBS: 25 J cm; 25 pulsos acumulados; 2,0 ps de atraso e 5,0 s

de integracdo, n = 30 crateras; ICP OES: n = 3 digeridos).
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5.2 - LA-ICP OES

Uma estratégia interessante e pouco abordada na literatura para andlise
direta de solidos, principalmente tendo como objetivo a determinacdo de macro
e micronutrientes em materiais vegetais, € a utilizacdo da LA-ICP OES para a
analise de pastilhas. Isso ficou demonstrado nesta etapa da tese, utilizando-se,

também, folhas de cana-de-agucar, de citros laranja e de soja.

A Tabela 9 mostra os parametros utilizados em LA-ICP OES para a
analise das pastilhas de materiais vegetais. As linhas de emissdo foram
selecionadas de acordo com a base de dados do programa WinLab 32™ (Perkin

Elmer, Alemanha) e das concentra¢es dos elementos nas amostras.

Em LA-ICP OES fixaram-se a taxa de repeticdo do laser em 10 Hz e a
fluéncia do laser em 9,0 J cm™ por proporcionarem maior SNR para os analitos.
Exemplos de sinais transientes de Ca e P nas condicdes estabelecidas para a
anélise de pastilhas de folhas de citros por LA-ICP OES e a SNR s&o mostrados
na Figura 37.
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TABELA 9 - Parametros instrumentais utilizados para a analise de materiais

vegetais por LA-ICP OES.

Parametros LA-ICP OES
ICP OES Optima 7300 DV
Poténcia 1,5 kW
Vazdo de Ar 15 L min™
Vazdo do gas auxiliar 0,5 L min™
Vazéo do gés de nebulizacdo 0,5 L min™

Laser

Fluéncia (J cm™)

Duracéo do pulso (ns)

Diametro de focalizacéo (um)
Modo de ablacédo

Volume da cela de ablacéo (cm®)
Numero de pulsos

Taxa de repeticdo (Hz)

Linhas de emissdo (nm)

Nd:YAG, 266 nm

(2,89 mJ)

9

6

200

perfil da cratera

56
500
10
Call 315,887
K 1 404,721
Mg | 285,213
P 1213617

B 1249,772

/
/
/
/

Fe 1 259,939
Mn Il 257,610
Zn | 213,857

Sc 11 361,383
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FIGURA 37 - Exemplos de sinais caracteristicos de emissdo de (a) Ca e (b) P
em pastilhas de folhas de citros (20 min de moagem) obtidos por LA-ICP OES.

(n = 10 crateras, 500 pulsos/cratera).
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5.2.1 - Procedimentos de moagem e influéncia da distribuicdo do

tamanho das particulas nas analises por LA-ICP OES

Como ja mencionado, as folhas de plantas sdo matrizes complexas em que
a composicdo mineral dos nutrientes varia entre as amostras. Dependendo do
tipo de moagem ou amostra, 0 que inclui suas caracteristicas fisicas e
quimicas ’, maiores tempos de moagem podem ser necessarios para melhorar a
interacdo laser-amostra no processo de ablacdo, melhorar o transporte das
particulas para o ICP e, consequentemente, melhorar a qualidade dos sinais
analiticos. Diversas publica¢des sobre a influéncia do tamanho de particulas em

diferentes técnicas microanaliticas ja foram relatadas ******'.

Outra estratégia que foi avaliada neste trabalho foi o uso de Sc como
padrdo interno. Cabe ressaltar que o uso de padréo interno € uma importante
pratica entre usudrios que utilizam ablagdo por laser para melhorar o
desempenho do método e corrigir eventuais diferengas entre os sinais analiticos
decorrentes de diferencas nas massas abladas entre replicatas **. No presente
trabalho, 0 emprego de Sc mostrou-se util para analise de pastilhas de folhas de
cana-de-acucar, mas ndo foi imprescindivel para as anélises de folhas de citros,
soja e CRMs. As diferengas entre os resultados foram atribuidas a qualidade das
pastilhas diretamente associada a distribuicdo de tamanho de particulas que

variou em funcdo da etapa de cominuicao.

A Figura 38 mostra as intensidades de emissdo de B | 249,772 nm e
Ca Il 315,887 nm, empregando Sc Il 361,383 nm como padrdo interno para a

anélise de pastilhas de cana-de-aglcar por LA-ICP OES (a e b).
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FIGURA 38 - Intensidade de emisséo de (a) B 1 249,772 nm e (b) Ca Il 315,887
nm normalizada com Sc Il 361,382 nm em pastilhas de folhas de cana-de-agucar
preparadas com tempos de moagem de 5 a 120 min para analises por LA-ICP
OES. As barras de erros correspondem a = 1 desvio-padrdo (n = 10 replicatas,

500 pulsos/replicata).
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Para efeito de comparagdo a Figura 39 mostra as intensidade de emissao
de P e Mn na analise de pastilhas de folhas de cana-de-agucar, de citros e de soja
sem Sc. Particularmente, para as amostras de folhas de cana-de-acucar, tal
comportamento foi atribuido as diferencas entre as distribui¢cGes de tamanho de
particulas (vide imagens das Figs. 40, 41 e 42), e, consequentemente, as maiores
massas removidas quando as pastilhas eram constituidas por tamanhos de
particulas maiores. Para as amostras de folhas de citros e soja, como as
particulas das pastilhas possuiam tamanhos semelhantes, as massas removidas

foram semelhantes, resultando em intensidades de emissdao semelhantes.
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FIGURA 39 - Intensidades de emissdo de P | 213,618 e Mn 1l 257,610 nm na
anélise de pastilhas de (a) folhas de cana-de-acucar, (b) citros e (c) soja por LA-
ICP OES na auséncia de Sc como padrdo interno. Dados para tempos de
moagem de 5 a 120 min. As barras de erros correspondem a x 1 desvio-padréao

(n = 10 replicatas, 500 pulsos/replicata).
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As pastilhas de folhas de citros e soja proporcionaram comportamentos
semelhantes ap6s 10 min de moagem, uma vez que ndo foram observadas
diferengas significativas entre as intensidades das linhas de emissdo
selecionadas. Entretanto, para folhas de cana-de-agucar, foram necessarios, no
minimo, 20 min de moagem para obtencdo de pastilhas com comportamentos
semelhantes. As dificuldades para a cominuicdo de folhas de cana-de-agucar
foram atribuidas aos elevados teores de fibra, lignina e celulose, como
discutidos por Gomes et al. ’. Além disso, nenhuma melhora significativa nos
sinais de emissdo obtidos por LA-ICP OES foi observada nas pastilhas dos
materiais vegetais preparados ap0s 5 min de moagem quando o padrdo interno
foi usado. O uso de baixas vazdes de argdnio (0,5 L min™) para o transporte das
particulas em LA-ICP OES tem sido associado com a melhora do desempenho
analitico, e este valor foi mantido para a realizacdo das anélises. Cabe comentar
que o0 uso de vazbes mais baixas do gas de transporte pode reduzir a influéncia
do tamanho das particulas quando diferentes tempos de moagem séo utilizados,
bem como a capacidade de ionizar e excitar eficientemente as espécies nessas
condigdes. Isto foi particularmente valido para as folhas de citros e soja, que
apresentaram diferengas despreziveis nas dimensdes das crateras, devido a
semelhanca nos tamanhos de particulas, independentemente dos tempos de

moagem utilizados.

Em folhas de plantas mais resistentes aos procedimentos de moagem (e.g.
folhas de cana-de-agucar) o uso de maiores tempos de moagem permite obter
pastilhas mais coesas, 0 que resulta em menor quantidade de material removido
na forma de pequenas particulas. Particulas menores tém maior probabilidade de
sofrer facilmente os processos de ionizacdo em ICP e LIBS. Apesar da
morfologia das crateras em folhas de cana-de-agcUcar variar com 0S
procedimentos de moagem, levando a diferentes massas abladas, as diferencas
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nas intensidades de emissdo dos analitos normalizadas com Sc também podem
ser desprezadas. O uso de baixa vazdo do gas de transporte favorece um bom
desempenho analitico e melhora a sensibilidade das medidas com o aumento do
tempo de residéncia das espécies no plasma. O maior tempo de exposicdo das
particulas do material ablado no plasma permite, mesmo para as particulas
maiores, (e.g. 5 min de moagem), que 0s elementos presentes sejam atomizados
e ionizados. Isso explicaria, por exemplo, a menor influéncia do tempo de
moagem nos resultados de intensidade normalizada em LA-ICP-OES, quando

comparado com os resultados de LIBS, por exemplo.

Cabe também lembrar que os sistemas que empregam laser no UV podem
fornecer melhor acoplamento laser-amostra que no IR, resultando em aumentos
da massa removida, melhor morfologia da cratera e melhor reprodutibilidade
dos sinais. Além disso, h& trabalhos demonstrando que em menores
comprimentos de onda do laser é possivel obter taxa de ablagdo mais controlada

e menor fracionamento %32,

Baseando-se na densidade da amostra e no volume das crateras, a massa
removida apos a ablagdo foi estimada. As maiores diferencas entre as massas
removidas (n = 10 crateras por pastilha) foram observadas em pastilhas de folhas
de cana-de-acucar, especialmente apds 5 min de moagem. As diferengas entre as
massas removidas podem ser atribuidas a menor coesdo e maior porosidade
dessas pastilhas. Aléem disso, o uso do padrdo interno foi importante para
corrigir as diferengas na intensidade de emissdo dos elementos como resultado
da variacdo das massas abladas. A média das massas removidas nas pastilhas
dos materiais vegetais (n = 10 crateras por pastilha) apos anélises por LA-ICP
OES e mostrada na Tabela 10.
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TABELA 10 - Massa removida em pastilhas de materiais vegetais preparados

com diferentes tempos de moagem e apos analise por LA-ICP OES.

Massa removida (ug) *

LA-ICP-OES*®
Tempo de Folhas de Folhas de Folhas de
moagem (min) citros soja cana-de-agucar

5 202 273 756

10 21+1 262 43 +2

20 222 302 43 +2

40 222 28+3 372

60 232 292 36+1
120 222 302 25+1

* n = 10 crateras por pastilha

500 pulsos por replicata /9,0 J cm™

As Figuras 40, 41 e 42 mostram, respectivamente, 0s materiais
cominuidos de folhas de cana-de-agUcar, citros e soja com magnificacdo de
200x.
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As imagens das crateras formadas nas pastilhas de folhas de cana, citros e
soja, preparadas a partir de materiais cominuidos com tempos de moagem de

5 e 120 min s&o mostradas na Figura 43.
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FIGURA 43 - Imagens das crateras formadas apds a ablagdo empregando LA-
ICP OES em pastilhas de folhas de cana-de-acucar (a e b), citros (c e d) e soja (e
e T). Figuras a, c, e, e Figuras b, d, f, representam pastilhas preparadas apos 5 e
120 min de moagem com bolas, respectivamente. Condi¢cdes experimentais: 500
pulsos; 9 J cm’; taxa de repeticdo do laser de 10 Hz e diametro de focalizagdo

de 200 pm.
121



A Figura 44 mostra os perfis de uma cratera formada por ablagdo com
laser de Nd:YAG a 266 nm em pastilhas de folha de citros, de soja e de cana-de-
acucar preparadas apds 5, 20 e 40 min de cominuicdo. Em geral, perfis
semelhantes foram obtidos em pastilhas de folhas de citros e soja,

independentemente do tempo de moagem.
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FIGURA 44 - Perfis das crateras formadas por 500 pulsos do laser em pastilhas
de (a) citros, (b) soja e (c) cana-de-agucar apos 5, 20 e 40 min de cominuicéo.
Ablacio com laser de Nd:YAG a 266 nm, 9,0 J. cm?, 10 Hz.
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5.2.2 - Estrategia de calibracéo e figuras de mérito

As Figuras 45 e 46 mostram, respectivamente, as curvas de calibracdo
para Ca, K, Mg e P e B, Fe, Mn e Zn, obtidas a partir das analises de pastilhas de
CRMs por LA-ICP OES. As barras horizontais indicam as incertezas das fragfes
de massa certificadas no intervalo de confianca de 95%. As barras de erros
verticais referem-se as medidas por LA-ICP OES e correspondem a + 1 desvio-
padrdo (n = 10 replicatas por pastilha). As figuras de mérito, como precisao,
exatiddo, limite de deteccdo e razdo sinal/ruido obtidos apos a analise de

pastilhas de folhas de pessegueiro (NIST 1547), sdo mostradas na Tabela 11.
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Boa precisdo foi observada nas medidas por LA-ICP OES, com CVs

menores que 6%, exceto para Zn. Os valores de exatiddo, calculados como a

diferenca percentual entre os valores de concentragdo medidos com os valores
certificados de NIST 1547 variou de -7,3 % a 11,5%. Resultados semelhantes

foram obtidos para os outros CRMs.
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FIGURA 45 - Curvas de calibracdo de (a) Ca Il 315,887, (b) K I 404,721,
(c) Mg | 285,213 e (d) P I 213,619 obtidas a partir da analise de CRMs por

LA-ICP OES com 9,0 J cm™. As barras de erros verticais correspondem a + 1

desvio-padrdo (n

10 replicatas; 500 pulsos/replicata). As barras de erros

horizontais correspondem as incertezas das fraces de massa no intervalo de

confianca de 95%.
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257,610 e (d) Zn | 213,617 obtidas a partir da analise de CRMs por
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A SNR foi calculada com base nas médias (n = 10) das intensidades de

emissdo dos elementos e no desvio-padrédo do sinal do ruido.

As faixas de concentracdo dos elementos aqui estudados e os respectivos
LODs sdo uma excelente indicacdo de que LA-ICP OES tem potencial para ser

utilizada para analise de plantas com fins de diagnose foliar.
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6 - Conclusao

De um modo geral, os resultados apresentados nesta tese mostram
avancos tanto no preparo de amostras, como na calibracéo, para a determinagéo
quantitativa de macro e micronutrientes em pastilhas de plantas, por LIBS como
por LA-ICP OES.

O tamanho das particulas € um parametro intrinseco que influencia as
intensidades dos sinais de emissdo em LIBS. Particulas menores reduzem a
porosidade das pastilhas afetando os processos de ablagdo. Alguns resultados
apontam até 50% de aumento nos sinais de emissdo para a maioria dos macro e
micronutrientes. Tanto a moagem criogénica quanto a moagem com bolas foram
eficientes na cominuicdo de folhas de plantas e podem ser recomendadas para o
preparo de pastilhas visando as analises por LIBS. O tempo de cominuicdo
necessario para a obtengéo de distribuicdo de tamanho de particulas apropriado
depende do processo de moagem, da espécie da planta e de algumas
propriedades da amostra (e.g. teores de fibra, lignina e celulose). Os efeitos de
matriz podem ser minimizados quando as pastilhas sdo preparadas com

particulas menores que 75 pum.

Também, demonstrou-se, com amostras de folhas de cana-de-aglcar, que
é possivel preparar padrdes com compatibilidade de matriz a partir de material
cominuido submetido a procedimentos de extracdo em meio &cido, para a
determinacdo de P, K, Ca, Mg, Cu, Mn e Zn por LIBS. Essa simples estratégia
foi atil para aumentar a faixa de calibracdo utilizando-se padrdes sélidos em
baixas concentragdes. Alem disso, foi possivel estimar os limites de deteccdo de
alguns elementos com base nas medidas do branco (obtido pelo procedimento de
extracdo) seguindo as recomendacdes da IUPAC. A boa exatiddo dos resultados
da analise de pastilhas de cana-de-acgtcar comprovou a qualidade dos padrdes de

calibragdo e a possibilidade de estender este método para anélises de outras
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variedades de plantas, e mesmo de outros materiais, tais como solos e

sedimentos, pode ser prevista em aplicacdes futuras.

A amostragem direta de sélidos utilizando LA-ICP OES também foi
demonstrada pela primeira vez como um método promissor e alternativo a
outras técnicas de andlise elementar visando a determinacdo de macro e
micronutrientes em pastilhas de materiais vegetais, podendo ser igualmente
apropriada para fins de diagnose foliar. Escandio foi utilizado como padrdo
interno para corrigir as variagdes nos sinais de emissdo dos analitos devido as
diferencas na ablagdo, bem como na eficiéncia das particulas até o ICP OES,
particularmente em pastilhas preparadas com ampla faixa de distribuicdo de
tamanhos de particulas, como no caso de alguns materiais de folhas de cana-de-
acucar. Em geral, ndo foram observadas diferencas significativas nos sinais de
emissdo quando as pastilhas foram preparadas apdés 5 min de moagem na
presenca de Sc como padrdo interno. A estratégia de calibragdo utilizando
diferentes materiais de referéncia certificados de materiais vegetais € uma
estratégia interessante para analises quantitativas em folhas de citros, soja e

cana-de-acucar, porém necessita de futura investigagéo.
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