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RESUMO

SOUZA, P.F. Determinagdo direta de silicio em folhas de cana-de-agUcar por
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser (LIBS). 2012. 87f.
Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo,
2012,

A cultura da cana-de-acUcar no Brasil é uma das atividades mais relevantes na
agroindustria nacional devido ao alto potencial de producdo e elevada importancia
econdmica de seus subprodutos como e.g. acucar e etanol. Embora o Si ndo seja considerado
um elemento essencial, a adubacéo silicatada tem proporcionado aumentos aprecidveis na
produtividade da cana-de-agucar e na resisténcia a algumas pragas e doencas. Ainda nédo
existem métodos bem estabelecidos para a determinacdo de Si em material vegetal visando a
diagnose foliar. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método para determinacao de
Si em pastilhas de folhas de cana-de-aclcar por espectrometria de emissao Optica com
plasma induzido por laser (LIBS). O arranjo experimental foi composto por um laser
pulsado de Nd:YAG a 1064 nm (pulsos de 5 ns, 360 mJ, 10 Hz) e os sinais de emisséo
foram coletados por um telescdpio acoplado por fibra optica ao espectrometro Echelle com
detector ICCD. Amostras laboratoriais consistiram de pastilhas preparadas com folhas de
cana-de-acucar moidas criogenicamente por 40 min. Melhores resultados foram obtidos
quando a linha de emissdo Si | 212,412 nm foi selecionada e 0s pardmetros instrumentais
foram ajustados em 25 pulsos acumulados, 50 J cm™, diametro de focalizacdo de 750 pm,
2,0 us de atraso e 4,5 ps de integragdo. Os resultados obtidos por LIBS na anélise de
pastilhas de 20 amostras laboratoriais foram comparados com os obtidos por espectrometria
de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) ap6s decomposicdo
alcalina e por espectrometria de micro-fluorescéncia de raio-X por energia dispersiva (LED-
XRF) ap6s andlise direta das pastilhas. Aplicando-se o teste t de Student pareado, ndo foram
verificadas diferencas significativas ao nivel de 95% de confianca nas determinacdes de Si
por LIBS, ICP OES e PED-XRF. Os resultados obtidos nesta tese indicam a viabilidade de
LIBS para determinacéo direta de Si em pastilhas de folhas de cana-de-agUcar e abrem uma
expectativa para futuras exploracdes de LIBS em analises em campo.

Palavras-chaves: Espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser; LIBS;
silicio; analise direta de solidos; folhas; cana-de-agucar.



ABSTRACT

SOUZA, P.F. Direct determination of silicon in sugarcane leaves by laser-induced
breakdown spectroscopy (LIBS). 2012 87f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, 2012.

The high production of sugarcane and its subproducts (e.g. sugar and ethanol fuel) make this
crop one of the most important for the Brazilian agro-industrial economy. Although Si is not
considered an essential element, the Si-based fertilizers have provided considerable
improvement in productivity of sugarcane and resistance to some pests and diseases. At
moment, there are no well-established methods for the determination of Si in plant materials
aiming at nutritional diagnosis. The aim of this work was to develop a method for Si
determination in pellets of sugarcane leaves by laser-induced breakdown spectroscopy
(LIBS). The experimental setup was designed by using a Q-switched Nd:YAG laser (5 ns,
360 mJ, 10 Hz, A = 1064 nm) and the emission signals were collected by lenses into an
optical fiber coupled to an Echelle spectrometer equipped with an ICCD. Pellets prepared
from cryogenically ground sugarcane leaves were used as laboratory samples. Best results
were obtained when the Si | 212.412 nm emission line was selected and the instrumental
parameters were adjusted at 25 laser shots, 50 J cm™, 750 pm laser spot size, 2.0 ps delay
time and 4.5 ps integration time gate. The results obtained by LIBS in the analysis of pellets
of 20 laboratory samples were compared with those from inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES) after alkaline digestion and by microenergy dispersive X-
ray fluorescence (LED-XRF) after direct analysis of pellets. By applying a paired t-test at 95
% confidence level, there was no significant difference in the Si determination by LIBS, ICP
OES and pED-XRF. The findings of this thesis indicate the feasibility of LIBS for the direct
determination of Si in pellets of sugarcane leaves and open expectations for future
investigations of LIBS for field analysis.

Keywords: Laser-induced breakdown spectroscopy; LIBS; silicon; direct solid analysis;
leaves; sugarcane.
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1 INTRODUCAO

A cultura da cana-de-acucar no Brasil € uma das atividades mais relevantes na
agroindustria nacional devido ao alto potencial de producdo e elevada importancia econémica
de seus subprodutos como acucar, etanol, aguardente, energia elétrica entre outros. O Brasil é
0 maior produtor mundial de cana-de-acucar, sendo responsavel por mais da metade do acucar
comercializado no mundo e € o lider mundial na producédo de etanol de cana-de-agicar como
fonte energética alternativa.®

O silicio (Si) ndo é considerado um elemento essencial para a cana-de-agucar, mas
apenas benéfico, pois proporciona aumento apreciavel na produtividade.” Em alguns casos, a
administracdo de Si aumentou a produtividade da cana planta e da cana soca de 145 para 161
e de 92 para 112 toneladas de cana por hectare (t ha), respectivamente. Além disso, a
administracdo de Si aumentou a resisténcia as pragas e doencas.’ Neste sentido, 0
desenvolvimento de métodos para determinacdo de silicio visando a diagnose foliar é
necessario. Os procedimentos para determinacdo de Si em plantas descritos na literatura sdo
morosos, exigem protocolos de preparacdo de amostras relativamente complexos, que podem
exigir o uso de reagentes perigosos (e.g. acido fluoridrico), e sdo de custos relativamente
elevados.

Existe um consenso de que o tratamento da amostra previamente a determinacdo dos
analitos consiste na etapa de maior custo e de maior fonte de erros. Assim, o desenvolvimento
de métodos de analise direta € uma necessidade cada vez mais presente. Nos ultimos anos,
duas linhas de pesquisas foram intensificadas: uma delas consiste na busca por métodos de
preparo de amostras cada vez mais rapidos e eficientes, e a outra por métodos de analise direta
sem nenhum ou com minimo pré-tratamento da amostra.>* A analise direta de sélidos permite
que a determinacédo dos analitos seja feita diretamente no local de amostragem, simplificando
a sequéncia analitica. Entretanto, ainda sdo poucos 0s equipamentos com desempenho
apropriado que podem ser levados ao campo para a determinacao de elementos quimicos em
quaisquer tipos de amostras.’

A analise direta de amostras por espectrometria de emissdo Optica com plasma
induzido por laser (LIBS) vem se mostrando como uma alternativa viavel aos métodos bem
consolidados de espectrometria atbmica. LIBS ocupa um lugar de destaque nos principais

periodicos especializados, com um numero crescente de publicagbes (cerca de 600
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publicacGes/ano). Os resultados apresentados na literatura destacam grandes avangos e
potencialidades de LIBS para a analise de amostras de interesse ambiental, biologico e
industrial de forma rapida, com minimo ou nenhum preparo de amostra, possibilitando
determinacdes simultaneas, multielementares e in situ.”°

Nos Ultimos 5 anos LIBS vem sendo avaliado pelo Grupo de Espectrometria Atdmica
do CENA-USP para andlise de tecidos vegetais visando a determinacgéo de P, K, Ca, Mg, B,
Cu, Fe, Mn e Zn.” Os resultados mais recentes indicam que LIBS também apresenta
caracteristicas analiticas apropriadas para a determinacdo de Si em pastilhas de folhas de

cana-de-agucar, sendo uma alternativa bastante vidvel aos métodos atualmente disponiveis.

1.1 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método para determinacdo de Si em
pastilhas de folhas de cana-de-agUcar por espectrometria de emissdo Optica com plasma
induzido por laser (LIBS).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar no cenario brasileiro

A cana-de-acucar (Saccharum spp) foi introduzida no Brasil no periodo colonial e se
constitui em uma das culturas mais importantes para a economia brasileira. O Brasil € 0 maior
produtor de cana-de-aglcar do mundo, ocupando uma posicéo de destaque, juntamente com a
india, Estados Unidos, Tailandia, China e México. Na safra de 2011/12 a &rea plantada no
Brasil foi de 8,5 milhdes de ha. A projecdo para 2022 é que esta area chegue a ocupar 10,5
milhdes ha. O Estado de Sdo Paulo € o maior produtor nacional, contribuindo com 4,4
milhdes ha (51 %), 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 %).2°
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A produtividade média brasileira para safra 2012/2013 esta estimada em 70,3 tha™, 3
% maior do que na safra 2011/12 (68 t ha™). Na safra 2011/12 foram moidas 571 milhdes de t
de cana-de-acUcar e a previsao para safra de 2012/13 é que sejam moidas cerca de 600 t. Em
2022 espera-se que sejam moidas 969 milhdes de t.

O setor sucroalcooleiro brasileiro possui 437 unidades produtoras (usinas), sendo 168
produtoras de etanol, 16 de acucar e 253 de acUcar e etanol. Recentemente, trés novas
unidades foram instaladas em Minas Gerais, duas em S&o Paulo, duas em Goias, uma em
Mato Grosso, uma em Mato Grosso do Sul e uma no Rio de Janeiro. A Figura 2.1 mostra as
regides onde se concentram as maiores plantacdes de cana-de-agucar e unidades produtoras de
acucar, etanol e bioeletricidade no Brasil.1>*3

Cana-de-agucar

G
"/
= ,"Ii.?-‘“;_' ° “‘::

Figura 2.1 - Areas produtoras de cana-de-actcar, etanol e bioeletricidade no Brasil. Figura
adaptada do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), Nipe - Unicamp (Nucleo
Interdisciplinar de Planejamento Energético - Universidade Estadual de Campinas - SP) e
CTC (Centro de Tecnologia Canavieira - SP).

2.2 Importédncia dos macro e micronutrientes no desenvolvimento da
cana-de-agucar

Em funcdo das projecdes realizadas para o aumento da produtividade da cana-de-

acucar e a introducdo de novas variedades em areas de solos de maior ou menor fertilidade, a
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cultura sempre serd dependente de um suporte apropriado de nutrientes para se obter os
rendimentos desejdveis. Neste sentido a disponibilidade e o fornecimento adequado dos
macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S), os quais sdo requeridos em maiores quantidades e
possuem papel estrutural nos vegetais e fazem parte de moléculas essenciais, e dos
micronutrientes (Fe, Mn, B, Zn, Cu, Ni, Mo e Cl), os quais estdo presentes em menores
quantidades e exercem atividades bioquimicas e enzimaticas, sdo de fundamental importancia
para se assegurar o desenvolvimento apropriado da cana-de-acucar. As Tabelas 2.1 e 2.2
mostram os intervalos adequados das concentracdes de macro- e micronutrientes, expressos
em matéria seca nas folhas de cana planta e cana soca.* Cabe informar que a cana planta é a
cana de acUcar derivada do primeiro plantio, a qual é a mais produtiva, e a de segundo corte é
chamada de cana soca. Do terceiro corte em diante é chamada de ressoca. Normalmente a
cana-de-acUcar suporta, em média, até cinco cortes, quando entdo se faz a reforma do

canavial.

Tabela 2.1 — Intervalos de concentragfes de macronutrientes nas folhas de cana planta e cana
soca.

15,16 15,16

Nutriente Cana planta Cana soca

Concentracdo (g kg™)

N 19-21 20 - 22
20-24 1,8-2,0
K 11-13 13-15
Ca 8-10 5-7
Mg 2-3 20-25

S 25-30 25-3,0
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Tabela 2.2 — Intervalos de concentracdes de micronutrientes nas folhas de cana planta e cana
soca.

15,16 15,16

Nutriente Cana planta Cana soca

Concentracéo (mg kg™)

B 15-50 -

Cu 8-10 8-10

Fe 200 - 500 80 - 150
Mn 100 - 250 50 - 125
Zn 25-50 25-30
Mo 0,15-0,30 ndo disponivel
Ni ndo disponivel ndo disponivel
Cl ndo disponivel ndo disponivel

2.3 Importancia do silicio na agricultura

Embora o Si ndo seja classificado como um elemento essencial, pois as plantas
conseguem completar todo seu ciclo na sua auséncia, ele é considerado um ‘“elemento
benéfico”. Cabe destacar que o Si foi incluido como nutriente benéfico para o cultivo de cana-
de-acucar de acordo com a Legislacdo para Producdo e Comercializacdo de Fertilizantes e
Corretivos, pelo decreto-lei nimero 4.954 de 14 de janeiro de 2004.%> 1/

O Si é o0 segundo elemento mais abundante na crosta terrestre, sendo o 0xido de silicio
(SiO2) o0 mineral mais abundante nos solos. O Si contido nos minerais do solo original, ou
neoformado, somente podera ser absorvido pela planta apds sofrer decomposicdo devida ao
intemperismo, sendo absorvido pelas raizes das plantas na forma de acido monosilicico
(H4Si04).*® °. O quartzo é reconhecidamente a forma mais estavel de SiO, em condicdes
normais de temperatura e pressdo, e a solubilidade varia desde 10%"* mol L™ para silica

amorfa até 10" mol L para o quartzo de acordo as reacdes de equilibrio (1) e (2). °
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Reac0es de equilibrio log K®
SIO, ooy +2H,0 = H,SiO; -2,74 1)
SiO, ) +2H,0 = H,SiO; -3,10 @

A formacao de fons silicato pode ocorrer de acordo com as seguintes reacdes de equilibrio: %

Reac0es de equilibrio log K®

H,Si0 = H,SiO, +H" -9,71 3
H,SiOf = H,Si07 +2H" - 22,98 (4)
H,SiOf = H SiO¥ +3H" - 32,85 ()
H,SiOf == SiO) +4H" - 45,95 (6)
4H,SI00 = H.Si,0%2 +2H" +4H,0 | -13,32 ()

Assim, a solubilidade do silicio esta relacionada com as diferentes formas de silica
mineral presente no solo, sendo que as espécies idnicas dependem do pH do solo.
Considerando-se os valores de pH normalmente encontrados na maioria dos solos, H4SiO4 € a
espécie predominante na solucéo do solo. %°

Ap0s absorcao, HsSiO4 € depositado nas paredes das células da epiderme, contribuindo
de maneira positiva no aspecto estrutural, promovendo uma diminuicdo do acamamento,
reduzindo a taxa de transpiracdo, maior tolerancia a falta de agua durante os periodos de baixa
umidade do solo, e aumentando a resisténcia da planta contra pragas e doencas. O transporte
do H,SiO, é realizado através do xilema e pode ser regulado pela transpira¢do. Sua absor¢éo é
de natureza ndo seletiva e passiva, sendo depositado nas laminas e bainhas foliares, colmos,
cascas e raizes. Todas as plantas contém Si em seus tecidos, cujas concentrages variam entre
0,1 e 10% m/m, com base na matéria seca. 2 Na cana-de-acticar as concentracdes de Si na
matéria seca podem variar de 0,14% em folhas jovens a 6,7% em folhas mais velhas. % %2

O Si absorvido tem efeitos benéficos relacionados, principalmente, a resisténcia da
planta contra a acdo de insetos (pragas), nematdides e ao controle de vérias doengas,

principalmente, as flngicas, reduzindo a necessidade da aplicacdo de fungicidas.?> #* A
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resisténcia e os mecanismos de defesa das plantas estdo associados aos constituintes da parede
celular (celulose, hemicelulose, pectinas, glicoproteinas, lignina) tornando as enzimas de
degradacdo menos acessiveis. A broca do colmo (Eldana saccharina) é uma das pragas mais
prejudiciais & cana-de-acucar. Estudos conduzidos em viveiros na Africa do Sul, onde seis
variedades comerciais de cana-de-acUcar foram tratadas com doses de silicato de célcio e
infestadas artificialmente com E. saccharina, mostraram aumentos significativos na
resisténcia & praga seis meses ap6s a infestacdo.>° Em outras culturas, como por exemplo a
de arroz, observou-se que a incidéncia de doencas (e.g. escaldadura da folha, mancha marrom
e podriddo do colmo) e a resisténcia as pragas (e.g. larva do colmo) podem ser controladas
com adubac4o silicatada.™

A monocultura de cana-de-acticar é reconhecida como uma acumuladora de Si** %.
Uma producdo de 100 t ha® de cana-de-aglicar pode remover cerca de
300 kg ha™ de Si do solo. Em locais onde a produtividade é mais elevada, esta quantidade
pode chegar a 500 kg ha™ Si. A questio da adubacéo silicatada torna-se bastante relevante
principalmente nos casos de solos contendo baixo teor de Si soltvel (< 20 mg kg™) como, por
exemplo, os arenosos. Cabe destacar que em algumas regides do mundo a queda de
produtividade do arroz também foi atribuida & diminuic&o de Si soldvel no solo.*"*

A importancia do Si na agricultura é tdo relevante, que, desde 1999, é realizado o
evento “The International Conference on Silicon in Agriculture”, que ocorre a cada trés anos,
com o objetivo de discutir a dindmica do Si no sistema solo-planta, os mecanismos de
transporte do Si, 0os mecanismos de resisténcia as pragas e doencas, e sua relevancia na

produtividade de diversas culturas.

2.4 Fontes de silicio para fins agricolas

Os silicatos séo as principais fontes de Si na agricultura e podem ser aplicados na
forma de po, granulado ou liquida, via foliar ou diretamente no solo. As escdrias siderurgicas
séo as fontes mais abundantes de silicatos e as de menor custo. As provenientes da siderurgia
do ferro e do ago sdo originarias do processamento em altas temperaturas, geralmente acima
de 1400 °C, pela reacédo do calcério (calcitico, magnesiano ou dolomitico) com a silica (SiO5)

presente no minério de ferro, de acordo a reagéo (8).%%
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SiO, + CaCO; + MgCOs3 — CaSiO; + MgSi03 + CO, (8)

A solubilidade do Si nos diferentes tipos de escorias € muito variavel. De forma geral,
as escorias de alto forno apresentam maiores teores de Si, mas com baixa solubilidade. As de
aciarias (producdo de aco) apresentam menores teores de Si, porém na forma mais soltvel.

As escorias devem apresentar algumas caracteristicas como, por exemplo,
disponibilidade de Si para as plantas, conter Ca e Mg, apresentar propriedades fisicas que
facilitem sua aplicacdo mecanizada, e baixa concentracdo (< 0,5 mg kg™) de elementos
potencialmente téxicos, como Pb, Cd, As e Cr. No campo, os silicatos granulados s&o
aplicados em linhas, juntamente com fertilizantes contendo N, P e K, proximo ao sistema
radicular. Este procedimento favorece a absorcdo pelas plantas, reduz o custo da formulacédo
do fertilizante, tem acdo de efeito corretivo no pH do solo e concorre para a diminuigdo da
atividade dos fons AI**. A saturacdo de bases aumenta enquanto a saturacdo de aluminio
diminui, em decorréncia da reagdo dos anions SiOs> com os prétons de hidrogénio, conforme
as reacdes (09), (10) e (11); ¥%

CaSiO; + H,0 —  Ca’t +Si0s” (9)
SiOs” + 2H* — H,SiO3 (10)
H25i03 + H>,O — H4SiO, (11)

Cabe destacar que trabalhos realizados em campo no plantio da cana-de-aglcar
demonstraram que a aplicacdo de 4 t ha™ de Si, com fontes consideradas ndo convencionais
(e.g. cimento), resultaram em ganhos médios de 14 t ha*.3*3®

A cana-de-acucar responde favoravelmente a adubacdo com Si principalmente nos

solos pobres deste elemento (< 20 mg kg™).> 3> %

2.5 Diagnose foliar

2.5.1 Importéancia da diagnose foliar

Em geral, a diagnose foliar baseia-se na determinacdo do teor de macro (N, P, K, Ca,
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Mg e S) e de micronutrientes (Fe, Mn, B, Zn, Cu) presentes nas amostras de folhas (folhas-
diagndstico) da cultura de interesse com o objetivo de avaliar, principalmente, o estado
nutricional da planta. Com relacdo aos demais micronutrientes (Mo, Cl e Ni), raramente
determina-se Mo, e ndo ha referéncias no Brasil sobre a determinacéo de Cl e Ni. O Si, por ser
um elemento benéfico, é possivel prever que deverd ser incluido nas analises foliares quando
houver um método devidamente validado.

Ao se determinar a concentracdo dos elementos presentes em uma folha ou em parte
dela, obtém-se um diagndstico do estado nutricional da planta. A amostragem de folhas em
cana planta é feita entre 4 e 6 meses apds a germinacao, ao passo que em cana soca é feita aos
4 meses apds a brotacdo.™ Recomenda-se coletar entre 20 e 30 folhas por talhdo uniforme,
sendo a folha dividida em trés partes, selecionando-se o terco médio com aproximadamente
30 cm. Para cana-de-acUcar, a folha-diagnostico é a primeira folha da haste ou barbela da
bainha conhecida como folha TVD (do inglés “Top Visible Dewlap ”), ou folha +1 (Kuijper).
A Figura 2.2, mostra a numeracdo da folha-diagndstico na etapa de coleta pelo sistema de
Kuijper.t>

Experimentos realizados em campo indicaram que rendimentos desejaveis na
producdo de cana-de-acUcar foram observados quando as folhas TVD apresentaram pelo
menos 1,0 % de Si, e que teores menores que 0,25 % Si diminuiram 50 % do potencial de

producdo, justificando-se, assim, esta estratégia de amostragem.3® 3

Cartucho

FolhaO | Folhal

Folha+2 Folha +1

Folha +3

Figura 2.2 - Numeracdo da folha-diagndstico pelo sistema de Kuijper *°.
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2.5.2 Metodos empregados para determinacao de silicio em tecidos vegetais

Na literatura existem varios artigos que descrevem procedimentos de preparo das
amostras para determinacdo de Si.® Pode-se inferir que os métodos para a determinacéo de Si
em materiais agrondmicos e foliares ndo sdo bem estabelecidos e/ou bem validados devido a
caréncia de materiais de referéncia certificados (CRMs) destas matrizes para este elemento.
Este aspecto reflete a falta de métodos confidveis para a determinacdo de Si em materiais
vegetais.

O método gravimétrico baseado na fusdo alcalina da silica e utilizado para
determinacdo de Si em tecidos vegetais ndo é frequentemente utilizado em rotina, devido a
pouca praticidade para obter e pesar o Si na forma de SiO,. E importante mencionar que sdo
utilizados fornos elétricos (mufla) com elevado consumo de energia elétrica e com custo
relativamente alto devido a necessidade de se utilizar cadinhos de platina, e exigindo o uso de
HF para solubilizacdo da amostra apés a fusdo. ¥ “° Cabe destacar que os procedimentos de
oxidacdo por via seca sdo passiveis de contaminacdo e de perdas de amostra na forma de
aerossol solido (evolucdo de fumacga), aumentando os riscos de erros sistematicos. Na pratica,
0 gue se observa na literatura € uma preferéncia pela espectrometria de absor¢do molecular
(métodos colorimétricos) e pela espectrometria de emissdo Optica (ICP OES). O método
espectrofotométrico de absor¢do molecular baseia-se na reacdo entre o &cido silicico com o
acido molibdico [H4(SiM012040)], resultando na formagéo do complexo silico-molibdico de
coloragdo amarela.? 3 % 40 4 Existem duas formas desse complexo: o 4cido a-silico-

molibdico e o &cido B-silico-molibdico.?* 3% 4

Fox et al.®

determinaram Si em tecido vegetal de cana-de-agUcar por
espectrofotometria de absorcdo molecular apds fusdo alcalina com NaOH. A amostra
(500 mg) foi previamente incinerada em cadinho de niquel em mufla a 550 °C. Apés obtencéo
das cinzas, adicionaram-se 5 mL de uma solucdo 15% m/v NaOH e o cadinho foi colocado
sobre uma chapa elétrica para evaporacdo da fase aquosa. Posteriormente, fez-se a fusdo com
auxilio de bico de Mecker por um periodo de 10 min. O material sélido resultante foi
dissolvido com solugdo 0,6 mol L  HCI e a determinacdo de Si foi realizada por método

espectrofotométrico a 660 nm.

4 42
.40 l.

Furlani et al.™ adaptou o método utilizado por Fox et al.” para determinar Si em
folhas de milho, sorgo, cana-de-agUcar, capim, arroz, amendoim, bambu, e eucalipto. Os

autores pesaram 100 mg da amostra de tecido vegetal em cadinho de niquel e a amostra foi
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incinerada numa mufla entre 450 e 500 °C por 30 min. Apés o resfriamento, adicionou-se 1
mL de uma solucdo 10% m/v NaOH, e o cadinho foi recolocado na mufla a 400 — 450 °C por
20 min. O Si foi determinado pelo método espectrofotométrico e 0s teores encontrados
variaram de 3,0 a 22,1g kg™.

Elliott e Snyder ** propuseram um novo método de digestdo com NaOH em frasco
fechado colocado em autoclave, o qual foi denominado “AID” (do inglés autoclave-induced
digestion) e o compararam com o método de fusdo alcalina para determinacédo de Si em tecido
vegetal. Os autores utilizaram seis amostras de palha de arroz, previamente secas a 60 °C por
48 h, e moidas em moinho de facas tipo Wiley, obtendo-se amostras com particulas menores
que 840 pm (20 mesh). O método consistiu em pesar 100 mg da amostra em tubos de
polietileno (lavados previamente com solucdo 100 mL de solucéo de 0,1 mol L™ NaOH) e
umedecidas com 2 mL de solucdo de 50 % v/v H,O,. Em cada tubo de polietileno
adicionaram-se 4,5 g de solucdo 50% m/v NaOH. Os tubos ndo foram totalmente fechados
com as tampas plasticas. As amostras foram colocadas em autoclave em suporte apropriado e
submetida a 138 kPa (~ 1,4 atm) e 126 °C, por 1 h. Apos resfriamento, as amostras foram
diluidas com agua desmineralizada a 50 mL. No método de fusdo alcalina, 100 mg de amostra
de palha de arroz foram pesadas em cadinhos de niquel, e incineradas em mufla, inicialmente
a 300 °C, por um periodo inicial de 30 min, e depois a 550 °C por 30 min. Apds o
resfriamento, adicionaram-se 4 g de solucdo de 50 % m/v NaOH as cinzas obtidas, com
posterior evaporacdo em chapa aquecedora. O residuo foi fundido com auxilio de bico de
Mecker durante 10 min e, ap6s novo resfriamento, adicionaram-se 35 mL de &gua
desmineralizada sobre o vidro formado, deixando-se em repouso por uma noite.

As determinac@es de Si nas solucdes preparadas apés digestdo com NaOH utilizando
a AID e apds fusdo com NaOH (mufla) foram realizadas colorimetricamente a 650 nm.
Coeficiente de correlagdo linear (r = 0,999) foi obtido comparando os dois métodos e 0 CV
dos resultados variaram de 2,3% a 3,6%. O grande atrativo do método proposto foi a reducéo
das etapas de preparo da amostra e consequentemente, reducdo do tempo total de analise.
Cabe ressaltar que o método proposto por Elliott e Snyder ** é um dos mais utilizados para
determinacéo de Si em material vegetal.

Korndorfer et al.** fizeram uma modificacdo no método proposto por Elliott e Snyder
* para determinacéo de Si em tecido vegetal. A modificacdo consistiu em diminuir de 4,5 g
para 1,5 g a massa da solugdo de NaOH 50 % m/v e colocar a mistura em banho maria a 85

°C por 1 h até a evolucéo total dos gases formados. Posteriormente, os tubos foram fechados e
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colocados em autoclave a 123 °C e 1,5 atm durante 1 h. Para as amostras ndo digeridas
completamente, recomendaram-se acrescentar mais 1 mL de solugéo 50% v/v H,O; e retornar
0s tubos para a autoclave. A determinacéo de Si foi realizada colorimetricamente a 410 nm.

Além da digestdo alcalina, métodos de decomposicéo para a determinacdo de Si empregando-
se digestdes assistidas por radiagdo micro-ondas sdo descritas na literatura, utilizando-se
misturas de HNO3;+H,0,, HNO3;+H,O, + HF+H3;BO; HNOz+HF, HCI + HF e
HNO3+H,0,+HBF,.** Neste caso a determinacdo de Si nos digeridos pode ser feita por
espectrometria de absorcdo atbmica com chama acetileno-0xido nitroso (FAAS), ICP OES e

36, 44, 45 Estas

espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS).
técnicas proporcionam limites de deteccdo e reprodutibilidade apropriadas para determinar Si
em tecidos vegetais.*® No caso das determinacdes de Si por ICP OES apés digestdo acida
contendo HF, o excesso de fluoreto deve ser removido do digerido ou complexado com
H3BOs.

Haysom et al.*’

, compararam o método da fusdo com NaOH com um método de
digestdo assistida por radiacdo micro-ondas para a determinacdo de Si em amostras de folhas
de arroz e de cana-de-acucar. O método da fusdo com NaOH consistiu em pesar 0,5 g da
amostra em cadinho de niquel com posterior aquecimento em mufla a 600 °C, inicialmente
por 4 h. Apds resfriamento, 2,5 g de NaOH pura foram adicionadas no cadinho e
recolocados em mufla a 500 °C por 1h, e permanecendo mais 30 min. na mufla. A amostra foi
retomada com &gua deionizada e o excesso de NaOH foi neutralizado com soluc&o 2 mol L™
HNO; , utilizando-se solucdo de fenolftaleina indicador de neutralizacdo. A solucdo foi
transferida para baldo volumétrico de 500 mL e o Si foi determinado por ICP OES a
251,611nm. No método de decomposic¢do assistida por micro-ondas utilizaram-se 200 mg da
amostra, 3 mL de solucdo 70% HNO3 e 2 mL de solucdo 30 % v/v H,0,. Apos finalizacdo do
programa de aquecimento e resfriamento da solugdo da amostra, adicionaram-se 20 mL de
uma solucdo 10% m/v NaOH, e completou-se a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas.
Apos finalizagdo do programa de aquecimento e resfriamento, a amostra foi neutralizada com
solugdo de 2 mol L™ HNOs. A solugéo foi transferida para bal&o volumétrico de 500 mL e a
concentracdo de Si foi determinada por ICP OES a 251,611nm. Os autores obtiveram um
coeficiente de correlacdo linear de r = 0,9998 ao compararem ambos os metodos. Para
validacdo do metodo proposto empregou-se CRM NCS DC 73350 (folha de alamo), com
valor certificado de (7,1 + 0,06) g kg™ Si, e o resultado encontrado foi de (6,0 +0,03) g kg™ Si.

Kraska e Breitenbeck* propuseram um método de preparo de amostra para
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determinacdo de Si em tecidos vegetais, o qual foi comparado com procedimentos propostos

por Elliott e Snyder ** e por Haysom et al.*’

O método proposto consistiu em digerir 100 mg
de amostra em tubo de polietileno, utilizando 2 mL de 30% v/v H,O, e 5 gotas de alcool
octilico (para reducdo da espuma formada durante a adi¢éo de H,0O;). O tubo de polietileno foi
transferido para estufa a 95 °C por 30min. Apds este periodo foram adicionados 4 mL de
solucdo 50 % m/v NaOH e os tubos retornados a estufa por mais 4 h. As amostras foram
retiradas e 1 mL de solucdo 5 x 10°° mol L™ NH,4F foram adicionados. O método de adicdo de
analito foi utilizado para verificar a exatiddo do procedimento proposto. O Si foi determinado
pelo método colorimétrico do azul de molibdénio a 660 nm e por ICP OES. A porcentagem de
recuperacdo obtida do método foi de 98%. Os autores recomendaram que as solug¢fes-padréo
utilizadas para calibracdo do ICP OES devem ser preparadas em meio alcalino.

Feng et al.*®

determinaram Si e outros elementos em amostras de tecidos vegetais por
ICP-MS apds digestdo assistida por radiacdo micro-ondas. No método proposto, utilizaram-se
0,5 g de amostras, 5 mL de HNO3 e 0,1 mL de HF. O excesso de HF foi neutralizado com 6
mL de 5% m/v H3BOj; e as solugdes foram analisadas por ICP-MS. Para a determinacgéo de
Si, foram utilizados CRMs de folha de macieira (NIST 1515) e aciculas de pinho (NIST
1575). Cabe destacar que os CRMs analisados ndo apresentam propriedade certificada para Si
apenas o NIST 1575 apresenta valor consensual de 814 mg kg™ Si. Os valores de Si
encontrados no método proposto foram de 944 + 200 mg kg™ no NIST 1515 e 1119 + 282 mg
kg™ no NIST 1575.

Guntzer et al.*®

propuseram método para dissolucdo de fitolitos *° de Si em tecidos
vegetais utilizando mistura de Tiron, nome comercial do reagente (&cido 4,5-dihidroxi-1,3-
benzenodissulfonico, sal sédico monohidratado). Para obtencao dos fitélitos, pesaram-se 0,5 g
de amostras em tubos de PTFE (polytetrafluoroetileno), e fizeram-se a decomposicdo com 8,5
mL de 65% v/v HNO3 e 1,5 mL de 70% v/v HCIO4. A decomposi¢do das amostras no tubo
de PTFE foi realizada em trés etapas: Na primeira etapa, os tubos foram aquecidos a 60 °C,
durante 40 min. Na segunda etapa, os tubos foram aquecidos a 100 °C durante 40 min, e na
terceira etapa os tubos foram aquecidos a 115 °C durante 90 min. Apds a decomposicéo, a
solucdo da amostra foi filtrada em membrana de 0,45 um. Os fitdlitos retidos na membrana
foram analisados por microscopia oOptica. O filtrado foi diluido 15 vezes e analisado por ICP
OES com vaporizacéo eletrotermica (ETV-ICP OES) para verificar a presenca de Si soltvel.
A massa dos fitolitos (69,1 e 76,1 mg) foi transferida para tubos de polipropileno,

adicicionaram-se 30 mL de solugdo 0,1 mol L™ Tiron (pH 10,5) e a mistura foi aquecida em
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banho maria a 85 °C sob agitacdo horizontal durante 1h. Ap6s resfriamento, adicionaram-se
10 mL de solugéo 30% v/v H,0, com a finalidade de eliminacdo do Tiron e para reduzir
possiveis efeitos de matriz durante as analises por ETV-ICP OES. Para comparar 0 método de
extracdo com Tiron, utilizou-se 0 método de fusdo com LiBO,. Para a fusdo com LiBO,
pesaram-se 200 mg de amostra e adicionaram-se 500 mg de LiBO, em cadinho de grafite e a
mistura foi aquecida numa mufla a 1010 °C durante 25 min. Apoés resfriamento, o vidro foi
diluido com 50 mL de solucdo 2,4 mol L™ HCI, completando-se 0 volume com &gua
bidestilada a 100 mL, e filtrou-se a solucdo atraves de membrana de nitrato de celulose de 0,2
pm e determinou-se o Si por ETV-ICP OES. Os coeficientes de correlagdo lineares obtidos
para ambos os métodos de comparacdo (extracdo de fitdlitos e fusdo por LiBO,) foram de r=
0,9956. Os autores concluiram gque o método proposto pode ser empregado para analises de
diversas matrizes.

Poucos trabalhos na literatura abordam métodos para a andlise direta de material
vegetal, visando & determinac&o de Si.

Margui et al.*° fizeram uma revisao sobre o estado da arte de Fluorescéncia de raios-X
(XRF) para a analise elementar de tecidos vegetais, incluindo o Si, abordando os efeitos de
matriz, e comentando as vantagens e limitacdes da técnica.

Recentemente, Reidinger et al.*

(2012) propuseram um método para determinacao
direta de Si em pastilhas de material vegetal por XRF empregando equipamento portatil. Para
0 preparo das amostras, 700 mg das amostras previamente moidas foram prensadas aplicando-
se 11 t cm™ por 2 s, obtendo-se pastilhas de 13 mm de didmetro e 5 mm de altura. Os padrdes
para a curva de calibracdo foram feitos com pastilhas de metil-celulose contendo até 10 %
m/m Si. Para avaliar a exatid&o, os autores elegeram a decomposi¢éao por fusdo com NaOH de
cinco amostras de tecido vegetal, sendo uma amostra de D. caepitosa (espécie de cactus),
duas de Lolium perene (grama) e duas de Triticum aestivum (folhas de trigo), e as
determinacfes de Si foram feitas por colorimetria. Os resultados obtidos por XRF foram
entdo comparados com os dados obtidos colorimétricamente apds fusdo com NaOH, sendo
que acorrelacdo de Pearson foi de 0,644 paran =5. O LOD estimado foi de 140 mg kg™ Si.

Outra alternativa foi proposta por Kucera et al.>* empregando-se a reacdo nuclear
2%Sj(n,p)®Al para a determinacdo de Si em folhas de macieira (NIST 1515) por ativacido
neutronica instrumental (INAA). O principal fator que contribui para a limitacdo da INAA na
determinacdo de Si em materiais bioldgicos € a interferéncia nuclear causada por fésforo, cuja

correcdo é bastante desafiadora.>® Esta dificuldade é acentuada, pois a concentracdo de P é da
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mesma ordem de magnitude que a de Si em amostras vegetais. Uma tentativa de minimizar

esta interferéncia é promover a irradiacdo do material em uma coluna térmica. Entretanto, esta

facilidade encontra-se disponivel em poucos reatores no mundo e proporciona baixa

irradiacdo de néutrons térmicos. Outros procedimentos utilizados para determinacdo de Si em

tecidos vegetais descritos na literatura sdo mostrados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Procedimentos utilizados para determinacdo de Si em amostras de tecidos

vegetais.
Matriz Preparo de amostra Método instrumental Ref
Folhas de cana-de-agucar Fuséo com NaOH Colorimétrico (azul de molibdénio) 40
Palha de arroz Digestdo com solucdo de Colorimétrico (azul de molibdénio 41
NaOH+H,0,
Folhas de pessegueiro e do Digestdo assistida por radiacdo ICP MS 48
tomateiro, aciculas de pinus, micro-ondas com HNO;-HF e
farinhas de trigo e de arroz HNO3-HF-H;BO;
Folhas de maca Fusdo com Na,O + NaOH INAA 52
Folhas de macd, tomate, Digestdo com solugdo de Colorimétrico (azul de molibdénio)
pimenta, melancia, haste de NaOH + H,0, 45
milho e grama
Extracdo por HCI+HF ICP OES
Folhas de cana-de-agucar Digestdo com solucéo de Colorimétrico (azul de molibdénio) 36
NaOH+H,0,
Madeira Extracdo com HCI+HF+H,SO,  Colorimétrico (azul de molibdénio)
Extracdo com HCI+HF+H,SO,  FAAS 54
Folhas de arroz Digestdo com solucdo de NaOH  Colorimétrico (azul de molibdénio) %5
e H,0,
Musgo, plancton, planta Digestdo assistida por micro- ICP-MS
aquética, liquen, feno, folhas ondas HNO; +H,0,
de pessegueiro, espinafre, HNO;+H,0, +HF+H;BO; e
tomateiro e aciculas de HNO,;+H,0,+ HBF,
inhei 43
pinheiro. Digestdo assistida por micro- ICP OES
ondas HNO; +H,0,
HNO; +H,0, +HF+H3;BO; e
HNO; +H,0, + HBF,
Folhas de grama e oliveira. Amostragem direta ETV-ICP-OES 56
57

Folhas de cana-de-agucar,
arroz, soja, trigo, grama.

Digestdo com solucéo de
NaOH+H,0,

Colorimétrico (azul de molibdénio)

Continuacéo
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Tabela 2.3 - Procedimentos utilizados para determinacdo de Si em amostras de tecidos

vegetais.
Matriz Preparo de amostra Método instrumental Ref
Plantas ornamentais, folhas de  Digestdo assistida por micro- ICP OES
tomateiro e espinafre ondas com solugdo de NaOH ou
Plantas ornamentais, folhas de ~ KOH+H;0, -
tomateiro e espinafre Digestdo com solugdo de Colorimétrico (azul de
NaOH+H,0, molibdénio)
Folhas de trigo Extracéo com Tiron ICP OES 49
Folhas de arroz e de cana-de- Digestdo com solugdo de NaOH Colorimétrico (azul de
acucar + H,0, molibdénio)
Folhas de arroz e de cana-de- m
agucar Digestdo com solucdo de NaOH ICP OES
+ H,0,+ NH,F
Digestdo com solucdo de NaOH Colorimétrico (azul de
+ H,0, molibdénio)
Folhas de cana-de-agucar 59
Amostragem sélida Espectroscopia no infravermelho
préximo (NIR)
Plantas ornamentais, aciculas ~ Fusdo com NaOH Colorimétrico (azul de 60
de pinheiro, folhas do molibdénio) e ICP OES
pessegueiro e palha de arroz
Ramos e folhas de arbustos, Decomposicdo  assistida  por ICP-MS 61
folhas de alamo e de milho micro-ondas por HNO; + H,0, e
HNO; + H,O,+ HF
Folhas de alface, gramineae  Pastilhas XRF ol

trigo

2.6 Espectrometria de emissdo 6ptica com plasma induzido por laser

Em 1962, Brech® utilizou um laser de rubi para produzir vapores na superficie de

materiais metalicos e ndo metalicos. Os vapores foram excitados por uma fonte de energia

auxiliar para formar um microplasma com objetivo de detectar seu espectro de emissdo. Esse

experimento é considerado como sendo um dos pioneiros a utilizar o laser como fonte de

excitacdo propondo a técnica de LIBS (do inglés Laser Induced Breakdown Spectroscopy).

Runge et al.®® utilizaram LIBS pela primeira vez como ferramenta para proporcionar ablagdo

(microamostragem) em amostras de ago e como fonte de excitacdo baseadas nas intensidades

de emissdo das linhas atdmicas ou ibnicas para analise direta de Cr e Ni. LIBS tem despertado
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grande interesse da comunidade cientifica mundial e considerado como uma das técnicas
espectroanaliticas multielementares de maior destaque nas &reas de aplicagdes analiticas por
lasers possibilitando anélise direta em grandes variedades de amostras, sendo uma alternativa
viavel aos métodos ja consolidados em espectrometria atdmica. *

LIBS é uma técnica espectroanalitica que emprega a micro amostragem por ablacéo
com laser e subsequente excitagdo dos atomos e ions presentes no microplasma induzido
durante e apos a ablagdo. LIBS utiliza laser pulsado com energia geralmente entre 10 e 250
mJ como fonte de energia para vaporizar uma certa quantidade da amostra. O laser é
focalizado por uma lente convergente, resultando em irradiancias da ordem de GW cm™ para
pulsos de duragdo de ns, formando um plasma de altas temperaturas (i.e. 9000 a 20000K).
Durante a relaxagdo, os &tomos, ions e fragmentos de moléculas excitados no plasma emitem
um espectro de emissdo de radiacdo eletromagnética a partir de seus elementos ou fragmentos
moleculares, a qual é capturada por um sistema oOptico e direcionada para um espectrometro
que dispersa as radiacdes emitidas pelas espécies atbmicas e idnicas excitadas no plasma.
Geralmente, esse espectro é analisado nas regides ultravioleta e visivel (UV-VIS) do espectro
eletromagnético, mas vale ressaltar que emissdes de raios X também sdo possiveis,
dependendo das caracteristicas do laser incidente na amostra. ® ®® Alguns espectrometros de
bancada com montagem Echelle, equipados com detectores ICCD, apresentam resolucéao
Optica (A/AL) entre 10000 e 20000, permitindo separagdo entre linhas de, aproximadamente,
10 pm (na regido proxima de 200 nm), o que é recomendavel face & melhor seletividade
espectral. Os sinais de emissdo sdo medidos por um detector de estado sélido com tempo
minimo de resposta entre 0,1 e 1,0 pus.®’ Para analise espectral nas regiées UV-VIS, o conjunto
Optico pode ser um monocromador convencional (Czerny-Turner, por exemplo) ou
espectrdmetro com montagem O&ptica do tipo Echelle. A evolucdo dos componentes
eletronicos tem permitido o desenvolvimento de espectrdmetros com dimensdes reduzidas
(i.e. 15 cm x 10 cm x 4 cm) equipadas com detectores CCD (Charge coupled device) com até
3648 elementos. Esses equipamentos possibilitam o uso de versdes portateis para uso em
campo com resolucdo oOptica (A/AA) entre 1000 e 10000. Existe a possibilidade de ser
utilizado lasers pulsados com duragdo de ps e fs. Os lasers pulsados de fs resultam
irradiancias da ordem de TW cm™, %

A Figura 2.3 mostra um esquema tipico de um espectrometro LIBS constituido por um
laser de Nd:YAG, lente plano-convexa para focalizar o pulso do laser na superficie da

amostra fixada em um suporte em uma camara de ablacdo, um telescopio para coletar a
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radiacdo emitida pelo plasma, um espectrometro com montagem Echelle e um computador
para o controle temporal do laser, controle do espectrometro, para aquisi¢cdo e processamento

dos dados.

Amostrador

Plasma

LaserNd:YAG  |——(—

Amostra
(pastilha)

Fibra optica

Espectrometro Echelle

Figura 2.3 - Diagrama de um sistema LIBS.

Neste sistema, quando a lente convergente focaliza um pulso de laser na superficie da
amostra, as moléculas componentes do material sdo dissociadas, tanto em seus constituintes
atdbmicos, devido a ruptura das ligagdes moleculares, como em ions e elétrons devido a
ruptura das ligacdes eletrbnicas (breakdown) promovida pelo campo elétrico do laser no
ponto focal da lente.® Existe uma grande variedade de lasers (N,, CO,, KrF, XeCl), porém o
mais comum em LIBS é o laser pulsado de Nd:YAG no comprimento de onda fundamental
(1064 nm) e em regime temporal de ns. > %

O acrdonimo LIBS pode ser considerado como uma forma reduzida de LIB-OES, Laser
Induced Breakdown Optical Emission Spectrometry. O termo breakdown se refere a um
fendmeno coletivo relacionado a ruptura dielétrica das ligagdes moleculares do material, que
ocorre anteriormente a formacdo do plasma, e envolve propriedades da amostra, tais como
elasticidade e compressibilidade. As propriedades da amostra também determinam o0s
mecanismos de deposicdo e dissipacdo de energia relacionada ao processo de ablacdo,
formagéo do plasma, excitacdo, emissdo atbmica e/ou molecular. Essa ruptura (breakdown) é

promovida pelo gradiente do campo elétrico intenso do laser que acompanha a focalizacdo. A
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distancia focal do laser incidente na amostra pode variar de poucos centimetros em versées
portateis a dezenas de metros em versoes utilizando telescopios.

A inicializacdo, formacdo e decaimento do plasma sdo processos complexos. A
absorcéo da radiacdo incidente do laser ocorre por mecanismos de bremsstrahlung inverso e
envolve colisBes entre fotons, elétrons e atomos ou moléculas. 2 °% A excitaco eletronica
para niveis especificos de energia depende de fatores como o equilibrio termodinamico e
interacdes com outros atomos e moléculas, geralmente influenciados pelas caracteristicas da
matriz. Apos o término do pulso do laser, tipicamente menor que 10 ns, o plasma decai em
um intervalo compreendido por alguns microssegundos, dependendo da energia depositada e
pressdo da atmosfera de ablacdo.”® O espectro de emissdo altera-se em funcdo da evolugdo
temporal do plasma. Nos primeiros instantes, o espectro € caracterizado pela emissdo de
radiacdo do continuum e de espécies idnicas excitadas. O continuum ¢é a “luz branca” emitida
pelo plasma, proveniente, principalmente, de reacdes de recombinacao dos elétrons livres com
os ions e de fendmenos de reagdes de freamento (“bremsstrahlung”). Ao longo do
decaimento do plasma, o espectro comeca a ser caracterizado por radiacdo emitida por atomos
neutros e/ou ions gasosos excitados, e, eventualmente, por moléculas simples excitadas,
formadas pela recombinacdo de espécies atdbmicas. Na pratica, durante o decaimento, observa-
se uma diminuicéo da intensidade de emissao de radiac&o de fundo devida ao continuum.®®

Os principais fatores que afetam as determinac@es feitas por LIBS sdo as propriedades
intrinsecas do laser (e.g. comprimento de onda, duracdo do pulso, nimero de pulsos, taxa de
repeticdo, configuracdo do conjunto Optico de focalizacdo e respectiva fluéncia), as
propriedades da amostra (e.g. distribuicdo do tamanho das particulas, densidade e porosidade
das pastilhas) a atmosfera de ablacdo (e.g.tipo de gas e pressdo) e as condi¢Bes das medidas
de emissao Optica (e.g. coleta da radiacdo emitida pelo plasma, selecdo de linhas atdmicas e
ibnicas, tempo de atraso e tempo de integragdo das medidas). Esses fatores devem ser
estudados e cuidadosamente selecionados para cada aplicacéo analitica. ">

Os processos fisicos envolvidos na interacdo entre o laser e a amostra, na expansao
dindmica do plasma e em outros fendmenos envolvidos na ablagdo com laser, séo
dependentes da matriz e, principalmente, da fluéncia do laser. Neste sentido, para cada
aplicacdo, selecionam-se a energia por pulso e o didmetro de focalizacdo do laser que
resultem na fluéncia que proporcionard as melhores caracteristicas analiticas como, por
exemplo, a melhor razdo sinal-ruido (SNR) e os menores coeficientes de variacdo das

medidas. >3 %7
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2.6.1 Vantagens e limitacdes de LIBS

LIBS tem sido empregada sem grandes dificuldades em analises qualitativas. No
entanto, ainda requer esforco consideravel em analises quantitativas. " LIBS é muito verstil

e apresenta as seguintes caracteristicas:

a) Analises relativamente rapidas (< 3s por replicata);

b) Andlise direta de materiais sélidos de dificil dissolucéo e/ou decomposicao;

c) Anélises in situ;

d) O preparo da amostra é desnecessario em muitas aplicacbes ou € restrito ao
procedimento de moagem e prensagem para obtencao de pastilhas das amostras;

e) Aplicavel para andlise de gases, liquidos, além de s6lidos condutores e solidos nédo-
condutores;

f) Amostragem direta de pequenas massas (0,1 a 250 ug, por replicata);

g) Possibilidade de avaliacdo de micro-homogeneidade de analitos.

Face as caracteristicas que permitem a analise multielementar simultanea in situ com
equipamentos portateis e a realizacdo de medidas de forma remota e/ou a distancia, é de se
esperar que a técnica LIBS ocupe um lugar de destaque nos laboratérios de desenvolvimento
de materiais, de processos tecnoldgicos, nos laboratdrios mdveis para monitoramento
ambiental in situ, entre outras aplicacbes. A maioria das aplicacbes com LIBS esta
direcionada para a analise de ligas metalicas, analise de materiais geol6gicos, monitoramento
ambiental, aplicacdes nas areas biomédicas, controle de processos quimicos, analises de

objetos de arte, pericia criminal (quimica forense) e indUstria farmacéutica. ™ "

2.6.2 LIBS para analise de tecidos vegetais

A primeira contribuicdo para a analise de materiais vegetais por LIBS foi proposta por
Q-Sun et al.”” Neste trabalho, os autores analisaram amostras moidas fixadas, com o auxilio

de fita adesiva dupla-face, em uma lamina de vidro, aplicando-se pulsos de laser de 100 mJ
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com um laser de Nd:YAG@1064 nm, sobre a superficie da amostra para a determinagédo de
macronutrientes (Ca, Mg e P), micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Zn e Al. A calibracéo foi feita
com CRMs (NIST 1547 — folhas de pessegueiro, NIST 1570a — folhas de espinafre, NIST
1573 — folhas de tomateiro, e misturas destes materiais, em diferentes proporcdes. A melhor
razdo sinal ruido (SNR) foi observada quando os tempos de atraso e integracdo foram fixados
em 1 e 10 ps, respectivamente, e o coeficiente de variagdo (CV) das medidas variou entre 8 e
15 %. Nesse trabalho, 0 CRM NIST 1575 (folhas de pinus) foi utilizado para validar os
resultados obtidos por LIBS e, apesar de o trabalho relatar a determinacdo de 8 elementos em
materiais vegetais, os autores forneceram informacdes apenas para Al, Cu, Fe e P. Além
disso, resultados de Mn e Zn obtidos por LIBS em amostra de musgo espanhol foram
comparados aos determinados por ICP OES ap6s digestdo com 1,0 mol L™ HNOs. Os limites
de deteccio (LODs) foram 0,08 mg kg™ Cu, 0,8 mg kg™ Mn, 0,02 g kg™ Ca e 0,27 g kg™ Mg.
De maneira geral, este trabalho mostrou a viabilidade de LIBS para a determinacéo de macro
e micronutrientes em materiais vegetais, e aponta as dificuldades existentes para calibracdo e
analise quantitativa.

Trevizan et al.”® descreveram a determinagdo de macronutrientes (P, K, Ca, Mg) em
material foliar por LIBS na forma de pastilhas. As pastilhas foram preparadas com folhas
moidas criogenicamente e analisadas aplicando-se 8 pulsos (5 ns, 1064 nm) consecutivos de
200 mJ. Os CRMs (folhas e ramos de arbusto - GBW07603), repolho (IAEA 359), farinha de
soja (IAEA 361), farinha de arroz (NIES 10-c), folha de macieira -NIST 1515), folhas de
pessegueira (NIST 1547), folha de trigo (NIST 1567a) e folhas de espinafre (NIST 1570a)
foram utilizados para construgdo das curvas de calibracdo e os resultados obtidos por LIBS
comparados com os determinados por ICP OES apds digestdo &cida das amostras assistida por
radiacdo micro-ondas. Os autores atribuiram alguns resultados discrepantes, principalmente, a
pequena massa da porcdo total amostrada (estimada em 360 pg) que pode dificultar a
amostragem de materiais cujos elementos constituintes podem estar distribuidos de maneira
heterogénea na matriz. Posteriormente, a determinacdo de micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e

Zn) por LIBS também foi avaliada por Trevizan et al.”

O preparo de amostra, condic¢oes
instrumentais, método de calibragdo foram os mesmos utilizados por Trevizan et al.”®. Os
resultados obtidos por LIBS foram comparados com os determinados por ICP OES ap06s
digestdo acida das amostras. Alguns resultados ndo concordantes foram observados e,
inicialmente, associados aos efeitos de matriz provocados, principalmente, pela variagdo na

interacdo laser-amostra. Os LOD obtidos foram 2,2 mg kg™ B, 3,0 mg kg™ Cu, 3,6 mg kg™ Fe,
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1,8 mg kg™ Mn e 1,2 mg kg™ Zn, todos considerados apropriados para a determinacéo de
micronutrientes em material foliar.

Pouzar et al.®

avaliaram o sistema LIBS de duplo-pulso para determinar P, K, Ca, Mg
em tecidos foliares. As amostras foram moidas criogenicamente e posteriormente prensadas.
Foram aplicados 2 pulsos (12ns, 1064 nm) co-lineares consecutivos com 7 us de intervalo
entre cada pulso. Os autores utilizaram pulsos com diferentes energias variando de 65 a 78
mJ/pulso. Sete amostras foliares de cevada e 3 amostras foliares de alamo foram utilizadas
como padrdes de calibracdo. As amostras foram decompostas por digestdo acida assistida por
radiagdo micro-ondas e os elementos presentes nas solugdes da amostra foram determinados
por ICP OES e FAAS. Seis CRMs (GBW 07605-folhas de cha, GBW 07603-folhas de
arbusto, NIST 1575 — aciculas de pinus, NCS DC 73550-folhas de alamo, QCM 3- folhas de
morango e grama) foram utilizados para validar os métodos. Para os elementos K e P
obtiveram recuperacdes de 96 a 101 % sendo os resultados concordantes em comparagdo com
os valores certificados e entre LIBS e FAAS / ICP OES quando as amostras apresentaram
composicdo quimica similar. Resultados discrepantes foram observados e atribuidos as
diferencas na composicdo entre os CRMs utilizados na calibracdo. Outras contribuicdes
importantes dos autores foram as observacGes referentes a distribuicdo do tamanho de
particulas para a obtencdo de resultados adequados.

Braga et al.®

compararam o desempenho de métodos de calibracdo univariada e
multivariada utilizando regressdo pelos minimos quadrados parciais (PLSR) para
determinacdo de B, Cu, Fe, Mn, Zn em pastilhas de material vegetal. Para desenvolver os
modelos de calibragfes foram utilizadas quinze amostras compostas dos CRMs planta
aquatica (Community Bureau of Reference-BCR 60), musgo (BCR 061), folhas e galhos de
arvore (National Research Centre for CRM - GBW 07603), folhas de repolho (International
Atomic Energy Agency - IAEA 359), farinha de soja (IAEA 361), farinha de arroz (National
Institute for Environmental Studies - NIES 10-c), farinha de trigo (NIST 1567a), folha de
espinafre (NIST 1570a), amostras de grama (Brachiaria decumbens), folhas de bananeira
(Musa Paradisiaca sapientum), folhas de café (Coffea arabica), folhas de milho (Zea mays),
folhas de manga (Mangifera indica), folhas de pimenta (Piper nigrum) e folhas de soja
(Glycine max). Para validagdo foram utilizados dois CRMs (folhas de oliveira BCR 62 e
folhas de macieira NIST 1515) e trés amostras, folhas de goabeira (Psidium guaiava), grama
(Axonopus obtusifolius) e folhas de jaca (Artocarpus integrifolia). As amostras e CRMs foram

decompostas por digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas e analisadas
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posteriormente por ICP OES. Pastilhas, contendo celulose como agente aglutinante, foram

analisadas por LIBS empregando o procedimento descrito por Nunes et al.®?

As comparacdes
entre os dois metodos (PLSR e calibracdo univariada) apresentaram resultados similares
(precisdo e exatiddo), porém a calibracdo usando PLRS apresentou maior robustez e menores
ocorréncias de resultados anémalos (outliers). O desenvolvimento de modelos de PLSR
especificos para cada elemento e a selecdo de regibes de comprimento de onda contendo
somente a linha de emissdo de interesse resultou nas melhores condi¢des analiticas para a
determinacdo de micronutrientes. Os autores observaram que o método é dependente da
matriz e sugeriram que o emprego de amostras de calibracdo semelhante deveria ser
avaliado.®?

Estas observacdes foram realizadas por Nunes et al.? &

gue otimizaram e validaram
um método para a determinacdo de macro e micronutrientes em folhas de cana-de-agucar por
LIBS. Os autores utilizaram a calibragdo univariada e multivariada com regressdao por
minimos quadrados parciais (PLSR) e minimos quadrados parciais por intervalos (iPLS) para
selecionar as melhores regiGes espectrais para a determinacdo dos elementos. Foram
empregadas vinte e seis amostras para calibracdo e quinze para validagdo. As pastilhas foram
analisadas empregando laser de Nd:YAG@1064 nm (5 ns, 10 Hz), aplicando 25 pulsos de
110 mJ (25 J cm™). Ambos os métodos utilizando calibragdo univariada e multivariada
apresentaram resultados semelhantes. A calibracdo multivariada proporcionou melhores
resultados apenas para Fe. Os autores concluiram que LIBS é um método alternativo bastante
viavel para a determinagcdo de macro e micronutrientes em material foliar, especialmente
qguando as amostras utilizadas na calibragdo e na validagdo apresentarem composi¢des e/ou
caracteristicas fisicas e quimicas semelhantes. %°

Gomes et al.®®

avaliaram o preparo de amostras empregando moinho criogénico e
planetario com bolas para analise de folhas de laranja, soja e cana-de-agucar para obtencdo de
pastilhas e determinacdo de P, Ca ,Mg, K, Fe ,Cu ,Zn e B por LIBS. Os autores sugeriram que
0 grau de cominuicdo das amostras esta associado as propriedades quimicas e fisicas das
mesmas, tais como o contetdo de fibra, lignina e celulose e que ambos os métodos de
moagens sdo apropriados para obtengédo de pastilhas. Efeitos de matriz podem ser reduzidos
utilizando particulas com tamanhos < 75 um, proporciona aumento em até 50% do sinal de
emissdo de intensidade para a maioria dos elementos. * &

Kaiser et al.3 utilizaram LIBS (Nd:YAG, 532 nm, 10mJ , 10 Hz) e LA-ICP-MS com

resolucéo espacial de 200 um para avaliar a distribuicdo espacial de Pb, Mg e Cu em folhas de
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girassol, Helianthus annuus L. cultivadas em casa de vegetacdo. Os autores concluiram que 0s
dois métodos utilizados podem ser empregados de maneira rapida para andlise espacial
multielementar em superficies foliares para investigar a migragcdo dos elementos quimicos nas
diferentes partes da planta e também em analises ambientais.

Chauhan et al. ® utilizou LIBS (Nd:YAG, 532 nm, 4ns, 10 Hz) para monitorar in situ
a deposicdo de silica em diferentes partes (limbo foliar, bainha da folha e caule) de folhas
frescas de graminea (Cynodon dactylon). E um dos Gnicos trabalhos em que, além de verificar
em qual posicdo da folha o Si é depositado, os autores posteriormente realizam sua extracdo
para fins comparativos. Estes espectros foram comparados com fit6litos depositados em
diferentes partes de Cynodon dactylon apds sua obtencdo. Os autores demonstraram que LIBS
pode ser uma alternativa viavel para substituir o método de extracdo de fitélitos.

Recentemente, os desenvolvimentos de LIBS em anélises de materiais vegetais foram
revisadas por Santos Jr et al.”. De maneira geral, diferentes aplicagdes de LIBS foram
abordadas, assim como seu emprego em mapeamento elementar em tecidos vegetais e 0s

aspectos relevantes a analise quantitativa das pastilhas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

Os resultados apresentados nesta tese foram obtidos utilizando sistema LIBS
configurado no proprio laboratorio como mostra a Figura 3.1. 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 diametro (fator de qualidade M? < 2), energia
méaxima de 365 £ 3 mJ, 5 ns de duragdo (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 de 2,54 cm de diametro e distancia focal de
20,0 cm (Newport, EUA). A Figura 3.2 mostra conjunto de lente de focalizagdo do laser,

telescopio e suporte para amostra. A emissdo do plasma foi coletada por um sistema optico
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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 Optica,
na fenda de entrada de um espectrometro. Utilizou-se um espectrometro ESA 3000 (LLA
Instruments GmbH, Alemanha) equipado com O&ptica Echelle (distancia focal de 20 cm e
abertura numérica de 1:10) e detec¢do 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 espectrometro possibilita
a aquisicao de sinais de emissdo na regidao entre 200 e 780 nm, com resolucdo (A/AL) entre
10000 e 20000. A disperséo linear por pixel varia de 5 pm a 200 nm e 19 pm a 780 nm. 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 I1-P
Coherent, USA). A calibracdo dos comprimentos de onda foi feita com as linhas Hg | 253,652
nm e Zn | 213,855 nm emitidas por lampadas de descarga sem eletrodo (EDL Il System,
Perkin Elmer, Alemanha). Os sinais de imagem foram digitalizados em sistema de 16 bits e

processados por computador.

Espectrometro Echelle LLA
Instruments (200 — 780 nm)

Laser Nd:YAG @1064nm
10Hz, 5ns

Fibra optica

Suporte com lente plano convexa

Telescopio

Suporte da amostra

Figura 3.1- Sistema LIBS utilizado no Laboratorio de Quimica Analitica “Henrique
Bergamin Filho” do CENA-USP.
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Suporte da amostra

Amostra

Telescopio

Suporte com lente

Figura 3.2 - Vista aproximada do sistema LIBS mostrando o suporte da lente de focalizagdo

do laser, telescopio para coleta dos sinais de emissdo e suporte paraa amostra.

Para determinacdo de Si em folhas de cana-de-aclcar apds digestdo alcalina,
empregou-se um espectrdbmetro de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente
modelo Vista RL (Varian, Mulgrave, Australia) simultdneo com vista radial. Os resultados
obtidos por ICP OES foram usados para as devidas calibracoes.

Para comparacdo de resultados nas mesmas pastilhas analisadas por LIBS, utilizou-se
um espectrometro de microfluorescéncia de raios-X modelo pEDX-1300 (Shimadzu, Kyoto,
Japdo) equipado com um tubo de raios-X de Rh e um detector semi-condutor de Si(Li)
resfriado por nitrogénio liquido (N,). As determinacBes de Si por microfluorescéncia de
raios-X foram feitas no Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa -
MG). A micro fluorescéncia de raios-X (UXRF) é uma técnica analitica multielementar ndo
destrutiva que permite obter informacdes da distribuicdo de elementos simultaneamente em
diversos tipos de matrizes. A técnica se baseia na medida das intensidades de raios X
caracteristicos emitidos por elementos quimicos presentes na amostra quando a mesma é

irradiada adequadamente com um feixe proveniente de um tubo de raios-X.% &
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A distribui¢do do tamanho das particulas foi feita no Instituto de Pesquisa Tecnologica
(IPT) Séo Paulo, SP, utilizando-se um analisador por difracdo de laser modelo LS 13 320
Tornado Dry Powder System (Beckman Coulter).

A moagem das folhas de cana-de-agUcar, previamente lavadas e secas, foi feita em
moinho de facas (Marconi, Piracicaba, SP), e a cominuicdo foi feita em moinho criogénico
modelo Freezer Mill 6800 (Spex).

Para obtencdo das pastilhas utilizou-se prensa hidraulica modelo 3624B X-Press
(Spex, EUA) com capacidade maxima de 35 t. O material moido foi pressionado no interior
de uma matriz de ago inoxidavel com diametro interno de 150 mm.

As micrografias das crateras produzidas por ablacdo com laser foram feitas por
microscopia eletrénica de varredura (Stereoscan 440, LEO) utilizando detector de elétrons
secundarios no Departamento de Engenharia de Minas e Petroleo da Escola Politécnica da
Universidade de S&o Paulo, apds serem recobertas com platina durante 80s no equipamento
MED 020 (Bal-tec).

Para pesagem das amostras utilizou-se uma balanca Mettler modelo AE 40
(Greifensee, Suica) com precisdo de décimo de miligrama.

As digestbes alcalinas foram feitas em estufa (Marconi, Piracicaba), empregando-se

tubos de polietileno (tipo Falcon).

3.2 Reagentes e solucdes

Agua purificada em sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA) com
resistividade maior que 18,2 MQ cm foi utilizada nos procedimentos. O sistema Milli-Q® foi
alimentado com agua proveniente de sistema de purificacdo por osmose reversa Purelab
Prima modelo DV35 (Elga, UK). Perdxido de hidrogénio (H20,) 30 % m/m grau analitico
(Merck, Brasil), alcool octilico (Merck, Brasil), hidroxido de sédio (NaOH),(Merck, Brasil),
fluoreto de aménio (NH4F) (Carlo Erba), foram utilizados nos procedimentos de digestéao.
Perclorato de magnésio anidro Mg(ClO,), (Vetek, Brasil) foi utilizado para manter as
amostras com baixo teor de umidade no interior de um dessecador.

As solucdes de referéncia de Si foram preparadas em meio alcalino a partir de

diluicBes apropriadas da solucdo estoque contendo 1000 mg L™ Si (Specsol, Brasil).
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3.3 Amostras de folhas de cana-de-agucar

Foram analisadas amostras de folhas de cana-de-acucar das variedades: CTC1, CTC2,
CTC3, CTC4, CTC5, CTC6, CTC7, CTC8, CTC9, CTC10, CTC11, CTC12, CTC13, CTC
14, CTC15, CTC16, CTC17, CTC18, SP81-3250, RB85-5433, IAC87-3396, RB86-7515,
IAC93-6006, RB84-5486 e RB85-5113.

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e pré-tratamento das amostras de folhas de cana-de-agucar

Foram coletadas amostras de folhas de cana-de-aclcar aos nove meses de idade de 18
variedades (CTC1 a CTC18) no Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), localizado em
Piracicaba, SP, Fazenda Santo Antonio e de 7 variedades aos nove meses de idade (SP81-
3250, RB85-5433, IAC87-3396, RB86-7515, 1AC93-6006, RB84-5486 e RB85-5113) na
APTA - Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegocio, Polo Regional de Desenvolvimento
Tecnologico do Centro Sul. Coletaram-se 40 folhas (folha +1) de cada variedade,
aleatoriamente dentro de cada talhdo.

Cada amostra de folha de cana-de-agUcar foi dividida em trés partes, selecionando-se a
parte central (terco médio) com aproximadamente 30 cm. Ambos os procedimentos de coleta
foram empregados no CTC e na APTA. No laboratério, a nervura central das folhas frescas
foi removida. As folhas frescas foram lavadas em &gua corrente, enxaguadas individualmente
com agua purificada e colocadas sobre papel absorvente. Em seguida, elas foram transferidas
para sacos de papel perfurados, devidamente identificados, e colocados em estufa (Marconi,
Piracicaba) com circulacéo forcada de ar a 65 °C por 72 h. Apés a secagem, o material foi
moido em moinho de facas contendo malha com abertura de 600 um. Ap6s homogeneizacao,
as amostras foram acondicionadas em frascos de plasticos, identificados e fechados
hermeticamente. Estas amostras previamente homogeneizadas (particulas < 600 pm) foram

cominuidas criogenicamente por 40 min, em moinho criogénico conforme recomendado por
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Nunes et al.?® 8 &

Para tanto, 2g de amostra foram moidos, fixando a etapa de pré-
congelamento em 5 min e moagem de 20 ciclos 2 min cada, intercalados por 1 min de

recongelamento.

4.2 Decomposicao das amostras de folhas de cana-de-agucar

As amostras foram decompostas em triplicata empregando-se o procedimento
descrito por Kraska e Breitenbeck.** Porgdes de 100 mg de cada amostra cominuida
criogenicamente foram transferidas para tubos de polietileno (tipo Falcon) de 50 mL. Os
tubos foram lavados previamente com solucdo 0,1 mol L™ NaOH, enxaguados com &gua
purificada e secos. Para reduzir a formacdo de espuma foram adicionadas 5 gotas de alcool
octilico a cada tubo, antes da adigéo de 2 mL de solugdo 30 % m/m H,O,. Posteriormente, 0s
tubos Falcon foram fechados e aquecidos em estufa a 95 °C por 30 min. Apos este periodo,
retiraram-se 0s tubos da estufa e 4 mL de solucdo 50 % m/v NaOH foram adicionados. Os
tubos foram agitados mecanicamente e aquecidos a 95 °C por 4 h. Em temperatura ambiente,
adicionou-se 1 mL de solucéo 5 x 10 mol L™ NH,F e o volume foi completado para 50 mL

com agua. Esta solucédo foi diluida 100 vezes.

4.3 Determinacao de silicio por ICP OES

Para a determinagdo de Si nos digeridos de folhas por ICP OES empregou-se um
espectrometro simultdneo com vista radial, e nebulizador tipo V-groove em condicdes
robustas de anélise, como recomendado por Silva et al.®® e Trevizan et al.™® As determinacdes
de Si foram feitas na Embrapa Pecudria Sudeste (Sdo Carlos-SP). A Tabela 4.1 mostra os

parametros operacionais utilizados no espectrometro Varian modelo Vista RL.
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Tabela 4.1 — Pardmetros operacionais utilizados no ICP OES modelo Vista RL.

Poténcia da radiofrequéncia (kW) 1,30

Fluxo de argdnio (plasma) (L min™) 15,0

Fluxo de gés auxiliar (L min™) 1,5

Fluxo de gés para nebulizacdo (L min™) 0,6

Vazdo da amostra (mL min™) 1,0

Altura de observagao (mm) 8,0
Linha de emiss&o (nm) Si 1250,690

4.4 Preparo das pastilhas

As pastilhas foram obtidas a partir da prensagem de 0,5 g das amostras previamente
moidas criogenicamente. Aplicou-se pressdo equivalente a 8 t cm™? em cada amostra por

5 min. Desta forma obtiveram-se pastilhas de 15 mm de didmetro e 2 mm de espessura.

4.5 Analises das pastilhas por LIBS

As pastilhas de 15 mm de diametro foram posicionadas em um amostrador fixado em
um controlador manual com translacdo em 2 eixos, movendo-se ortogonalmente em relacédo
ao feixe do laser. A ablagdo foi feita em atmosfera de argonio com fluxo laminar de 0,5
L min™ tangencialmente & superficie da pastilha fixada em um porta-amostra (Figura 4.1),
evitando-se, assim, a presenca de ar atmosférico no ambiente de reagdo. Os espectros de
emissdo foram coletados em 30 pontos diferentes, 1,5 mm equidistantes, sobre a superficie de
cada pastilha, incidindo-se 25 pulsos de laser por ponto de amostragem. O sistema optico de
coleta da radiacdo emitida pelo plasma foi posicionado a 25° em relacéo ao feixe do laser. O
tempos de atraso e de integracdo foram fixados em 2,0 e 4,5 ps, respectivamente. As

determinacdes foram feitas com 25 pulsos acumulados e taxa de repeticdo de 10 Hz.?
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Figura 4.1 — Imagem da pastilha de folha de cana-de-actcar (diametro = 15 mm) fixada no

suporte do porta-amostra do sistema LIBS utilizado na presente tese.

4.6 Determinacdo direta de silicio por hED-XRF

A Tabela 4.2 mostra os pardmetros operacionais utilizados para determinacdo de Si
por LED XRF.

Para a andlise das pastilhas de folha de cana-de-agucar programou-se uma linha central
virtual na superficie, composta por 30 pontos com auxilio do software do equipamento
(PCMEDX Versdo 1.04 Shimadzu Corp. Japao). Em cada ponto utilizou-se um tempo de
irradiacdo longitudinal de 20 s (descontando-se o tempo morto) com passo de 100 um. O
resultado, expresso em cps/pA, foi a média dos 30 espectros obtidos. A linha para obtencédo
da intensidade de Si foi a K, = 1,740 keV.



Tabela 4.2 - Parametros operacionais utilizados para determinagéo de Si por HED XRF.
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Paréametro Valor
Numero de pontos 30
Passo (um) 100
Tempo de aquisicdo por ponto (S) 10
Diametro do feixe (um) 50
Corrente (LA) 100
Tenséo (kV) 50

Detector
Linha de Si
Raios-X

Regido de aquisicdo (keV)

Semi-condutor de Si(Li)
Ko =1,740 keV
Tubo de Rh
0-40
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacéo de Si por ICP OES e HED-XRF

Devido as dificuldades e incertezas encontradas na determinacdo de Si em plantas,
neste trabalho as determinacdes de Si foram feitas tanto por ICP OES como por HED-XRF
para fins de comparacéo.

As determinagdes por ICP OES foram feitas conforme os parametros instrumentais
mostrados na Tabela 4.1, ap6s as amostras moidas de folhas de cana-de-acucar terem sido
decompostas em meio alcalino, conforme o procedimento descrito no item 4.2. A Tabela 5.1
mostra os resultados das determinacdes de Si por ICP OES, que foram utilizados para a
calibragdo univariada e validacdo dos métodos de andlise por LIBS e por UED-XRF. Para
avaliar a possibilidade de perdas de Si durante as decomposicdes, 250 L e 500 pL da solucéo
estoque contendo 1000 mg L™ Si (Specsol, Brasil) foram transferidos para trés frascos de
digestdo contendo porcOes de 100 mg da amostra cominuida da variedade CTC13 e os
reagentes. O volume foi completado para 50 mL. As recuperacfes para ambas as
concentracdes equivalentes a 5 mg kg™ e 10 mg kg™ variaram entre 103+2% e 101+1%.

Neste ponto, cabe mencionar que muitas dificuldades foram encontradas para a
definicdo de um método de referéncia e, consequentemente, para o desenvolvimento desta
tese. Antes de se definir o método recomendado por Kraska e Breitenbeck*, foram testados
varios procedimentos descritos na literatura e j& mencionados na revisdo bibliografica, mas os
resultados encontrados ndo permitiam que se estabelecesse uma curva de calibracao confiavel
face a enorme dispersdo dos dados e falta de reprodutibilidade dos resultados. No artigo de
Kraska e Breitenbeck*® ficou evidente aquilo que se observava em todas as tentativas de se
usar o método originalmente proposto por Elliott e Snyder.*’, e naquele modificado por

Korndorfer et al.3
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Tabela 5.1 — Resultados da determinacédo de Si por ICP OES apds decomposi¢do por digestao

alcalina em folhas de cana-de-agucar.

Amostra Variedade Si (g kg™)*
1 CTC1 6,98 £ 0,02
2 CTC2 4,82 +0,02
3 CTC3 6,36 £ 0,05
4 CTC4 6,24 £ 0,02
5 CTCS 5,26 £ 0,03
6 CTCe6 5,74 £ 0,03
7 CTC7 8,83 £ 0,06
8 CTC8 6,39 £ 0,04
9 CTC9 4,09 £ 0,02
10 CTC10 6,49 = 0,03
11 CTC11 7,74 £0,01
12 CTC12 5,20 £ 0,02
13 CTC13 8,72 £ 0,06
14 CTC14 7,64 £ 0,02
15 CTC15 6,63 £ 0,02
16 CTC16 9,77 £ 0,05
17 CTC17 6,49 = 0,03
18 CTC18 9,70 £ 0,02
19 SP81-3250 4,56 + 0,04
20 RB85-5433 7,34 £0,01
21 IAC87-3396 3,38 £ 0,02
22 RB86-7515 3,68 £ 0,03
23 IAC93-6006 6,80% 0,02
24 RB84-5486 3,63 +£0,02
25 RB85-5113 2,29 £ 0,02

*n = 3 digeridos; concentragdo média + 1 desvio padréo.
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Com referéncia a técnica de HED-XRF, que também foi utilizada para comparar 0s
resultados de Si nas amostras de folhas de cana-de-agucar selecionadas, fez-se também a
calibracdo tomando-se por base os resultados obtidos por ICP OES aos digeridos alcalinos
(Tabela 5.1). Para definicdo das condi¢cdes de medida por HED-XRF, utilizaram-se pastilhas
de folhas de cana-de-agucar da variedade CTC12, preparadas a partir de amostras cominuidas
com 10 min e 40 min de moagem criogénica, e variou-se 0 tempo de aquisi¢cdo do sinal de
fluorescéncia de 1 a 20 s. Com a pastilha obtida com 40 minutos de moagem criogénica, a
intensidade média dos sinais de Si foi de 0,052 + 0,0043 cps/pWA (contagens por segundo por
microampéres), e para 10 minutos de moagem criogénica, a intensidade media foi de 0,043 +
0,0023 cps/pA. A Figura 5.1 mostra o perfil dos sinais de fluorescéncia obtidos para os
diferentes tempos de aquisicdo de sinal, descontando-se o tempo morto (tempo onde o
detector ndo atua na aquisi¢do do sinal) e utilizando-se pastilha confeccionada com amostra
cominuida por 40 min em moinho criogénico.

Os coeficientes de variacdo (CV) das medidas para amostras submetidas a 10 min de
moagem criogénica foi de 7,5 % e para amostras submetidas a 40 min de moagem criogénica
foi de 5,1%. Optou-se por escolher a amostra que foi submetida a um tempo maior de
moagem criogénica, pois propiciou menor CV. A Tabela 5.2 mostra as intensidades dos sinais
de fluorescéncia utilizando amostras submetidas a um tempo de moagem criogénica de 40

min e seus respectivos CVs.
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Figura 5.1 — Perfis dos sinais de fluorescéncia de silicio (passo de 100 um) obtidos para
diferentes tempos de aquisicdo. Dados para pastilha da variedade CTC12

criogenicamente durante 40 min.

moida

Tabela 5.2 - Comparacdo dos coeficientes de variagbes na aquisicdo de sinais de

fluorescéncia por PWED-XRF.

Tempo (S) Intensidade média (cps/uA) SD CVv
1 0,059 0,006 9,7
5 0,057 0,006 9,9
10 0,053 0,004 8,2
20 0,054 0,004 7,5

SD: Desvio padréo, CV: coeficiente de variagao

As intensidades cps/UA obtidas por HED-XRF com as pastilhas de folhas de cana-de-

acucar foram correlacionadas com as concentragdes de Si determinadas por ICP OES ap0s

decomposi¢do em meio alcalino. A Figura 5.2 mostra a correlacdo entre as intensidades
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(cps/UA) e as concentracdes de Si (g kg™) das amostras utilizadas neste trabalho. Observou-se
boa correlacdo entre os dados, exceto para as amostras marcadas com circulo: CTC11 [(7,74 £
0,01) g kg™ Si], CTC16 [(9,77 + 0,05) g kg™ Si] e CTC18 [(9,70 + 0,02) g kg™ Si], as quais
podem ter apresentado erros aleatorios durante as determinagdes por ICP OES. A Figura 5.3
mostra a curva analitica de calibragdo obtida por HED-XRF utilizando 05 amostras de folhas

de cana-de-agUcar moidas e prensadas na forma de pastilhas.

0,14
0,12 -
0,10-.
0,08 -
0,06 -
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Figura 5.2 — Correlacdo entre as intensidades (cps/A) obtidas por LED-XRF (K, = 1,740
keV) na anélise das pastilhas e as concentracdes de Si (g kg™) determinadas por ICP OES
apos digestdo alcalina. As barras verticais correspondem a + 1 desvio-padréo dos resultados
obtidos por HED-XRF (n = 3). As barras horizontais representam o intervalo de confianca das
concentragOes determinadas por ICP OES (n = 3).
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Figura 5.3 - Curva analitica de calibragdo para Si por MED-XRF (K, = 1,740 keV). As barras
verticais correspondem a + 1 desvio-padrao dos resultados obtidos por HED-XRF (n = 3). As
barras horizontais representam o intervalo de confianga das concentragdes determinadas por

ICP OES (n = 3).

A Figura 5.4 mostra o grafico de barras comparando os resultados para determinacao
de Si entre HNED-XRF e ICP OES. Para comparacdo dos resultados foram utilizadas 20

amostras na forma de pastilhas de cana-de-agucar.
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Figura 5.4 - Comparacdo entre as concentracbes de Si determinadas por ICP OES
empregando-se a linha Si | 212,412 nm e por hED-XRF empregando-se K, = 1,740 keV. As
barras verticais correspondem a + 1 desvio-padréo dos resultados obtidos por HED-XRF (n =
3) e por ICP OES (n=3).

Os resultados encontrados nos dois métodos, ICP OES e HED-XRF, mostraram boa
correlacdo de acordo com o teste t-Student pareado ao nivel de 95 % de confianca. O valor

calculado de t foi de 0,84, enquanto o valor critico para distribuicdo t-Student é 2,009.
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5.2 Determinacéo de silicio em pastilhas de folhas de cana-de-agucar por LIBS

5.2.1. Avaliagdo de interferéncias espectrais nas linhas de emisséo de silicio.

Possiveis interferéncias espectrais foram avaliadas nas linhas de emissdo mais intensas
de silicio (Tabela 5.3). Esta avaliacdo foi feita com base no banco de dados do National
Institute of Standards and Technology (NIST)** tomando-se por base a energia de excitacio e
de ionizagdo dos possiveis interferentes presentes em amostras vegetais. Considerando-se as
altas relacdes de concentracdes analito / interferente nas amostras (e.g. Si / Fe = 50) e que, em
geral, as linhas de emissdo desses interferentes sdo as de menor intensidade relativa, pode-se
afirmar que as interferéncias espectrais desses elementos sdo despreziveis na determinacao de
Si em folhas de cana-de-acucar.

As Figuras 5.5 a 5.8 mostram os sinais de emissdo obtidos na determinacdo de Si. Em
geral, como ressaltado, embora a possibilidade tedrica de interferéncias exista, fatores como a
energia de excitacdo ou ionizagao/excitacdo e concentracdo dos interferentes comparados as
energias de excitagdo e concentragfes do analito indicaram que ndo houve interferéncias
significativas. Para validar esta hipotese também foram feitas deconvolugdes dos sinais de
emissdo (PeakFit Software)® e ndo foram observadas interferéncias significativas. As
deconvolugdes dos sinais ndo foram feitas para as linhas Si | 251,432 e Si | 251,611 nm
devido a proximidade em comprimento de onda (i.e. < 10 pm) entre as linhas do analito e dos
possiveis interferentes. Deve-se ressaltar que as linhas de emissdo Si | 251,611 e Si | 288,158
nm apresentam excelentes intensidades relativas. No entanto, quando a fluéncia do laser é de
50 J cm™, o uso destas linhas ndo é adequado para amostras com alta concentracdo de Si (e.g.
9,77 + 0,05 g kg™) devido & saturacéo do detector ICCD. A linha Si | 288,158 nm apresenta
teoricamente interferéncia da linha Fe 1 288,180 nm. Contudo, de acordo com os dados do
NIST", as relacdes de intensidades relativas entre essas linhas é Si/Fe = 1000. Deve-se
ressaltar que as intensidades relativas fornecidas pelo NIST servem apenas como uma
referéncia de comparacdo qualitativa, uma vez que foram propostas para condicdes fisicas

diferentes daquelas encontradas em plasmas induzidos por lasers.
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Tabela 5.3 — Linhas de emissao de interferentes nas determinacdes de Si em folhas de cana-

de-agUcar.
Analito Interferéncias
Si 212,412 nm Fel212,312 e Fel 212,450 nm
Si 221,667 nm Ni 11 221,648 nm
Si 221,806 nm Fe 11 221,826 nm
Si 1 251,432 nm Fe 11 251,438 nm
Si1251,611 nm Fe 11 251,611 e Fe 1 251,625 nm
Si 1 251,920 nm Fe 11 251,905 e Fe | 251,963 nm
Si 1 288,158 nm Fe 1 288,180 nm
12000
Si 212,412
‘S 100004
c)
(@]
3 80007 Fe 1 212,450
5
o 6000 1
©
[«B]
©
g 4000 - Fe 212,312
wn
C
[¢B]
S 2000 - J
0 T T T T T T
212,0 212,2 212,4 212,6 212,8

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.5 - Fragmento do espectro de emissdo obtido em pastilha de folhas de cana-de-
actcar (CTC16) mostrando o sinal de emissdo de Si | 212,412 nm (9,77 + 0,05 g kg™)
aplicando-se 25 pulsos de 50 J cm™. Tempo de atraso 2,0 pis e tempo de integracdo 4,5 ps.
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Figura 5.6 - Fragmento do espectro de emissdo obtido em pastilha de folhas de cana-de-
acucar (CTC16) mostrando os sinais de emissdo de Si | 221,667 e Si | 221,806 nm (9,77
0,05 g kg?) aplicando-se 25 pulsos de 50 J cm™. Tempo de atraso 2,0 ps e tempo de
integracdo 4,5 ps.
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Figura 5.7 - Fragmento do espectro de emissdo obtido em pastilha de folhas de cana-de-
acucar (CTC16) mostrando os sinais de emissdo de Si | 251,432, Si | 251,611 e Si | 251,920
nm (9,77 + 0,05 g kg™*) aplicando-se 20 pulsos de 50 J cm™. Tempo de atraso 2,0 us e tempo
de integragéo 4,5 ps.
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Figura 5.8 - Fragmento do espectro de emissdo obtido em pastilha de folhas de cana-de-
actcar (IAC87-3396) mostrando os sinais de emissao de Si | 288,158 nm (3,38 + 0,02 g kg™)
aplicando-se 25 pulsos de 50 J cm™. Tempo de atraso 2,0 Hs e tempo de integracio 4,5 ps.

5.2.2 Avaliacao da evolugdo temporal dos sinais de emissao

O tempo de atraso € definido como o tempo decorrido a partir do pulso do laser a
partir do qual é (sdo) feita(s) a(s) medida(s) da(s) intensidade(s) dos sinais de emissdo e é um
dos fatores que afetam as determinacGes feitas por LIBS. O tempo de abertura do detector
para aquisicao do sinal é definido como tempo de integracdo. Imediatamente apds o pulso do
laser, uma contribui¢do do continuum que é a luz branca emitida pelo plasma proveniente de
dois fatores: efeito bremsstrahlung que é provocado por colis6es entre elétrons, ions e atomos
e a recombinacdo de elétrons com ions. A recombinacdo ocorre quando um elétron livre é
capturado em um nivel energético atdmico ou idnico, liberando energia na forma de um foton.
Este evento favorece positivamente o aumento da temperatura do plasma e a emissédo de
linhas de elevada energia de excitacdo. Os espectros de emisséo do continuum e dos

elementos quimicos presentes no plasma alteram-se com a evolugdo temporal do plasma.
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Neste sentido, embora trabalhos recentes ja tenham demonstrado o perfil de evolugéo
temporal de macro e micronutrientes em plasmas induzidos por laser em folhas de tecidos
vegetais, foram realizados experimentos variando o tempo de atraso de 1 a 5 us com a
finalidade de discriminar o sinal de emisséo de emissao de silicio e a raz&o sinal/ continuum e
sinal/ruido. A Figura 5.9 mostra a evolucdo temporal da linha de emisséo de Si | 212,412 nm
em uma pastilha de cana-de-agucar. O tempo de integracdo foi mantido em 4,5 ps conforme

recomendado por Nunes et al %8
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Figura 5.9 - Evolugéo temporal da linha de emissdo Si | 212,412 nm em plasma induzido por
laser em pastilha da variedade CTC7. Fluéncia: 50 J cm™ e tempo de integracdo: 4,51s.

Observou-se que, quanto maior o tempo de atraso, o sinal de emissdo do continuum
tende a diminuir. Os resultados obtidos para a evolugdo temporal da linha Si 1 212,412 nm e
do decaimento do continuum de radiacdo mostraram que em tempos de atraso maior que 2 ps
a razao sinal / continuum de radiacdo diminui continuamente. Observando que nestas

condicdes a sensibilidade analitica & maior, optou-se por utilizar o tempo de atraso de 2,0 ps.



58

5.2.3 Avaliagéo da fluéncia do laser e do diametro de focalizagéo

Em geral as analises por LIBS sdo feitas com a superficie da amostra posicionada
préximo ao ponto focal da lente convergente, pois a proximidade do foco pode originar
pequenos didmetros de focalizacdo sobre a superficie da amostra (e.g. 20 a 100 um). Nesta
condicdo, geralmente, baixa energia do laser € necessaria para alcancar altas fluéncias. Por
exemplo, um laser de 25 mJ quando focalizado em diametro de 100 pum gera uma fluéncia de
241 J cm™. Essa fluéncia é suficientemente alta para gerar plasma no ar, ou em qualquer outro
material, e € muito maior do que as fluéncias geralmente usadas em LIBS, podendo causar
efeitos de blindagem no plasma®®. A focalizacéo em baixos diametros tem um apelo comercial
forte na construcdo de equipamentos LIBS de bancada e, principalmente, na construcdo de
equipamentos portateis, pois evita 0 uso de lasers de maior energia, 0s quais sdo mais caros e
necessitam de uma unidade de refrigeracdo. No entanto, baixos didmetros de focalizacéo
levam a ablagdo de pequenas massas de amostras (i.e. < 20 pg) 0 que compromete a
repetibilidade das medidas em amostras consideradas pouco homogéneas’® ***. Inicialmente
optou-se por utilizar as condicées previamente recomendadas por Nunes® com fluéncia do
laser de 25 J cm™? e diametros de focalizagdo de 750 pm para determinacdo de macro e

micronutrientes em tecido vegetal (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 - Condicdes previamente recomendadas por Nunes® para determinacéo de macro
e micronutrientes em tecido vegetal.

Variaveis otimizadas

Energia por pulso de laser: 110 mJ
Distancia lente-amostra (LTSD): 17,5cm
Diémetro de focalizagdo: 750 pm
Fluéncia do laser 25J cm™
Numero de pulsos acumulados por cratera (np): 25
Tempo de integracao do sinal (t;): 4,5 us

Tempo de atraso (t atraso): 2,0 ps




59

Apbs o tratamento dos dados utilizando o software ESAWIN e MATLAB®, as
concentracdes de Si (g kg™) determinadas por ICP OES ap6s decomposicdo alcalina foram
correlacionadas com as areas integradas dos sinais de emissao obtidos por LIBS.

As linhas de emissdo avaliadas na analise das pastilhas por LIBS foram Si | 212,412,
Si 1 221,667 e Si | 288,158 nm. Essas linhas foram escolhidas em funcdo da intensidade de
emissdo e faixa Util de calibragdo visando a ndo saturagdo do detector ICCD. As Figuras 5.10
a 5.12 mostram que houve grande disperséo dos resultados nas curvas de correlacéo.

Esses efeitos foram provavelmente causados por interferéncias de matriz na interacéo

entre o laser e as amostras.
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Figura 5.10 — Correlagdo entre as concentracdes de Si determinadas por ICP OES apds
digestdo alcalina e as areas integradas dos sinais de emissdo obtidos por LIBS usando a linha
Si 1 212,412 nm com 25 pulsos de 25 J cm™. As barras verticais correspondem a + 1 desvio-
padréo dos resultados obtidos por LIBS (n = 30 crateras). As barras horizontais representam o
intervalo de confianga das concentragcOes determinadas por ICP OES (n=3).
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Figura 5.11 - Correlacdo entre as concentracBes de Si determinadas por ICP OES apoés
digestdo alcalina e as areas integradas dos sinais de emissdo obtidos por LIBS usando a linha
Si 1 221,667 nm com 25 pulsos de 25 J cm™. As barras verticais correspondem a + 1 desvio-
padréo dos resultados obtidos por LIBS (n = 30 crateras). As barras horizontais representam o
intervalo de confianga das concentragcOes determinadas por ICP OES (n=3).
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Figura 5.12 - Correlacdo entre as concentracfes de Si determinadas por ICP OES apoés
digestdo alcalina e as areas integradas dos sinais de emissdo obtidos por LIBS usando a linha
Si 1 288,158 nm com 25 pulsos de 25 J cm™. As barras verticais correspondem a + 1 desvio-
padréo dos resultados obtidos por LIBS (n = 30 crateras). As barras horizontais representam o
intervalo de confianga das concentragcOes determinadas por ICP OES (n=3).
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Estudos recentes'® mostraram que maiores fluéncias e diametros de focalizacdo
promovem a remoc¢do de maior quantidade da amostra durante a ablagdo contribuindo para
maior eficiéncia dos processos de vaporizacdo, atomizacdo, e excitacdo dos analitos. Alguns
dados experimentais também indicaram que € possivel aumentar a massa amostrada em
pastilhas de tecido vegetal de 6 para 161 pg apenas aumentando a fluéncia e o didmetro de
focalizacdo do laser na superficie da pastilha,** proporcionando uma maior representatividade
da massa amostrada. Consequentemente, ocorrem aumentos nos sinais de emissdo
caracteristicos dos elementos quimicos presentes na pastilha da amostra.”” Alguns resultados
indicam que os efeitos de matriz podem ser minimizados usando fluéncias do laser mais
altas.’* Além disso, existem indicios experimentais que demonstram que os aumentos da
fluéncia e do didmetro de focalizagdo aumentam significativamente o volume do plasma,
proporcionando maior eficiéncia de coleta dos sinais de emissdo quando o plasma é
espacialmente integrado pelo conjunto Optico. O aumento do volume do plasma pode
proporcionar também maior transparéncia optica ao plasma e maior tempo de decomposi¢do
das particulas que interagem com o plasma. Neste sentido, embora a otimizacdo experimental
proposta por Nunes®® tenha sido adequada para determinacdo de macro e micronutrientes em
folhas de cana-de-acUcar, optou-se por reavaliar os diametros de focalizacdo e fluéncia do
laser visando a determinacéo de Si. O diametro de focalizagdo foi variado de 180 a 1050 um e
a fluéncia do laser de 20 a 120 J cm™.

Observa-se nas Figuras 5.13 a 5.15 que ocorre uma ligeira reducéo da linearidade em
todas as linhas de emisséo para fluéncias maiores de 60 J cm™. Esse efeito é provavelmente
atribuido a blindagem do plasma (shielding effect) provocada pela elevada densidade
eletronica (i.e. 10%! e/cm®) e aos processos de auto-absorcdo.® ® A alta densidade eletronica
resulta num plasma opaco levando ao espalhamento e absorcdo parcial da radiacdo do pulso
do laser, favorecendo a diminuicdo do processo de ablacdo e consequentemente das
intensidades de emissdo do elemento de interesse a ser determinado por LIBS. De acordo com

|.98

Meissner et al.”™ a temperatura do plasma induzido por laser sobre superficies metalicas

aumenta linearmente com a fluéncia.”® *® O aumento das intensidades, sequndo Aguilera et
al.,’® ¢ devido ao aumento da massa ablada e do numero de 4&tomos vaporizados no interior
do plasma, e o0 volume dos plasmas induzidos é proporcional ao aumento da fluéncia. A
remocao de massas maiores influencia nos processos de amostragem assistidos por ablacéo

com laser tornando-0s mais representativos.
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Figura 5.13 - Efeito da fluéncia na intensidade de emissdo de Si | 212,412 nm em pastilha de
folha de cana-de-agucar (CTC12) para diametros de focalizagdo entre 180 e 1050 um. As

barras de incerteza correspondem a + 1 desvio-padrdo (25 pulsos por ponto de ablagéo, n = 30
pontos).
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Figura 5.14 - Efeito da fluéncia na intensidade de emisséo de Si | 221,667 nm em pastilha de
folha de cana-de-agucar (CTC12) para didametros de focalizagdo entre 180 e 1050 um. As
barras de incerteza correspondem a + 1 desvio-padréo (25 pulsos por ponto de ablagdo, n = 30
pontos).
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Figura 5.15 - Efeito da fluéncia na intensidade de emisséo de Si | 288,158 nm em pastilha de
folha de cana-de-agucar (CTC12) para diametros de focalizagdo entre 180 e 1050 um. As
barras de incerteza correspondem a + 1 desvio-padréo (25 pulsos por ponto de ablagdo, n = 30
pontos).

As Figuras 5.13 a 5.15 mostram que existe um compromisso entre didmetro de
focalizacdo e fluéncia do laser para alcancar maior sensibilidade analitica. Essa condi¢do
experimental pode ndo ser decisiva para determinacdo de elementos quimicos em altas
concentragdes, mas mostram-se decisivas, por exemplo, para determinacdo de micro-
nutrientes e elementos traco em amostras de interesse ambiental.”® *** Deve-se ressaltar que
existe uma indicacdo que didmetros maiores que 750 pm proporcionam maior intensidade de
emissdo, contudo ndo foi possivel avaliar fluéncias maiores que 35 J cm™ em diametros de
1050 um, devido a limitacdo de energia do laser usado neste trabalho. Neste sentido, observa-
se que a utilizacdo do didmetro de focalizacdo de 750 pm e fluéncias mais altas
proporcionaram maior sinal de intensidade das linhas de emissdo de Si. Como ja ressaltado,
essas diferencas devem ter sido causadas face as maiores massas amostradas, ao maior
volume de observacdo do plasma e, principalmente, a maior energia disponivel para
vaporizagao, atomizagao e excitagdo do analito, o que pode diminuir os efeitos de matriz.

De acordo com Sirven et al.,”* maiores fluéncias e didmetros de focalizacdo do laser
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favorecem uma melhor razéo sinal ruido (SNR), obtendo-se maior repetibilidade das medidas
de intensidades em funcdo das massas abladas. Para avaliar a massa ablada das pastilhas foi
mantido o diametro de focalizagdo de 750 pm e fluéncias de 25 J cm™ e 50 J cm™. Foram
selecionadas duas amostras de folhas de cana-de-agUcar das variedades CTC18 e RB86-7515
que apresentaram concentraces de Si de 9,70+0,02 g kgt e 3,68+0,03 g kg*,
respectivamente. Nestas variedades também foram determinados os teores de lignina, celulose
e fibra como mostra a Tabela 5.5. De acordo com Gomes et al.2%, as propriedades quimicas e
fisicas das amostras tais como fibra, lignina e celulose podem ser associadas a possiveis
efeitos de matriz durante o preparo das amostras influenciando, por exemplo, na reducdo do
tamanho das particulas o que influenciaria posteriormente na interagdo do laser com a
superficie das pastilhas. Os resultados obtidos indicam diferencas significativas,
principalmente, para os valores de lignina e fibra nessas amostras. Essas diferencas podem ter
provocado os efeitos de matriz observados quando foi feita a correlagdo das concentracdes de
silicio determinadas por ICP OES com os resultados de intensidades de emissdo obtidos por
LIBS usando a fluéncia do laser de 25 J cm™. No entanto, investigacdes mais aprofundadas
devem ser feitas para comprovar esta hipotese. Neste caso, devem-se determinar os teores de
lignina e fibras em todas as variedades de cana-de-acUcar investigadas neste trabalho e avaliar
criteriosamente se os efeitos de matriz observados estdo relacionados a reducdo do tamanho
de particulas, a interacdo do laser com as pastilhas no processo de decomposicdo e
vaporizacdo do material, ou se ambos os efeitos sdo significativos. Dados obtidos
recentemente demonstraram que variag@es na distribuicdo do tamanho das particulas de tecido
vegetal podem proporcionar diferencas significativas nas intensidades dos sinais de emissao
dos analitos. Além disso, os autores demonstraram que fluéncias mais elevadas podem
minimizar os efeitos do tamanho das particulas. ** Conhecendo se o problema pode ser
relacionado ou ndo as distribuigdes dos tamanhos das particulas, poderiam ser conduzidas
investigacOes sobre a influéncia dos teores de lignina e fibra nas amostras que ficaram fora
das curvas de correlacdo entre concentracdo e intensidade de sinais de emissdo obtidos por
LIBS.
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Tabela 5.5 - Concentragdes (%) de lignina, celulose e fibra em folhas de cana-de-agUcar.

Variedade Lignina (%) Celulose (%0) Fibra (%)
CTC 18 59+0,2 37,0+ 0,6 44,6 £0,5
IAC 867515 40+0,1 354+1,0 39,7+0,7

Foram obtidas imagens de microscopias eletronicas de varredura (MEV) das crateras
apos ablacdo com laser em pastilhas das variedades CTC18 e RB86-7515 (Figuras 5.16 a
5.19). E possivel inferir que, utilizando-se a fluéncia de 25 J cm™, menores diametros foram
obtidos quando comparados ao uso de fluéncia de 50 J cm™. Com certa ressalva, pode-se
também inferir que a ablagdo nas amostras RB86-7515, a qual possui menor teor de fibras e
lignina, apresentou crateras de ablagdo mais homogéneas com menor efeito de borda
decorrente da interacdo laser/amostra e da expansao da onda de chogue e da pluma do plasma.
Em geral, a remocdo de massas por ablacdo é estimada em funcéo da densidade da pastilha e
do volume da cratera determinado a partir de dados obtidos utilizando perfilometro ou
microscopio Optico com software adequado para colecdo e tratamento de imagens. Neste
trabalho ndo foram feitas estimativas da massa da cratera devido a indisponibilidades destes
equipamentos. Nunes® estimou a massa removida de uma cratera utilizando folhas de
espinafre (CRM NIST 1570a) e fluéncia de 25 J cm™ em 110 pg. Posteriormente, Carvalho
estimou a massa de 160 pg removida por cratera formada em pastilha de Boldo do Chile

empregando-se fluéncia de 50 J cm™.
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Figura 5.16 — MEV da cratera formada em pastilha de folha de cana-de-agucar (CTC18). 25
pulsos de laser (10 Hz) com 25 J cm™. Magnificagdo: 100x.

vac mode |mode HV VVVWD mag O preséure-
Figura 5.17 - MEV da cratera formada em pastilha de folha de cana-de-agucar (CTC18). 25
pulsos de laser (10 Hz) com 50 J cm™. Magnificagdo: 100x.
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Figura 5.18 - MEV da cratera formada em pastilha de folha de cana-de-agucar (RB86-7515).
25 pulsos de laser (10 Hz) com 25 J cm™. Magnificacdo: 100x.
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Figura 5.19 - MEV da cratera formada em pastilha de folha de cana-de-agucar (RB86-7515).
25 pulsos (10 Hz) de laser com 50 J cm™. Magnificacdo: 100x.
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As Figuras 5.20 a 5.22 mostram as intensidades de emissdo utilizando fluéncias de 25
e 50 J cm™ e diametro de focalizacdo de 750 pm. Para a linha Si 288,158 nm observou-se
saturacdo do detector ICCD e, possivelmente, efeitos de auto-absorcdo devido a elevada
concentracéo de Si nesta amostra (8,72 + 0,06 g kg™). Em geral, 0 aumento de intensidade dos
sinais para as linhas 212,412 e 221,667 nm foi de 2,5 vezes. Considerando-se as massas
estimadas por Nunes®® (i.e. 110 pg) para fluéncia de 25 J cm™ e por Carvalho™ (i.e. 160 pg)
para fluéncia de 50 J cm™, assim como as diferencas nas microscopias mostradas nas Figuras
5.12 a 5.15, pode-se inferir que além do efeito da maior massa amostrada outros efeitos séo
produzidos quando fluéncias mais elevadas sdo usadas. Entre esses, destaca-se o0 maior
volume do plasma e a maior quantidade de energia disponivel para ablacdo. Esses efeitos,
como ja& destacado, favorecem os processos de vaporizacdo, atomizacdo e excitacdo do

analito, podendo minimizar os efeitos de matriz entre as amostras.
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Comprimento de onda (nm)

Figura 5.20 — Fragmentos do espectro mostrando a comparacao dos sinais de emisséo de Si |
212,412 nm utilizando 25 pulsos de laser com 25 J cm™ e 50 J cm™ (amostra CTC13).
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Figura 5.21 — Fragmentos do espectro mostrando a comparacao dos sinais de emissédo de Si |
221,667 nm utilizando 25 pulsos de laser com 25 J cm™ e 50 J cm™ (amostra CTC13).
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Figura 5.22 — Fragmentos do espectro mostrando a comparacao dos sinais de emissédo de Si |
288,158 nm utilizando 25 pulsos de laser com 25 J cm™ e 50 J cm™ (amostra CTC13).
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As Figuras 5.23 e 5.24 mostram as correlacdes entre concentracdes e intensidade de
emissdo para as linhas Si 212,412 nm e 221,667 nm. A linha de emissdo Si |
288,158 nm ndo foi usada devido a saturacdo do detector ICCD, mas deve-se ressaltar que
esta linha de emissdo pode ser usada para determinacédo de silicio em baixas concentragdes ou
quando detector menos sensivel for utilizado. Observa-se que utilizando fluéncia de 50 J cm™
menores dispersdes foram obtidas quando comparadas com as correlagdes obtidas usando
fluéncia de 25 J cm™. Neste sentido, existe o indicativo que o uso de fluéncias mais altas
pode, até certo limite, minimizar os efeitos de matriz. Observou-se também que existe uma
regido linear até aproximadamente 6,50 g kg™ Si e que ap6s esta concentracéo efeitos de auto-
absorcdo podem ser esperados. Considerando-se o perfil de auto-absorcdo e as bandas de
confianca da funcdo polinomial nas correlagdes obtidas usando as linhas de emissdo Si |
212,412 e 221,667 nm, observa-se que efeitos de matriz ou resultados errdneos obtidos por
ICP OES devem ser considerados, principalmente, para CTC11 [(7,74 + 0,01) g kg™ Si] e
CTC18 [(9,70 + 0,02) g kg™ Si].
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10000

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Concentracgo de Si (g kg™)

Figura 5.23 - Correlacdo dos resultados de concentragdes das amostras obtidos por ICP OES
apos digestdo alcalina e areas integradas obtidas por LIBS usando a linha Si | 212,412 nm e
25 pulsos de 50 J cm™. As linhas pontilhadas representam as bandas de confianca a 95%. As
barras verticais correspondem a + 1 desvio-padrdo dos resultados obtidos por LIBS (n = 30
crateras). As barras horizontais representam o intervalo de confianca das concentracOes
determinadas por ICP OES (n=3).
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Figura 5.24 - Correlacdo dos resultados de concentraces das amostras obtidos por ICP OES
apos digestdo alcalina e areas integradas obtidas por LIBS usando a linha Si | 221,667 nm e
25 pulsos de 50 J cm™. As linhas pontilhadas representam as bandas de confianca a 95%. As
barras verticais correspondem a £ 1 desvio-padrdo dos resultados obtidos por LIBS (n = 30
crateras). As barras horizontais representam o intervalo de confianga das concentracdes
determinadas por ICP OES (n=3).

5.2.4 Comparacao de resultados de analises feitas por LIBS, ICP OES e pED-XRF

Apos a avaliacdo do efeito da fluéncia sobre os resultados obtidos por LIBS iniciou-se
a etapa de validagdo do método analitico. A Tabela 5.6 mostra as condi¢Bes experimentais
utilizadas para determinacdo de Si em pastilhas de folhas de cana-de-agUcar. Para reduzir as
variacOes das medidas optou-se por trabalhar com espectros médios. Em cada analise por
LIBS sdo obtidos 3 espectros médios. Cada espectro médio corresponde a média de 10
espectros individuais de emissdo com 25 pulsos acumulados. Foram avaliados em cada
pastilha 30 pontos de amostragem, com um total de 750 pulsos de laser. Considerando-se a
melhor correlacdo dos resultados e ao fato de que as linhas apresentaram intensidades
relativas semelhantes, apenas a linha Si | 212,412 nm foi usada para as determinagoes.
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Tabela 5.6 — Par@metros instrumentais utilizados para determinagdo de Si em pastilhas de

folhas de cana-de-acgUcar utilizando LIBS.

Parametros

Energia por pulso de laser:
Distancia lente-amostra (LTSD):
Diametro de focalizacao:

Fluéncia:

Numero de pulsos acumulados por cratera (np):

Tempo de integracao do sinal (t;):
Tempo de atraso (taraso):

Linha de emissao:

230 mJ

17,5cm

750 pm

50 J cm™

25

4,5 us

2,0 us
Si1212,412 nm

A curva de calibragdo univariada foi elaborada utilizando 5 amostras com

concentracdes entre 2,30 e 6,50 g kg™ determinadas por ICP OES ap6s digestéo alcalina e

correlacionando os valores de areas integradas (u.a.) obtidas por LIBS utilizando a linha de

emissdo Si | 212,412 nm. A Figura 5.25 mostra a curva analitica de calibracdo obtida, onde é

possivel observar boa correlacdo linear entre os dados experimentais para este intervalo de

concentragdes. Para as validagdes dos resultados, foram utilizadas 20 amostras do conjunto de

variedades de cana-de-agUcar utilizadas neste trabalho. As Figuras 5.26 e 5.27 mostram as

comparages dos resultados obtidos por LIBS com aqueles obtidos por ICP OES e HED-XRF.
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Figura 5.25 - Curva analitica de calibracdo para determinacdo de Si usando a linha Si |
212,412 nm e 25 pulsos de 50 J cm™. As linhas pontilhadas representam as bandas de
confianca a 95%. As barras de incertezas verticais correspondem a + 1 desvio-padrdo dos
resultados obtidos por LIBS (n = 30 crateras). As barras horizontais representam o intervalo
de confianca das concentracGes determinadas por ICP OES (n=3).
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Figura 5.26 - Comparacdo entre os resultados para as amostras de valida¢ao obtidos por ICP
OES e LIBS usando 50 J cm™. As barras de incertezas verticais correspondem a + 1 desvio-
padrdo dos resultados obtidos por LIBS (n = 30 crateras) e por ICP OES (n=3).

Observou-se que melhores correlagdes entre os resultados foram obtidas para
concentracdes abaixo de 6,50 g kg™*. Os valores obtidos por LIBS e ICP OES, e LIBS e uED-
XRF foram comparados para todas as amostras aplicando-se o teste t-Student pareado ao nivel
de 95 % de confianca, o qual indicou que os resultados sédo geralmente concordantes. O valor
calculado de t para a comparacgédo LIBS e ICP OES foi 0,81, enquanto que para comparagao
LIBS e HED-XRF o valor calculado foi 0,19. O valor critico para distribuigdo t-Student €
2,09.
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Figura 5.27 — Comparacdo entre os resultados para as amostras de validacdo obtidos por
HED-XRF e LIBS usando 50 J cm™. As barras de incertezas verticais correspondem a + 1
desvio-padréo dos resultados obtidos por LIBS (n = 30 crateras) e por HED-XRF (n=3).

Para estimar o limite de deteccdo (LOD) na determinacdo de Si em folhas de cana-de-
acucar por LIBS os sinais médios de intensidade maxima de emissdo (IE) foram subtraidos
dos sinais de emissdo médios obtidos em regides espectrais independentes localizadas nas
adjacéncias das linhas de emissdo do analito (BG; e BG;) conforme ilustrado na Figura 5.28.
Neste caso foi utilizada a amostra RB85-5113 que contém a menor concentragdo Si em cana-
de-acicar (2,29 + 0,02 g kg™).
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Figura 5.28 - Fragmento do espectro mostrando a linha espectral Si 1 212,412 nm e regides
nas vizinhancas desta linha (BG; e BG,) para corre¢do de fundo e calculo do LOD. Amostra
RB85-5113 (2,29 + 0,02 g kg™). 25 pulsos de 50 J cm™.

Os dados para obtencao do LOD foram obtidos em funcdo da medida de area integrada
dos sinais da linha de emissdo baseados na média de 30 espectros obtidos pela ablagdo em 30
pontos diferentes na superficie da pastilha de folha de cana-de-agUcar incidindo-se 25 pulsos

de laser. A Equacéo 1 foi utilizada para estimar o LOD.**

S.. *k
LOD = % (Equacdo 1)

Onde:
Sge = desvio-padrdo da média das intensidades de emissdo da radiacdo de fundo nas
vizinhangas da linha Si | 212,412 nm, k = 3,3 e a = coeficiente angular da curva de
calibracéo.

O LOD estimado utilizando fluéncia de 50 J cm™ e a linha Si | 212,412 nm foi de

0,164 g kg™, o que se mostrou adequado para determinacdo de Si em folhas de cana-de-
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acucar. Quando necessario, para outros tipos de amostras que apresentem menor concentragdo
de Si, certamente melhores limites de detecgdo podem ser obtidos utilizando-se uma linha de

maior intensidade de emissao como a Si | 288,158 nm.

6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta tese indicam que a espectrometria de emissdo Optica com
plasma induzido por laser pode ser recomendada para a determinacdo de Si em pastilhas de
folhas de cana-de-agUcar, preparadas a partir de material cominuido com distribuicdo de
tamanho de particulas <100 um. O procedimento proposto possui as vantagens dos métodos
de analise direta de solidos, diminuindo-se as etapas de preparo das amostras (menores riscos
de erros sistematicos), evitando-se a geracdo de residuos quimicos (digeridos) e o consumo de
reagentes considerados perigosos como, por exemplo, &cido fluoridrico. O método proposto é
mais rapido que os métodos tradicionalmente empregados, e deverd se constituir em
alternativa relativamente simples do ponto de vista operacional para determinacdo de Si em
plantas.

Experimentalmente, demonstrou-se que a utilizacdo de fluéncias mais altas
(50 J cm™) e de diametro de focalizacdo do laser na superficie das pastilhas da ordem de 750
pum, contribuiram significativamente para melhoria dos resultados analiticos (precisdo e
exatiddo das medidas), permitindo a determinacdo quantitativa de Si por LIBS. O LOD
estimado utilizando fluéncia de 50 J cm™ e a linha Si | 212,412 nm foi de 0,164 g kg™, o que
se mostrou adequado para determinacdo de Si em folhas de cana-de-acUcar, cujos teores
situam-se geralmente entre 2 e 10 g kg™,

Cabe também destacar os resultados obtidos das determinagdes de Si por HED-XRF,
utilizando-se as mesmas pastilhas das amostras das variedades de cana-de-acuUcar utilizadas na
presente tese, com excelente correlacdo com os resultados obtidos por LIBS, o que é mais
uma forte indicacdo da qualidade do método proposto.

Os resultados obtidos geraram subsidios para que o método também seja usado em
analises de rotina de tecidos vegetais, determinando-se Si simultaneamente com macro (P, K,

Ca, Mg) e micronutrientes (Fe, Cu, Mn, Zn, B), tornando LIBS ainda mais competitivo.
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