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RESUMO

CARVALHO, G. G. A. Analise de pastilhas de plantas por espectrometria de emisséo
Optica com plasma induzido por laser em regimes temporais de nano- e de
femtossegundos. 2015. 156 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2015.

A influéncia das variaveis associadas ao laser como a fluéncia, o comprimento de onda, e a
duracdo do pulso, assim como as relacionadas as propriedades das amostras, como a
distribuicdo do tamanho das particulas e as caracteristicas quimicas da matriz, foram avaliadas
visando a determinacdo quantitativa de macro- (P, K, Ca, Mg) e micronutrientes (Cu, Fe, Mn,
Zn, B) em pastilhas de materiais vegetais por espectrometria de emissdo Optica com plasma
induzido por laser (LIBS). Os efeitos da distribuicdo do tamanho das particulas e da fluéncia
do laser foram investigados a partir da andlise de amostras peneiradas (150-20 pm)
empregando-se um sistema LIBS, em regime temporal de nanossegundos (ns-LIBS), montado
com um laser de Nd:YAG a 1064 nm (pulsos de 5 ns e 360 mJ)e um espectrometro com dptica
Echelle e detector ICCD. Observou-se um aumento na sensibilidade e na precisdo das medicoes
com a diminui¢do do tamanho das particulas usadas no preparo das pastilhas, e uma diminuicéo
dos efeitos de matriz causados por diferencas no tamanho das particulas, quando pastilhas
preparadas com particulas < 75 um foram analisadas com pulsos de 50 J cm. Verificou-se uma
melhora significativa na exatiddo das medi¢c6es de Mg, Fe, Mn e Zn feitas em um conjunto de
pastilhas de folhas de cana-de-agucar (particulas < 75 pum) empregando-se esta fluéncia. Em
uma segunda etapa, observou-se que variagdes no comprimento de onda do laser de Nd:YAG
(1064, 532, 355 e 266 nm) ndo influenciaram de maneira significativa a precisao e exatidao das
medicdes em pastilhas de folhas de cana-de-agUcar, obtendo-se correlagdes lineares entre as
intensidades dos sinais de emissdo e as correspondentes fracGes de massa dos analitos.
Variagdes no comprimento de onda do laser de Nd:YAG néo afetaram a analise de um conjunto
heterogéneo de amostras, composto por pastilhas de folhas de plantas de diferentes espécies,
como soja, cana-de-aglcar, milho, citros, café, por exemplo, por ns-LIBS. No entanto,
diferentemente do observado para o conjunto de pastilhas de folhas de cana-de-acUcar,
observou-se, uma baixa correlacéo (r ca < 0,90) entre as fragdes de massa de Ca, Mg, P, Cu, Fe,
Mn e Zn determinadas por ns-LIBS e os valores de referéncia, o que demonstra a baixa robustez
de ns-LIBS frente as variagcdes na composi¢do quimica das matrizes. Posteriormente, analisou-
se este conjunto heterogéneo de amostras com sistema LIBS, em regime temporal de
femtossegundos (fs-LIBS), montado com laser de Ti:Safira (pulsos de 60 fs e 1,65 mJ) e
espectrdometro com oOptica Czerny-Turner e ICCD. Demonstrou-se que 0 uso de pulsos em
regime de fs proporcionou calibragdes e validacdo menos dependentes da composi¢do quimica
das matrizes. As fracbes de massa de Ca, Mg, P, Fe e Mn previstas por fs-LIBS foram
estatisticamente concordantes com os valores de referéncia, independentemente do modelo de
calibracdo usado. Além disso, o uso de calibracdo multivariada melhorou a capacidade preditiva
de ns-LIBS, assemelhando-se & de fs-LIBS. Concluiu-se que o emprego de fs-LIBS foi a
estratégia mais robusta e que ofereceu maior flexibilidade a variabilidade matricial.

Palavras-chave: LIBS. Espectrometria de emissao éptica com plasma induzido por laser. Laser
de femtossegundos. Laser de nanossegundos. Determinacdo de macro- e micronutrientes.
Plantas. Preparo de amostras. Calibracéo.
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ABSTRACT

CARVALHO, G. G. A. Nanosecond and femtosecond laser-induced breakdown
spectroscopy for the analysis of pellets of plant materials. 2015. 156 p. Tese (Doutorado) -
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2015.

The influence of laser properties, such as fluence, wavelength and pulse duration, as well as
sample characteristics, such as particle size distribution and chemical matrix composition, was
evaluated aiming at the quantitative determination of macro- (P, K, Ca, Mg) and micronutrients
(Cu, Fe, Mn, Zn, B) in pellets of plant materials by laser-induced breakdown spectroscopy
(LIBS). Firstly, the effects of particle size distribution and laser fluence on the analysis of
pellets (test samples) prepared with sieved samples (from 150 to 20 pum apertures) were
investigated. Experiments were carried out with a nanosecond LIBS (ns-LIBS) system by using
a Q-switched Nd:YAG laser at 1064 nm (5 ns; 360 mJ) and a spectrometer with Echelle optics
and intensified charge-coupled device (ICCD) detector. Results indicated that smaller particles
yielded to sensitivities' enhancement and attained better measurements' precision. Moreover,
matrix effects were reduced by analyzing pellets prepared from < 75 um sieved fractions and
pulses of 50 J cm™. In addition, there was a significant improvement on accuracy of Mg, Fe,
Mn and Zn measurements in a set of test samples of sugarcane leaves by using this fluence. In
a second experiment, variations in the Nd:YAG laser wavelength (1064, 532, 355 and 266 nm)
did not affect the analysis of test samples of sugarcane leaves, and provided linear correlations
between emission signal intensities and corresponding analytes mass fractions. In addition,
variations within Nd:YAG laser wavelength did not affect the analysis of a heterogeneous
sample set composed by pellets of leaves from different crops, such as soy, sugarcane, maize,
citrus and coffee by ns-LIBS. However, in contrast to previous findings, the univariate
calibration models for ns-LIBS presented lower linearity (r ca < 0.90) for Ca, Mg, P, Cu, Fe,
Mn and Zn, no matter the laser wavelength used for the analysis. These circumstances reflect
the low robustness of ns-LIBS to variations within matrix chemical composition among test
samples. Afterwards, test samples from different crops were analyzed by a femtosecond LIBS
(fs-LIBS) by using a Ti:Sapphire laser, including a mode-locked oscillator and an ultrafast
amplifier (60 fs; 1.65 mJ per pulse), and a spectrometer with Czerny-Turner optics and ICCD.
Findings indicated that the pulse duration was a decisive variable for providing accurate
quantification of nutrients in different plant species, which present substantial differences in
terms of matrix chemical composition. Close agreement between Ca, Mg, P, Fe and Mn mass
fractions predicted by fs-LIBS and those determined by ICP OES was evidenced, whatever the
modeling approach used. Contrarily, for ns-LIBS analysis of test samples from different crops,
only the use of multivariate partial least squares (PLS) regression appears capable for resolving
the non-linear transformations of the emission intensities according to the physical mechanisms
governing this temporal regime of ablation. Thus, when using multivariate modeling, the
figures-of merit reflecting the predictive capabilities of ns-LIBS resemble to those achieved by
fs-LIBS. Either way, fs-LIBS is a more robust approach that better offers larger flexibility to
the matrix variability.

Keywords: LIBS. Laser-induced breakdown spectroscopy. Femtosecond laser. Nanosecond
laser. Determination of macro- and micronutrients. Plant materials. Sample preparation.
Calibration.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos 10 anos, a potencialidade da espectrometria de emissao Optica com plasma
induzido por laser (LIBS) tem sido demonstrada para a analise de materiais vegetais no cenario
das ciéncias agrondmicas e ambientais. De maneira geral, as amostras tém sido analisadas
diretamente, na forma de materiais secos ou in natura (e.g., folhas inteiras, seccoes foliares,
gréos, frutos e legumes), e na forma de pastilhas preparadas a partir da prensagem do material
seco e moido. O laser pulsado de Nd:YAG, em regime temporal de nanossegundos (ns), € o
mais empregado em LIBS. No entanto, o niUmero de aplicaces envolvendo o uso de lasers com
pulsos ultracurtos, como o laser de Ti:Safira em regime de femtossegundos (fs), tem crescido
nos Ultimos anos. A radiacdo emitida pelas espécies excitadas (atomos, ions e moléculas) no
plasma induzido por laser na superficie da amostra é coletada e direcionada para a fenda de
entrada de um espectrometro de emissdo Optica, permitindo, assim, a realizacdo de analises
quali- e quantitativas a partir da informagc&o contida nos espectros de emissdo.!

Recentemente, demonstrou-se que LIBS pode ser um método apropriado para a
determinacéo de P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, B * e Si ? em pastilhas de materiais vegetais.
No entanto, apesar da versatilidade e das vantagens oferecidas por LIBS, incluindo o minimo
ou mesmo a auséncia de preparo de amostra, é necessaria a devida atencao a algumas condicdes
de contorno para a realizacdo de analises quantitativas de materiais vegetais. Na maioria das
aplicacdes, essas condi¢des estdo geralmente associadas a forma de apresentacdo das amostras
e a sua qualidade, assim como a calibracdo propriamente dita, sendo de fundamental
importancia considerar 0s seguintes pontos:

) A massa relativamente pequena removida no processo de ablacdo e a
heterogeneidade das amostras. Quando a massa das por¢cdes amostradas nédo
reflete a composicdo da amostra laboratorial, € necessario um processo de
cominuigdo para melhorar a distribui¢cdo do tamanho das particulas diminuindo,
assim, a micro-heterogeneidade na distribuicdo dos analitos;

i) A calibracdo dependente das caracteristicas fisico-quimicas da matriz,
principalmente quando se utiliza lasers em regime temporal de ns operando na
regido do infravermelho-préximo;

iii) A necessidade de melhorar a distribuicdo do tamanho das particulas utilizadas
no preparo das pastilhas com o intuito de uniformizar a interagdo entre o laser e

a amostra;
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1v) A adequacdo e a falta de materiais de referéncia certificados (CRMs) para
calibracdo. A similaridade entre as propriedades fisicas e quimicas entre 0s
CRMs e as amostras é de fundamental importancia para se assegurar a

comutatividade.

Contudo, cabe informar que a analise direta de materiais vegetais, quando possivel,
contribui de maneira efetiva com a simplificacdo da sequéncia analitica quando comparada aos
métodos convencionais que envolvem digestao acida, reduzindo a possibilidade de ocorréncia

de erros sistematicos.

1.1 Histérico de LIBS

O desenvolvimento de LIBS e o melhor entendimento dos plasmas induzidos por laser
estdo diretamente relacionados com os avan¢os na tecnologia dos lasers. Apos a descoberta da
emissdo estimulada de radiacdo por Einstein em 1917, tardou-se mais de 40 anos para a
construcdo do primeiro laser de rubi em 1960.2 Em 1962, Brech e Cross # descreveram, pela
primeira vez, o uso de plasmas induzidos por laser como fonte de excitacdo em espectroscopia.
Nesta ocasido, 0s autores usaram um laser de rubi para produzir vapores na superficie de
materiais metalicos e ndo-metalicos, 0s quais eram, posteriormente, reexcitados por uma fonte
auxiliar antes de se registrar o espectro de emissdo. Segundo Radziemski e Cremers,® este
experimento marca o nascimento de LIBS.

Em 1963, Debras-Guédon e Liodec ® descreveram o primeiro uso analitico de LIBS
envolvendo analise espectroquimica de superficies. Posteriormente em 1964, Runge et al. ’
construiram curvas de calibracdo para Cr e Ni em amostras de aco a partir dos espectros de
emissao de plasmas induzidos por um laser pulsado de rubi. Cabe destacar que, a partir deste
momento, LIBS tornou-se, de fato, um método de analise espectroquimica direta.® > O primeiro
modelo tedrico que descreveu os processos fisicos envolvidos na ruptura induzida por laser em
gases foi desenvolvido em 1965 por Zel’dovich e Raizer.® Este modelo mostrou-se bastante
avancado uma vez que considerava as dindmicas inerentes a expansdo, ao aquecimento e ao
decaimento do plasma, e seus efeitos no espectro de emissdo. Em 1971, Ready ° publicou a
primeira monografia que descreveu aspectos tedricos e experimentais em LIBS.

Desde entdo, o interesse e 0 nUmero de aplicagdes em espectroscopia utilizando-se LIBS
mostrou-se diretamente relacionado ao desenvolvimento instrumental.® No entanto, apds a

primeira onda de entusiasmo verificada no comeco da década de 1970, quando alguns
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instrumentos comerciais foram introduzidos no mercado pelas empresas Jarrell-Ash
Corporation e VEB Carl Zeiss, observou-se um desestimulo em pesquisas envolvendo LIBS
até o final da década de 1970. Cabe destacar que este desinteresse foi motivado principalmente
pelo custo relativamente elevado da instrumentacdo disponivel e pelo desempenho analitico
bastante inferior aos alcangados pelos métodos analiticos em ascensdo na época, como a
espectrometria de absor¢do atdbmica com chama (FAAS) e a espectrometria de emissdo optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).?

Segundo Winefordner et al.® o interesse por LIBS comegou a crescer novamente em
meados da década de 1980, impulsionado pelo aumento na disponibilidade de lasers mais
compactos, robustos e de menor custo, bem como pelo desenvolvimento de detectores mais
sensiveis e versateis, como por exemplo, os dispositivos de cargas acopladas intensificado
(ICCD - intensified charge-coupled device). Esses detectores possibilitaram melhor resolucéo
temporal nas medigdes espectroscopicas, € melhor discriminacdo entre o espectro de emissao
dos analitos e a radiacdo de fundo, atendendo de maneira efetiva as necessidades
espectroanaliticas de LIBS. Assim, a comunidade cientifica percebeu que as vantagens e
caracteristicas de LIBS como, por exemplo, a capacidade de realizar analises multielementares,
simultaneas, e in situ, de qualquer tipo de amostra, podendo inclusive dispensar o preparo da
amostra em muitos casos, poderia impulsionar uma nova geracdo de métodos analiticos.
Posteriormente, este interesse estimulou muitos estudos tedricos em LIBS e em fisica de
plasmas. Mais detalhes sobre o histdrico de LIBS estdo disponiveis em literatura especializada.®
10-13

Nos Ultimos anos a andlise direta de amostras por LIBS vem se mostrando como uma
alternativa viavel aos métodos bem consolidados de espectrometria atbmica, e ocupa um lugar
de destaque nos principais periodicos especializados, com um numero crescente de publicacdes.
Em consulta realizada na pagina do Scopus (http://www.scopus.com), com o termo “laser-
induced breakdown spectroscopy”, constatou-se um total de 2240 artigos publicados entre 1972
e abril de 2015, e um crescimento significativo do nimero de trabalhos sobre LIBS nos Gltimos
15 anos. (Figura 1.1). LIBS tem sido usado na analise de, por exemplo, aco e ligas metalicas,*
materiais tecnologicos,'® geoldgicos,'® 17 poliméricos,*® explosivos,*® amostras agronémicas
(e.g., fertilizantes,? plantas,* solos??), tecidos animais,?* 2% alimentos.?* Observa-se também um
aumento do uso de LIBS em aplicacdes industriais,?® aeroespaciais, 2° e na analise de objetos a

distancia (stand off LIBS ?7), incluindo anélise de objetos submersos.?®
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Figura 1.1 - Namero de publicacdes cientificas sobre espectrometria de emissdo Optica com
plasma induzido por laser entre 1972 e 2014.

Este fato se deve, em parte, a0 aumento expressivo na disponibilidade de equipamentos
comerciais em LIBS. Recentemente, alguns equipamentos portéteis para uso em campo (e.g.,
handheld) estdo se tornando disponiveis no mercado. No entanto, dependendo da aplicacéo, o
desempenho dos equipamentos portateis ainda é limitado pelas dimensbes e complexidade dos
componentes atualmente empregados (e.g., lasers e espectrometros). Segundo Rakovsky et al.
29 o surgimento cada vez mais frequente de lasers que oferecem melhor razéo poténcia - peso
(e/ou dimensdo), como por exemplo, os lasers de estado sélido mais compactos (FLPSS -
flashlamp pumped solid state lasers), os de microchip, e os lasers de fibra Optica, que sdo mais
eficientes e consomem menos energia, certamente contribuird para o desenvolvimento de
equipamentos portateis mais versateis. Com relacdo aos espectrdmetros, 0s avangos
tecnoldgicos sdo mais evidentes no que diz respeito aos detectores, 0s quais estdo se mostrando
mais rapidos e sensiveis. No entanto, embora os espectrémetros tipo SWIFT (Stationary-wave
integrated Fourier transform spectrometer) sejam limitados as regides de comprimentos de
onda mais longos (> 630 nm), o desenvolvimento em curso devera expandir sua atuagdo as
regibes de comprimentos de onda mais curtos, e novos espectrometros, com melhor resolucéo,
poderdo substituir espectrdmetros compactos atualmente utilizados com optica Czerny—Turner
e CCD.?®
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Embora a tecnologia dos equipamentos portateis em LIBS ainda esteja bem menos
avancada do que a dos espectrometros de fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva
(EDXRF), os quais encontram-se de uma certa forma consolidados no mercado, LIBS apresenta
algumas vantagens em relacdo a EDXRF no que se refere a limites de deteccao para elementos
de baixo nimero atémico, a maior resolucao espacial, a maior rapidez na analise, e também por
permitir a analise em funcéo da profundidade.?® Cabe destacar que a complementariedade de
ambas os métodos pode enriquecer a informacao analitica e, também, permitir estudos de

validagdo cruzada.?* 3031
1.2 Fundamentos de LIBS

LIBS é um método espectroanalitico que emprega a microamostragem por ablacdo com
laser e subsequente excitacdo dos atomos, ions e fragmentos moleculares presentes no
microplasma induzido durante a ablacdo. LIBS pode ser considerado como uma forma reduzida
do acrénimo LIBOES, Laser Induced Breakdown Optical Emission Spectrometry. O termo
“breakdown” refere-se a um fendmeno coletivo relacionado a ruptura dielétrica das ligacGes
quimicas do material que ocorre anteriormente a formagio do plasma.®?> A interacdo de um
pulso de laser com a matéria é um fenbmeno complexo e ainda ndo esta totalmente elucidado.
Quando um pulso de laser de alta energia atinge a superficie de um material, a irradiancia no
ponto focal promove a remocao de matéria, em um fenémeno conhecido como ablacdo. Assim,
o material ablado comprime a atmosfera envolvente e leva a formacéo de ondas de choque.
Durante esse processo ocorre 0 aquecimento local e uma ampla variedade de fenbmenos de
mudancas de estado, incluindo fusdo e vaporizacdo dos constituintes do material.
Posteriormente, ocorre a expansdo do material vaporizado na forma de uma pluma sobre a
superficie da amostra e, devido as altas temperaturas, o plasma é formado. Esse plasma contém
elétrons, ions, espécies neutras, assim como espécies excitadas do material ablado, cuja
radiacdo emitida constitui o sinal analitico a ser medido em LIBS.

A focalizacdo do pulso de laser na superficie da amostra provoca a dissociacdo das
moléculas constituintes do material tanto em atomos, devido a ruptura das ligagdes quimicas,
quanto em ions e elétrons, devido a ruptura das ligacBes eletronicas.’® 32 A formacio dos
plasmas induzidos por laser é altamente dependente das propriedades da amostra, do meio em
que o plasma se expande e das caracteristicas do pulso do laser. Nos primeiros instantes da
interacdo entre o laser e a matéria ocorre a formacao de elétrons na superficie da amostra, 0s

quais sdo posteriormente acelerados e, quando a densidade eletronica atinge valores da ordem
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de 108 e cm3, ocorre o processo de ruptura e formagéo do plasma.® O processo de ignicdo do
plasma pode ocorrer por ionizagdo em cascata ou por ionizagdo multifotonica, dependendo do
comprimento de onda dos fétons do laser. Esse processo é seguido por uma avalanche eletrénica
provocada por colisbes entre os elétrons livres acelerados e elétrons ligados aos atomos.
Posteriormente, 0 plasma sofre um aquecimento promovido pela absorcao do laser e se expande
de forma adiabatica.

Em geral, LIBS utiliza um feixe de laser pulsado de alta irradiancia, da ordem de
GW cm?, que ¢ focalizado sobre a superficie de uma amostra, provocando a formag&o de um
plasma de alta temperatura (e.g., 8000 a 20000 K) que vaporiza certa quantidade de material .32
Parte da radiacdo emitida pelo plasma é capturada por um sistema éptico e transferida para um
espectrémetro que dispersa as radiacGes emitidas pelas espécies atbmicas e ibnicas excitadas
no plasma. Um detector registra os sinais de emissao e 0s equipamentos eletrdnicos digitalizam
e computam os dados. O espectro emitido é usado para determinar quali ou quantitativamente
os elementos constituintes da amostra.'% 11-3* Alternativamente, podem ser utilizados lasers com
duracdo de ps a fs, mas a maioria dos trabalhos presentes na literatura empregam lasers com
pulsos de ns. Para fins de comparacéo, os lasers de fs fornecem irradiancias da ordem de TW
cm.

A inicializagdo, formagdo e decaimento do plasma sdo processos complexos e
dindmicos. A absorcdo da radiacdo incidente do laser ocorre por mecanismos de
bremsstrahlung inverso e envolve colisdes entre fotons, elétrons e a&tomos ou moléculas. %> A
excitacao eletrdnica para niveis especificos de energia depende de fatores como o equilibrio
termodinamico e interacGes com espécies neutras e/ou carregadas, geralmente influenciados
pelas caracteristicas da matriz. Em espectrometria de emisséo optica com plasma induzido por
laser em regime temporal de nanossegundos (ns-LIBS), apds o término do pulso do laser
(e.g., 5-10 ns), o plasma decai em um intervalo compreendido por alguns microssegundos,
dependendo da energia depositada e pressdo da atmosfera de ablagdo.°

O espectro de emissdo altera-se em funcdo da evolucdo temporal do plasma. Nos
primeiros instantes, o espectro é caracterizado pela intensa emissdo de radiacdo do continuum
e de espécies idnicas excitadas. O continuum é a “luz branca” emitida pelo plasma, proveniente,
principalmente, de reacfes de recombinacdo dos elétrons livres com os ions e de reacfes de
freamento (i.e., fendmenos de bremsstrahlung). Ao longo do decaimento do plasma, o espectro
comeca a ser caracterizado por radiacdo emitida por 4&tomos neutros e, eventualmente, por

moléculas simples, formadas pela recombinacdo de espécies atdmicas. Na pratica, durante o



31

decaimento, observa-se uma diminuigdo da intensidade de emissdo de radiacdo de fundo e
melhor discriminacéo das linhas i6nicas e atdmicas.°

Os processos fisicos envolvidos na interacdo entre o laser e a amostra, na expansao
dindmica do plasma e em outros fendmenos envolvidos na ablacdo com laser dependem
diretamente das (i) caracteristicas do pulso de laser (e.g., comprimento de onda, regime
temporal, energia, fluéncia), (ii) das propriedades fisicas e quimicas da matriz
(e.g., condutividade, refletancia, composi¢do quimica, estado de agregacdo das particulas) e
(iii) da atmosfera de ablagdo (e.g., pressdo e composi¢do atmosférica).3> %6 3" Neste sentido,
para cada aplicacdo, deve haver uma consonancia entre todos esses fatores que proporcione um
acoplamento Optico entre o laser e a amostra que seja mais adequado, e que também forneca as
melhores caracteristicas analiticas (e.g., a melhor razdo sinal-ruido - SNR) em uma determinada

condicao temporal de aquisicdo dos espectros.®” %8

1.2.1 Instrumentacéo

LIBS é um método de espectroscopia de emissao dptica (OES) com plasma induzido
por laser que utiliza instrumentacdo bastante similar as usadas em outros métodos de OES.
LIBS destaca-se dentre os métodos de OES por utilizar um plasma induzido por laser como

fonte de excitacdo, o que permite andlise direta de amostras solidas.

Os principais componentes de um sistema LIBS séo:

i.  Laser pulsado para a geracao do plasma;

ii.  Sistema de focalizacdo composto por espelhos e lentes que direcionam e focalizam os
pulsos do laser na superficie da amostra;

iii.  Suporte da amostra (se necessario);

iv.  Sistema dptico de coleta da radiacdo emitida pelo plasma composto por lentes, espelhos,
colimadores e/ou fibras oOpticas;

v.  Dispositivos de dispersdo de radiacdo, como espectrografos, e detectores para registrar
0S espectros;

vi.  Computador com controladores de tempo para sincronizar o laser com o detector e

armazenar os espectros.
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Para exemplificar, na Figura 1.2 estda mostrado o diagrama de um sistema LIBS. Neste
sistema os pulsos de laser sdo refletidos por um espelho dicroico e focalizados por uma lente
convergente na superficie de uma amostra, criando-se um plasma na regido focal do laser.
Posteriormente, a radiacdo emitida pelo plasma € coletada por um telescopio e transmitida para
a fenda de entrada de um espectrometro através de um cabo de fibra dptica, onde seré dispersa
em componentes oOpticos em fungdo do comprimento de onda e os sinais fotoelétricos

convertidos em um espectro de emisséo.

TN |
Laser
Lente de
focalizacao
4¢ -
A
A 4
Espectrometro
Plasma \
Cabo de

Amostra \‘ fibra optica

— Telesc(’)pio

Computador

Figura 1.2 — Sistema LIBS.

As especificaces de cada componente devem ser ajustadas de acordo com a aplicacao
desejada e devem considerar alguns aspectos técnicos como, por exemplo, 0 comprimento de
onda do laser, a energia por pulso, a duracdo do pulso, a resolucdo espectral do espectrometro,
assim como a sensibilidade e eficiéncia quantica do detector.

Diferentes tipos de laser tém sido empregados em LIBS, cujos comprimentos de onda
variam entre a regido ultravioleta e infravermelho-distante do espectro eletromagnético.
Conforme destacado no item 1.1, o primeiro experimento envolvendo LIBS, realizado

por Brech e Cross em 1962, foi feito com laser de rubi operando a 694 nm. Naquela ocasi&o,
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a baixa estabilidade pulso a pulso deste laser fez com que LIBS fosse classificado como um
método espectroquimico pouco promissor. A proxima fase do desenvolvimento de LIBS,
na década de 1980, foi marcada pela tecnologia dos lasers pulsados. Nesta época,
foram explorados, principalmente, os lasers de Nd:YAG operando no infravermelho (IR),
visivel (VIS) e ultravioleta (UV), e os lasers de excimeros operando no UV.%

Atualmente, apesar das vantagens proporcionadas pelos lasers com pulsos ultracurtos
(i.e. < 1 ps),* o mais utilizado em LIBS é o de Nd:YAG,'° em regime temporal de ns, com
pulsos entre 5 a 10 ns. Este laser possui custo relativamente baixo (US$ 5000 — 20000), requer
pouca manutencdo, € compacto (0 que possibilita 0 uso em equipamentos portateis) e
relativamente estavel (flutuagdo de energia pulso a pulso menor que 2 %).3* 4
Os lasers de excimeros, cujo meio ativo € um haleto de gas nobre (e.g., XeCl, KrF) ao invés de
cristais de estado sélido, também sdo bastante empregados em LIBS, em LA-ICP-MS e LA-
ICP OES.* 42 No entanto, estes lasers s30 menos utilizados pois necessitam maior manutencgio
(e.g., troca periddica dos gases) e possuem maior custo.*!

O comprimento de onda do laser é definido pelas transicdes eletrénicas que ocorrem
entre os diferentes niveis energéticos na cavidade do laser, resultando em emissdo de radiacao
eletromagnética de acordo com a composicdo do meio ativo.®* Por exemplo, os lasers de CO
emitem no IR-médio (i.e., 10,6 pm), os de Nd:YAG emitem no IR-proximo (i.e., 1064 nm), e
o0s excimeros no UV (e.g., 193, 248 nm). No caso do laser de Nd:YAG, o ion ativo é o Nd**
incorporado em um cristal de granada de itrio e aluminio (YAG, Y3Als012). O laser de Nd:YAG
¢ um sistema de quatro niveis que oferece alta amplificacdo, e propriedades térmicas e
mecanicas apropriadas.®® De acordo com Krupke et al.*® os ions Nd*" sdo excitados, por
bombeamento 6ptico a 808 nm, do nivel eletronico fundamental *lo2 para o nivel excitado *Fsy,
o qual decai imediatamente para o nivel metaestavel *Fs, (transicdo nao radiativa). A emissdo
de radiacdo em 1064 nm ocorre pela transicdo entre os niveis metaestaveis *Fsp e *liip, €
subsequente decaimento para o nivel fundamental *lo.

O comprimento de onda do laser pode ser alterado para valores menores acoplando-se
cristais dpticos birrefringentes e nao-lineares (e.g., di-hidrogenofosfato de potassio - KDP - ou
di-deutériofosfato de potassio - KD*P) na janela de saida do laser. Este recurso é
frequentemente utilizado em lasers de estado sélido, como o de Nd:YAG e o de Ti:Safira, onde
a frequéncia dos fotons do laser pode ser multiplicada, possibilitando a conversdo do
comprimento de onda da regi&o do IR para a UV.%° No caso mais simples, o comprimento de
onda fundamental do laser de Nd:YAG (1064 nm) pode ser convertido a 532 nm (2° harmonico

- 2w), 0 qual pode ser posteriormente convertido para 266 nm (4° harménico - 4o).
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Combinando-se a radiagédo residual de 1064 nm com a convertida em 532 nm, gera-se o 3°
harménico - 3w (355 nm).1% Informagdes detalhadas sobre cristais ndo-lineares usados para
conversio de comprimento de onda de lasers sdo descritas em literatura apropriada.** #°
No caso dos lasers de excimeros, o comprimento de onda é definido pelo gas de enchimento,
sendo que os lasers com XeCl, KrF, ArF e F, emitem em 308, 248, 193 e 157 nm,
respectivamente.** Os lasers comumente utilizados em LIBS e suas caracteristicas esto listados
na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Lasers comumente empregados em LIBS. Adaptado das referéncias > 1229

) Comprimento de onda Duracéo do pulso Energia por pulso
Tipo de laser
(nm) (ns) (mJ)
CO2 (g 10,6 x 103 10*a 10° 1a500
) 308 (XeCl), 248 (KrF), 193
Excimeros () 8a30 0,5a200
(ArF)
Nd:YAG ¢ 1064 5a10 10 a 1000
Microchip 1064 <1 <0,1
o 900 (Nd*3), 1060 (Pr*3),
Fibra dptica <50 <2
1540 (Er*®)
Ti:Safira () 800 3a200x10° 0,01a6

Em experimentos envolvendo ablacdo com laser (e.g., LIBS e LA-ICP-MS), o
comprimento de onda do laser deve ser definido de acordo com as propriedades absortivas das
amostras a serem analisadas como, por exemplo, a refletancia e a condutividade. No ponto focal
da lente usada para convergir o feixe do laser, 0s materiais opacos apresentam alta absortividade
para 0s comprimentos de onda no IR, enquanto os comprimentos de onda no UV sdo melhor
absorvidos em amostras transparentes como quartzo, calcita e fluorita, por exemplo.*> No caso
da analise de materiais vegetais por LIBS, o laser de Nd:YAG operando em seu comprimento
de onda fundamental (i.e., 1064 nm) é o mais utilizado. No entanto, conforme destacado por
Santos Jr et al.,! ainda s&o necessarios mais estudos envolvendo a analise desses materiais com
diferentes comprimentos de onda. Além disso, espera-se que os efeitos de matriz possam ser
minimizados com lasers operando no ultravioleta,' os quais geralmente proporcionam melhores

figuras de mérito em termos de sensibilidade, precisdo e exatidio das medigdes.*? 4647
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1.2.2 Influéncia do comprimento de onda em LIBS

As propriedades absortivas de uma dada substancia dependem do comprimento de onda
da radiacao do laser incidente e determinam a porc¢éo da energia que serd acoplada ao material
nos instantes que antecedem mudancas do estado de agregacéo das particulas a serem analisadas
(i.e., < 1 ns). A geracdo da fase vapor e do plasma modifica esta absorcdo, a qual é
dominantemente influenciada pela interagdo da radiacdo do laser com a fase vapor, com o
plasma e com as particulas.*®

Lasers com comprimentos de onda curtos possuem fotons mais energeéticos, capazes de
promover quebras de ligacdes e, portanto, processos de ionizagdo. Por exemplo, um laser de
Nd:YAG operando a 1064, 532 ou 266 nm possui fétons com 1,2, 2,3 e 4,7 eV,
respectivamente.’® A interacdo da radiacdo do laser com a matéria é caracterizada por reacdes
de fotoionizacdo quando a energia dos fotons é maior do que a energia de ligacdo entre os
atomos, e 0 processo de ablagio ¢ caracterizado por mecanismos ndo térmicos.*2

O comprimento de onda do laser (i.e., a energia do foton) afeta os processos de formagéo
do plasma como, por exemplo, a geracao dos elétrons livres iniciais e a interacdo entre o laser
e 0 plasma. Os processos de geracdo de elétrons livres e inicializacdo do plasma ocorrem,
preferencialmente, por ionizagdo multifotdnica quando a ablacéo € feita com lasers operando
no UV, e por ionizagdo em cascata utilizando-se lasers operando no IR. Ap6s a formacéo do
plasma, a absorcao de energia do laser pelo plasma ocorre, principalmente, por mecanismos de
bremsstrahlung inverso, o qual é favorecido a medida que o comprimento de onda do laser é
aumentado.> “® 4 Como resultado, os pulsos no IR proporcionam plasmas mais quentes,
maiores densidades eletronicas e maior expansédo do plasma (maior absorgéo de energia pelo
plasma e maiores interacdes entre plasma e laser).® 345051 Desta forma, o efeito de blindagem
do plasma (shielding effect), o qual reduz a taxa de ablagdo, é proporcional ao quadrado do
comprimento de onda do laser,** sendo favorecido para lasers operando no IR. De maneira
geral, o uso de pulsos no UV resulta em maiores eficiéncias de abla¢do (quantidade de massa
removida por unidade de energia aplicada), maior reprodutibilidade, menor fracionamento e
menor emissdo de radiacéo de fundo.3 35 51-53

Cabalin e Laserna >* avaliaram a fluéncia minima necessaria para a formagéo do plasma
em amostras de ligas metalicas com lasers de Nd:Y AG operando a 1064, 532 e 266 nm. Embora
0 acoplamento do laser com a amostra seja mais efetivo em comprimentos de onda mais curtos,
verificou-se que o limiar de fluéncia para formacéo do plasma induzido por laser a 266 nm foi

maior do que aquele para a formacao de plasmas empregando lasers a 1064 e 532 nm. Esses
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resultados corroboram com o fato de que o crescimento em cascata da densidade eletronica
(formacdo do plasma via bremsstrahlung inverso, o qual é proporcional ao quadrado do
comprimento de onda) é mais favoravel para lasers operando no IR do que no UV, embora o
acoplamento seja mais efetivo para comprimentos de onda mais curtos. Esses autores também
observaram uma diminuicéo dos efeitos de matriz relacionados com as diferengas nos pontos
de ebulicdo dos metais analisados quando pulsos no IR foram utilizados em condicdo de
fluéncia préoxima da minima necessaria para a formacdo do plasma. Quanto menor o
comprimento de onda, maior é a taxa de ablacdo e menor o fracionamento ou evaporacéo
preferencial de elementos.? %57

Shaikh et al. *® observaram que as temperaturas de plasmas induzidos por laser de
Nd:YAG operando a 355, 532 e 1064 nm em amostras de aluminio foram 8160, 8590 e
9630 K, respectivamente. Esses autores verificaram que a densidade eletrénica aumentou com
a diminuicdo do comprimento de onda do laser, ou seja, de 1,3 x 108 a 2,7 x 108 e~ cm™ para
1064 e 355 nm, respectivamente. Cabe destacar que esses valores foram obtidos sob mesma
condicdo de fluéncia (275 J cm™). Para fluéncias menores (i.e. 50 J cm?), Ma et al. *°
observaram que o plasma gerado por laser no UV em amostras de aluminio apresentou
temperaturas e densidades eletrénicas maiores do que no IR. Hafeez et al. © observaram que as
temperaturas de plasmas induzidos por laser de Nd:YAG operando a 355, 532 e 1064 nm em
amostras de calcio foram 13700, 15400 e 16200 K, respectivamente, empregando-se
150 J cm™. As densidades eletronicas variaram entre 1,3 x 10*® e 1,6 x 108 e cm™ para 1064 e
355 nm, respectivamente.

Lee et al. ®* avaliaram o efeito do comprimento de onda do laser na anélise de amostras
de cobre de alta pureza por LIBS com laser de XeCl a 308 nm, e de Nd:YAG a 532 e 1064 nm.
Os autores observaram que ablacdes com laser a 308 nm resultaram em linhas atdmicas de
emissao de Cu bastante intensas e estreitas, enquanto que os sinais de emissao de Cu | gerados
com 1064 nm apresentaram efeitos de auto-absor¢do bem pronunciados. Ablagcdo com pulsos
em 532 nm resultou em linhas relativamente menos intensas e mais largas do que as obtidas a
308 nm. Por outro lado, os autores observaram que as temperaturas do plasma induzido pelos
lasers em 308 e 532 nm foram maiores do que em 1064 nm, e associaram esse aumento a maior
onda de choque produzida pela ablagdo com UV.

Geertsen et al. 6 verificaram que a eficiéncia de ablagio (massa ablada por unidade de
energia por area) em amostras de cobre foi 20 vezes maior para laser operando no UV
(ArFa193 nme XeCl a 308 nm) do que para Nd:YAG a 1064 e 532 nm, e que o plasma gerado

com laser no IR apresentava maior temperatura do que os gerados no UV. Os autores
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concluiram que o desempenho analitico em termos de reprodutibilidade, efeitos de matriz,
resolucéo espacial, quantificagéo e sensibilidade, foi melhor com laser no UV do que no IR.

Fornarini et al. > avaliaram os efeitos do comprimento de onda do laser na analise de
bronzes por LIBS com laser de Nd:YAG a 355 e 1064 nm. Com laser no UV, as concentracfes
dos elementos no plasma praticamente ndo foram afetadas pela fluéncia, sendo que os valores
determinados de Cu, Sn, Pb e Zn foram mais proximos dos reais do que os obtidos com IR.
Observaram-se também que a concentracdo de Zn no plasma induzido por IR diminuiu quando
a fluéncia foi aumentada. A ablacdo com IR proporcionou menor taxa de aquecimento da
amostra do que com UV, o que resultou em um plasma enriquecido dos elementos mais volateis.
No entanto, os autores verificaram que a ablacdo estequiométrica (i.e., condi¢do em que a
composicdo do plasma reflete a composicdo da amostra teste) nunca foi alcancada tanto com
1064 quanto para 355 nm, sendo sempre mais rica em Zn, mesmo com alta fluéncia (250 J cm-
2). Os autores concluiram que a ablagdo com UV proporcionou menos efeitos térmicos na
amostra, pois esta radiacdo possui menor penetrabilidade em relacdo ao IR. Por outro lado,
Borisov et al. % observaram ablacdo estequiométrica de ligas binarias de Cu-Zn empregando-
se laser de KrF a 248 nm (para fluéncia > 6 J cm™) e laser de Nd:YAG operando em 266 nm
(para fluéncia > 14 J cm™).

Cabalin et al. ® ndo observaram diferencas significativas nas curvas de calibragéo, nos
coeficientes de correlacdo, nas faixas lineares de calibracdo, na preciséo e exatiddo das
medic¢des, quando lasers de Nd:YAG a 266 e 532 nm foram utilizados na determinacéo de Si,
Ti, Nb e Mo em amostras de aco inoxidavel. Cabe destacar que Fe foi utilizado como padrao
interno.

Wang et al. ® analisaram amostras de plasticos e explosivos por LIBS com laser de
Nd:YAG em 266 e 1064 nm, e observaram um aumento de 5 vezes na intensidade de emisséo
de carbono e nitrogénio quando a ablacdo foi feita a 1064 nm, empregando-se pulsos com
27 J cm. Segundo os autores, esse aumento na intensidade de emissdo foi devido ao aumento
da temperatura do plasma gerado em 1064 nm, uma vez que a absorcao de radiacao pelo plasma
é proporcional ao quadrado do comprimento de onda. Os valores de temperatura ndo foram
informados pelos autores.

Mao et al. % observaram que a ablagdo em amostras de cobre e bronze com laser de
Nd:YAG a 266 nm foi mais eficiente do que a 1064 e 532 nm, resultando em sinais de emisséo
uma ordem de magnitude maiores, sob condicdes de fluéncia constante. Castillejo et al. ®
também observaram maior taxa de ablagdo a 266 nm em relacdo aos 3 comprimentos de onda

mais longos do laser de Nd:YAG (1064, 532 e 355 nm) na andlise de pigmentos de obras de
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arte por LIBS. Segundo os autores, os mecanismos de interacdo entre o laser e a amostra foram
dependentes do comprimento de onda do laser, sendo que a ablagdo com UV proporcionou
apenas a remoc¢do da camada organica mais externa, sem interferir nas camadas mais inferiores.
Por outro lado, a ablacdo a 532 e 1064 nm resultou em descoloracdo e escurecimento das
superficies pintadas causadas por degradacéo térmica e carbonizago.®’

No tocante a anélise de amostras vegetais por LIBS, existe apenas 1 trabalho que aborda
os efeitos do comprimento de onda do laser no desempenho analitico. Zhang et al. % analisaram
amostras de folhas frescas de azevinho empregando-se laser de Nd:Y AG operando a 266 e 1064
nm. De acordo com os espectros apresentados pelos autores, foi possivel observar que a ablacdo
a 1064 nm resultou em linhas de emissdo mais intensas e maior emisséo de radiacéo de fundo
(background). Os autores concluiram que a ablacdo com laser operando no UV proporcionou
melhor precisdo das medicdes e plasmas mais estaveis. E importante ressaltar que a falta de
informacfes com respeito as condicBes experimentais e a discussdo dos resultados
impossibilitou melhores interpretacdes deste trabalho.

Por outro lado, cabe informar que a maioria dos estudos envolvendo abla¢do com laser
em diferentes comprimentos de onda foram feitos por LA-ICP-MS ou LA-ICP OES. E
importante destacar que os processos fisicos envolvidos na ablagdo com laser para esses casos
sdo bem distintos aos que ocorrem em LIBS.* No entanto, a interacdo entre o laser e a amostra
pode ocorrer de maneira semelhante nestes 2 casos. Hoffmann et al. ® avaliaram o desempenho
do laser de Nd:YAG operando em 266, 355, 532 e 1064 nm para a determinacdo de Mg, Ca,
Cu, Ni, Ba, Al, Pb, Sr e Mn em folhas frescas de carvalho por LA-ICP-MS e observaram que a
maior eficiéncia de ablacdo ocorreu a 355 nm. Estes autores concluiram que a absor¢éo do laser
pelas amostras de folhas é determinada pela clorofila, cuja absortividade maxima ocorre entre
350 e 450 nm.

1.2.3 Influéncia da duracéo do pulso em LIBS

Em LIBS, independentemente do regime temporal (i.e., duracdo do pulso), a taxa de
deposicédo de energia do pulso de laser € muito maior que a taxa de redistribuigéo e dissipacédo
de energia, 0 que resulta em temperaturas substancialmente altas (e.g., 15000-20000 K) nas
regides onde ocorreu a interacdo laser e amostra e a formagao do plasma. De fato, a interagdo
de pulsos curtos (> 1,0 ps) com as amostras diferem substancialmente daquelas com pulsos
ultra-curtos (< 1,0 ps), pois a taxa de transferéncia de energia é significativamente maior neste

Gltimo caso.33 43 70
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Do ponto de vista instrumental, os lasers comerciais de Nd:YAG e de Ti:Safira operam
em regimes temporais da ordem de 6 ns e 100 fs, respectivamente. Os lasers novos de fibra
oOptica de Yb produzem pulsos com duracdo de 300 fs. Para fins comparativos, cabe informar
que um pulso de 100 fs possui 30 um de comprimento, ao passo que o de 6 ns apresenta 1,8 m.
Assim, os pulsos do laser de Nd:YAG sdo 60.000 vezes maiores que os de Ti:Safira e 20.000
vezes maiores que os de fibra dptica de Yb.” Esta caracteristica fisica dos pulsos em regime
temporal de fs é responsavel por proporcionar irradiancias da ordem de TW cm. Segundo a
literatura,’? a irradiancia do laser é o principal fator que governa o processo de ablacio, uma
vez que a taxa de transferéncia de energia afeta a quebra de ligagdes e promove a transicao de
atomos e/ou particulas do estado sélido para fase vapor e, posteriormente, para a condi¢éo de
plasma. Desta forma, pulsos em regime de fs proporcionam menor penetracdo do laser na
amostra e também menor difusdo térmica em comparagdo com os pulsos de ns. Cabe informar
que a regido termicamente afetada pela ablagdo com laser é proporcional a raiz quadrada da
duracgéo do pulso, sendo, por exemplo, cerca de 4 nm (em raio) para pulsos com duracdo de 100
fs, e em torno de 1000 nm para pulsos de 6 ns. Essa transferéncia de energia relativamente lenta,
inerente a ablagdo com pulsos em regime temporal de ns, leva a maior dissipacédo de calor. Esse
efeito é considerado prejudicial, pois pode provocar a vaporizagdo preferencial de alguns
constituintes da amostra.”® " Neste fendmeno, conhecido como ablagdo ndo estequiométrica,
a composicao do aerossol ou do plasma torna-se enriquecida pelos elementos mais volateis e,
portanto, pode ndo representar a amostra-teste. A ocorréncia deste fracionamento elementar é
mais comum na analise de materiais condutores (e.g., ligas metalicas) e pode resultar em
determinagcfes inexatas e imprecisas, principalmente quando se utiliza padrdes sem
compatibilidade de matriz.™

Outra caracteristica bastante importante na ablacdo com pulsos em regime de fs é que
ndo existe interacdo entre o laser e o plasma neste regime temporal de ablacdo, pois toda a
energia do pulso é depositada na amostra antes de ocorrerem mudangas termodindmicas de
estado fisico e formacédo do plasma. Consequentemente, os efeitos de blindagem do plasma néo
se aplicam neste regime temporal.”* Por outro lado, as interacdes entre o laser e o plasma s&o
dominantes nos processos de ablagdo com laser em regime de ns. Neste caso, 0s primeiros
instantes do pulso (< 1,0 ps) promovem mudancgas termodinédmicas de estado dos constituintes
da amostra e a formacéao do plasma, enquanto que os instantes finais (i.e., apos 1,0 ps) interagem
com o plasma recém formado, provocando seu aguecimento, principalmente, via

bremsstrahlung inverso.1% %44
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O regime temporal de ablacdo afeta diretamente o tempo de vida do plasma. Enquanto
os plasmas em ns-LIBS possuem tempo de vida da ordem de alguns us (e.g., < 10 ps), os
plasmas em fs-LIBS possuem decaimento muito mais rapido e perduram por menos que 1ps,
por exemplo.®® Desta forma, a evolugio temporal dos plasmas induzidos por laser é altamente
dependente da duragdo do pulso e, do ponto de vista espectroscdpico, essas diferencas na escala
de tempo devem ser cuidadosamente consideradas uma vez que as medi¢Ges em LIBS sdo
resolvidas no tempo. A aquisicao dos espectros em fs-LIBS ocorre apos algumas dezenas de ns
(e.g., 50 ns) apos a incidéncia do pulso do laser, ao passo que as medicdes em ns-LIBS sao
feitas ap6s alguns ps (e.g., 1 us) em relacéo ao pulso do laser.

Outro fator que concorre para a melhoria dos pardmetros analiticos de desempenho (e.g.,
precisao e exatiddo das medicGes) inerente a ablacdo com lasers em regime de fs é a producéo
de particulas menores e com tamanhos mais uniformes.”> ”* Em LIBS, este comportamento
pode favorecer a eficiéncia dos processos de decomposicao e ionizagao das particulas. No caso
de LA-ICP-MS e LA-ICP OES, a introducdo de um aerossol com particulas menores e mais
uniformes no plasma acoplado indutivamente proporciona processos de decomposicdo e
ionizagdo mais efetivos e reprodutiveis. /%% 73

Em 2007, Gurevich e Hergenrdeder 33 previram que as caracteristicas e vantagens dos
lasers de fs acima descritas favoreceriam o desempenho analitico dos métodos em fs-LIBS, e
que isto iria impulsionar tanto o desenvolvimento instrumental quanto o nimero de aplicacdes.
De fato, passados quase dez anos, observa-se um aumento expressivo no nimero de publicacdes
em fs-LIBS, e também na disponibilidade de lasers mais estaveis, compactos e com maior
energia por pulso (e.g., 6 mJ por pulso). No entanto, cabe destacar que estes equipamentos ainda
apresentam complexidade e custo relativamente elevados quando comparados com os lasers de
estado sélido em regime de ns.

Margetic et al. " avaliaram o uso de pulsos de laser com duragdo de 170 fs e 6 ns na
analise de amostras de latdo por LIBS e observaram que a fluéncia minima necessaria para
formac&o do plasma foi significativamente menor em fs-LIBS, sendo 0,1 e 1,5 J cm™ para fs e
ns, respectivamente. Freeman et al. " observaram que os plasmas induzidos por laser em regime
de ns em amostras de latdo apresentaram maior emissdo de radiacdo de fundo e de espécies
ibnicas excitadas. Por outro lado, os plasmas induzidos por laser em regime de fs foram
caracterizados por emissdo de espécies atdmicas excitadas e radiacdo de fundo praticamente
desprezivel. De Bonis et al. "® compararam o desempenho de ns- e fs-LIBS para a caracterizago
do perfil de profundidade de amostras de bronze. Embora a intensidade de emissdao do plasma

em fs-LIBS tenha sido significativamente menor, a ablacdo com pulsos de 250 fs melhorou a
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precisdo das medigOes feitas em diferentes camadas da amostra por proporcionar menores
efeitos térmicos quando comparado aos pulsos de 7 ns.

Recentemente, Banerjee e Fedosejevs ' demonstraram que os espectros em fs-LIBS
(pulsos de 120 fs) ndo necessariamente refletiam a composicdo média de toda a profundidade
analisada, mas sim a da camada superficial da regido ablada de amostras de wafers de Cr/Cu/Cr
e de silicio recoberto com Cu. Em termos gerais, as contribuicdes em LA-ICP-MS tém mostrado
que os pulsos ultracurtos podem fornecer melhores pardmetros analiticos de desempenho em
termos de precisdo e exatidao das medi¢des quando comparado com os pulsos em regime de
ns.*% .73 No entanto, cabe destacar que resultados apropriados também podem ser obtidos
empregando-se pulsos em regime temporal de ns, principalmente quando se utiliza padrdes e/ou
amostras de calibracdo com compatibilidade matricial.”> "® Recentemente, Ohata et al.”
demonstraram que a ablacdo com laser em regime de fs ndo ofereceu melhorias substanciais na
exatiddo das medicbes em amostras de vidros por LA-ICP-MS. Os autores concluiram que,
embora a ablacdo com pulsos em regime de fs apresente melhor desempenho e maior
flexibilidade com relacdo a variabilidade matricial, a ablacdo com pulsos de ns deve ser
reconsiderada em algumas situaces.

Santos Jr et al.% avaliaram o desempenho de fs-LIBS visando & determinacéo de Ca,
Cu, Fe, K, Mg, Na e P em pastilhas de tecidos animais. Os autores construiram curvas de
calibracdo a partir de CRMs provenientes de diferentes tecidos animais e observaram que a
calibracdo ndo foi dependente da matriz. Gill et al.® empregaram fs-LIBS visando &
classificacdo de materiais bioldgicos (e.g., casca de ovo, 0ss0, cartilagem e visceras) a partir de
propriedades dos espectros de emissdo. Os autores concluiram que a intensidade dos espectros
de emissdo mostrou-se dependente das condicdes de focalizacdo dos pulsos do laser.

Cabe informar que, até o momento, ndo existe nenhum trabalho visando a analise
quantitativa de materiais vegetais por fs-LIBS, sendo que seu uso esta restrito somente as
aplicagdes envolvendo mapeamento elementar de estruturas vegetais devido aos menores
efeitos térmicos inerentes a ablagdo com pulsos de fs.! 885 A ablacdo em regime de fs
proporciona melhor precisdo lateral e axial, com resolucio da ordem de 100 nm,3 permitindo
inclusive a analise de células individuais de plantas sem dano colateral induzido pelas ondas de

choque.®
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1.3 Analise de materiais vegetais por LIBS

1.3.1 Importéancia

A determinacdo de macro- e micronutrientes em material foliar € de suma importancia
para avaliar o estado nutricional de plantas e é comumente utilizada para a deteccdo de
deficiéncias nutricionais que podem limitar a producdo e a qualidade de frutas, legumes e
cereais.!

Em geral, a determinacdo dos elementos nas folhas é realizada em amostras
devidamente coletadas, limpas (lavadas), secas e homogeneizadas. Os métodos tradicionais
incluem a digestdo por via Umida de uma porcéo de amostra (e.g., 250 — 1000 mg), em sistemas
abertos ou fechados, para a posterior determinacdo dos elementos por métodos bem
estabelecidos como a espectrometria de absor¢ao atbmica com chama (FAAS) e espectrometria
de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).% A digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas, em frascos fechados, com HNOs e H>O> constitui o método de preparo
de amostras mais recomendado para a decomposicio de plantas. Segundo Trevizan et al., 878
a andlise dos digeridos por ICP OES é o método mais apropriado para as determinagdes em
rotina da maioria dos macro- e micronutrientes devido a sua caracteristicas multielementar e
simultanea. Pode-se realizar as determinacGes de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Zn e B em
aproximadamente 20-30 s em cada digerido empregando-se instrumentacdo moderna com
configuracdo Optica radial e axial.

LIBS apresenta caracteristicas bastante atraentes como a anlise multielementar e
simultanea,’® e também as vantagens associadas & andlise direta de solidos como por exemplo
a diminuicdo do numero de etapas do pré-tratamento da amostra, reducdo dos riscos de
contaminagdo, e eliminagdo ou reducdo da geracdo de residuos.®® No entanto, cabe destacar
que, até o momento, o grande desafio em se propor um procedimento em LIBS é demonstrar
que seu desempenho é apropriado para o problema analitico em questao.

No caso da analise de amostras vegetais por LIBS, observa-se um aumento expressivo
no nimero de aplicacdes envolvendo a anélise elementar qualitativa e quantitativa.l 8 Embora
a analise qualitativa seja uma tarefa bastante simples, a obtencéo de resultados quantitativos no

que se refere & composicdo elementar das amostras é mais complexa.*
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1.3.2 Estratégias de calibracdo

Em termos gerais, a calibracdo ainda é uma etapa bastante critica na analise direta de
solidos. Esta afirmacéo € particularmente valida para LIBS, LA-ICP-MS e LA-ICP OES, uma
vez que estes métodos apresentam calibracdo bastante dependente das caracteristicas fisicas e
quimicas da matriz e, também, por se observar uma caréncia de CRMs adequados.’®

Curvas de calibracdo preparadas com CRMs tém sido eventualmente utilizadas para
analises quantitativas em LIBS,! e esta estratégia tem sido usada para a analise de amostras
vegetais.®” 88 92-9% Além disso, 0 uso de curvas de calibragdo construidas com amostras
previamente analisadas por um método de referéncia também é uma alternativa viavel,
principalmente quando CRMs apropriados ndo estdo disponiveis.*® Recentemente, outra
estratégia bastante interessante para a producéo de materiais de calibracdo com compatibilidade
de matriz foi proposta por Gomes et al.’”® Esses autores submeteram uma porcao de amostras de
folhas de cana-de-agucar cominuidas a um procedimento de extracdo acida a fim de se produzir
uma amostra contendo baixas concentra¢cdes dos analitos, ou até mesmo um branco, que,
posteriormente, foi misturado a amostra original, em diferentes proporc¢des, obtendo-se um
conjunto de amostras de calibracio com compatibilidade de matriz. Posteriormente, a
composicdo quimica desses materiais foi determinada por ICP OES apdés digestdo &cida, e a
adequabilidade desses materiais foi demonstrada visando a determinacédo de Ca, P, K, Mg, Cu,
Mn e Zn por ns-LIBS em pastilhas de folhas de cana-de-acgucar.

Métodos de calibracdo multivariada como, por exemplo, a regressdo pelos minimos
quadrados parciais (PLS — partial least square regression) também tém sidos empregados em
analise quantitativa de plantas por LIBS.%® % Esses métodos sdo mais versateis frente a
complexidade dos espectros de emissdo, uma vez que fatores relacionados com as variacdes
nas respostas analiticas podem ser correlacionados com as propriedades de interesse de maneira
mais eficiente e robusta. Idealmente, cada fator adicionado ao modelo de calibracdo deveria
descrever uma variagao relevante para a previsdo das espécies de interesse.®” No tocante a
analise de materiais vegetais, o uso de PLS mostrou-se apropriado para a analise de folhas,®> %
graos de café,® e madeiras tratadas.*®

Outra possibilidade é o uso do método Calibration-free LIBS (CF-LIBS), que constitui
em uma estratégia para analises multielementares quantitativas que ndo requer o uso de curvas
de calibragéo e de padrdes com compatibilidade de matriz.}%* 1% Em CF-LIBS, as fragbes de
massa dos analitos sdo determinadas a partir de algoritmos que consideram as intensidades das

linhas do espectro de emissao, as constantes espectroscopicas (e.g., probabilidades da transi¢éo
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eletrdnica e energias de excitacao), as propriedades fisicas do plasma (e.g., densidade eletronica
e temperatura), e a hipdtese de que o plasma encontra-se em equilibrio termodindmico local.
Informagdes detalhadas sobre o estado da arte de CF-LIBS foram descritas por Tognoni et al.'%

102 o de batatas frescas.103-10°

CF-LIBS tem sido usado para a analise de folhas de alamo
Segundo os autores, 193 1% resultados concordantes entre os dados estimados por CF-LIBS e as
fracGes de massa determinadas pelos métodos de referéncia (i.e., ICP OES, ICP-MS, e AAS)
foram obtidos. No entanto, os dados apresentados nos trabalhos mencionados ndo suportam as
respectivas conclusdes. Analogamente, Lei et al. 1% e Ma et al. 1% ndo apresentaram dados
sobre a exatiddo dos resultados. Cabe informar que essas dificuldades observadas na anélise de
amostras organicas deveriam ser esperadas, pois, segundo Tognoni et al., 1% apesar de CF-LIBS
ser adequado para uma caracterizacdo global de uma dada matriz, este método pode apenas
fornecer uma analise semi-quantitativa dos componentes minoritarios, pois as incertezas
relativas as determinagdes dos elementos majoritarios podem refletir em erros relativos que
prejudicam a determinacdo dos elementos minoritarios.

Recentemente, Cavalcanti et al. % propuseram o método “One-point calibration for
CF-LIBS”, que se baseia no uso de apenas uma amostra de calibracdo, com compatibilidade de
matriz, para melhor determinar os parametros probabilisticos a serem empregados em
CF-LIBS. No entanto, ainda ndo existe nenhuma aplicacdo deste método para a analise de

materiais vegetais.

1.3.3 Analise quantitativa

Duas estratégias podem ser usadas para a analise de amostras vegetais pulverizadas por
LIBS. A primeira baseia-se na andlise direta do po6 fixado em uma fita adesiva de dupla-face
colada sobre uma lamina de vidro.*® Apesar de ser aparentemente simples, esta alternativa
requer uma manipulacdo cuidadosa do material cominuido, a fim de se obter uma camada fina,
uniforme e reprodutivel sobre a fita adesiva.’®” A outra estratégia baseia-se no preparo de
pastilhas a partir da prensagem da amostra cominuida (e.g., 0,5 a 2,0 g). Esta abordagem tem
sido amplamente explorada, pois proporciona maior repetitividade e reprodutibilidade das
medic¢des. Contudo, a distribuicdo do tamanho das particulas deve ser considerada para se obter
uma apresentacéo apropriada das pastilhas para a analise por LIBS.07: 108

Trevizan et al. avaliaram ns-LIBS para a determinacdo de macronutrientes (P, K, Ca e
Mg) & e de micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn) 8 em pastilhas de plantas provenientes de
diferentes espécies (e.g., soja, café e milho), preparadas a partir da prensagem de amostras de
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folhas moidas criogenicamente por 2 min. Cabe informar que a distribuicdo do tamanho das
particulas das amostras ndo foi considerada no preparo das pastilhas. A repetitividade das
medicdes feitas em 10 pontos de amostragem na superficie da pastilha variou entre 4 e 30 %.%8
Os resultados previstos por ns-LIBS foram parcialmente concordantes com os de referéncia,
obtidos por ICP OES ap0s digestdo acida das amostras. Os resultados discrepantes foram
atribuidos aos efeitos de matriz e as diferencas na distribui¢cdo do tamanho das particulas dos
CRMs e das amostras analisadas.

Posteriormente, Pouzar et al.'® propuseram um método para a determinacéo de K, P,
Mg e Ca em pastilhas de folhas de plantas provenientes de diferentes espécies, preparadas a
partir da prensagem do material cominuido criogenicamente por 4 min, empregando-se na
calibracdo 7 amostras de folhas de cevada e 3 de folhas de papoula. Os autores observaram
resultados concordantes com os de referéncia (ICP OES e FAAS ap06s digestdo acida) quando
amostras com composi¢do quimica similar foram analisadas, sendo que os resultados
discrepantes foram associados as diferencas na composic¢éo quimica entre os CRMs utilizados
na validacdo e as amostras utilizadas na calibragéo.

Em outra contribuicio, Braga et al. compararam o desempenho de modelos de
calibracdo uni- e multivariados, baseados em PLS, para a determinacdo de B, Cu, Fe, Mn e Zn
em pastilhas de folhas provenientes de diferentes espécies, preparadas a partir da prensagem de
amostras moidas criogenicamente por 6 min e misturadas com celulose 30 % m/m.
Os autores empregaram um conjunto de 15 amostras, previamente analisadas por ICP OES ap06s
digestdo acida, para a construcao dos modelos de calibracdo, sendo observados desempenhos
similares entre as duas estratégias de calibracdo. No entanto, o uso de PLS mostrou-se mais
robusto, pois proporcionou um nimero menor de amostras anémalas (outliers). Embora o uso
de aglutinante tenha melhorado a geometria das crateras e reduzido a porosidade das pastilhas,
ele ndo reduziu os efeitos de matriz.

Observou-se uma melhora significativa na qualidade dos resultados quando amostras de
calibracdo e de validacdo semelhantes em termos de composi¢do quimica e de propriedades
fisicas foram utilizadas, conforme demonstrado por Nunes et al.*® na determinacéo de P, K, Ca,
Mg, B, Cu, Fe, Mn e Zn em pastilhas de folhas de cana-de-agUcar (41 amostras provenientes de
6 variedades), preparadas a partir da prensagem das folhas moidas criogenicamente por 40 min.
Com excecdo do Fe, os resultados previstos por ns-LIBS empregando-se tanto calibracdo
univariada quanto PLS mostraram-se bastante concordantes com os de referéncia (ICP OES

apos digestdo acida). Somente PLS forneceu resultados exatos para Fe. Esses resultados
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demonstram que existe uma dependéncia das propriedades fisico-quimicas da matriz na
calibragdo em ns-LIBS.

Posteriormente, Souza et al.> confirmaram que a calibragio é dependente das
propriedades fisico-quimicas da matriz e, também, do uso de condicBes experimentais
apropriadas como, por exemplo, a fluéncia do laser, conforme demonstrado para a determinacéo
de Si em pastilhas de folhas de cana-de-aclcar provenientes de 18 variedades distintas,
preparadas a partir da prensagem das folhas moidas criogenicamente por 40 min. Esses autores
observaram uma maior concordancia entre os resultados previstos por ns-LIBS e os de
referéncia (ICP OES ap0s digestdo alcalina) quando a fluéncia do laser foi aumentada de 25
para 50 J cm™.

1.4 Objetivos

O objetivo desta tese foi avaliar estratégias visando a diminui¢do dos efeitos de matriz
na determinacdo quantitativa de macro- e micronutrientes em plantas por LIBS. Em uma
primeira etapa, foram avaliados os efeitos do tamanho das particulas e da fluéncia na anélise de
material foliar por ns-LIBS a 1064 nm. As variagGes nas intensidades dos sinais de emissdo de
Ca, K, Mg, P, B e Mn e na precisdo das medices foram avaliadas com a analise de pastilhas
preparadas com diferentes distribuicGes do tamanho das particulas em diferentes condicdes de
fluéncia.

Em uma segunda etapa, avaliaram-se os efeitos do comprimento de onda do laser de
Nd:YAG, de 266 a 1064 nm, na determinacgéo de P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, B, Al e Naem
pastilhas de folhas de cana-de-agucar por ns-LIBS.

Posteriormente, foram investigados os desempenhos de ns-LIBS e fs-LIBS na
determinacdo de macro- e micronutrientes em amostras de folhas de vérias culturas de interesse
agrondmico. Nesta etapa, modelos de calibragdo uni- e multivariado também foram

investigados visando a determinacédo de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das amostras

A andlise quantitativa de tecidos vegetais por LIBS requer que as amostras sejam
analisadas na forma de pastilhas, preparadas pela prensagem de folhas previamente secas e
moidas/cominuidas. Este procedimento visa ao aumento da micro-homogeneidade dos
elementos na amostra teste, e a minimizacdo de variacbes na densidade, porosidade e
rugosidade das mesmas.!

Os experimentos para avaliar os efeitos da distribuicdo do tamanho das particulas nos
sinais de emissdo foram feitos com amostras de folhas de boldo-do-Chile (Peumus boldus
Molina) adquiridas no Laborat6rio Farmaco-botanico Prof. Walter Radamés Accorsi. Aliquotas
de 2 g de folhas de boldo, previamente moidas em moinho de facas com peneira com abertura
de 600 um (Marconi, Brasil), foram cominuidas em moinho criogénico (Spex 6800 Freezer
Mill, USA), fixando-se a etapa de pré-congelamento de 5 min e os intervalos de recongelamento
durante 1 min. Utilizaram-se 3, 5 e 15 ciclos de 2 min de moagem. ApGs cominuicao criogénica,
o material foi peneirado através de peneiras de aco inoxidavel com aberturas de 150, 106, 75,
53 e 20 um (ASTM 100, 140, 200, 270 e 635, respectivamente) com o auxilio de um agitador
de peneiras vibratorio.''° O procedimento de moagem/peneiramento foi repetido até a obtencéo
de aliquotas de cada fracao suficientes para a realizacdo dos experimentos.

Para a avaliagdo dos efeitos da fluéncia do laser na exatiddo das medicdes, utilizou-se
um conjunto de amostras de folhas provenientes de 23 variedades de cana-de-agucar, sendo 18
desenvolvidas pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC - Piracicaba, SP) e 05 pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC — Campinas, SP). Essas amostras foram coletadas de acordo
com protocolo recomendado para fins de diagnose foliar.1*" 112 Para cada variedade foram
coletadas 40 folhas diagnoéstico (“folha + 1), ao acaso, dentro do talhdo. Cada folha foi dividida
em 3 partes e somente o terco médio foi amostrado. Retirou-se a nervura central manualmente.
Os tercos médios foram lavados com agua corrente e, posteriormente, com agua destilada para
retirar as particulas de poeira e solo aderidas a superficie das mesmas. Em seguida, eles foram
transferidos para sacos de papel perfurados, devidamente identificados, e colocados em estufa
com circulagéo forgada de ar (Fanem, S&o Paulo, Brasil) entre 60 e 65 °C até massa constante
(cerca de 72 horas). Aliquotas de 2 g de folhas de cana-de-acucar, previamente moidas em
moinho de facas (particulas < 600 um), foram cominuidas em moinho criogénico (Spex 6800

Freezer Mill, USA), fixando-se a etapa de pré-congelamento de 5 min e os intervalos de
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recongelamento durante 1 min. Utilizou-se 20 ciclos de 2 min de moagem, conforme
recomendado.*®

Os experimentos para avaliar os efeitos do comprimento de onda do laser foram feitos
com um conjunto de amostras de folhas de cana-de-acUcar provenientes de 14 variedades. Essas
amostras  foram  cominuidas em moinho de bolas planetario PM 400
(Retsch, Alemanha). Cerca de 20 g de amostra, previamente moida em moinho de facas
(particulas < 600 um), e 100 bolas de agata com 10 mm de didmetro foram introduzidos no
interior de um frasco de &gata de 250 mL, submetendo-se o conjunto a 400 rpm durante
60 min. O sentido de rotagdo dos frascos foi alternado, permanecendo 10 min no sentido horério
e 10 min no sentido anti-horario, conforme recomendado.”: 110

Os experimentos para comparar o desempenho de LIBS em regime temporal de
femto- e de nanossegundos foram feitos com um conjunto de 26 amostras de folhas de varias
culturas de interesse agrondmico, provenientes de 15 espécies distintas (Tabela 2.1). A
cominuicdo dessas amostras laboratoriais, previamente moidas em moinho de facas com
peneira com abertura de 600 pum, foi feita em moinho criogénico Spex 6800 Freezer Mill (Spex,
USA). Cerca de 2 g de amostra foram moidos por 10 min, fixando-se a etapa de
pré-congelamento em 5 min, e empregando-se 5 ciclos de moagem de 2 min, com intervalos de
1 min para recongelamento entre os ciclos.!® O peneiramento das amostras moidas
criogenicamente foi feito através de peneiras de aco inoxidavel (Bertel, Brasil) com abertura de
75 um (ASTM 200) empregando-se um agitador vibratorio (Bertel, Brasil) por 10 min,
conforme recomendado.'% Para essas amostras, a fracdo das particulas maiores que 75 pum foi
descartada.

Além das amostras mencionadas na Tabela 2.1, foram analisados materiais de
referéncia certificados (CRMs) de origem vegetal produzidos pelo National Institute of
Standards and Technology (NIST). Os cddigos dos CRMs e as respectivas matrizes estao
listados na Tabela 2.2.

Conforme destacado anteriormente, todas as amostras foram analisadas na forma de
pastilhas, as quais foram preparadas transferindo-se 500 mg da amostra para uma matriz de aco
inoxidavel, aplicando-se 8,0 t cm durante 3 min.®” As pastilhas apresentaram 15 mm de

didmetro e aproximadamente 2 mm de espessura.



Tabela 2.1 — Espécies de plantas utilizadas nesta tese (n = nimero de amostras)

Nome popular Nome cientifico n
Cana-de-acUcar Saccharum officinarum 6
Soja Glycine max 3
Citros Citrus sinensis 3
Café Coffea arabica 2
Milho Zea mays 2
Eucalipto Eucalyptus spp. 1
Manga Mangifera indica 1
Feijao* Phaseolus vulgaris 1
Banana Musa paradisiaca 1
Alface Lactuca sativa 1
Braquiaria Brachiaria decumbens 1
Milheto* Pennisetum americanum 1
Videira Vitis spp. 1
Seringueira Hevea brasiliensis 1
Tomate Solanum lycopersicum 1

* Planta inteira.

Tabela 2.2 - Materiais de referéncia certificados (CRM) de origem vegetal.

Cédigo Matriz
NIST 1515 Folhas de macieira
NIST 1547 Folhas de pessegueiro
NIST 1570a Folhas de espinafre
NIST 1573a Folhas de tomateiro
NIST 1575a Aciculas de pinheiro
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2.2 Instrumentacao em LIBS

2.2.1 Sistema ns-LIBS com laser de Nd:YAG e espectréometro com éptica Echelle e ICCD

Utilizou-se um laser pulsado de Nd:YAG (Brilliant, Quantel, Franga) operando no
comprimento de onda fundamental (1064 nm) e produzindo pulsos de laser com 6 mm de
didmetro (fator de qualidade M? < 2), energia maxima de 365 + 3 mJ, 5 ns de duracéo
(full width at half maximum - FWHM) e taxa de repeti¢do de 10 Hz. A geracdo dos harménicos
foi feita com cristais deuterizados (KD*P). Cada médulo de geracdo dos harmoénicos possui um
cristal posicionado no interior de uma célula selada e com estabilizagdo térmica. As janelas das
células possuem revestimento anti-reflexo de acordo com o respectivo comprimento de onda.
O segundo harmdnico (532 nm) foi gerado acoplando-se o médulo 2w em frente a janela de
saida do laser. A geracdo do terceiro (355 nm) ou do quarto harmdnico (266 nm) pode ser feita
acoplando-se os respectivos modulos (3® ou 4®) na janela de saida do médulo 2m. A
temperatura dos modulos 2m e 3w é estabilizada automaticamente, enquanto que a do médulo
4o ¢ definida experimentalmente pela resistividade aplicada na célula selada.

Os pulsos de laser foram focalizados na superficie da pastilha com uma lente
convergente plano-convexa de silica fundida (2,54 cm de didmetro e distancia focal de
20,0 cm (Edmund Optics, EUA). As pastilhas foram posicionadas em um suporte, o qual foi
fixado em um controlador manual com translacdo em 2 eixos, movendo-se ortogonalmente em
relacdo ao feixe do laser, que também permite a analise das pastilnas em movimento giratorio.
A ablagdo foi feita em fluxo laminar de argdnio, com vazdo de 4 L min, tangencialmente a
superficie da pastilha fixada no suporte da amostra, diminuindo a presenca de ar atmosférico
no ambiente de reac&o.

A emissdo do plasma foi focalizada por um telescpio composto por lentes plano-
convexas convergentes de silica fundida com distdncia focal de 50 e 80 mm
(LLA Instruments GmbH, Alemanha), o qual foi acoplado com o auxilio de uma fibra Optica
na fenda de entrada do espectrdmetro. Utilizou-se um espectrobmetro ESA 3000
(LLA Instruments GmbH, Alemanha) equipado com oOptica Echelle (distancia focal de 25 cm e
abertura numeérica de 1:10) e detecgéo por um ICCD (intensified charge coupled device) Kodak
KAF 1001 de 1024 x 1024 pixels. Este sistema proporciona uma imagem plana de
24,6 mm x 24,6 mm. O espectrdmetro possibilita a aquisicdo de sinais de emissdo na regido
entre 200 e 780 nm, com resolugdo (A/AL) entre 10000 e 20000. A dispersdo linear por pixel
varia de 5 pm a 200 nm e 19 pm a 780 nm.
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Os sinais de imagem foram digitalizados em sistema de 16 bits e processados por
computador. A corrente de fundo do detector foi automaticamente subtraida. A calibragdo 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 de Hg e de Zn (EDL Il System, Perkin Elmer, Alemanha).
A energia dos pulsos do laser foi monitorada com um detector de energia equipado com sensor
piroelétrico (FieldMax II-P Coherent, USA), com desempenho apropriado para oS
comprimentos de onda utilizados neste trabalho. O controle deste equipamento e a aquisi¢cdo
dos dados foi feita por computador com o software fornecido pelo fabricante. A Figura 2.1
mostra o sistema ns-LIBS e o arranjo Optico utilizados. Neste sistema, 0s pulsos de laser s&o
focalizados diretamente na superficie da pastilha através de uma lente plano-convexa, e a
radiacdo emitida pelo plasma é coletada pelo telescépio, e direcionada para o espectrdmetro por
um cabo de fibra optica.

Realizou-se os experimentos envolvendo a influéncia da distribuicdo do tamanho das
particulas a partir da analise de 10 pontos de amostragem independentes na superficie de cada
pastilha (1,5 mm equidistantes entre si). Por conseguinte, coletou-se 10 espectros de emissao
em cada pastilha (20 pulsos acumulados por espectro) e o processamento dos dados baseou-se
na analise de 10 replicatas. Analogamente, no caso dos experimentos envolvendo os efeitos da
fluéncia do laser na andlise de pastilhas de folhas de cana-de-agucar, considerou-se
30 espectros de emissao (i.e., n = 30).

Os experimentos envolvendo os efeitos do comprimento de onda do laser foram feitos
com a amostra em movimento (i.e., rodando), coletando-se cada espectro a partir da acumulacéo

de 200 pulsos. Posteriormente, o processamento dos dados baseou-se na andlise de 6 replicatas.
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(a) Espectrometro LLA ESA 3000
Optica do tipo Echelle e ICCD

£ 7732!" \ :
h Q‘-:L-zzl-mw} _______________________

Laser de Nd:YAG operando a 266 nm (6 ns)

(b)

Arranjo optico

1 — Lente de focalizagdo (f= 200 mm)

2 — Suporte da amostra com movimento
giratorio

3 — Entrada de argonio (fluxo laminar)

4 — Telescopio para coleta dos sinais

5 — Cabo de fibra optica

Figura 2.1 — (a) Montagem do sistema LIBS com laser de nanossegundos Brilliant operando
a 266 nm; e (b) arranjo Optico com o suporte giratério da amostra.

2.2.2 Sistema ns-LIBS com laser de Nd:YAG e espectrometro com Gptica Czerny-Turner
e ICCD

A segunda parte do experimento envolvendo a analise de plantas provenientes de
diferentes espécies por ns-LIBS operando em diferentes comprimentos de onda foi feita no
Departamento de Quimica Analitica da Universidade de Méalaga, Espanha. Utilizou-se um laser
pulsado de Nd:YAG (Brilliant B, Quantel, Franca) com energia maxima de 850 mJ por pulso
no comprimento de onda fundamental, produzindo pulsos com 9 mm de diametro
(fator de qualidade M? < 2), 6 ns de duragéo (full width at half maximum - FWHM) e taxa de
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repeticdo de até 20 Hz. A geracdo do segundo e quarto harménicos foi feita com os respectivos
maodulos dobradores de frequéncia com cristais ndo-lineares de KD*P (Quantel, Franca). Apos
serem direcionados ortogonalmente por um espelho dicroico plano com refletancia > 99 % de
acordo com o comprimento de onda do laser (Newport, EUA), os pulsos de laser foram
focalizados na superficie da pastilha com uma lente convergente plano-convexa (2,54 cm de
diametro e distancia focal de 75 mm, Edmund Optics, EUA). As pastilhas foram posicionadas
em um suporte afixado em um controlador manual com translacdo em 2 eixos, movendo-se
ortogonalmente em relacdo ao feixe do laser. A ablacdo foi feita em atmosfera de argénio com
vazdo de 4,0 L min' tangencialmente a superficie da pastilha.

Para a obtencdo dos espectros de emissao, a radiacdo emitida pelo plasma foi focalizada
na entrada de uma fibra Optica (didmetro interno de 600 pum, 2 m de comprimento), acoplada
na fenda de entrada do espectrémetro, através de uma lente plano-convexa de silica fundida
(2,54 cm de diametro e distancia focal de 120 mm, Edmund Optics, EUA), posicionada a 120
mm do plasma. Utilizou-se um espectrometro Shamrock 303i (Andor Technology, Irlanda)
equipado com optica Czerny-Turner (distancia focal de 303 mm) e camera ICCD (intensified
charge-coupled device) Andor iStar DH740-25F-03 de 1024 x 1024 pixels (dimensdo de cada
pixel = 13,5 pm?). A temperatura da ICCD foi mantida em -10 °C. A fenda de entrada do
espectrémetro foi fixada em 10 pum e utilizou-se uma rede de difragdo com 1200 linhas mm™.
Esta condicdo proporcionou uma janela espectral de cerca de 65 nm com resolugéo de 0,10 nm,
As medicoes foram feitas em 2 janelas espectrais compreendidas entre 200 e 265 nm, e entre
280 e 345 nm. A Figura 2.2 mostra o sistema LIBS utilizado. Neste sistema, os pulsos de laser
sdo refletidos por um espelho dicroico plano e focalizados na superficie da pastilha através de
uma lente plano-convexa. A radiacdo emitida pelo plasma é coletada por uma lente, focalizada

na entrada de um cabo de fibra dptica e direcionada para o espectrdmetro.
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1064 nm ;
ql Brilliant b
> Il o 8 S
x 532 nm
T q! Brilliant b,

GEER

Brilliant b

Arranjo éptico

1 — Espelho plano

2 — Lente para focalizagio (f= 75 mm)

3 — Suporte da amostra Espectrometro

4 — Lente para coleta da radiagao ‘Andor Shamrock 303
emitida pelo plasma Optica do tipo (T‘:er.ny- Turner

5 — Cabo de fibra optica ICCD (Andor iStar)

Figura 2.2 - Montagem do sistema LIBS com laser de nanossegundos Brilliant B operando
a 1064, 532 e 266 nm.

Para a aquisicdo de imagens do plasma, a radiacdo emitida pelo plasma foi focalizada
por uma lente plano-convexa de silica fundida (2,54 cm de didmetro e distancia focal de
120 mm, Edmund Optics, EUA) na janela de entrada da cdmera ICCD. Para atenuar a radiacdo
emitida pelo plasma, empregou-se um filtro de densidade 6ptica de 1,5 (25 mm de diametro,
neutro para as regiées UV-VIS) que proporciona transmitancia de 3 % da radiacdo incidente
(#47-209, Edmund Optics, EUA). As imagens foram integradas durante 15 ns, empregando-se
diferentes tempos de atraso em relacdo ao pulso do laser (de 250 a 2000 ns). A Figura 2.3
ilustra a montagem Optica usada nesse experimento. Neste sistema, a imagem do plasma
induzido por laser, atenuada por um filtro, é projetada na janela de entrada da camara ICCD

através de uma lente.
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pulso de

Arranjo optico
1 — Espelho plano

2 - Lente de focalizagdo (f= 75 mm)
3 — Suporte da amostra

4 — Lente para coleta dos sinais

5 — Filtro

6 - ICCD

Figura 2.3 - Montagem Optica usada para aquisicao de imagens do plasma.

2.2.3 Sistema fs-LIBS com laser de Ti:Safira e espectrémetro com éptica Czerny-Turner
e ICCD

Os experimentos com LIBS em regime temporal de femtossegundos foram feitos no
Departamento de Quimica Analitica da Universidade de Mélaga, Espanha. Utilizou-se um laser
pulsado de Ti:Safira modelo Mai Tai e um amplificador Spitfire Pro (Spectra-Physics, Estados
Unidos) operando a 800 nm, com energia maxima de 3,3 mJ por pulso (fator de qualidade M?
< 1,3), 60 fs de duracdo (FWHM) e taxa de repeticdo de até 10 kHz. Apds serem direcionados
ortogonalmente por um espelho dicroico plano com refletancia > 99 % na regido de 800 nm
(EKSMA Optics, Lituania), os pulsos do laser foram focalizados na superficie da pastilha com
uma lente convergente plano-convexa BK7 (2,54 cm de diametro e distancia focal de 75 mm,
EKSMA Optics, Lituania). As pastilhas foram posicionadas em um suporte afixado em um
controlador manual com translacdo em 2 eixos, movendo-se ortogonalmente em relacdo ao
feixe do laser. A ablagdo foi feita em atmosfera de argdnio com vazdo de 4,0 L min?

tangencialmente a superficie da pastilha.
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Para a obtencdo dos espectros de emissao, a radiagcdo emitida pelo plasma foi focalizada
na entrada de uma fibra 6ptica (didmetro interno de 1000 um, 1,5 m de comprimento), acoplada
na fenda de entrada do espectrémetro, através de uma lente plano-convexa de silica fundida
(3,81 cm de diametro e distancia focal de 53 mm, Edmund Optics, EUA), posicionada a 53 mm
do plasma.r® Utilizou-se um espectrometro Shamrock 303i (Andor Technology, Irlanda)
equipado com Optica Czerny-Turner e ICCD, cujas especificacdes estdo detalhadas no item
2.2.2. A Figura 2.4 mostra o sistema fs-LIBS utilizado. Neste sistema, os pulsos de laser sdo
refletidos por um espelho dicroico plano e focalizados na superficie da pastilha através de uma
lente plano-convexa. A radiacdo emitida pelo plasma é coletada por uma lente, focalizada na
entrada de um cabo de fibra dptica e direcionada para o espectrémetro.

1 n il

r—an- R o ®
i * Spitfire Pro ekl 1) Spectra-Physics |

Laser de Ti:Safira - 60 fs, 800 nm

Arranjo optico

1 — Espelho plano
2 — Lente para focalizagdo (f= 75 mm)

3 — Suporte da amostra Espectrometro

4 — Lente para coleta da radiagao ‘Andor Shamrock 303
emitida pe]o plasma Optica do tipo Czerny-Turner

5 — Cabo de fibra optica ICCD (Andor iStar)

Figura 2.4 — Montagem do sistema LIBS com laser de femtossegundos operando a 800 nm.

Os experimentos envolvendo a comparacgédo de LIBS em regime temporal de femto- e

de nanossegundos (a 1064, 532 e 266 nm), item 3.5, foram feitos a partir da analise de
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15 pontos de amostragem distintos na superficie de cada pastilha (1,5 mm equidistantes entre
si). Embora um total de 15 espectros de emissdo tenham sido coletados em cada pastilha, o
processamento subsequente dos dados baseou-se na analise em triplicatas, onde cinco espectros
acumulados (oriundos de 5 pontos de amostragem) foram processados em um espectro medio
representativo da amostra. Esta estratégia de combinacdo de espectros individuais permite a
obtencdo de um espectro mais representativo, minimizando assim alguns inconvenientes

relacionados a falta de homogeneidade dos analitos nas amostras consideradas.

2.3 Método de referéncia

A espectrometria de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) foi
usada como método de referéncia para a determinacdo dos elementos de interesse ap0s
decomposicdo acida das amostras assistida por radiacdo micro-ondas. Este procedimento € bem
consolidado e amplamente utilizado para a determinacdo de macro- e micronutrientes em

material foliar.! 86 114
2.3.1 Digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas

As decomposicdes das amostras de tecido vegetal assistidas por radiacdo micro-ondas
foram feitas em triplicata, transferindo-se 250 mg do material seco e moido para os frascos de
digestdo de PTFE (TFM®) e adicionando-se 6,0 mL de 20 % v/v HNOs e 1,0 mL de 30 % m/m
H,O, em cada frasco.!'* Os frascos de TFM foram acondicionados individualmente em
cilindros de protecdo de PEEK (polyether ether ketone), fechados e fixados em rotor apropriado
para 10 amostras. O rotor foi devidamente instalado na cavidade do forno de micro-ondas e um
programa para digestdo das amostras foi utilizado (Tabela 2.3). Apds o resfriamento, a solugcdo
da amostra digerida foi transferida para tubos tipo Falcon de polietileno de 25,0 mL e 0 volume

completado com agua.
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Tabela 2.3 — Programa de aquecimento para decomposi¢do de amostras de tecido vegetal
assistida por radiagdo micro-ondas.

Etapa Tempo (min) Temperatura (°C) Poténcia (W)
1 5 160 1000
2 2 - 0
3 52 230 1000
15 230 1000
5 30 25 0

NOTA: 2 Rampa de aquecimento; como medida de seguranca, para evitar aumentos abruptos de pressao, a maxima
temperatura externa dos cilindros de protecéo foi programada para 90 °C.

2.3.2 Determinacéo dos elementos por ICP OES

As determinacdes de macro- e micronutrientes nas amostras digeridas foram feitas por
ICP OES com vista radial e nebulizador de fluxo cruzado em condigGes robustas de analise. 1>
116 Os digeridos das fracdes peneiradas de amostras de boldo foram analisados no espectrometro
de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente Optima 3000 DV (Perkin Elmer,
Alemanha), com vista radial e axial, enquanto que os das demais amostras no equipamento
Vista RL (Varian, Austrdlia) com vista radial. A Tabela 2.4 apresenta os parametros
operacionais utilizados nos 2 equipamentos. Os CRMs NIST 1515, NIST 1547, NIST 1570a,
NIST 1573a e NIST 1575a foram usados para o controle de qualidade.

Tabela 2.4 — Pardmetros operacionais utilizados nos espectrometros de emissdo éptica com
plasma acoplado indutivamente Perkin EImer Optima 3000 DV e Varian Vista RL.

Parémetros operacionais Valores
Optima 3000 DV Vista RL
Poténcia da radiofrequéncia (kW) 1,4 1,3
Vazéo do gas do plasma (L min™) 15 15
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 0,5 1,5
Vazéo do gas de nebulizagdo (L min?) 0,7 0,6
Vazéo da amostra (mL min™) 1,0 1,0
Altura de observacdo (mm) 15 8
NUmero de replicatas 3 3
Linhas de emissdo (nm) Ca Il 317,933, Mg | 285,212, K 1 769,897, P |

214914, B 1 208.957, Cu | 327,396,
Fe 11 259,939, Mn 11 294,920, Zn | 213,855, Al
1 237,312, e Na | 588,995.
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2.3.3 Espectrometria de fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva (EDXRF)

2.3.3.1 EDXRF de bancada

Para avaliar se o peneiramento das amostras descritas na Tabela 2.1 em peneira com
abertura de 75 pum provocou mudangas na composicdo quimica como, por exemplo, um
aumento na concentracdo de micronutrientes na fragio contendo particulas menores, % 117 as
pastilhas preparadas com as amostras peneiradas e ndo-peneiradas foram analisadas por
EDXRF. Cabe informar que a inerente caracteristica ndo-destrutiva deste método permitiu que
as mesmas pastilhas fossem, posteriormente, analisadas por LIBS.

Utilizou-se um espectrémetro de fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva
(Shimadzu EDX-720, Japdo) equipado com tubo de raios X de Rh de 50 W e um detector de
Si(Li) refrigerado com N2 liquido. As amostras, na forma de pastilhas, foram acondicionadas
sobre membrana Mylar® 3517 (6 pum de espessura, Spex, EUA) fixada em suporte de
polietileno (31 mm de didmetro) compativel com o autoamostrador do equipamento. As
pastilhas foram analisadas em triplicata utilizando-se os parametros operacionais descritos na
Tabela 2.5.112

Tabela 2.5 — Parametros operacionais utilizados nas determinacdes por EDXRF.

Parametro Condicéo
Voltagem aplicada no tubo (kV) 50
Corrente elétrica aplicada no tubo (UA) 73
Atmosfera de irradiacdo Vécuo (30 Pa)
Diametro do feixe de irradiacdo (mm) 5
Tempo de contagem () 300
Regido espectral analisada (keV) 1-40
Raios-X caracteristicos (keV) Si Ka 1,74, P Ka 2,01, S Ka 2,31, K Ka 3,31, Ca Ka

3,69, Mn Ka 5,90, Fe Ka 6,40,
Cu Ka 8,05 e Zn Ka 8,64.

Posteriormente, aplicou-se o teste t-Student, bicaudal, ao nivel de 95 % de confianca,

para comparar as intensidades de emisséo de raios-X caracteristicos dos elementos nas fracoes
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peneiradas e nas amostras laboratoriais correspondentes. Nos casos em que foram observadas
diferencas significativas entre as intensidades dos raios-X caracteristicos de pastilhas
preparadas com amostras peneiradas e ndo peneiradas, aplicou-se um fator de correcéo,
proporcional a razdo entre as intensidades de emissdo, no valor de fracdo de massa

correspondente.

2.3.3.2 yi-EDXRF

Realizou-se 0 mapeamento microquimico de potéssio nas pastilhas preparadas com as
diferentes fracbes de tamanho das particulas por u-EDXRF. Este elemento foi escolhido por
apresentar limite de quantificacio apropriado por p-EDXRF, de cerca de 0,9 g kg™ K.*® Isso
permitiu a determinacdo deste elemento, de maneira adequada, nos 400 pontos de amostragem,
mesmo nas fracdes mais heterogéneas. Cabe informar que os limites de quantificacdo
relativamente altos para Fe, Mn, Cu e Zn 18 impediram a construcéo de mapas microquimicos
para estes micronutrientes.

Utilizou-se o equipamento HEDX-1300 (Shimadzu, Japao) equipado com tubo de raios-
X de Rh e detector semicondutor de Si(Li). Para a construcdo dos mapas microquimicos,
selecionou-se, de maneira aleatdria, uma area de 1,0 mm? na superficie de cada pastilha. Essa
area contém 400 pontos de amostragem, com 50 um de diametro cada, espagados 50 um entre
si. Os parametros operacionais utilizados no equipamento foram: diferenca de potencial e
corrente aplicadas no tubo: 15 kV e 100 pA; tempo de integracdo dos sinais: 10 s por ponto de
amostragem (com tempo morto de 25 %).118

A fracdo de massa de potassio foi estimada de maneira semiquantitativa dividindo-se o
teor de K da amostra laboratorial pela intensidade média do raio-X caracteristico K Ka 3,31
keV dos 400 pontos de amostragem (1,0 mm?). O fator resultante foi empregado para converter
as unidades de intensidade (cps A ™) em fracdo de massa (g kg™?).
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2.4 Determinacéo da distribui¢do do tamanho das particulas

A distribuicdo do tamanho das particulas das fragdes peneiradas foi obtida por difracéo
a laser, pela via umida, utilizando-se o equipamento Laser Particle Sizer MicroTec Plus
Analysette 22 (Fritsch, Alemanha). As medi¢6es foram feitas em triplicata, em por¢des de cerca
de 50 mg.

2.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens microscopicas foram adquiridas nas pastilhas recobertas com platina
empregando-se um microscopio eletrénico de varredura com detector de elétrons secundarios
(LEO Stereoscan 440).

2.6 Determinacédo da temperatura do plasma

A temperatura do plasma induzido por laser foi estimada pelo método de Boltzmann a

partir da Equagao 2.1:87 119

In (ﬂ) B E ln( AnZ ) (Equacéo 2.1)
g-A k.T h.c.N,

onde: /¢ a intensidade da linha de emissdo, A é o comprimento de onda, A € a probabilidade de
transicao eletrbnica, gé o peso estatistico do nivel eletrbnico, £¢é a energia no estado excitado,
k¢ a constante de Boltzmann (1,38 x 1022 J K1), Té a temperatura (em Kelvin), Zé a funcéo
de particdo derivada do peso estatistico no estado fundamental, 4 é a constante de Plank (6,626
x 10% Js), cé a velocidade da luz (3 x 108 ms™) e My ¢ a populacio do estado fundamental. O

grafico do termo da direita da Equacao 1 em funcdo de £ resulta em uma reta cujo coeficiente
;- 1 ;. . A -
angular ¢ igual a — Os valores das constantes espectroscopicas das linhas ionicas de Fe

utilizadas na distribui¢do de Boltzmann estéo listadas na Tabela 2.6.

Neste trabalho, a temperatura do plasma foi estimada empregando-se as intensidades
das linhas de Fe Il emitidas pelo plasma induzido por laser de Nd:YAG, operando nos 4
harmonicos, formado na superficie de pastilhas de folhas de espinafre (NIST 1570a). A
intensidade das linhas de emissédo foi medida empregando-se 200 pulsos acumulados, 2,0 ps de

atraso e 5,0 ps de integragéo.
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Tabela 2.6 — Constantes espectroscépicas das linhas de Fe Il usadas para a determinacdo da
temperatura do plasma induzido por laser pela distribuicdo de Boltzmann. A = comprimento de
onda, A = probabilidade da transicdo eletronica, £ = energia, g = peso estatistico do nivel
eletronico. Dados da referéncia.?

A(nm) A(s? E(eV) g A(nm) A(s? E(eV) g
232,739 6,55x 10’ 5,40 4 242,269 1,46 x 108 9,00 8
233,131 3,17 x 10’ 5,54 8 243,226 1,57 x 108 7,94 8
233,280 1,31x 108 5,36 6 244,451 2,78 x 108 7,65 8
233,801 1,13x 108 5,40 4 244,557 2,07 x 108 7,77 6
234,349 1,73 x 108 5,28 8 245,878 2,31 x 108 8,24 12
235,120 7,19 x 107 7,92 10 252,181 2,36 x 108 9,06 8
235,448 8,13 x 10’ 7,94 8 254,338 6,7 x 107 7,54 12
235,489 2,67 x 107 5,61 4 255,068 1,07 x 108 8,10 12
236,483 5,9x 107 5,28 8 256,253 1,79 x 108 5,82 6
236,859 6,06 x 107 5,58 4 256,348 1,51 x 108 5,87 4
238,076  3,1x 107 5,28 8 257,436 2,43 x 108 7,39 4
238,439 3,22 x 107 5,58 4 258,588 8,94 x 107 4,79 8
239,924 1,39 x 108 5,24 6 259,837 1,43 x 108 4,81 6
240,488 1,96 x 108 5,23 8 259,940 2,35 x 108 4,76 10
240,666 1,61 x 108 5,25 4 260,709 1,73 x 108 4,83 4
241,331 1,02x 108 5,25 4 261,187 1,2 x 108 4,79 8
241,786  9,5x 107 8,37 12 266,466 1,91 x 108 8,03 10
242,269 1,46 x 108 9,00 8 275,573 2,15x 108 5,48 10

2.7 Tratamento quimiométrico dos dados

Empregou-se a analise de agrupamentos hierarquicos (Hierarchical Cluster Analysis -
HCA) para selecionar o conjunto de amostras para calibracéo e validacdo. Os métodos de HCA
empregam diferentes técnicas de segmentacao para agrupar aquelas amostras que compartilham
caracteristicas semelhantes dentro de um conjunto de dados. Baseado em uma analise
supervisionada, a HCA procura semelhangas entre os objetos por meio de calculos de
distancias, empregando-se processos aglomerativos ou divisivos. Enquanto o método
aglomerativo considera inicialmente cada objeto como um grupo unitario e segue agrupando-
os sistematicamente por ordem de similaridade, o método divisivo considera inicialmente um

unico grupo de objetos e divide-o em dois ou mais grupos comecando pelos objetos que séo
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mais dissimilares. A resposta grafica € um dendrograma que mostra a similaridade entre os
objetos em funcéo das propriedades consideradas (i.e., 0 espectro de emissdo dptica no presente
caso).20

Empregou-se 0 método de Ward como algoritmo de agrupamento hierarquico
considerando-se os intervalos de comprimento de onda 200-265 e 280-340 nm, e utilizando-se
a distancia Euclidiana para computar a similaridade entre as amostras a serem agrupadas.'?
Considerou-se variabilidade intraobjeto (i.e., entre replicatas de uma mesma amostra) como
critério para selecionar o valor de dissimilaridade mais apropriado que define os diferentes
grupos de objetos. Utilizou-se o software OPUS® (Verséo 4.2, Bruker, Alemanha) para realizar
o tratamento quimiométrico dos espectros (i.e., HCA e calibracdo multivariada).

O conjunto de amostras de calibracdo selecionados a partir da classificacdo
dendrogréafica foi inicialmente utilizado para se estabelecer as fun¢des univariadas de regressao
entre as respostas analiticas (area de pico da linha de emissdo correspondente ap6s subtragdo
da radiacdo de fundo) e as correspondentes fracbes de massa dos analitos empregando-se 0s
modelos classicos de regressdo pelos minimos quadrados.'?? Particularmente, considerando-se
a sensibilidade e a seletividade espectral, as seguintes linhas de emissdo foram selecionadas:
Ca Il 315,887, Mg | 285,212, P | 213,618, Cu | 324,755, Fe 11 238,204, Mn 11 257,610, e Zn 1l
202,548 nm.

Analogamente, empregou-se 0 mesmo conjunto de calibracdo para a construgdo dos
modelos PLS (Partial least squares regression) a partir da definicdo dos intervalos de
comprimentos de onda, do pré-processamento dos dados (e.g., eliminacdo de deslocamento
constante, normalizagcdo vetorial), e do nimero de variaveis latentes mais apropriados.
Empregou-se uma estratégia similar & usada em siPLS (synergy interval PLS) 123 para definir
os intervalos espectrais. Neste caso, o intervalo espectral considerado é dividido em um nimero
definido de intervalos. Posteriormente, o procedimento de otimizacao € feito com um intervalo
espectral e, sucessivamente, outros intervalos séo considerados com o objetivo de se estabelecer
uma combinacdo que proporcione o menor valor da raiz quadrada do erro médio quadratico de
previsao (RMSEP). Selecionou-se 0 nimero de variaveis latentes (rank) com base nos menores
valores da soma dos quadrados dos erros de previsao (PRESS) do desvio medio do modelo em
relacdo aos valores de referéncia. Utilizou-se a raiz quadrada do erro médio quadratico de
calibracdo (RMSEC) e coeficiente de regressao r c.sdas amostras de calibragéo para descrever a

coeréncia dos modelos de calibracao.
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Tanto os modelos de calibrag&o univariados quanto os multivariados foram validados a
partir da previsdo da fracdo de massa dos analitos em amostras distintas aquelas empregadas no
conjunto de calibracéo (i.e., conjunto de amostras de validacdo). Utilizaram-se os parametros
estatisticos raiz quadrada do erro médio quadratico de previsdo (RMSEP), coeficiente de
regressao r vas das amostras de validacao, coeficiente de qualidade (QC) e desvio residual de
previsdo (RPD) para avaliar a capacidade de previsdo dos modelos de calibracéo. Os valores de

RMSEP foram calculados pela Equagao 2.2:1%4

n L — )2
RMSEP = w (Equacio 2.2)
n —

onde: y; é a fracdo de massa de referéncia determinada para a enésima amostra de validag&o,
¥, € o valor associado previsto pelo modelo, n € o nimero de amostras do conjunto de validacdo
e k é numero de variaveis latentes empregadas no modelo PLS.

O parametro QC, calculado a partir da expressdo proposta por Vankeerberghen and
Smeyers-Verbeke!?® (Equagdo 2.3), determina a taxa de erro esperada para a previsio das
fracBes de massa dos analitos em amostras futuras.?® 12> Quanto mais alto for o valor de QC,

menor serd a concordancia entre as previsoes.

(Equagéo 2.3)

Entretanto, o parametro RPD avalia a habilidade do modelo de calibragcdo em prever a
fracdo de massa de um dado nutriente de acordo com o intervalo de fracdo de massa abrangido
pelo modelo.}?® Assim, o indice RPD é calculado pela razdo entre o desvio-padrdo dos valores
de fracdo de massa de referéncia do conjunto de calibracdo (sd) e o valor de RMSEP
correspondente (Equacgédo 2.4). Quanto mais alto for o valor de RPD, melhor sera a exatiddo

das previsdes.?

RPD = (Equacéo 2.4)

RMSEP
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Por ltimo, utilizou-se o desvio-padrdo combinado das triplicatas de validacao (s«:p) para
completar a descrigdo do desempenho preditivo dos modelos. Este parametro, calculado pela
Equacéo 2.5, expressa a qualidade (repetitividade) das previsdes de um determinado analito

em uma dada amostra.1?’

(r — Ds;?

Strip = m (Equagéo 25)

onde: ré o nimero de replicatas (3 neste caso por se tratar de triplicatas); s; € o desvio-padrédo
da fracdo de massa estimada pelo modelo de calibracdo para cada uma das n amostras que
englobam o conjunto de validagéo.

Amostras de calibragdo que apresentaram erros de previsao maiores que 100 % foram
consideradas andémalas e retiradas do conjunto de calibracdo. Os limites de deteccdo (LOD)

foram estimados utilizando a Equacéo 2.6:'%

LOD = W (Equacio 2.6)

onde: s,:4, = desvio-padrdo da intensidade de emissdo do ruido. Este valor foi calculado com
base na intensidade de emisséo de regides espectrais independentes, localizadas nas vizinhancas

das linhas de emisséo de interesse; k = 3,3; a = coeficiente angular da fungéo de calibracéo.

A exatiddo dos métodos em LIBS foi avaliada estatisticamente empregando-se 0 método
das elipses de confianca, calculadas a partir de uma funcéo linear empregando-se regressao
pelos minimos quadrados ordinarios OLS.*?° Este método emprega a comparacio dos valores
obtidos para a inclinacédo e o intercepto de uma funcéo linear de regressdo entre os valores de
referéncia e os estimados pelo modelo a ser testado. Nos casos em que o ponto ideal (0, 1) para
0 intercepto e a inclinacdo, respectivamente, estiver contido nos intervalos de confianga
definidos pelas elipses, os conjuntos de dados podem ser considerados estatisticamente
equivalentes no nivel de confianca considerado (99 % no presente caso).*®® Utilizou-se o

software Matlab 6.5 (The MathWorks, Natick, MA) para o calculo das elipses de confianca.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo fisica e quimica das amostras peneiradas

3.1.1 Frag0es peneiradas em malhas com aberturas de 150 a 20 pm

Considerando-se a distribuicdo do tamanho das particulas das fragdes peneiradas,
observou-se que as fragbes mais grosseiras foram caracterizadas por distribuicdo bimodal,
enquanto que as trés fracbes mais finas apresentaram distribuicéo tipicamente unimodal, cujos
intervalos de distribuicdo se tornaram menores a medida que as fracdes foram peneiradas em

peneiras com malhas de aberturas menores (Figura 3.1).
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Figura 3.1 — Distribuicdo do tamanho das particulas das fracdes peneiradas em malhas com
aberturas de 150, 106, 75, 53 e 20 pum.

O peneiramento deveria, idealmente, restringir o tamanho maximo das particulas ao
didmetro nominal dos poros da peneira. No entanto, particulas alongadas, como as fibras, por
exemplo, podem atravessar transversalmente os poros da peneira contribuindo para o aumento

do intervalo do tamanho das particulas, conforme observado para todas as fragdes (Tabela 3.1).
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Além disso, os poros da peneira também podem apresentar dimens@es irregulares, o que
contribui para esse efeito. Na difratometria com laser todas as particulas sdo tratadas como
esferas, representando, portanto resultados sobre as particulas irregulares em diametros
equivalentes.'®* Assim, é evidente que quanto menor for o tamanho médio das particulas, menor
sera o intervalo de sua distribuicdo, conforme descrito na literatura para materiais biolégicos

peneirados. !’ 131

Tabela 3.1 — Informacgdes sobre a distribuicdo do tamanho das particulas das fracGes
peneiradas. Dados expressos em pm.

Abertura nominal da malha  Intervalo de tamanho das

da peneira particulas Média Gos
150 12-371 121 297
106 1,0-249 74 195
75 0,9 — 158 32 102
53 0,8-84 21 58
20 0,7-43 13 32

dos = 95 % do volume acumulado

Em relagdo a possivel mudanca de composi¢do apds o peneiramento, nenhuma diferenca
significativa nas fracdes de massa de P, K, Ca, Mg, B e Mn, determinadas por ICP OES ap0s
digestdo acida das amostras, foram observadas ao se analisar todas as fragdes peneiradas, ao
nivel de 95 % de confianca. Por outro lado, com relacdo a composicao quimica estimada para
a amostra laboratorial ndo-peneirada, observou-se que o peneiramento em peneira com abertura
de 53 um provocou um aumento na fracdo de massa de Zn de 4,5 vezes. O peneiramento com
abertura de 20 um provocou um aumento nos teores de Cu e Fe de 1,9 e 1,3 vezes,
respectivamente. Estes fracionamentos podem estar relacionados a distribuicdo desses
elementos na amostra bem como a forma em que se encontram ligados as diferentes estruturas
vegetais, como a parede celular e organelas, por exemplo. No entanto, estudos mais
aprofundados ainda sdo necessarios para conhecimento dessas possibilidades. Assim, para
evitar interpretacGes errdneas devido ao fracionamento de Fe, Cu e Zn, as futuras discussdes se
restringiram as determinacdes de Ca, K, Mg, P, B e Mn. Cabe informar que as fragdes de massa
destes elementos sdo (11,7 + 0,1) g kg™ Ca, (8,8 + 0,5) g kg' K, (2,1 + 0,1) g kg™ Mg,
(1,4+0,1) gkg!P, (16,1 +0,6) mg kg Be (81,8 + 1,3) mg kg™ Mn.
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3.1.2 Amostras provenientes de diferentes espécies moidas criogenicamente e peneiradas
em abertura de 75 pm

Observou-se uma variacdo apreciavel na distribui¢do do tamanho das particulas das 24
amostras moidas criogenicamente por 10 min, como por exemplo, entre 1 e 190 um para folhas
de café, e entre 1 e 430 um para cana-de-agucar. Esses resultados confirmaram que a eficiéncia
da cominuicao criogénica é dependente das propriedades fisicas e quimicas da matriz vegetal,
como por exemplo, os teores de fibras e lignina.'” Apds o peneiramento, as amostras, que antes
apresentavam distribuicdo bimodal, passaram a apresentar distribui¢cdo unimodal e intervalos
de distribuicdo de tamanho de particulas menores (Tabela 3.2). Um exemplo deste efeito é
mostrado para folhas de citros na Figura 3.2. No caso das amostras que ja apresentavam
distribuicdo unimodal, observou-se menor intervalo de distribui¢cdo de tamanho de particulas
ap0s o peneiramento, conforme observado para soja (Figura 3.2). De acordo com Zeisler,'%
uma melhor distribuicdo do tamanho das particulas, idealmente menores que 10 um,
provavelmente ird satisfazer os requisitos de homogeneidade desejaveis para amostragem de

pequenas massas de amostra (e.g., < 10 mg).

4,0 4,0
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Figura 3.2- Distribuicdo do tamanho das particulas de amostra de folhas de (a) citros C1 e
(b) soja S3 moidas criogenicamente por 10 min e peneiradas em malha com abertura de
75 pm.



69

Tabela 3.2 — Distribuicdo do tamanho das particulas de folhas moidas criogenicamente por
10 min e peneiradas e malha com abertura de 75 um. NP = ndo-peneirado; P = peneirado;
B = bimodal; U = unimodal.

Amostra Intervalo (um) dgs (Um) Meédia (um) Distribuicéo
NP P NP P NP P NP P
Citros K1 1,0-290 1,0-160 166 92,4 398 274

Cana K2 1,1-430 0,9-210 264 121 79,5 37,0
Eucalipto K3 0,6-260  0,6-160 137 73,4 36,7 215
Manga K4 0,7-260  0,6-160 134 86,7 357 239
Cana K5 1,2-480 0,9-175 323 98,9 101 31,0
Feijdo K6* 1,1-430 1,0-235 236 114 59,4 317
Banana K9 0,7-200 0,7-145 935 76,2 26,7 235
Alface K10 1,4-530 1,1-180 260 126 108 35,3
BraquidriaK11 1,1-350 0,9-145 207 75,9 56,5 23,6
Cana K12 0,9-350 0,9-220 195 122 531 37,2
Milheto K13*  1,1-390 1,1-290 235 158 62,5 46,3
Cana K14 1,0-430 1,0-265 240 143 735 438

Uva K15 0,8-210 0,8-135 855 70,2 252 23,6
Seringueira K16  0,9-350  0,8-180 206 105 55,6 34,5
Soja S1 0,8-290 0,8-160 131 70,5 358 228
Soja S2 0,8-260 0,8-135 720 544 215 16,5
Soja S3 0,9-390 0,8-175 172 84,6 49 26,1

Milho M1 0,9-320 0,8-130 111 58,5 33,7 199
Milho M2 1,0-430 0,8-150 187 75,3 52,8 244
Citros C1 1,1-350  0,9-195 181 79,0 478 214
Citros C2 1,0-320 0,9-160 146 67,4 37,0 19,5

cCcCCcCCcCccccCcccccccCc w@co ccococo-cc

cCCcCCcCCcCCcC®mm®mCCCCCwo®mCcCcwWwW®@®mWmmmwC®m ®©® W T T @

Café CF1 0,6-215 0,6-100 945 474 241 15,2

Café CF2 0,7-190  0,7-95 72,3 499 21,8 16,6

Tomate T1 0,8-240 0,8-72 98,9 39,2 28,6 13,5
Cana CN1** 0,8-80 = 39,3 = 13,7 - -
Cana CN2** 0,8-75 - 33,7 - 12,3 - -

* planta inteira; ** cominuicdo em moinho de bolas planetario por 60 min.
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Embora o peneiramento tenha sido feito através de malha com abertura de 75 pm,
observou-se a presenca de particulas > 75 pm em todas as amostras peneiradas, que podem ser
atribuidas as fibras que atravessaram transversalmente os poros da peneira, e, também, as
irregularidades dos poros da mesma. Cabe informar que, com excecao das amostras de folhas
de milho, as plantas da familia Poaceae (cana-de-agUcar e milheto) apresentaram 10 % das
particulas maiores que 75 um devido, provavelmente, ao alto teor de fibras.

A EDXRF foi selecionada para avaliar se 0 peneiramento provocou mudancas na
composicdo quimica das amostras, como, por exemplo, um aumento na concentracdo de
micronutrientes na fracdo contendo particulas menores.!!” Apesar de existir uma diferenca
significativa no aspecto visual das pastilhas preparadas com as amostras de cana-de-agUcar
peneiradas e ndo-peneiradas, os espectros de EDXRF destas pastilhas foram praticamente
idénticos e ndo foram observadas diferencas significativas na intensidade de emisséo
caracteristica dos raios-X dos elementos de interesse (Figura 3.3).

Com excecdo das amostras de folhas de soja, o peneiramento das folhas moidas
criogenicamente por 10 min, através de malha com abertura de 75 um, ndo provocou alteracdes
nas fracdes de massa de Si, P, S, K, Ca, Mn, Fe, Cu e Zn em todas as amostras utilizadas neste
estudo. Aplicando-se o teste-t ao nivel de 95 % de confianc¢a, ndo foram observadas diferengas
significativas nas intensidades dos raios-X caracteristicos Si Ka 1,74 keV, P Ka 2,01 keV, S
Ka 2,31 keV, K Ka 3,31 keV, CaKa 3,69 keV, Mn Ka 5,90 keV, Fe Ko 6,40 keV, Cu Ka 8,04
keV ¢ Zn Ka 8,64 keV. Esta € uma indicacdo de que ndo houve mudanga na composicao
quimica das amostras peneiradas. Assim, com base nos resultados discutidos no item 3.1.1.,
assumiu-se, também, que os teores de Mg ndo foram alterados. Nos casos pontuais, onde foram
observadas alteracdes nas fragOes de massa dos elementos em func¢éo do peneiramento (e.g. Fe,
Mn, Ca e K nas amostras de folhas de soja), houve uma correcdo dos valores de intensidade dos
raios-X caracteristicos.

Recentemente, Oliveira e Arruda 3 demonstraram que o Fe esta concentrado nas
nervuras principais e secundarias das folhas de soja ndo transgénica. Uma vez que as nervuras
sdo mais resistentes que o limbo foliar e, consequentemente, oferecem maior resisténcia a
moagem, uma possivel causa de mudanca de composi¢do de Fe nessas amostras é a separacao,
pelo peneiramento, das particulas maiores, compostas por fragmentos de nervuras, as quais
apresentam maiores teores de Fe. No entanto, as causas para o fracionamento das concentragoes
de Mn, Ca e K podem estar relacionadas a esse comportamento, mas ainda precisam ser melhor

avaliadas.



71

1.2
® Cana-de-agUcar
® 8 — amostra néo-peneirada
1,0 1 3 83 — amostra peneirada
X o™ p
X
0,8 3
=
o
< 3 ” 3
> x
= 064 E2R: g
a8 o B > < ?
o P | = > m fé > > 2
L >z <= X o ] ﬂ«_" <t
T ¥x ||E = 8 ¢ & s
044 =3 || ¥ -
' S < ° = og N
23 < s 2 %
lby O = & 3
I ’ I ’ I ’ I ’ I I ’ I

3 4 5 6 7 8 9 10
Energia (keV)

| [ Amostra ndo-peneirada Cana-de-agucar
1 Amostra peneirada

cps/pA

Si P S K Ca Mn Fe Cu Zn

Figura 3.3 - Espectros de EDXRF e intensidade dos sinais dos raios-X caracteristicos de
pastilhas de folhas de cana-de-agucar preparadas com amostras laboratoriais cominuidas ndo-
peneiradas e peneiradas através de malha de 75 pum. As barras de incerteza correspondem a
+1 desvio-padrdo (n = 3).
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3.2 Influéncia da distribuicéo do tamanho das particulas na analise de materiais vegetais
por LIBS

A distribuicdo do tamanho das particulas € uma varidvel de grande importancia para se
apresentar as amostras, de maneira apropriada, na forma de pastilhas.™ %" De fato, existem
algumas indicacOes de que os efeitos de matriz podem ser reduzidos analisando-se pastilhas
preparadas com particulas menores que 75 pum.m 1% A decomposicdo e vaporizacdo das
particulas, assim como a eficiéncia dos processos de atomizacao e excitacdo das espécies de
interesse no plasma induzido por laser sao geralmente favorecidas quando particulas menores
sdo abladas. Existe uma relacdo inversa entre o tamanho das particulas e a sensibilidade, uma
vez que os coeficientes angulares das curvas de calibracdo aumentam a medida em que 0
tamanho das particulas € diminuido.*3* 1%

Os efeitos do tamanho das particulas na analise de aerosséis por LIBS tém sido
amplamente explorados pela comunidade cientifica.'*® Enquanto a anélise de aerossdis remonta
a algumas das primeiras contribuicdes de LIBS, a complexa natureza dos processos fisicos
envolvidos nas interacBes entre o laser e as particulas ainda estd na fronteira do
conhecimento.*®® 37 Existe um limite superior do tamanho das particulas pelo qual ela ndo é
completamente vaporizada, decrescendo, assim, a relagdo entre tamanho de particula e
intensidade dos sinais das linhas de emissdo.t3* 138 13% Sequndo alguns trabalhos cientificos,
para que ocorra vaporizacdo completa das particulas, assim como difusdo quantitativa dos
analitos dentro do plasma induzido por laser, as particulas devem ser menores que 10 pm.%
No entanto, deve-se ressaltar que este limite depende da composicdo quimica das particulas e
principalmente das condigdes experimentais (e.g., fluéncia do laser e didmetro de ablagéo).

A distribuicdo do tamanho das particulas afeta criticamente o desempenho dos métodos
microanaliticos %% uma wvez que a pequena massa das por¢des amostradas
(e.g. 0,001 - 10 mg) pode nao representar a composicao da amostra teste, o que leva a resultados
imprecisos e inexatos.’3: 132 14 Essa afirmacdo também é valida para outros métodos
microanaliticos como, por exemplo, ICP OES com atomizacdo eletrotérmica
(ETV-ICP OES),}*? LA-ICP OES,*® LA-ICP-MS,** ETV-ICP-MS, espectrometria de
absorcdo atbmica com amostragem direta de sélidos em forno de grafite (SS-GFAAS),46 ¢
“_EDXRF_HS, 147

Materiais vegetais particulados geralmente contém particulas com diferencas
aprecidveis de composi¢do, as quais sdo intrinsicamente heterogéneas em escala

microscopica.'t” 148 Assim, os procedimentos de moagem devem ser efetivos para se obter uma
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cominuicéo apropriada (i.e., particulas < 100 pm).1%” Assim, a qualidade dos resultados de LIBS
(i.e., precisdo e exatiddo das medi¢des) depende da distribuicdo do tamanho das particulas
empregadas no preparo das pastilhas e da microheterogeneidade da distribuicdo dos analitos na

pastilha.!

3.2.1 Efeitos da ablacéo

Quando as amostras sdo preparadas na forma de pastilhas, a estrutura das particulas
aglutinadas depende, principalmente, da distribuicdo do tamanho das particulas.! A Figura 3.4
apresenta as imagens de MEV das crateras formadas na superficie das pastilhas preparadas com
amostras peneiradas em malhas com aberturas entre 20 e 150 um apds a ablacdo com 20 pulsos
de laser a 10 Hz. Observou-se que houve uma diminuicao significativa na rugosidade superficial
a medida em que o tamanho das particulas foi reduzido. Além disso, observaram-se variacGes
apreciaveis na morfologia das crateras devido as diferencas na distribuicdo do tamanho das
particulas empregadas no preparo das pastilhas. No caso das pastilhas preparadas com a fracéo
<150 um (tamanho médio de 121 um), observou-se uma cratera com aspecto heterogéneo com
formato ndo reprodutivel, enquanto que aspectos bem mais uniformes foram obtidos nas
pastilhas preparadas com as fragdes < 20, <53 e < 75 um [Figura 3.4 (tamanhos médios de 13,
21, e 32 um, respectivamente)]. E possivel observar nas imagens de MEV a presenca de fibras
nas pastilhas referentes as fracdes < 106 e < 150 pm (tamanhos médios de 74 e 121 pm,
respectivamente). As pastilhas preparadas com amostras laboratoriais ndo cominuidas (com a
maioria das particulas > 150 um) foram friaveis, o que impossibilita uma analise adequada por
LIBS.

Cabe informar que o preparo das pastilnas com particulas apresentando distribuicao
unimodal, com a maioria das particulas com diametro menor que 102 um (peneiradas em
abertura de 75 pum; des = 102 um; Tabela 3.1), foi decisivo para produzir pastilhas com coeséo
e resisténcia mecanica apropriadas, sem sinais de fraturas ao redor das crateras. A coesdo das
pastilhas apresenta relacdo direta com a precisdo das medi¢des uma vez que quanto mais

compacta for a pastilha, mais reprodutivel é a interacio entre o laser e a amostra.*
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Figura 3.4 - Microscopia eletronica de varredura das crateras formadas por ablagéo a laser
nas pastilhas de folhas de boldo preparadas com fragdes peneiradas entre < 20 e < 150 pm.
Dados para 20 pulsos (Nd:YAG a 1064 nm) de 25 J cm™ (110 mJ por pulso; didmetro de
focalizacdo de 750 pum).
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3.2.2 Efeitos espectroscopicos

Observou-se um aumento na intensidade dos sinais de emissdo a medida em que o
tamanho das particulas foi diminuido (Figura 3.5). Quando as pastilhas preparadas com as
diferentes fracdes peneiradas foram analisadas com pulsos de 25 J cm™ (110 mJ por pulso),
verificou-se um aumento médio de 1,6 vezes na intensidade dos sinais de emisséo das linhas
Cal442,544, K 1404,414,P 1213,618, Mg |1 277,983, B 1 249,773 e Mn Il 257,610 nm quando
0 tamanho das particulas usadas no preparo das pastilhas foi reduzido de 150 para 53 pm
(diametro nominal da abertura da malha da peneira). A Figura 3.6 mostra os fragmentos dos
espectros das pastilhas preparadas com as fragdes < 150 e < 53 um (didmetros médios de 121
e 21 um, respectivamente) e exemplifica o aumento tipico da intensidade das linhas de emissdo
P1213,618 e Mn Il 257,610 nm de 1,6 e 1,9 vezes, respectivamente, em funcdo da diminuicao
do tamanho das particulas. Cabe destacar que ndo houve diferencas significativas na intensidade
dos sinais de emissdo dos analitos nas pastilhas preparadas com as fragdes < 53 e < 20 um
(Figura 3.5).

No entanto, quando as mesmas pastilhas foram analisadas com uma fluéncia maior, de
50 J cm (220 mJ por pulso; didmetro de focalizagdo de 750 pum), observou-se um aumento de
apenas 1,3 vezes na intensidade dos sinais de emisséo para todos os analitos quando o tamanho
das particulas (didmetro nominal da abertura da peneira) usadas no preparo das pastilhas foi
reduzido de 150 para 75 pum. E importante destacar que, sob essas condices, ndo houve
diferencas significativas na intensidade dos sinais de emissdo dos analitos nas pastilhas
preparadas com as fragcdes < 75 um (distribuicbes com diametros médios de 13, 21 e 32 um),
conforme demonstrado para Mn e P na Figura 3.5. Esses dados indicam que os efeitos de matriz
causados pelas diferencas no tamanho das particulas foram minimizados quando as pastilhas

foram analisadas com pulsos de 50 J cm,
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Figura 3.5 — Intensidades dos sinais de emisséo das linhas P | 213,618 e Mn 1l 257,610 nm
na analise de pastilhas preparadas com diferentes fracdes de tamanho das particulas
interrogadas com pulsos de 25 e 50 J cm (didmetro de focalizagdo de 750 um). As barras de
incerteza correspondem a + 1 desvio-padrdo (n = 10 crateras, 20 pulsos/cratera).
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Figura 3.6 — Efeito da distribuicdo do tamanho das particulas na intensidade de emissao das
linhas P 1 213,618 e Mn Il 257,610 nm. Espectro médio obtido de pastilhas preparadas com
fracdes peneiradas em < 150 e < 20 pm analisadas com pulsos de 25 J cm2 (110 mJ por pulso,
didmetro de focalizacdo de 750 um). CV = Coeficiente de variacdo (n = 10 crateras, 20
pulsos/cratera).

E interessante observar que resultados similares foram observados empregando-se as
mesmas condic¢des de fluéncia, porém empregando-se um didmetro de focalizagdo do laser
menor, da ordem de 320 um (Figura 3.7). Cabe informar que, nessas condicdes, para se obter
fluéncias de 25 e 50 J cm, é necessario diminuir a energia por pulso para 20 e 40 mJ,
respectivamente. Observou-se que o uso do diametro de focalizagcdo de 320 um proporcionou
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0 mesmo comportamento verificado para 750 pm (Figura 3.5). Assim, esses resultados
demonstram que a varidvel fluéncia foi mais relevante que o didmetro de focalizagdo. No
entanto, cabe ressaltar a importancia de se trabalhar com diametros de focalizacdo maiores uma
vez que, sob fluéncia constante, estes proporcionam maiores SNRs e melhor precisdo das

medicoes. 20 %2
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Figura 3.7 - Intensidades dos sinais de emissdo das linhas P 1 213,618 e Mn 11 257,610 nm
na analise de pastilhas preparadas com diferentes fragdes de tamanho das particulas
interrogadas com pulsos de 25 e 50 J cm™ (didmetro de focalizagdo de 320 um). As barras de
incerteza correspondem a + 1 desvio-padrdo (n = 10 crateras, 20 pulsos/cratera).
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As variacgdes na intensidade dos sinais de emissdo em fungdo do tamanho das particulas
foram, provavelmente, provocadas por efeitos fisicos de matriz, uma vez que a decomposicao
incompleta das particulas aumenta o nimero de atomos que permanecem ligados com material
particulado no plasma induzido por laser diminuindo as intensidades dos sinais de emiss&o.'*
Efeitos fisicos de matriz causados por vaporizacdo e/ou decomposicdo incompleta ja foram
descritos em LIBS na andlise de particulas de berilio aprisionadas em filtros,** de suspensoes

149 135 & de aerossois de silica,'3® 150 horosilicato,®! CuSQ, 1% e

de minério de ferro** e alumina,
glicose.*®? Além do tamanho das particulas, a sua distribuicio também é importante. Pouzar et
al.’® observaram um aumento na sensibilidade na determinacdo de vanadio em silica
mesoporosa por LIBS analisando-se amostras contendo distribui¢do do tamanho das particulas
mais uniforme e, também, com menor didmetro médio das particulas. No entanto, deve-se
considerar que os processos fisicos envolvidos nas interacdes entre o laser e a amostra, assim
como na expansdo dindmica do plasma, sdo dependentes da composicdo quimica da matriz e
também das condigdes experimentais em LIBS, como o comprimento de onda do laser, fluéncia,
diametro de focalizacéo e volume do plasma.®? 1%

Observou-se um aumento significativo na precisdo das medi¢des com a diminuicdo do
tamanho das particulas (Figura 3.8). Esse efeito ocorreu para as duas condi¢des de focalizagédo
investigadas. Os coeficientes de variacdo (CV) das medicdes feitas com didmetro de focalizacéo
de 750 pum nas pastilhas preparadas com as fragcdes < 75 um foram geralmente menores que 10
% (n = 10 crateras; 20 pulsos por cratera). Para o didmetro de focalizacdo de 320 um, CVs
menores que 10 % foram observados na anélise das pastilhas preparadas com fracdo menor que
20 pm. Cabe informar que a flutuacéo de energia pulso a pulso é menor que 2 %, a 10 Hz, e
ndo contribuiu de maneira significativa na incerteza das medigdes. Esses resultados estdo de
acordo com a literatura uma vez que, quanto menor for o tamanho das particulas, mais
homogeénea é a distribuicio dos analitos na porcdo amostrada.'3% 132 154 Esse comportamento
foi demonstrado experimentalmente pelo mapeamento de potéssio por p-EDXRF, que mostrou
que as pastilhas preparadas com as particulas menores apresentaram uma distribuicdo mais
homogénea deste elemento (Figura 3.9). Observou-se que houve uma diminuicéo significativa
na razdo entre a concentracdo maxima e minima a medida em que o tamanho das particulas foi
reduzido. As razdes variaram de 3,8 a 1,2 para as pastilhas preparadas com as fragdes entre <
150 um e < 20 pm, e os CVs das medicdes de K por LIBS (50 J cm™, diametro de focalizacio

de 750 pm) variaram de 21 a 8,5 % (n = 10 crateras, 20 pulsos por cratera), respectivamente.
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Figura 3.8 — Coeficientes de variagdo (%) das medigdes de Ca, K, Mg, P, B e Mn feitas em
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pm.
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Figura 3.9 — Distribuicdo espacial de potassio em pastilhas preparadas com fracGes
peneiradas em malhas com abertura de 150, 75 e 20 um determinada por ui-EDXRF. Imagens
de 1 mm? obtidas a partir de 400 pontos de amostragem (didmetro de focalizagio do raio-X
de 50 pum). Raio-X caracteristico monitorado: K Ka 3,31 keV.
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3.2.3 Consideracdes adicionais

As estratégias de cominuigdo para gerar particulas menores que 100 um costumam ser
dispendiosas e lentas, 0 que pode limitar sua atratividade para analises de rotina. De acordo

com a literatura,t?’

quando se utiliza um moinho de bolas do tipo planetario com conjuntos de
moagem de 4gata, sdo necessarios 20 min de moagem para se obter 95 % das particulas menores
que 75 um no caso de folhas de citros e de soja. No caso de folhas de cana-de-agUcar, sdo
necessarios 60 min de moagem para atingir essa granulometria. Por outro lado, quando se utiliza
um moinho criogénico, essa mesma distribuicdo do tamanho das particulas pode ser alcancada
utilizando 10, 20 e 30 min de moagem para citros, soja e cana-de-agucar, respectivamente. Uma
vez que a eficiéncia de cominuicdo depende do método de moagem e, principalmente, das
caracteristicas da matriz vegetal (e.g., teores de fibras e/ou lignina),’%’ recomenda-se o uso de
um método rapido de moagem (e.g., 10 min de moagem criogénica) e o peneiramento das
amostras com peneira com abertura de 75 um. No entanto, os riscos de fracionamento de alguns
elementos devem ser cuidadosamente avaliados para cada espécie de planta.

Os resultados apresentados neste topico foram publicados no periddico Spectrochimica

Acta Part B: Atomic Spectroscopy (Anexo A).

3.3 Efeito da fluéncia na anélise de pastilhas de cana-de-agucar por ns-LIBS

Os resultados apresentados neste topico se referem as analises de pastilhas preparadas
com folhas de cana-de-acUcar (23 variedades) moidas criogenicamente por 40 min. Este
procedimento proporcionou distribui¢es de tamanho de particulas caracterizadas por 95 % das
particulas menores que 80 um.*

As pastilhas foram analisadas com 20 pulsos de 25 e 50 J cm (didmetro de focalizagio
de 750 pum), 2,0 ps de atraso e 5,0 ps de integragdo. Observou-se que o uso de pulsos de 50 J
cm proporcionou um aumento significativo nas correlagdes entre as intensidades dos sinais de
emissdo de Mg | 277,669, Fe 11 261,187, Mn 11 257,610, Zn 11 206,200 e Al 1 309,271 nm, e as
respectivas fracoes de massa de Mg, Fe, Mn, Zn e Al, previamente determinadas por ICP OES
apos digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas, conforme exemplificado para Fe e Zn
(Figura 3.10). No entanto, para Ca e K, observaram-se correlagdes satisfatorias para Ca |

442,544 nm e K 1 404,414 nm para as duas condic@es de fluéncia avaliadas.
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Figura 3.10 - Resultados para Fe 1l 261,187 e Zn Il 206,200 nm obtidos na anélise de
pastilhas de 23 variedades de folhas de cana-de-agtcar aplicando-se (a) 25 ou (b) 50 J cm™
(diametro de focalizagdo de 750 um). As barras de erro verticais correspondem a + 1 desvio-
padrdo (n = 30 crateras, 20 pulsos/cratera). As barras de erro horizontais correspondem as
incertezas das fragdes de massa determinadas por ICP OES ap0s digestdo acida das amostras
(n=3).

Para B, Cu e P, ndo foi possivel inferir sobre as duas condicdes de fluéncia, uma vez
que esses elementos apresentaram fracfes de massa relativamente préximas nas amostras
estudadas (i.e. 4,4a6,9mgkgtB,57a72mgkg!Cuel,2al,9gkg!P)eas correlagbes
foram bastante semelhantes para as duas fluéncias avaliadas. Observou-se também uma
diminuicdo de até duas vezes nos valores de RMSEC (raiz quadrada do erro médio quadratico
de calibracéo) para Mg, Fe, Zn e Al (Tabela 3.3).

Cabe ressaltar que, em publicacdo anterior do nosso grupo, envolvendo analise

quantitativa de pastilhas de folhas de cana-de-agucar, resultados mais concordantes foram
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obtidos empregando-se 25 J cm™ e calibragdo multivariada.®> Deve-se notar que no trabalho
referido foram analisadas 42 amostras de folhas de cana-de-aglUcar provenientes de apenas
6 variedades, que apresentavam bastante similaridade entre si. Os resultados apresentados nesta
tese referem-se a analise de amostras provenientes de 23 variedades de cana-de-agucar, as quais
mostraram diferencas significativas na composicao de suas matrizes, destacando-se diferentes
teores de celulose que variaram de (31,5 = 4,4) a (39,7 £ 1,4) %, e de lignina entre (3,8 £ 0,2)
e (6,9 £ 0,1) %. Desta forma, os dados apresentados sdo uma indicacdo de que os efeitos de
matriz podem ser minimizados empregando-se 50 J cm®. Além disso, observou-se que o
incremento na fluéncia do laser proporcionou um aumento significativo na sensibilidade e na
precisdo das medicdes (Figura 3.10).

Os resultados apresentados neste topico foram publicados no periodico Spectrochimica

Acta Part B: Atomic Spectroscopy (Anexo B).

Tabela 3.3 - Caracteristicas analiticas de modelos univariados de calibragdo para a
determinacdo de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn e Al em pastilhas de folhas de cana-de-agucar
por LIBS, com laser de Nd:YAG a 1064 nm, empregando-se pulsos de 25 e 50 J cm (diametro
de focalizacdo de 750 pum).

25 J cm? 50 J cm?
Analito Linha (nm)
I cal RMSEC I cal RMSEC

Ca (g kg?) | 442,544 0,9341 0,36 0,9262 0,38
K (g kg?) 1 404,414 0,8780 0,83 0,7992 1,15
Mg (g kgt | 277,669 0,7345 0,74 0,9218 0,34
P (g kgt 1 213,618 0,7426 0,16 0,6225 0,22
B (mg kg?) 1 249,773 0,3820 1,6 0,4761 1,2
Cu (mg kgl | 324,755 0,7633 0,4 0,8350 0,3
Fe (mg kg 1l 261,187 0,7820 48,8 0,9428 18,7
Mn (mg kg 1 257,610 0,8289 12,7 0,9126 13,5
Zn (mg kgl 11 206,200 0,5341 5,2 0,9511 1,2
Al (mg kg™) 1 309,271 0,8436 38,2 0,9477 20,2

r car = coeficiente de correlagdo da curva de calibracdo; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadratico de
calibracéo.
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3.4 Influéncia do comprimento de onda do laser na analise materiais vegetais por
ns-LIBS

3.4.1 Definicdo das condicdes experimentais do sistema LIBS com laser de Nd:YAG
operando a 266 nm

De acordo com os experimentos realizados com o laser operando em 1064 nm,*
observou-se que deve haver uma condi¢do de compromisso entre a fluéncia e o diametro de
focalizacdo que resulte nas maiores intensidades de emissdo. Para ablacdes em 1064 nm
maiores intensidades de emissdo foram observadas com 50 J cm? (230 mJ por pulso) e
750 um de didmetro de focalizacdo. Uma vez que a geracdo dos harmonicos resulta em perdas
de energia da ordem de 50 %,*® a energia méaxima por pulso alcancada pelo laser de Nd:YAG
Brilliant (o qual opera no comprimento de onda fundamental com ~ 360 mJ por pulso) operando
no quarto harménico (i.e. 266 nm) é de, aproximadamente, 40 mJ por pulso. No presente
trabalho, o delineamento experimental foi desenvolvido de maneira univariada, fixando-se a
energia por pulso em 40 mJ e variando-se o diametro de focalizacéo (de 90 a 1050 um) com o
objetivo de selecionar a condi¢do de fluéncia e diametro de focalizacéo que resultasse nas mais
altas SNRs para todos os analitos. Cabe destacar que o estudo foi feito tendo como resposta as
maiores SNRs para B e Cu, elementos que ocorrem em baixas concentragfes em tecidos
foliares.! Este experimento foi feito com pastilhas de folhas de cana-de-aglcar, empregando-se
2,0 us de atraso, 5,0 us de integracdo e 50 pulsos acumulados (i.e. com a pastilha rodando).

As maiores intensidades dos sinais de emissdo de B | 249,773, Cu | 324,755,
Mn 11 257,610 e P 1 213,618 nm foram obtidas quando o didmetro de focalizagdo foi ajustado
entre 450 e 320 um (Figura 3.11), correspondendo, respectivamente, a fluéncias de 25 e
50 J cm2. Cabe destacar que ambas as condicdes de focalizacao resultaram nas mais altas SNRs.
O mesmo comportamento foi observado para as linhas Ca Il 370,603, K | 404,414,
Mg | 277,669, Fe 11 261,187, Zn 1l 206,200, Al 1 308,216 ¢ Na | 589,593 nm.

Conforme destacado anteriormente, a forma considerada mais apropriada para a analise
das pastilhas foi a de aplicar os pulsos de laser sobre a superficie da amostra em movimento
(i.e. rodando a 30 rpm). Esta estratégia permitiu acumular um ndmero de pulsos maior do que
0s geralmente empregados nas analises pontuais (e.g., 20 pulsos). Foram avaliadas amostragem
com 50, 100, 200 e 400 pulsos na superficie da pastilha rodando. As maiores intensidades dos
sinais de emissdo foram obtidas quando as pastilhas foram analisadas com 200 e 400 pulsos
(Figura 3.12). Para Cu | 342,755 nm, SNRs de 17, 21, 90 e 140 foram obtidas com 50, 100,
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200 e 400 pulsos, respectivamente. No entanto, o uso de 400 pulsos aumentou
significativamente as incertezas das medicdes, resultando em coeficientes de variagcdo (CV)
maiores que 30 % para a maioria dos analitos (n = 3). Resultados semelhantes foram obtidos
para as demais linhas de emissdo. O uso de 200 pulsos provocou saturacdo do detector ICCD
para a maioria das linhas de Ca e Mg. Desta forma, os efeitos do comprimento de onda do laser
na analise de pastilhas de folhas de cana-de-agucar foram avaliados com 200 pulsos de 25 e de
50 J cm™.
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Figura 3.11 - Intensidade dos sinais de emissdo de B | 249,773, Cu | 324,755,
Mn 11257,610 e P 1 213,618 nm em funcdo do didmetro de focalizacdo. Dados para Nd:YAG
operando em 266 nm, 50 pulsos, 40 mJ por pulso (n =5).
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Figura 3.12 — Fragmento do espectro contendo as linhas de emissdo B | 249,773 e
Cu | 324,755 nm de pastilha de folhas de cana-de-aclcar obtidos com 50, 100, 200 e 400
pulsos acumulados. Dados para laser de Nd:YAG operando em 266 nm, (10 Hz), 50 J cm?,
320 um de diametro de focalizacdo, 2,0 us de atraso e 5,0 s de integracao.

3.4.2 Resultados preliminares obtidos por ns-LIBS a 266, 355, 532 e 1064 nm

A Figura 3.13 mostra os fragmentos do espectro de emissdo contendo as linhas
Mg | 277,669, P 1213,618, Cu 1 327,396 e Mn 11 257,610 nm obtidos apds ablacdo de pastilhas
de CRMs (NIST 1515 e NIST 1570a) com laser operando em 266, 355, 532 e
1064 nm. Estes experimentos foram feitos com 200 pulsos, 50 J cm, diametro de focalizagcdo
de 320 um, 2,0 us de atraso e 5,0 ps de integracdo. Observou-se que as linhas de emissao foram
mais intensas quando os plasmas foram induzidos por laser em 1064 nm, sendo que para o cobre
esse aumento foi mais discreto. Resultados semelhantes foram observados por Zhang et al.®® na
analise de folhas frescas com laser operando em 266 e 1064 nm. Esse comportamento pode

estar relacionado a maior temperatura alcancada pelos plasmas induzidos por laser no IR.5%
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Figura 3.13 — Fragmentos do espectro de emissdo de plasmas induzidos por laser operando
a 1064, 532, 355 e 266 nm em pastilhas de materiais vegetais. Sinais liquidos das linhas Mg
| 277,669, P 1 213,618, Cu | 327,396 € Mn Il 257,610 nm obtidos com 200 pulsos de 50 J
cm2, 320 um de didmetro de focalizagéo, 2,0 ps de atraso e 5,0 ps de integracdo. Dados para
(2,71 +0,08) g kg* Mg; (5,18 +0,11) g kg* P; (12,2 +£ 0,6) mg kg* Cu; (54 + 3) mg kgt Mn.

A titulo de informacdo, as distribuicbes de Boltzmann foram empregadas para
determinar as temperaturas de plasmas induzidos por laser a 266, 355, 532 e 1064 nm na
superficie de pastilhas de folhas de espinafre - NIST 1570a (Figura 3.14). Com excecdo dos
dados referentes a 532 nm, maiores temperaturas foram observadas aumentando-se o
comprimento de onda do laser. Para 2,0 us de atraso, os plasmas induzidos a 266, 355, 532 e
1064 nm apresentaram temperaturas entre 13900 e 17200 K. As temperaturas mais altas
observadas nos plasmas induzidos por laser no IR em relagcdo ao UV sé@o concordantes com a
literatura pois, apos a formacao do plasma, a absorcao de energia do laser pelo plasma ocorre,
principalmente, por mecanismos de bremsstrahlung inverso, o qual é mais favoravel para o IR
do que para o UV.*® 4 No entanto, cabe relembrar que a determinacéo da temperatura do plasma
pelo método de Boltzmann é acompanhada de erros sistematicos relacionados as incertezas nas

probabilidades de transicdo eletronicas (4) de até 50 %.® Além disso, a natureza transiente
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dos plasmas induzidos por laser torna esta questdo ainda mais complexa, uma vez que o plasma
tende a evoluir para o estado de equilibrio a partir das colisGes entre elétrons com alta energia
cinética e atomos / jons.!! Cabe relembrar que a distribuicio de Boltzmann foi utilizada em
trabalho anterior para investigar a temperatura de plasmas induzidos por laser de Nd:YAG a
1064 nm na superficie de pastilhas de folhas de feijdo.%” Naquela ocasido, apos 2 ps da
incidéncia do pulso de laser de 35 J cm, a temperatura foi estimada em (9130 + 130) K.
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Figura 3.14 — Distribui¢do de Boltzmann para linhas de Fe 11 em plasma induzido por laser
a 1064, 532, 355, e 266 nm em pastilhas de folhas de espinafre (NIST 1570a). Condicdes
experimentais: 50 J cm2, 320 um de didmetro de focalizacio, 200 pulsos, 2,0 ps de atraso
e 5,0 us de integracéo.

Comparando-se os dados obtidos a 266, 355 e 1064 nm, é importante destacar que a
emissdo de radiacdo de fundo foi discretamente menor para os plasmas induzidos por laser a
266 e 355 nm. Este aspecto ficou claramente evidenciado na Figura 3.13, principalmente para
as linhas de emissdo com comprimentos de onda maiores que 300 nm, como é o caso de
Al 1308,216, Cu | 324,755, Ca Il 370,603, K 1 404,414 e Na | 589,593 nm. Este efeito também
esta relacionado ao fato do plasma absorver em menor extenséo a radiacao emitida pelo laser

no UV quando comparado aos plasmas gerados no IR.>* % Fornarini et al.>! observaram reducéo
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significativa da emissdo de radiacdo de fundo, principalmente entre 500 e 860 nm, quando
amostras de bronze foram analisadas com laser em 355 ao invés de 1064 nm. No tocante a
analise de materiais vegetais, Zhang et al.®® também observaram reduc&o apreciavel da radiacéo
de fundo empregando-se laser no UV.

Pastilhas preparadas com CRMs descritos na Tabela 2.2 foram analisadas por LIBS
operando nos 4 comprimentos de onda do laser de Nd:YAG e as intensidades dos sinais de
emissao foram correlacionadas com as respectivas fragdes de massa dos analitos. A Figura
3.15 mostra as curvas de calibracdo de P obtidas a partir de plasmas induzidos por laser
operando em 266, 355, 532 e 1064 nm. Estes resultados s&o concordantes com os apresentados
na Figura 3.12 e demonstram que a sensibilidade foi maior para a condi¢cdo de 1064 nm,
seguido de 266, 355 e 532 nm. Resultados semelhantes foram observados para a maioria dos

analitos.
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Figura 3.15 - Curvas de calibracdo para P | 213,618 nm construidas com CRMs analisados
por LIBS a 266, 355, 532 e 1064 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm, 320 pm de didmetro
de focalizacdo, 2,0 us de atraso e 5,0 ps de integracdo. As barras de erro verticais
correspondem a + 1 desvio-padrdo (n = 6) e as horizontais as incertezas dos valores
certificados.

A Tabela 3.4 mostra os valores de SNR e LOD calculados para as linhas de emissao
dos analitos avaliados. Observou-se que as ablacdes a 1064 e 266 nm forneceram os LODs mais
baixos em relacdo aos demais comprimentos de onda. No entanto, apesar dos espectros de ns-
LIBS a 266 nm apresentarem menor emissdo de radiagdo de fundo, ndo foram observadas

diferencas significativas nos LODs obtidos a 1064 e 266 nm.
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Tabela 3.4 — Valores das razdes sinal-ruido (SNR) e limites de deteccdo (LOD), para linhas de emisséo selecionadas, empregando-se laser de
Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm2, 320 um de didmetro de focalizagéo, 2,0 ps de atraso e 5,0 ps de integracéo.

Analito Linha (nm) 1064 nm 532 nm 355 nm 266 nm
SNR LOD SNR LOD SNR LOD SNR LOD
Ca (g kg?) (11) 370,306 141 0,4 29 2,3 123 0,4 108 0,5
K (g kg?) (1) 404,414 43 3,6 20 4,1 40 2,0 56 1,2
Mg (g kg™?) (1) 277,669 320 0,03 54 0,2 180 0,05 326 0,03
P (g kg?) (1) 213,618 455 0,04 253 0,07 322 0,05 475 0,04
B (mg kg?) (1) 249,773 350 0,4 84 1,6 211 0,6 278 0,5
Cu (mg kg?) (1) 324,755 141 0,5 82 0,6 133 0,4 106 0,4
Cu (mg kg?) (1) 327,396 132 0,8 40 1,4 74 0,9 79 0,6
Fe (mg kg?) (1) 259,940 172 1,9 12 24 18 17 37 8,0
Mn (mg kgt) (1) 257,610 257 0,8 26 7,2 75 2,4 174 1,1
Zn (mg kg?) () 213,855 205 1,4 37 75 55 5,0 81 33
Al (mg kg) (1) 308,216 sat sat 64 16 85 12 104 9,8
Na (mg kg™) (1) 589,593 49 3,5 16 7,8 30 3,4 32 3,2
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3.4.3 Desempenho analitico de LIBS operando a 1064, 532, 355 e 266 nm na analise de
folhas de cana-de-acucar empregando-se calibracdo univariada

Os dados apresentados neste topico sao referentes a analise de pastilhas preparadas com
folhas de cana-de-aglcar cominuidas em moinho de bolas com movimento planetério por 60
min. Este procedimento proporciona distribui¢des do tamanho de particulas caracterizadas por
95 % das particulas menores que 60 pum.%’

Pastilhas preparadas com folhas de 14 variedades de cana-de-acucar foram analisadas
por LIBS operando a 1064, 532, 355 e 266 nm e as intensidades dos sinais de emissédo foram
correlacionadas com as respectivas fragcOes de massa dos analitos, previamente determinadas
por ICP OES ap0s digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas, conforme demonstrado
nas Figuras 3.16 a 3.19 para K, Mg, Cu e Mn. O comprimento de onda do laser ndo apresentou
influéncia significativa nos coeficientes de correlacdo (r ca) entre os sinais de emissao e as
fracdes de massa dos analitos. No entanto, observou-se que 0S menores r c./€ 0S maiores valores
de RMSECforam obtidos a 532 nm (Tabela 3.5). Por outro lado, os menores valores de RMSEC
foram obtidos empregando-se 1064 e 266 nm. Com base nesses resultados, ndo foi possivel
inferir que a ablacdo com laser operando no UV diminua os efeitos de matriz na andlise de
pastilhas de materiais vegetais por LIBS.

Cabe destacar que os resultados apresentados nas Figuras 3.16 a 3.19 e na Tabela 3.5
foram obtidos com uma condicdo de fluéncia relativamente alta (i.e. 50 J cm) e, conforme
demonstrado anteriormente na analise de pastilhas de folhas de cana-de-agUcar empregando-se
laser de Nd:YAG a 1064 nm (item 3.3 desta tese), o uso de pulsos com 50 J cm™ proporciona
uma condicdo analitica mais robusta frente as variagdes fisicas e quimicas da matriz.%% 1%
Assim, formulou-se a hipotese de reduzir a fluéncia do laser com o objetivo de verificar se a
ablacdo com laser no UV realmente pode superar os efeitos de matriz, conforme destacado na
literatura. 4% 54 Nesta etapa, as amostras foram analisadas com laser de Nd:YAG operando a
266 nm, empregando-se 200 pulsos, 25 J cm2, 450 um de didmetro de focalizacdo, 2,0 us de
atraso e 5,0 ps de integracdo. Para fins comparativos, as amostras também foram analisadas

empregando-se o laser de Nd:YAG a 1064 nm, sob as mesmas condigdes.
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Figura 3.16 — Resultados para K | 404,414 nm ap06s ablacdo de pastilhas de folhas de cana-
de-acucar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para 200 pulsos
de 50 J cm, 320 um de didmetro de focalizagdo, 2,0 ps de atraso e 5,0 s de integracdo. As
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Figura 3.18 — Resultados para Cu | 324,755 nm apds ablagdo de pastilhas de folhas de cana-
de-acucar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para
200 pulsos de 50 J cm2, 320 um de didmetro de focalizacdo, 2,0 ps de atraso e 5,0 ps de
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Figura 3.19 — Resultados para Mn 11 257,610 nm apds ablacdo de pastilhas de folhas de cana-
de-acUcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de
50 J cm2, 320 pm de diametro de focalizagdo, 2,0 ps de atraso e 5,0 ps de integracdo. As barras
de erro verticais correspondem a + 1 desvio-padrdo (n = 6) e as horizontais as incertezas das
fracdes de massa determinadas por ICP OES ap0s digestdo acida (n = 3).
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Tabela 3.5 - Caracteristicas analiticas dos modelos univariados de calibracdo para a determinagdo de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na
em pastilhas de folhas de cana-de-agucar por ns-LIBS a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm2 (diametro de focalizagdo de
320 pm).

Analito Linha (nm) 1064 nm 532 nm 355 nm 266 nm
Ical RMSEC I cal RMSEC I'cal RMSEC I cal RMSEC
Ca (g kg?) (11) 370,602 sat sat 0,8665 0,54 0,9894 0,14 0,9406 0,34
K (g kg?) (1) 404,414 0,9936 0,17 0,9092 0,66 0,9824 0,29 0,9796 0,39
Mg (g kg?) (1) 277,669 0,9825 0,12 0,9195 0,31 0,9896 0,13 0,9862 0,16
P (g kg?) (1) 213,618 0,9950 0,02 0,7460 0,15 0,9563 0,05 0,9127 0,08
B (mg kg?) (1) 249,773 0,8085 0,5 0,5824 0,8 0,9209 0,3 0,9675 0,2
Cu (mgkg?)  (1)324,755 0,9832 0,1 0,8473 0,3 0,9835 0,1 0,9807 0,1
Fe (mgkg?')  (I) 261,187 0,9836 7,1 0,8027 28,7 0,9719 9,3 0,9870 6,3
Mn (mgkg?) (Il) 257,610 0,9931 2,6 0,8444 8,8 0,9876 2,0 0,9828 3,5
Zn (mgkg?t) (1) 213,855 0,9638 0,9 0,6848 3,9 0,9719 0,9 0,9796 0,7
Al (mg kg?) (1) 308,216 sat sat 0,9180 20,7 0,9945 5,0 0,9876 7,6
Na (mg kg?)  (I) 589,593 0,9831 2,5 0,9271 54 0,6980 13,8 0,9362 5,0

NOTA: rcu= coeficiente de correlacdo da curva de calibracdo; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadratico de calibracdo; sat = saturacao
do ICCD.
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A Figura 3.20 mostra os fragmentos dos espectros, contendo as linhas de interesse,
obtidos ap6s ablacdo de pastilhas de CRMs (NIST 1515 e NIST 1570a) com laser operando em
266 e 1064 nm. Em contraposicdo aos resultados apresentados na Figura 3.13, obtidos com 50
J cm e 320 um de diametro de focalizacéo, verificou-se, neste caso, que a ablagio com laser
a 266 nm resultou em espectro de emissdo mais intenso do que a 1064 nm. Observou-se que as
caracteristicas do plasma dependem n&o s6 do comprimento de onda do laser, mas também das
condicdes experimentais como a fluéncia. Os plasmas induzidos por laser no UV com pulsos
de 25 J cm™ apresentaram temperaturas menores do que no IR, sendo estimadas, pela
distribuicdo de Boltzmann, em (12500 £ 650) e (15300 £ 800) K, respectivamente. Assim,
pode-se atribuir os aumentos nas intensidades das linhas de emissdo aos processos de
fotoionizacgdo inerentes a abla¢do no UV, uma vez que os fétons a 266 nm sao cerca de 4 vezes
mais energéticos que os a 1064 nm (i.e., 4,7 e 1,2 eV, respectivamente’®). O comportamento da
radiacdo de fundo foi o mesmo verificado anteriormente, caracterizado por diminuigdo de sua
intensidade nos espectros obtidos a 266 nm. Por conseguinte, 0s LODs estimados para 266 hm
foram cerca de 2 vezes mais baixos que a 1064 nm.

A analise do conjunto de pastilhas preparadas com folhas de 14 variedades de cana-de-
aguicar com pulsos de 25 J cm™ mostrou que maiores r c para Ca, K, P e B foram obtidos
quando as pastilhas de folhas de cana-de-agucar foram analisadas com laser de Nd:YAG a 266
nm (Figuras 3.21 e 3.22). Desta forma, estes resultados demonstram que a ablacdo com laser
no UV proporcionou resultados mais exatos do que no IR em fluéncias mais baixas. No entanto,
para a maioria dos elementos (i.e., Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na), observou-se que o
comprimento de onda ndo afetou significativamente a correlacdo entre a intensidade dos sinais
de emissdo e as fracdes de massa dos analitos, mesmo empregando-se condicdes de fluéncias
relativamente menores (i.e., de 25 J cm?), sendo verificadas fungBes lineares com
rca> 0,95 nos 2 comprimentos de onda do laser avaliados (Tabela 3.6). Consequentemente,
para estes elementos, ndo foram evidenciadas diferencas significativas nos valores de RMSEC

em funcdo do comprimento de onda.
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Figura 3.20 — Fragmentos dos espectros de emissdo de plasmas induzidos por laser operando
a 1064 e 266 nm em pastilhas de materiais vegetais. Sinais liquidos das linhas Mg | 277,669,
P I 213,618, Cu | 327,396 e Mn Il 257,610 nm obtidos com 200 pulsos de
25 J cm2, 450 um de diametro de focalizagdo, 2,0 ps de atraso e 5,0 ps de integracdo. Dados
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Figura 3.21 — Resultados para Ca Il 370, 603 e K | 404,414 nm ap06s ablagdo de pastilhas de
folhas de cana-de-aclcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 266 e 1064 nm. Dados para
200 pulsos de 25 J cm, 450 um de didmetro de focalizacéo, 2,0 pus de atraso e 5,0 ps de
integracdo. As barras de erro verticais correspondem a + 1 desvio-padrdo (n = 6) e as
horizontais as incertezas das fraces de massa determinadas por ICP OES apds digestdo &cida

(n=3).
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Figura 3.22 — Resultados para P | 213,618 e B | 249,773 nm ap0s ablacdo de pastilhas de

folhas de cana-de-aclcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 266 e 1064 nm. Dados para
200 pulsos de 25 J cm, 450 um de diametro de focalizacdo, 2,0 ps de atraso e 5,0 s de

integracdo. As barras de erro verticais correspondem a + 1 desvio-padrdo (n = 6) e as
horizontais as incertezas das fragdes de massa determinadas por ICP OES ap0s digestdo acida

(n

=3).
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Tabela 3.6 — Parametros analiticos dos modelos univariados de calibracédo para a determinacéo
de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na em pastilhas de folhas de cana-de-agucar por ns-
LIBS operando a 1064 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de 25 J cm (diametro de focalizagio
de 450 pm).

Analito Linha (nm) 1064 nm 266 nm
Il RMSEC Il RMSEC
Ca (g kg?) (1) 370,602 0,8636 0,74 0,9713 0,21
K (g kg?) (1) 404,414 0,9053 0,63 0,9935 0,25
Mg (g kg?) (1) 277,669 0,9900 0,09 0,9929 0,11
P (g kg?) (1) 213,618 0,8078 0,07 0,9848 0,03
B (mg kg?) (1) 249,773 0,6027 0,9 0,8909 0,2
Cu (mg kg?) (1) 324,755 0,9822 0,1 0,9857 0,1
Fe (mg kg?) (1) 261,187 0,9579 11,6 0,9728 9,2
Mn (mgkg?)  (I1) 257,610 0,9880 2,7 0,9873 2,3
Zn (mg kg?) (1) 213,855 0,9788 0,7 0,9730 0,8
Al (mg kg?) (1) 308,216 0,9453 16,5 0,9953 4,7
Na (mg kg?) (1) 589,593 0,9642 3,7 0,9788 2,8

NOTA: rcu= coeficiente de correlacdo da curva de calibracdo; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadrético
de calibracdo; sat = saturagéo do ICCD.

N&o foram observadas diferencas significativas na precisdo das medic¢Oes feitas com
LIBS em 266, 355, 532 e 1064 nm (Tabela 3.7). No entanto, esperava-se observar menores
CVs para as determinagfes feitas com laser a 266 nm, pois a ablacdo com laser no UV
geralmente resulta em crateras mais uniformes devido ao menor efeito térmico envolvido na
ablacéo.*

A hipétese de que o uso de lasers no UV poderia reduzir a dependéncia da matriz na
analise de materiais vegetais por ns-LIBS ndo foi confirmada, uma vez que ndo se observaram
diferencas significativas no desempenho de ns-LIBS operando a 1064 e 266 nm na analise de
amostras de folhas de cana-de-agUcar. No entanto, cabe destacar que, apesar das amostras serem
provenientes de variedades distintas, elas se mostraram bastante semelhantes em termos de
composicdo quimica, sendo obtidos resultados concordantes mesmo no IR. Assim, avaliou-se
um conjunto de amostras com grande variabilidade matricial empregando-se um laser em

regime temporal de ns (de maior energia por pulso) e de fs.
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Tabela 3.7 — Intervalo dos coeficientes de variacdo das medic6es de intensidade das linhas de
emissdo (n = 6) feitas em pastilhas de folhas de cana-de-agtcar com laser de Nd:YAG a 266,
355, 532 e 1064 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm, didmetro de focalizagio de 320 um,
2,0 us de atraso e 5,0 ps de integracao.

Linha (nm) 1064 nm 532 nm 355 nm 266 nm
Ca 11 370,306 sat 52-19 49-16 6,316
K 1404,414 5,6 -16 52-15 7,8-16 2,4-12
Mg | 277,669 5,617 39-12 59-15 33-21
P1213,618 4,616 59-17 5618 4,0-12
B 1249,773 3,3-14 59-12 6,118 6,8 — 16
Cu | 324,755 6,8 —16 4,7-16 4,7-15 6,0—20
Fel 261,187 52-24 9,0-17 6,321 39-14
Mn 11 259,373 6,6 — 19 70-21 58-19 9,3-31
Zn |1 213,855 4,6 -20 57-20 6,418 7,1-18
Al 1 308,216 sat 51-13 59-15 39-21
Na | 589,593 4816 8,9-29 48-14 2,4-10

sat = saturacgdo do ICCD.

3.5 Comparacado de LIBS em regime temporal de ns e de fs para a analise de folhas de
diferentes culturas

3.5.1 Definicdo das condi¢fes experimentais

3.5.1.1 Sistema ns-LIBS com laser de Nd:YAG Brilliant B operando a 266 nm

O laser Brilliant B empregado nesta etapa proporcionou energia maxima de 70 mJ por
pulso no 4° harmonico (i.e. 266 nm), com boa estabilidade a 3,3 Hz (coeficientes de variacao
menores que 1,5 % pulso a pulso). A otimizacdo dos parametros operacionais do sistema
ns-LIBS a 266 nm foi feita de maneira univariada com pastilhas de folhas de cana-de-agucar
(95 % das particulas < 50 um; tamanho médio = 12 pum).

Conforme ressaltado no item 3.4.1, deve haver uma condi¢do de compromisso entre a
fluéncia do laser e o seu didmetro de focalizacdo que resulte nas maiores intensidades de
emissdo. Nesta etapa, o delineamento experimental foi desenvolvido de maneira univariada,
fixando-se a energia por pulso em 70 mJ e variando-se a distancia entre a lente de focalizagdo

do laser e aamostra (LTSD) de 75 a 65 mm com o objetivo de selecionar a condicdo de fluéncia
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que resultasse no melhor acoplamento Optico entre o laser e a pastilha de tecido vegetal, isto &,
selecionar a condigéo que resultasse nas mais altas SNRs para todos os analitos. Aplicando-se
20 pulsos de 70 mJ, observou-se que as maiores intensidades de emissao foram obtidas quando
a LTSD foi fixada em 69 mm. Essa condicdo proporcionou um didmetro de focalizacdo de
aproximadamente 500 um, uma fluéncia de 35 J cm e irradiancia de 6 GW cm,

Uma vez que a emissdo de radiacdo de fundo decai a uma taxa mais rapida do que as
linhas de emissdo dos elementos de interesse, deve-se esperar alguns instantes apos a incidéncia
do pulso do laser para efetuar as medicdes de emissio dptica 17, Assim, avaliou-se a evolugéo
temporal do plasma realizando-se medic¢des em diferentes tempos de atraso, de 250 a 2000 ns.
Devido a natureza transiente dos plasmas induzidos por lasers pulsados, verificou-se que o
espectro evoluiu rapidamente em funcdo do tempo, provocando diminuicdo da emissdo de
radiacdo de fundo devido & expans3o e ao resfriamento (Figura 3.23).1% 22 Empregando-se 250,
500, 750, 1000 e 2000 ns de atraso, as SNRs para a linha P | 213,618 nm foram 20, 60, 55, 21
e 11, respectivamente. Embora as mais altas SNRs tenham sido observadas em 500 ns, a
condicdo de 750 ns proporcionou melhor resolucéo espectral e foi selecionada para 0s proximos
experimentos. Avaliou-se o tempo de integracdo das medicoes de 1,5 a 6,0 s, sendo que nao
houve aumento nas SNR para tempos maiores que 3,0 us. Desta forma, definiu-se 0,75 us de
atraso e 3,0 ps de integracdo como uma condicdo de compromisso entre altas SNRs, melhor
resolugéo espectral e menor contribui¢do da radiacdo de fundo.

As imagens do plasma adquiridas entre 250 ns e 2000 ns apds a incidéncia do pulso de
laser ilustram a expansdo dindmica do plasma e o decaimento da intensidade de emissdo em
fungéo do tempo (Figura 3.24). Nos primeiros instantes (i.e., < 500 ns) observou-se emissao
de radiacdo muito intensa, resultante, principalmente, de reacbes de freamento
(bremsstrahlung) e de recombinacéo, a qual se torna menos intensa com o passar do tempo ap6s
o0 pulso do laser. Apds 1000 ns, verificou-se reducdo significativa na intensidade de emissdo de
radiacdo do plasma devido a diminuicdo da temperatura e densidade eletronica do plasma
inerentes a sua expansao, o que prejudica as medicGes de emissdo nesses instantes. Cabe

destacar que essas imagens sdo concordantes com os dados apresentados na Figura 3.23.
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Figura 3.23 - Evolucéo temporal de plasmas induzidos por laser de Nd:YAG a 266 nm na
superficie de pastilhas de materiais vegetais. Fragmentos dos espectros de emissdo com 0s
sinais liquidos de 200 a 265 nm adquiridos em diferentes tempos de atraso (250 a 2000 ns),
durante 500 ns. Dados para 20 pulsos de 35 J cm™ (6 GW cm).

Avaliou-se também o uso de 10 a 30 de pulsos acumulados em um mesmo ponto de
amostragem na superficie da pastilha. Observou-se um aumento nas SNRs para os analitos com
0 aumento do numero de pulsos. No entanto, esta relacdo mostrou-se linear até 20 pulsos.
Assim, a condicdo experimental foi definida em 20 pulsos acumulados de 70 mJ por pulso, 0,75
s de atraso e 3,0 us de integracdo. Essa condigdo proporcionou um diametro de focalizacéo de
500 pm, 35 J cm™? e 6 GW cm. Cabe destacar que, para fins comparativos, estes mesmos
parametros operacionais foram utilizados nos experimentos com ns-LIBS a
532 e 1064 nm. Dentre os macro- e micronutrientes, foi possivel medir apenas as intensidades
de Zn 11 202,458, P 1 213,618, Fe 11 238,204, Mn 11 257,610, Mg | 285,213, Ca 11 315,887 e Cu
I 324,755 nm, empregando-se as 2 janelas espectrais (200-265 e 280-345 nm).

Cabe informar que a determinacdo de boro foi prejudicada pela baixa resolucdo do
espectrometro usado neste experimento, uma vez que a linha de emissédo mais sensivel deste
elemento (i.e., B 1 249,773 nm) foi sobreposta pelas linhas de Fe e Si presentes nas suas

vizinhancas.
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Figura 3.24 — Imagens de plasmas induzidos por laser de Nd:YAG a 266 nm em pastilha de
tecido vegetal adquiridas em diferentes tempos de atraso apds o pulso do laser (entre 250 e
2000 ns), integrando-se 0s sinais durante 15 ns.

3.5.1.2 Sistema fs-LIBS com laser de Ti:Safira

O laser de Ti:Safira empregado nesta etapa proporcionou energia maxima de 1,65 mJ por
pulso a 800 nm e 4 Hz (variacdo pulso a pulso < 2,0 %). O delineamento experimental foi
desenvolvido de maneira univariada, fixando-se a energia por pulso em 1,65 mJ e variando-se
0S parametros operacionais como a LTSD, os parametros temporais (tempos de atraso e de
integracdo) e numero de pulsos acumulados com o intuito de estabelecer uma condicdo que
proporcionasse as mais altas SNRs para todos os analitos. Os experimentos foram feitos com
pastilhas de folhas de cana-de-acucar (95 % das particulas < 50 um; tamanho médio = 12 um).

Observou-se que maiores intensidades dos sinais de emissao e as mais altas SNRs foram
alcangadas quando o ponto focal nominal da lente foi projetado 1 mm acima da superficie da
pastilha, i.e., LTSD = 76 mm (Figura 3.25). Essa condi¢do proporcionou um diametro de
focalizacéo de aproximadamente 150 pum, uma fluéncia de 9,5 J cm™ e irradiancia de 1,6 x 10°
GW cm?2,
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Figura 3.25 — Intensidade dos sinais de emissdo de Fe Il 238,204 nm e respectivos
coeficientes de variacdo em funcédo da distancia entre a lente de focalizacdo (f =75 mm) e a
amostra. Dados para 30 pulsos acumulados de 1,65 mJ, 25 ns de atraso e 1000 ns de
integracao.

Avaliou-se a evolugdo temporal de plasmas induzidos por laser em regime de fs
realizando-se medicOes em diferentes tempos de atraso, de 15 a 65 ns. Verificou-se que o
espectro evoluiu rapidamente em funcdo do tempo devido a expansédo e ao resfriamento. No
entanto, cabe destacar que o comportamento observado na Figura 3.26 difere substancialmente
daquele observado em plasmas induzidos por laser em regime de ns, sendo que, no presente
caso, a escala de tempo é cerca de 2 ordens de grandeza menor. Nos primeiros instantes (i.e.,
15-25 ns), observou-se uma pequena contribuicdo da radiacdo de fundo, causada por reacoes
de freamento (bremsstrahlung) e de recombinacio de elétrons livres e ions, por exemplo.®
Assim, as SNRs mais altas foram obtidas entre 35 e 45 ns de atraso.

Ainda, com respeito aos parametros temporais de medicéo, observou-se que nao houve
melhora nas SNRs empregando-se tempos de integracdo dos sinais maiores que 250 ns. As
SNRs referentes a linha Mn Il 257,610 nm foram 46, 32, 28 e 17 utilizando-se tempos de
integracdo de 250, 500, 100 e 2000 ns, respectivamente (empregando-se 35 ns de atraso).
Avaliou-se também o uso de 10 a 50 pulsos acumulados em um mesmo ponto de amostragem
na superficie da pastilha. Observou-se um aumento linear nas SNRs dos analitos para até
30 espectros acumulados. Assim, a condi¢cdo experimental que proporcionou a maior
sensibilidade para a maioria dos analitos foi definida em 30 pulsos acumulados de

1,65 mJ pulso™, 35 ns de atraso e 250 ns de integracao.
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Figura 3.26 - Evolucdo temporal de plasmas induzidos por laser em regime temporal de
femtossegundos na superficie de pastilhas de materiais vegetais. Fragmentos dos
espectros de emissdao com os sinais liquidos de 200 a 265 nm adquiridos em diferentes tempos
de atraso (15 a 65 ns), durante 100 ns. Dados para 30 pulsos de 9,5 J cm?
(1,6 X 10° GW cm??).

Entre 0os macro- e micronutrientes, foi possivel determinar apenas Ca, Mg, P, Fe e Mn
selecionando-se as linhas Ca Il 315,887, Mg | 285,213, P | 213,618, Fe Il 238,204 e
Mn 11 257,610 nas 2 janelas espectrais (200-265 e 280-345 nm).

Observou-se que ndo houve reducgéo nos coeficientes de variagdo das medicoes de Fe,
Mn e P analisando-se mais de 15 pontos na superficie da pastilha. Assim, a estratégia de
amostragem foi definida na interrogacdo de 15 pontos independentes. Logo, 15 espectros de
emissao foram coletados em cada pastilha.

Na Figura 3.27 sdo mostrados os espectros de emissdo de plasmas induzidos por laser
em regimes temporais de fs e de ns, este ultimo induzido por laser de Nd:YAG a 1064, 532 e
266 nm, com destaque para as principais linhas de emissao dos elementos de interesse, obtidos
sob as condicdes definidas experimentalmente. Cabe informar que os fundos de escala das
intensidades de emissdo dos espectros sdo diferentes. Observou-se que 0s espectros obtidos
com ns-LIBS possuem um namero de linhas de emissdo maior que os de fs-LIBS. Esse efeito

se deve, principalmente, as temperaturas mais altas alcangadas pelos plasmas induzidos por
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laser de ns, uma vez que, neste regime temporal, interacdo entre o laser e o plasma (via
bremsstrahlung inverso) promove o re-aquecimento do plasma e, por conseguinte, a reexcitacdo
das espécies.1% 114849 No entanto, o comprimento de onda do laser ndo influenciou de maneira

significativa os espectros obtidos com ns-LIBS.

fs-LIBS

C1247.856
200 PI1Y253,560
Mg 1285213

T P1255.326

=== MnII 257,610
Call 317,993

Call 315,886

--- Fe Il 238,204
== Fe1293,691
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--- PI1214914

--- Zn 11 202,548
--- Cul324,775
-- Cul327,396

ns-LIBS
Wl AN

200 210 220 230 240 250 260 280 290 300 310 320 330 340

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 3.27 — Espectros de emisséo (200-260 e 280-340 nm) de plasmas induzidos por laser
em regimes temporais de femtossegundos (fs-LIBS) e de nanossegundos (ns-LIBS) a 1064,
532 e 266 nm, em pastilhas de folhas de espinafre NIST 1570a. fs-LIBS: Dados para 30 pulsos
de 9,5Jcm?e 1,6 x 105 GW cm%; ns-LIBS: 20 pulsos de 35 J cm™? e 6 GW cm™.
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3.5.2 Selecdo das amostras para os conjuntos de calibracéo e validagdo

Antes do desenvolvimento dos modelos de calibracdo, empregou-se a anélise de
agrupamentos hierarquicos (HCA) para selecionar as amostras do conjunto de calibracdo que
abrangessem, de maneira representativa, a variabilidade espectral do universo de amostras
envolvidas no experimento. Observou-se, pela classificacdo dendrogréfica, que as amostras
foram agrupadas em 8 diferentes classes (Figura 3.28), adotando-se como critério o limiar de
heterogeneidade pelo qual as replicatas de uma mesma amostra sdo mantidas dentro da mesma
classe (dados ndo mostrados). Previsivelmente, as classes formadas estdo diretamente
correlacionadas com as intensidades das linhas de emissdo mais sensiveis. Assim, como essa
propriedade especifica corresponde as espécies de interesse, 0s grupos formados estdo
inevitavelmente relacionados com a variagao das fracdes de massa dos analitos.

O critério para a selecdo das amostras do conjunto de calibracéo foi baseado na inclusao
de, pelo menos, 1 amostra de cada grupo. Nos casos em que 0s grupos continham mais de 3
amostras, selecionou-se 0 nimero correspondente a raiz quadrada do numero total de amostras
no grupo (valor arredondado superior), sendo que as demais amostras do grupo foram incluidas
no conjunto de validacdo. Selecionaram-se as amostras sempre de maneira aleatdria.'?® No
entanto, para todos os elementos, estabeleceu-se que o intervalo de fragdo de massa dos analitos
nas amostras de validacdo deveria estar contido nos respectivos intervalos de fracdo de massa
dos analitos das amostras de calibracao.

Nestas condi¢cbes, os modelos de calibracdo foram desenvolvidos com 17 amostras de
calibragdo (3 CRMs incluidos). A capacidade e as caracteristicas analiticas dos modelos de
calibracdo foram avaliadas empregando-se um conjunto de 14 amostras de validacdo
(2 CRMs incluidos). A Tabela 3.8 resume as informacdes sobre os intervalos de fracdo de
massa dos analitos nos conjuntos de calibracéo e validacao, assim como os valores médios e 0s
desvios-padrdo correspondentes. Nota-se que a fracdo de massa média é bem semelhante nos
dois conjuntos, e que as dispersdes ao redor dos valores médios do conjunto de calibracdo sdo
bem maiores do que a do conjunto de validacdo. Essas caracteristicas indicam que a

variabilidade composicional que sera prevista nas amostras de validagéo esta sendo modelada.
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Figura 3.28 — Classificagdo dendrogréfica das amostras de folhas provenientes de diferentes
culturas obtida por analise de agrupamentos hierarquicos considerando-se as faixas espectrais
200-265 e 280-345 nm.
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Tabela 3.8 — Estatistica descritiva dos conjuntos de calibracdo e validacao usados para a analise univariada e multivariada de materiais vegetais
por LIBS.

Intervalo de fracdo de massa dos analitos
Ca Mg P Cu Fe Mn Zn
Conjunto Plantas (folhas) g kg? g kg? g kg? mg kg* mg kg* mg kg mg kg?

min-max min-max min-max min-max min - max min - max min - max

(m % sd) (m % sd) (m % sd) (m £ sd) (m £ sd) (m % sd) (m % sd)

Alface, café, cana-de-aglcar(2), citros,

Calibracéo 25-64 1,0-12 0,7-5,2 2,8-16 46 — 2137f 13-1221 12 - 100
eucalipto, espinafre?, feijdo, manga, milheto,

n=17 pinus®, seringueira, soja(2), tomate®(2), uva (20+17) (45+35) (20+1,1) (8+12)  (456+488) (216+279) (41 29)

n=14  Citros(2), magd’, milho(2), péssego®, soja (14+11) (33%16) (L7+05) (67+27) (388+435) (125+104) (23+12)

aNIST SRM 1570a; ® NIST SRM 1575a; ¢ NIST SRM 1573a; ¢ NIST SRM 1515; ¢ NIST SRM 1547; 46 — 1726 (intervalo para as
amostras ndo-peneiradas); 9 83 — 1476 (intervalo para as amostras ndo-peneiradas).
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3.5.3 Determinacéo de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de diferentes culturas
empregando-se calibracdo univariada

Utilizaram-se os valores de area de pico, ap0s a subtracdo dos sinais medios de emissao
da radiacdo de fundo, para a construcdo dos modelos classicos de calibragdo univariados com
as linhas de emissao Ca Il 315,887, Mg | 285,212, P | 213,618, Cu | 324,755, Fe 11 238,204,
Mn 1l 257,610, e Zn 11 202,548 nm. Em ns-LIBS, as amostras de folhas de tomate (T1 e NIST
1573a) foram removidas do conjunto de calibracdo, pois apresentaram erros residuais de
calibracdo que excederam 100 %. Cabe informar que os espectros das pastilhas de folhas de
tomate apresentaram emisséo de radiacdo de fundo significativamente maior que a observada
para as demais amostras, provavelmente devido as altas fracdes de massa de Ca e Mg nessas
amostras (i.e., > 50 g kg Ca, > 12 g kg! Mg). Assim, mesmo subtraindo-se a radiacdo de
fundo, os sinais de emissao foram sempre maiores do que o previsto pelas curvas de calibracéo.
Em fs-LIBS, houve necessidade de remover as amostras de folhas de tomate somente para o Fe
devido a dificuldade de se corrigir a radiacdo de fundo nas vizinhancas da linha Fe 11 238,204
nm. Os parametros mais relevantes de calibracdo e validacdo dos modelos de regressao obtidos
em fs- e ns-LIBS est&o descritos na Tabela 3.9.

Para fs-LIBS, independentemente do método de preparo de amostras utilizado,
observaram-se funcgdes lineares entre as intensidades dos sinais de emissdo e as fracdes de
massa dos analitos, com coeficientes de correlacdo (r ca) maiores que 0,96 para todos os
elementos. Por outro lado, os modelos de calibracdo univariados derivados dos espectros de ns-
LIBS apresentaram linearidade pouco satisfatorias para os 3 comprimentos de onda do laser de
Nd:YAG avaliados, fornecendo valores de r ca;, na maioria das vezes, menores que 0,90. Esse
comportamento indica uma baixa robustez de ns-LIBS frente as variagdes na composicdo
quimica das amostras de calibracdo, mesmo analisando-se amostras com distribuicdo de
tamanho das particulas semelhantes (i.e., peneiradas em malha com abertura de 75 um),

conforme destacado em trabalhos com LIBS em regime temporal de ns.8": &
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Tabela 3.9 — Caracteristicas analiticas dos modelos de calibracdo univariada para a determinacédo de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em pastilhas
preparadas com materiais vegetais peneirados e ndo-peneirados por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm.

fs-LIBS ns-LIBS
800 nm 1064 nm 532 nm 266 nm
Analito Linha (nm) PA
I cal RMSEC  RMSEP I cal RMSEC RMSEP I cal RMSEC RMSEP I cal RMSEC RMSEP

P 0,9656 4,3 4,3 0,2211 25 26 0,6888 7,5 6,1 0,8408 4,8 3,6

Ca(gkg?)  I1315,887
NP 0,9641 45 3,6 0,0686 16 18 0,6213 9,0 6,4 0,7686 55 3,6
P 0,9764 0,7 0,5 0,8312 1,4 1,0 0,5561 3,0 1,2 0,8655 1,2 1,6

Mg (g kg | 285,212
NP  0,9670 0,9 0,7 0,7912 1,7 0,9 0,5052 3,0 0,8 0,8026 1,6 1,5
P 0,9696 0,3 0,2 0,8903 0,6 0,2 0,8570 0,7 0,5 0,8204 0,8 0,5

P (g kg) 1 213,618
NP  0,9481 0,4 0,2 0,8954 0,6 0,2 0,9093 0,5 0,5 0,8645 0,7 0,5
P nd nd nd 0,3354 7,5 4,0 0,3953 6,2 3,3 0,4870 5,7 3,0

Cu(mgkg?) 1324,755
NP nd nd nd 0,2449 10,5 53 0,4246 57 3,0 0,4998 55 3,3
P 0,9971 38 40 0,9008 117 215 0,9214 111 143 0,9603 83 119

Fe (mgkg?) 11238,204
NP  0,9862 70 73 0,8203 159 123 0,8654 132 149 0,9328 160 130
P 0,9847 48 26 0,6692 88 63 0,6557 88 78 0,8919 41 50

Mn (mg kg?)  11257,610
NP  0,9849 49 40 0,7313 74 63 0,6235 100 85 0,8844 122 59
nd nd nd 0,7212 22,7 13 0,7467 23,1 16 0,8952 12,9 18

Zn (mg kg)  11202,548
NP nd nd nd 0,7956 18,0 15,1 0,7549 22,6 13,5 0,8847 13,7 10

NOTA: PA = preparo de amostra; P = peneirada; NP = ndo-peneirada; r .z= coeficiente de correlacdo da curva de calibracdo; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadratico
de calibracfo; RMSEP = raiz quadrada do erro médio quadrético de validacéo; nd = ndo determinado.
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A partir da analise das Figuras 3.29 e 3.30 ¢ possivel comparar as fragdes de massa de
referéncia de Mg e Mn determinadas por ICP OES apds digestdo &cida e os valores previstos
por fs- e ns-LIBS nas amostras do conjunto de validacao peneiradas em malha com abertura de
75 um. Conforme demonstrado, observou-se que 0s modelos univariados de
fs-LIBS proporcionaram previsdes mais concordantes com os valores de referéncia
(RMSEP=0,5 g kg™ Mg; 26 mg kg™ Mn). Em contrapartida, verificou-se para ns-LIBS uma
dispersdo significativa dos dados para os 3 comprimentos de onda avaliados, proporcionando
coeficientes de correlacdo linear entre os teores previstos e os de referéncia (r va) menores que
0,90, e valores de RMSEP relativamente elevados (> 1,0 g kg Mg; > 50 mg kg Mn).

Resultados semelhantes foram observados para Ca, P, Cu, Fe e Zn.

y fs-LIBS y 1064 nm
y = (0,32 £ 0,34) + (0,90 + 0,09)x o y =(-0,72 + 0,61) + (1,18 + 0,17)x

r=0,9375 - r =0,8886

g4 RMSEP =0,5 g4 RMSEP=1,0

Valores previstos (g kg™ Mg)
Valores previstos (g kg™ Mg)

0+4- T T T T 0 T T T T

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Valores de referéncia (g kg™ Mg) Valores de referéncia (g kg™ Mg)
y 532 nm " 266 nm
y = (0,42 £ 0,75) + (0,95 £ 0,20)x y = (-0,3240,61) + (0,77 £ 0,17)x
r=0,7862 ¢ r=07817
g RMSEP =1, g/ RMSEP =16
6 61 ]

Valores previstos (g kg™ Mg)
Valores previstos (g kg™ Mg)

8 10

04 . . . . 01
0 2 4 6 8 10 0

Valores de referéncia (g kg™ Mg) Valores de referéncia (g kg™ Mg)

Figura 3.29 — Graficos de regressdo entre as fracdes de massa de referéncia de Mg e as
previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se
modelos de calibragéo univariados. As barras de erros correspondem a = 1 desvio-padrédo
(LIBS: n = 3 espectros médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam
a correlacdo idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS.
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fs-LIBS 1064 nm

500 - 500
y = (-31+7,3) + (1,14 + 0,04)x y=(14+24) + (0,72 £ 0,15)x
r =0,9899 r=0,8037

200 RMSEP =26 400 | RMSEP =63

300 300

200

200

100 100

Valores previstos (mg kg™ Mn)
Valores previstos (mg kg™ Mn)

— T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

Valores de referéncia (mg kg™ Mn) Valores de referéncia (mg kg™ Mn)
532 nm 266 nm
500 - 500
y = (34 + 14) + (0,41 + 0,09)x y = (6,9 £ 18) + (0,78 £ 0,11)x
r=0,7983 r=0,8875
200 | RMSEP =78 RMSEP = 50

400

300+ 300 4

200 200 4

100+
100

Valores previstos (mg kg™ Mn)

L
TF .

0 100 200 300 400 500 04 T T T T
0 100 200 300 400 500

Valores previstos (mg kg™ Mn)

Valores de referéncia (mg kg™ Mn) o 1
Valores de referéncia (mg kg~ Mn)

Figura 3.30 — Gréficos de regressdo entre as fracdes de massa de referéncia de Mn e as
previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se
modelos de calibracdo univariados. As barras de erros correspondem a * 1 desvio-padrdo
(LIBS: n = 3 espectros médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam
a correlacdo idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS.

Estes resultados demonstram que o regime temporal dos pulsos de laser € uma variavel
decisiva para fornecer resultados mais exatos na analise de pastilhas de folhas provenientes de
diferentes espécies, que apresentam diferencas substanciais em termos de composi¢do quimica
da matriz. Segundo a literatura, a ablagdo com laser em regime de fs proporciona menor
dissipacdo de calor na superficie da amostra, 0 que pode resultar em menores efeitos de
fracionamento elementar inerentes ao processo de ablacéo, principalmente no caso de materiais
condutores e semicondutores.®> " 7 73 No entanto, até o0 momento, ndo existe nenhuma

informag&o sobre a anélise quantitativa de materiais vegetais por fs-LIBS. Assim, a geracéo de



117

plasmas estequiométricos, cuja composicdo melhor corresponde aquela da amostra teste (i.e.,
pastilha), deve ser a principal razdo para a melhoria da exatiddo das medicGes. Nao obstante,
ainda sdo necessarias mais investigacdes para confirmar esta hipotese.

Entretanto, a capacidade preditiva dos modelos univariados de fs-LIBS variou
consideravelmente em funcdo dos elementos. As incertezas nas previsoes das fracdes de massa
de Ca, Mg e P, estimadas pelos respectivos valores de RMSEP, variaram entre 0,2 e
4,3 g kg?, enquanto que para Fe e Mn, os valores de RMSEP foram 40 e 26 mg kg*,
respectivamente. Além disso, considerando-se a variabilidade das fracGes de massa dos analitos
nas amostras do conjunto de validacdo, essas incertezas podem ser consideradas apropriadas
uma vez que os desvios residuais de previsdéo (RPD) variaram entre 2 e 9,7.
Cabe informar que € desejavel que os modelos de calibracdo proporcionem valores de
RPD > 2.18 Os valores de RPD mais altos foram obtidos para Fe e Mn, o que indica uma
variabilidade modesta das fracfes de massa destes elementos. Além disso, a exatiddo esperada
para a previsdo das fracbes de massa nas amostras do conjunto de validacdo também variou
significativamente entre os elementos, com valores de coeficiente de qualidade (QC) entre
18 e 43 %. Neste caso, a previsdo das fracdes de massa de Mg e P mostrou-se mais exata
(i.e., valores de QC mais baixos).

Além disso, a hipdtese de se reduzir os efeitos de matriz a medida em que o
comprimento de onda do laser é diminuido, da regido IR para a UV, %27 njo foi confirmada
uma vez que ndo houveram diferencas significativas na qualidade dos resultados obtidos por
ns-LIBS operando a 1064, 532 e 266 nm. O uso do laser de Nd:YAG a 266 nm proporcionou
0s menores valores de RMSECpara Ca, Cu, Fe e Mn, enquanto que para Mg, P e Zn, 0s menores
erros de calibracdo foram observados para Nd:YAG a 1064 nm (Tabela 3.9). No caso do Fe,
por exemplo, apesar das curvas de calibracdo apresentarem valores de r czmaiores que 0,90, 0s
modelos apresentaram baixa capacidade preditiva quando comparado com fs-LIBS, com erros
de calibracéo (representado pelo RMSEC) relativamente altos, alcancando 220 mg kg no caso
de Nd:YAG a 1064 nm (Tabela 3.9). Inicialmente, esperava-se obter melhores resultados na
analise das pastilhas preparadas com as amostras peneiradas, as quais possuem distribui¢do do
tamanho das particulas mais uniforme, com a maioria das particulas menores que 75 pum. No
entanto, ndo se observou nenhuma relacdo entre 0 método de preparo das amostras e 0sS
indicadores de previsdo RMSEC| RMSEP.

As dificuldades observadas na capacidade de previsdo dos modelos univariados em

ns-LIBS antecipam a necessidade de transformacdes ndo-lineares das intensidades das linhas
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de emissdo. Desse modo, espera-se que a analise multivariada dos dados possa compensar as
variacdes oriundas de diversas fontes como, por exemplo, na interagdo laser-amostra, nos

mecanismos de autoabsorcdo ndo lineares, e nas possiveis interferéncias espectrais.

3.5.4 Determinacéo de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de diferentes culturas
empregando-se calibracdo multivariada

Os modelos de calibracdo PLS foram desenvolvidos apds a otimizacdo dos intervalos
espectrais, do método de pré-tratamento espectral e do nimero de variaveis latentes (VL) para
cada um dos elementos considerados nesta tese. A Tabela 3.10 resume as principais
caracteristicas dos modelos PLS desenvolvidos para a determinacdo de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn
e Zn em materiais vegetais por fs- e ns-LIBS. Cabe informar que o pré-tratamento espectral
(quando usado) e a modelagem PLS conseguiu contornar as diferencas na emisséo de radiacao
de fundo inicialmente observadas nos espectros das pastilhas de folhas de tomate, sendo
possivel manter estas amostras no conjunto de calibracéo.

Os modelos PLS foram construidos a partir da combinacéo de 2 a 3 intervalos espectrais,
que compreendem de maneira efetiva as informacdes analiticas de cada elemento. Inicialmente,
todos os espectros foram centrados na média e, para a maioria dos elementos, empregou-se a
eliminacéo de deslocamento constante (COE - constant offset elimination) como pré-tratamento
espectral.’™® Uma vez que o processo de ablagdo afeta de maneira significativa algumas
caracteristicas do espectro de emissdo (e.g., emissdo de radiagcdo de fundo) de acordo com as
variagOes fisico-quimicas da matriz, o uso de COE sobre 0s intervalos espectrais permite que
esses efeitos sejam minimizados. Essa estratégia permitiu uma discreta reducdo nos valores de
RMSEP para Ca, P, Cu, Fe e Zn, e diminuiu, em pelo menos 1 unidade, o nimero de VLs
necessarias para ajustar os modelos PLS. Cabe informar que o numero de VLs dos modelos
PLS foi determinado como o valor que apresentou os menores valores de RMSEP para cada
elemento. Verificou-se que os modelos em fs-LIBS exigiram um ndmero menor de variaveis
latentes (i.e., cerca de 3 VLs) do que os necessarios em ns-LIBS (e.g., até 10 VLs). Entretanto,
apesar dos modelos PLS em ns-LIBS exigirem um namero maior de VLs, eles ainda mostraram-
se inferiores (i.e., maiores valores de RMSEC) aos desenvolvidos para fs-LIBS (Tabela 3.10).
Por outro lado, os modelos PLS proporcionaram melhorias significativas em relagdo aos

univariados no processamento dos dados em ns-LIBS, principalmente a 1064 e 532 nm.
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Tabela 3.10 — Caracteristicas analiticas dos modelos PLS para a determinagdo de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em materiais vegetais por

fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm.

fs-LIBS ns-LIBS
Analito Intervalo espectral 800 nm 1064 nm 532 nm 266 nm
(nm) VL Ircl RMSEC VL Ircl RMSEC VL Ircal RMSEC VL I'cal RMSEC
306,0 — 317,4*
_1 L 1
Ca (g kg™ 208,2- 300,3* 4 0,9848 2,9 2 0,9636 4.4 6 0,9658 45 3 0,9625 45
280,7 — 286,4
_1 1 1
Mg (g kg% 300.3_312.4 30,9906 0,5 2 09116 14 8  0,9961 0,4 30,9732 0,8
223,4 — 236,0*
_1 H 1
P (g kg™) 210,90 - 217.2* 3 0,9886 0,2 5 0,9712 0,3 10 0,9935 0,1 7 0,9940 0,1
324,2 — 325,4*
_l L 1
Cu (mg kg™) 326,8 3254 nd nd nd 10 0,9233 1,2 2 0,4829 2,3 5 0,8337 15
230,0 — 232,7*
Fe (mg kg™?) 238,0 — 239,2* 3 0,9945 72 2 0,9122 199 8 0,9958 58 4 0,9828 98
257,8 — 260,5*
247,5-249,3
Mn (mg kg™) 254,2 — 255,9 3 0,9917 41 3 0,9210 47 4 0,9810 18 4 0,9135 35
259,1 - 262,6
201,3 - 203,6*
_1 H 1
Zn (mg kg?) 00— 21 nd nd nd 2 0878 105 5 09635 7,7 6  0,9875 53

NOTA: VL = variaveis latentes; r ;= coeficiente de correlag&o linear da curva de calibragdo; RMSEC = Raiz quadrada do erro médio quadratico de calibragdo;
* Espectro pré-processado com eliminacdo de deslocamento constante; nd = ndo determinado.
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As principais figuras de mérito analiticas na determinacéo dos elementos nas amostras
do conjunto de validacdo (peneiradas e ndo-peneiradas) por fs- e ns-LIBS estdo descritas na
Tabela 3.11. Com excec¢édo do P, os modelos PLS em fs-LIBS forneceram valores de RMSEP
menores do que 0s obtidos a partir da calibracdo univariada, os quais variaram entre 0,2 e
3,0 g kg! para os macronutrientes, e entre 20 e 84 mg kg™ para os micronutrientes. Cabe
informar que essas incertezas de previsao foram apropriadas considerando-se os intervalos de
fracdo de massa de cada analito, fornecendo indices RPDentre 1,8 e 6,6. De maneira semelhante
a observada na calibracdo univariada, os valores de RPD mais altos foram obtidos para Fe e Mn
devido a alta variabilidade nas fracGes de massa destes elementos nas amostras do conjunto de
validag&o. Entretanto, a exatiddo nas determinacgdes dos elementos nas amostras analisadas foi
apropriada para todos os analitos, com indicadores QCentre 11 e 22 %. Cabe informar que esses
valores de QC foram apreciavelmente menores do que os obtidos na modelagem univariada, o
que ressalta o aumento na qualidade dos dados empregando-se calibragdo multivariada. No
tocante ao método de preparo das amostras, apesar da analise das pastilhas preparadas com as
amostras peneiradas (em malha com abertura de 75 um) ter proporcionado caracteristicas
analiticas discretamente melhores que as observadas para as ndo-peneiradas, a distribui¢do do
tamanho das particulas ndo afetou de maneira significativa a qualidade dos dados obtidos por
fs-LIBS em termos de previsdo da fracdo de massa dos analitos (i.e., exatiddo das medicGes).
Esses resultados provavelmente se devem a producao de particulas menores pela ablacdo com
laser em regime temporal de fs, 0 que, posteriormente, favorece a decomposic¢ao do aerossol no
plasma induzido por laser.”* A influéncia da distribuicio do tamanho das particulas na precisio

das medicdes é discutida no item 3.5.5.
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Tabela 3.11 — Caracteristicas analiticas dos modelos PLS para a determinacéo de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em pastilhas preparadas com
materiais vegetais peneirados e nao-peneirados por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm.

fs-LIBS ns-LIBS

Analito PA 800 nm 1064 nm 532 nm 266 nm

RMSEP  rwi  RPD QC(%) RMSEP  rva  RPD QC(%) RMSEP rvwwa RPD QC(%) RMSEP rvwwu RPD QC(%)

. P 1,9 09818 59 20 57 09460 1,9 36 40 09332 28 44 51 09343 272 31
Ca (g kg™)
NP 30 09787 36 21 65 09391 1,7 32 45 09229 24 43 58 09287 109 41
. P 03 09875 49 11 09 08738 19 26 09 08513 18 25 09 08199 18 22
Mg (g kg™)
NP 04 09687 4,0 13 06 09432 2,6 20 09 08719 1,7 26 08 009372 22 20
. P 02 09318 21 12 03 07595 1,5 29 02 08685 20 13 02 09393 24 15
P(gkg?)
NP 02 09343 18 17 03 07771 16 29 03 07401 14 18 03 08024 16 22
P nd nd nd nd 22 08473 12 38 20 08935 13 38 1,8 0,949 1,9 28
Cu (mg kg™)
NP nd nd nd nd 1,7 08994 21 25 21 09081 16 36 21 09284 16 30
P 66 0,9954 6,6 19 101 09815 4,3 42 104 09806 4,2 41 100 09786 4,3 32
Fe (mg kg™)
NP 84 0,9904 4,0 22 109 09622 3,1 43 119 09574 2,8 35 64 0,9856 5,2 22
P 20 0,9849 52 18 42 0,9247 25 59 48 0,9053 2,1 38 35 0,9684 29 35
Mn (mg kg™?)
NP 21 0,9867 5,0 21 30 0,9662 3.4 48 44 0,9241 23 42 43 0,9690 2,4 46
nd nd nd nd 71 0,989 0,7 40 95 08415 05 54 70 07701 0,7 37
Zn (mg kg™)
nd nd nd nd 98 07783 05 49 81 07741 14 41 99 06307 11 52

NOTA: PA = preparo de amostra; P = peneirada; NP = ndo-peneirada; RMSEP= raiz quadrada do erro médio quadréatico de validacdo; rvxz= coeficiente de correlacdo linear
das amostras de validacéo; RPD = desvio residual de previsdo; QC = coeficiente de qualidade; nd = ndo determinado.
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Com relagdo aos dados de ns-LIBS, observou-se que os modelos PLS forneceram
valores de RMSEP?2 vezes menores aos obtidos pela calibragao univariada (principalmente para
as amostras peneiradas), os quais variaram entre 0,2 e 6,5 g kg™ para os macronutrientes, e entre
1,7 e 119 mg kg* para os micronutrientes. Esses dados complementam resultados anteriores %
que ndo evidenciaram diferencas significativas na capacidade de previsdo dos modelos
univariados e multivariados (PLS) nas determinacdes de B, Cu, Fe, Mn e Zn em pastilhas de
materiais vegetais provenientes de diferentes matrizes por ns-LIBS a 532 nm. Cabe informar
que, na referida contribuicéo, as pastilhas foram preparadas com a adicdo de celulose (30 %
m/m) e os sinais de emissdo dos analitos foram normalizados com os da linha C 1 193,090 nm.
No entanto, o nimero limitado de amostras no conjunto de validagédo (n = 5) prejudicaram uma
comparacdo adequada entre os métodos de calibracdo. Posteriormente, em outro trabalho,
verificou-se que o uso de modelos PLS melhorou a previséo dos teores de Fe em amostras de
folhas de cana-de-agticar por ns-LIBS a 1064 nm.%®

Além disso, com relacdo aos dados apresentados na Tabela 3.11, verificou-se que o
comprimento de onda do laser de Nd:YAG em ns-LIBS ndo influenciou de maneira
significativa os indices RMSEP e RPD. No caso das amostras peneiradas, verificou-se que a
ablacdo no UV a 266 nm forneceu os melhores indicadores QC (i.e., 0s menores valores
percentuais).

A partir da analise das Figuras 3.31 a 3.35 é possivel comparar as fracdes de massa de
referéncia de Ca, Mg, P, Fe e Mn determinadas por ICP OES ap06s digestdo acida e os valores
previstos por fs- e ns-LIBS nas amostras do conjunto de validacdo peneiradas em malha com
abertura de 75 pm. Conforme demonstrado, os modelos PLS em fs-LIBS previram com
exatidao as fracdes de massa dos elementos, as quais apresentaram bastante concordancia com
os valores de referéncia. Por outro lado, embora os teores previstos por ns-LIBS empregando-
se PLS tenham sido muito mais concordantes com os de referéncia do que os valores previstos
pela calibrag&o univariada, essas concordancias ainda sao apreciavelmente menores do que as

alcancadas por fs-LIBS.
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Figura 3.31 — Graficos de regressdo entre as fracbes de massa de referéncia de Ca e as
previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se
modelos PLS. As barras de erros correspondem a + 1 desvio-padrdo (LIBS: n = 3 espectros
médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlacao
idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS.
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Figura 3.32 — Gréficos de regressdo entre as fracdes de massa de referéncia de Mg e as
previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se
modelos PLS. As barras de erros correspondem a + 1 desvio-padrdo (LIBS: n = 3 espectros
médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlacdo
idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS.
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Figura 3.33 — Gréficos de regressao entre as fracdes de massa de referéncia de P e as previstas
por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se modelos
PLS. As barras de erros correspondem a + 1 desvio-padrdo (LIBS: n = 3 espectros médios;
ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlacdo idealmente

perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS.
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Figura 3.34 — Graficos de regressao entre as fracdes de massa de referéncia de Fe e as
previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se
modelos PLS. As barras de erros correspondem a + 1 desvio-padrdo (LIBS: n = 3 espectros
médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlacdo
idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS.
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Figura 3.35 — Graficos de regressao entre as fracdes de massa de referéncia de Mn e as
previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se
modelos PLS. As barras de erros correspondem a + 1 desvio-padrdo (LIBS: n = 3 espectros
médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlacdo
idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS.

O erro médio de estimativa da propriedade de interesse, estimado pelo RMSEP, é
referido como uma estimativa da exatiddo e também é utilizado para a comparagdo dos
resultados obtidos em diferentes condigdes. Entretanto, este € um parametro global que
incorpora tanto 0s erros sistematicos quanto os aleatdrios.**® Assim, os resultados obtidos por
LIBS, em suas diferentes modalidades, foram comparados estatisticamente com os valores de

referéncia empregando-se as elipses de confianca. A Figura 3.36 apresenta as elipses de
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confianga (ao nivel de 99 % de confianga) referentes aos pardmetros de regressdo (intercepto e
inclinagcdo) calculados para as funcOes lineares apresentadas nas Figuras 3.31 a 3.35
empregando-se regressao ordinaria pelos minimos quadrados (OLS). Considerando-se os dados
obtidos por fs-LIBS, observou-se que, para todos os analitos, as regifes de confianca
englobaram os respectivos pontos ideais (0, 1), para intercepto e inclinagéo, respectivamente.
Isto mostra que ndo existem diferencas estatisticas entre os valores de referéncia e os previstos
por fs-LIBS empregando-se PLS, ao nivel de 99 % de confianca.

Com relacdo ao tamanho das elipses, cabe destacar que quanto menores forem as areas
das mesmas, menores sdo as incertezas associadas a regressao entre 0s 2 conjuntos de dados.
Assim, os resultados apresentados na Figura 3.36 complementam o fato de que fs-LIBS
forneceu resultados mais exatos que ns-LIBS, uma vez que, para todos os elementos, as elipses
referentes a fs-LIBS foram menores que as de ns-LIBS. Apesar das elipses de confianca de Mg
terem incluido os respectivos pontos ideais (0, 1) em todas as modalidades de LIBS, o que é
um indicativo de que tanto a fs-LIBS quanto a ns-LIBS previram teores de Mg estatisticamente
concordantes com os valores de referéncia, cabe observar que as elipses de ns-LIBS
apresentaram incertezas relativamente elevadas (i.e., elipses muito maiores), o que reflete as
dispersdes relevantes apresentadas na Figura 3.32.

No caso de Mn, por exemplo, apesar da elipse referente a ns-LIBS a 266 nm n&o incluir
0 ponto ideal, ela esta mais proxima ao ponto (0, 1) do que as elipses correspondentes a 1064 e
532 nm. Se amostras de validacdo que apresentaram erros residuais relativamente altos (sendo
1 para 1064 nm; 2 para 532 nm; e 1 para 266 nm) ndo fossem consideradas, os valores de
RMSEP para Mn iriam diminuir de 42 para 31 mg kg! (1064 nm), de 48 para
27 mg kg (532 nm), e de 35 para 21 mg kg* (266 nm). Nesses casos, as regides das elipses de
confiancga iriam incluir o ponto ideal (0, 1) e as fragcOes de massa previstas por ns-LIBS seriam
estatisticamente iguais as de referéncia.

No caso do Fe, apesar da regido eliptica referente a ns-LIBS a 1064 nm ter margeado o
ponto ideal (0, 1), pode-se inferir que os métodos de LIBS produziram resultados muito
proximos dos de referéncia. Para P, com excecdo de ns-LIBS a 266 nm, os métodos foram
concordantes apesar das incertezas relativamente grandes observadas para ns-LIBS a 1064 e

266 nm. Os maiores desvios foram observados para Ca.
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Figura 3.36 — Regido da elipse de confianca para o intercepto e a inclinacdo da regressédo
entre as fracOes de massa de referéncia de Ca, Mg, P, Fe e Mn, e as previstas por fs- e ns-
LIBS empregando-se modelos PLS nas amostras peneiradas. Legenda: * = ponto onde o
intercepto é igual a 0 e a inclinacdo igual a 1; dados para e fs-LIBS a 800 nm, e ns-LIBS a e
1064 nm, @ 532 nm e ® 266 nm.
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Considerando-se os resultados apresentados na Tabela 3.11, os valores de r vas entre 0s
valores previstos por fs-LIBS nas amostras do conjunto de validagéo e os de referéncia variaram
entre 0,9318 e 0,9954 em fs-LIBS. Por outro lado, os valores de rvarem ns-LIBS variaram entre
0,7595 e 0,9894.

Por outro lado, comparando-se estatisticamente os parametros de regresséo (intercepto
e inclinacdo) calculados para as funcdes lineares entre as fracGes de massa previstas pelos
modelos PLS nas amostras ndo peneiradas e os valores de referéncia (graficos ndo mostrados),
empregando-se regressao ordinaria pelos minimos quadrados (OLS), observou-se que a
diferenca nas distribuicdes do tamanho das particulas foi relevante na determinacdo dos
macronutrientes Ca, Mg e P por fs-LIBS (Figura 3.37). Nos casos de Ca e Mg, as respectivas
elipses de confianga margearam o ponto ideal (0, 1), podendo-se inferir que fs-LIBS forneceu
resultados muito préximos dos de referéncia para esses 2 elementos. No entanto, observou-se
uma discrepancia mais evidente no caso do P. O diametro de focalizacdo do laser relativamente
pequeno (i.e., 150 um) empregado em fs-LIBS pode ter contribuido para as diferencas
observadas para 0s macronutrientes em funcdo da distribuicdo do tamanho das particulas das
amostras ndo-peneiradas. Por outro lado, o preparo da amostra ndo afetou as previsdes de Fe e
Mn por fs-LIBS uma vez que as respectivas elipses de confianca englobaram o ponto ideal (0,
1). Nao foram observadas diferencas significativas nas elipses de confianca referente aos dados
previstos por ns-LIBS em fun¢édo do preparo da amostra.

Em termos gerais, as caracteristicas analiticas apresentadas neste topico demonstram
que fs-LIBS ¢ a estratégia mais robusta para prever as fracdes de massa dos elementos, dentro

dos intervalos modelados, em pastilhas de folhas provenientes de diferentes espécies.



15

Intercepto
]

Intercepto
]

131

3
Ca Mg
15f -
2
2
v
g2 0 1
S
=
=
1,5
3 L
0,5 1 1.5 0,2 0,6 1 14 1,8
Inclinagio Inclinacio
T 300
P Fe
150+
2
2,
)
2 0
S
=
=
-150
; ‘ -300 : :
0,5 1 1,5 2 0,5 0,75 1 1,25 1,5
Inclinagio Inclinagio
100
Mn
50+
2
5
¥
g Or
8]
=
=
-50
-100 < s
0,2 0,6 1 14 1,8

Inclinagao

Figura 3.37 — Regido da elipse de confianca para o intercepto e a inclinagdo da regressédo
entre as frag0es de massa de referéncia de Ca, Mg, P, Fe e Mn, e as previstas por fs- e ns-
LIBS empregando-se modelos PLS nas amostras ndo-peneiradas. Legenda: * = ponto onde
o intercepto é igual a 0 e a inclinacédo igual a 1; dados para e fs-LIBS a 800 nm, e ns-LIBS a
e 1064 nm, @ 532 nm e @ 266 nm.
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3.5.5 Precisdo das medicdes e limites de deteccdo

A Tabela 3.12 apresenta os valores dos desvios padrdo combinados das triplicatas do
conjunto de validacdo (s«p), bem como a variagcdo dos coeficientes de variacdo (CV), das
fracdes de massa de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn determinadas por fs- e ns-LIBS a partir da
modelagem PLS. Observou-se que valores equivalentes de s« € CV foram obtidos tanto por
fs-LIBS quanto por ns-LIBS, apesar das crateras produzidas por ablacdo com pulsos em regime
temporal de fs ser significativamente menor (didmetro: 210 + 10 um) do que as produzidas em
regime temporal de ns (1064 nm: 730 £ 14 pm; 532 nm: 688 £ 5 um; 266 nm: 380 £ 12 um).

Tabela 3.12 — Parametros estatisticos referentes a precisdo das medicdes feitas por fs- e ns-
LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas pastilhas das amostras do conjunto de validagcdo empregando-
se modelos PLS.

fs-LIBS ns-LIBS
8
'Té 800 nm 1064 nm 532 nm 266 nm
< PA
s CV (%) smp  CV (%) s CV (%) sm  CV (%)
P 016 0255 026 32-12 022 08-13 024 13-15
@ Np o042 11-28 029 2,6-11 023 21-11 023 03-12
P 004 05-84 008 37-12 005 11-11 004 0,7-73
MI NP 008 02-92 006 34-11 007 13-14 005 1,0-90
P 005 23-21 002 13-77 002 09-83 001 11-51
P NP 005 51-19 002 08-11 002 07-12 002 01-96
P nd 6,72 032 39-33 013 12-97 014 16-11
CU Np nd 15,22 020 13-14 027 33-19 008 0,7-79
P 16  57-38 78  11-19 78 31-15 14 05-20
e NP 18 73-65 84  09-54 38 08-79 63 18-20
P 34 10-13 1,8  15-23 20 20-24 13 11-32
M a0 11-24 30 12-29 22 22-65 21 01-11
p nd 17° 03 11-63 1,1 38-33 11 64-34
2N NP nd 23 04  26-27 08  30-34 08 21-53

NOTA: PA = preparo de amostra; P = peneirada; NP = ndo-peneirada; swp = desvio padrdo combinado das
triplicatas do conjunto de validagdo; CV = coeficientes de varia¢do (min - méx); nd = ndo determinado.  Estimado
com pastilha de folhas de uva contendo 112 + 17 mg kg* Cu;  Estimado com pastilha de folhas de soja contendo
97 + 1 mg kg* Zn.

As microscopias eletronicas de varredura das crateras produzidas por ablagéo a laser em

regimes temporais de fs e de ns confirmam que o tamanho das crateras aumentou néo s6 com o
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aumento da duracdo dos pulsos, mas também, contrariamente ao esperado, em funcdo do
comprimento de onda (Figura 3.38). Observou-se maiores taxas de ablacdo a medida em que
0 comprimento de onda do laser foi alterado para a regido IR. Segundo a literatura, quanto
menor o comprimento de onda do laser, maior € a taxa de ablacéo, ou seja, maior € a massa
removida por pulso de laser.® 4152 Este efeito ja foi amplamente demonstrado na analise de
amostras de metais e de ligas metalicas,*! 6% 160161 o tampbém é valido para amostras vitreas.
Neste caso, 0 comprimento de onda do laser afeta de maneira substancial a taxa de ablacéo,
pois os vidros sdo transparentes a radiacdo IR.>? "® Nesta tese, a menor taxa de ablagdo foi

observada para os pulsos no UV,

Figura 3.38 - Microscopia eletrénica de varredura das crateras formadas por ablagdo a laser em
regime temporal de (a) femto- e de (b) nanossegundos a 1064, (c) 532 e (d) 266 nm na superficie
de pastilhas de folhas de espinafre NIST 1570a. Condigdes experimentais: fs-LIBS: 30 pulsos
com 9,5Jcm?2/1,6 x 10° GW cm™. ns-LIBS: 20 pulsos com 35 J cm™? /6 GW cm™.
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De qualquer maneira, espera-se que a ablacdo de uma massa maior deva melhorar a
representatividade das por¢des amostradas. % 32 No entanto, ndo foram observadas correlacoes
entre a precisdo das medicGes (valores de s:ip e CV) e a massa removida. No tocante ao método
de preparo de amostra e, por conseguinte, a distribui¢cdo do tamanho das particulas, verificou-
se um aumento na precisdo das medicdes (i.e., valores menores de su:p) feitas por fs-LIBS nas
pastilhas preparadas com as amostras peneiradas. Neste caso, o didmetro de focalizacao do laser
relativamente pequeno (i.e., 150 pm) mostrou-se mais vulneravel a distribuicdo do tamanho das
particulas das amostras ndo-peneiradas. Cabe informar que muitas destas amostras contém
particulas maiores que 150 um e, consequentemente, sdo heterogéneas nesta ordem de
grandeza, o que resultou em valores de s:ip maiores. Por outro lado, esse efeito ndo se tornou
evidente quando se utilizou um diametro de focalizacao do laser apreciavelmente maior de 500
pUm (que proporciona um aumento na area irradiada de cerca de 11 vezes). Assim, ndo foram
verificadas diferencas significativas na precisao das medicdes feitas por ns-LIBS nas pastilhas
preparadas com amostras peneiradas e ndo-peneiradas.

Em termos gerais, a ns-LIBS forneceu LODs mais baixos que a fs-LIBS (Tabela 3.13).
Cabe informar que estes valores foram estimados a partir de curvas de calibracdo univariadas
e, segundo a literatura,®® ndo diferem significativamente dos estimados pela calibracio
multivariada. Embora os espectros de fs-LIBS sejam caracterizados pela baixa emisséo de
radiacdo de fundo, os de ns-LIBS apresentaram linhas de emissao muito mais intensas devido,
principalmente, a reexcitacdo das espécies provocada pelos processos de interacao entre o laser
e o plasma. No entanto, é importante destacar que tanto fs-LIBS como ns-LIBS proporcionaram
LODs apropriados para a determinacdo de Ca, Mg, P, Fe e Mn considerando-se os intervalos de
fragdo de massa destes nutrientes comumente encontrados em amostras de interesse
agrondmico.® 162 Além disso, estes valores estdo bem abaixo das fragdes de massa minimas
encontradas nas amostras selecionadas para calibracdo (Tabela 3.8). Nos casos de Cu e Zn,
somente a ns-LIBS forneceu LODs apropriados para esses elementos tendo em vista as fragdes
de massa diminutas desses micronutrientes nas amostras consideradas. Por outro lado, 0s LODs
relativamente altos de 7 mg kg Cu e 80 mg kg* Zn prejudicaram a determinagdo destes
analitos por fs-LIBS. Cabe informar que esses valores foram estimados com amostras contendo
altos teores de cobre (folhas de uva: 112 + 17 mg kg™ Cu) e de zinco (folhas de soja: 97 + 1 mg
kgt Zn).

Os resultados apresentados neste topico foram publicados no periddico Analytica
Chimica Acta (Anexo C).



Tabela 3.13 — Limites de detec¢do (3,3 o) em fs- e ns-LIBS.
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fs-LIBS ns-LIBS
Analito Linha (nm)
800 nm 1064 nm 532 nm 266 nm

Ca (g kg?) 11 315,887 0,007 0,01 0,007 0,005

Mg (g kg | 285,213 0,02 0,01 0,04 0,05

P (g kg?) | 213,618 0,4 0,1 0,1 0,1
Cu (mg kg™) | 324,755 78 1 3 3
Fe (mg kg™ 11 238,204 12 3 5 8
Mn (mg kg™) 11 257,610 2 1 1 1
Zn (mg kg™) 11 202,458 80° 14 4 12

3 Estimado com pastilha de folhas de uva contendo 112 + 17 mg kg™ Cu; ° Estimado com pastilha de

folhas de soja contendo 97 + 1 mg kg Zn.
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4 CONCLUSOES

Os resultados apresentados nesta tese destacam alguns aspectos instrumentais e
matriciais que podem afetar a determinagdo quantitativa de macro- e micronutrientes em
pastilhas de material foliar por LIBS.

A distribuicdo do tamanho das particulas para o preparo das pastilhas € um parametro
intrinseco que afeta tanto a sensibilidade quanto a precisdo das medicGes em LIBS.
Demonstrou-se que o preparo das amostras-teste com distribuicdo do tamanho de particulas
unimodal e menores que 100 um, é fundamental para a obtencao de pastilhas com resisténcia
mecanica apropriada, para a diminuicdo dos efeitos de matriz, e para proporcionar coeficientes
de variacdo das medicOes geralmente menores que 10 %. No entanto, 0s aumentos na
intensidade dos sinais de emissdo em fungdo da diminuicdo do tamanho das particulas s&o
dependentes da fluéncia do laser, sendo que, em ns-LIBS a 1064 nm, o uso de fluéncias mais
altas, como por exemplo 50 J cm, tornou o sistema mais robusto com referéncia a distribuicio
do tamanho de particulas recomendada. Observou-se, também, que o uso de fluéncia apropriada
é fundamental para proporcionar resultados mais exatos na analise de pastilhas preparadas com
folhas de cana-de-agUcar por ns-LIBS a 1064 nm. Neste caso, para a maioria dos elementos,
houve um aumento na correlacdo entre a intensidade dos sinais de emissao dos analitos e a suas
respectivas fracdes de massa empregando-se 50 J cm? (220 mJ por pulso, didmetro de
focalizacao de 750 um).

Verificou-se que o comprimento de onda do laser de Nd:YAG néo afetou a analise das
pastilhas das amostras de cana-de-agucar por ns-LIBS. Funcdes lineares entre as intensidades
dos sinais de emissao e as fracdes de massa de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na foram
obtidas na analise de pastilhas de folhas de cana-de-aclcar, provenientes de
14 variedades, por ns-LIBS operando a 1064, 532, 355 e 266 nm. Neste caso, 0s parametros
analiticos de desempenho (e.g., RMSEC, r ca, CV das medi¢gdes) mostraram-se bastante
semelhantes para 0s 4 comprimentos de onda avaliados. Pode-se concluir que a composicédo
quimica das amostras € uma variavel mais relevante do que o comprimento de onda em ns-
LIBS, pois resultados mais dispersos (i.e., maiores erros de previsao) foram obtidos na analise
de um conjunto de amostras mais heterogéneo, constituido por pastilhas preparadas com folhas
provenientes de diferentes matrizes, como soja, milho, cana-de-agUcar, citros, café, por
exemplo, independentemente do comprimento de onda e da distribuicdo do tamanho das

particulas das amostras.
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Tratando-se de um universo de matrizes heterogéneas, observou-se que, entre outros
fatores, a duracdo do pulso do laser foi a varidvel decisiva na analise de pastilhas de materiais
vegetais por LIBS. O uso de pulsos em regime temporal de femtossegundos proporcionou
calibracOes e validacdo menos dependentes das propriedades fisicas e quimicas das matrizes,
quando comparado ao regime de nanossegundos. Observou-se que as fragcdes de massa de Ca,
Mg, P, Fe e Mn previstas por fs-LIBS em pastilhas preparadas com folhas provenientes de
diferentes matrizes foram estatisticamente concordantes com os valores de referéncia,
previamente determinados por ICP OES ap0s digestdo acida assistida por radiacdo micro-
ondas, independentemente do modelo de calibragéo usado.

Por outro lado, somente o uso de calibracdo multivariada mostrou-se capaz de resolver
as transformacGes ndo-lineares inerentes a variabilidade espectral provocada pelas diferencas
matriciais em ns-LIBS. Assim, quando se utiliza calibracdo multivariada, os parametros de
desempenho analitico que descrevem a capacidade preditiva de ns-LIBS se assemelham aos de
fs-LIBS. Os resultados obtidos nesta tese mostram que as diferengas na capacidade de previsdo
dos modelos de calibracdo obtidos por fs-LIBS e ns-LIBS séo, muitas vezes, pequenas e ndo
justificam o uso de uma instrumentacdo mais complexa. De qualquer forma, apesar de sua
sensibilidade ser um pouco menor em relacdo a ns-LIBS, fs-LIBS pode ser considerada uma
estratégia mais robusta frente a variabilidade matricial entre diferentes tipos de amostras. No
caso de amostras com composicao quimica semelhante, sistemas LIBS com laser de Nd:YAG
a 1064 nm e pulsos de 50 J cm mostraram desempenho apropriado na analise das pastilhas

considerando-se os limites de detec¢do, exatidao e precisdo das medicdes.
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Pellets of sieved plant materials (150, 106, 75, 53 and 20 pm sieve apertures) were prepared and analyzed by
laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS), and the results for Ca, K, Mg, P, B and Mn were discussed as a
function of particle size distribution, This parameter is of key importance for appropriate test sample presentation
in the form of pressed pellets for quantitative analysis by LIBS. Experiments were carried oul with a Q-switched
Nd:YAG laser at 1064 nm, and a spectrometer with Echelle optics and an intensified charge-coupled device.
Results indicated that smaller particles yielded up to 50% emission signal intensities’ enhancernent and attained
belter measurements' precision (site-to-site variation). Mereover, matrix elfects were reduced by analyzing
pellets prepared frem <75 pm sieved fractions (mean particle size — 32 pm; des — 102 pmj and by using a
50 cm 2 laser fluence (220 m) per pulse; 750 um laser spot size). The preparation of pellets from laboratery
samples with monomodal particle size distributions, where most particles were smaller than 100 pm, was
degisive [or improving analyle micro-homogeneily within the test samples and for allaining lower coellicients

of variation of measurements, typically lower than 10% (n — 10 sites per pellet; 20 laser pulses per site).

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) is an attractive and
powerful tool for direct solid analysis of agricultural, environmental
and industrial samples due to its inherent analytical capabilities for
fast and simultaneous multielemental determinations [ 1]. LIBS presents
appropriate analytical figures of merit aiming at the quantitative
determination of P, K, Ca, Mg, B, Cu, Fe, Mn, Zn [2] and Si [3] in pellets
of plant materials. Although the use of matrix-matched standards has
been recommended [4], the establishment of boundary conditions
for quantitative analysis is still necessary, mainly to compensate the
variations in laser-sample interactions in different matrices [2].

Particle size distribution of ground leaves is a key parameter for
appropriate test sample presentation in the form of pressed pellets
|2,5]. In fact, there are some indications that matrix effects can be
reduced by analyzing pellets prepared from particles smaller than
75 um |2,5], The particle decomposition and vaporization, as well
as the analyte atomization and excitation efficiencies within laser-
induced plasmas, are generally favored when smaller particles are
ablated. There is an inverse relationship between particle size and
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and scientific achievements, and his service to the spectroscopic comumunity.

# Corresponding author. Fax: 4+ 55 19 34294774,
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0584-8547/© 2014 Elsevier BV. All rights reserved

sensitivity of the calibration curve, with the slope increasing as the
particle size decreases |6,7].

The effect of particle size on the analysis of aerosol by LIBS has been
exploited elsewhere [8]. While the analysis of aerosols dates back to
some of the earliest LIBS contributions, the complex nature of the
physical processes involved in the laser-particle interactions is not
well understood [8,9]. In general, there is an upper particle size limit
beyond which the particle is not completely vaporized, thus decreasing
the relationship between the particle size and emission line intensity
[6,10,11]. The upper size limit depends on the particle composition
and on the experimental conditions {e.g., laser fluence and plasma
volume), being often smaller than 10 um [12] for attaining complete
particle vaporization as well as quantitative analyte diffusion into
laser-induced plasma.

Particle size distribution critically affects the performance of
microanalytical methods [13] because the small mass of the test portion
(e.g. 0,001-10 mg) may not represent the bulk sample composition,
leading to imprecise and inaccurate results [ 13-15]. This holds true
also for electrothermal vaporization inductively coupled plasma optical
emission spectrometry {(ETV-ICP QES) [16], laser ablation ICP CES
(LA-ICP QES) [17], LA-ICP mass spectrometry {LA-ICP-MS) [18], solid
sampling graphite furnace atomic absorption spectrometry {S55-GFAAS)
[19], and micro-energy dispersive X-ray fluorescence spectrometry
(w-EDXRF) [20,21].
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The ellecls ol laser focusing and luence on LIBS analysis of pellels of planl leaves was evalualed. A Q-swilched
Nd:YAG laser (5ns, 10Hz, 1064nm) was used and the emission signals were collected by lenses into an optical
fiber coupled to a spectrometer with Echelle optics and ICCD. Data were acquired from the accumulation of 20
laser pulses at 2.0us delay and 5.0ps integration time gate. The emission signal intensities increased with both
laser fluence and spot size. Higher sensitivities for Ca, K, Mg, P, Al, B, Cu, Te, Mn, and Zn determinations were ob-
served for fluences in the range from 25 to 60Jcm 2. Coefficients of variation of site-lo-site measurements were

LIBS generally lower than 10% (n-— 30 sites, 20 laser pulses/site) for a fluence of 50)cm~2 and 750pm spot size, For

Plant material
Taser focusing
Fluence

most elements, there is an indication that accuracy is improved with higher fluences,
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1. Introduction

The determination of macro- and micronutrients in plant leaves is
of key importance for the evaluation of nutritional status of plants,
optimization of crop production and evaluation of fertilizer require-
ments [1,2].

In the last four years laser-induced breakdown spectroscopy
(LIBS) has been evaluated in the authors’ laboratory as an alternative
to wet acid digestions based methods aiming at the determinations of
four macronutrients (P, K, Ca and Mg) and five micronutrients {B, Fe,
Cu, Mn and Zn). The analyses of plants were carried out in the form of
pressed pellets (test samples) prepared from dried, ground and com-
minuted plant leaves (laboratory samples) [1].

The first two contributions [3,4| reported preliminary investiga-
tions, where leaves of different plant species were analyzed. The lab-
oratory samples were comminuted by cryogenic grinding, and
certified reference materials were used for building the calibration
curves. Pellets were interrogated with 5ns pulses from a Nd:YAG
laser at 1064nm by choosing the most appropriate lens-to-sample
distance (LTSD) and pulse energy through univariate experiments.
Chemometrics methods exploiting neuro-genetic algorithms were
performed in order to optimize operational parameters (i.e. delay
and integration time gate, number of accumulated laser pulses,
pulse energy and LTSD) aiming at the simultaneous multi-elemental
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E-maif address: [jkrug@cenausp.br {F). Krug).

0584-8547/% - see front matter & 2012 Flsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.5ab.2012.06.012

determinations [1,5], as well as calibration models based on multivar-
iate and univariate approaches [1,6]. It was demonstrated that LIBS
can fit for the intended purpose for the analysis of pellets of plant ma-
terials for the determination of macro- (P, K, Ca, Mg) and micro- (B,
Cu, Fe, Mn, Zn) nutrients [1].

Validations of methods as well as establishment of beundary con-
ditions for reducing matrix effects are however still necessary. In spite
of the advantages of LIBS, difficulties have been noted for quantitative
analysis, which were mainly attributed to variations in laser-sample
interactions involving different matrices [4,6]. These drawbacks are
related to variations in particle size distributions and particles com-
position, which might affect the laser ablation process {e.g. vaporiza-
tion rate and atomization/excitation efficiencies) |6]. Recently, it was
demonstrated that these shortcomings can be minimized by choosing
calibration and validation samples with similar physical and chemical
characteristics [1].

The main parameters affecting LIBS analysis of plant materials are
laser intrinsic properties (e.g. wavelength, pulse duration, repetition
rate, pulse energy), test sample presentation {e.g. micro-homogeneity,
particle size distribution, poraosity, density for the case of pellets), sur-
rounding atmosphere {gas composition and pressure), optical design
(laser focusing and collecting optics), and strategies for gathering the
emission measurements (delay time, integration time gate and emis-
sion lines selection) [7,8]. For each application the experimental condi-
tions should be carefully selected towards appropriate sensitivities,
detection limits and measurements precision.

For a given laser wavelength and pulse duration, both pulse ener-
gy and LTSD affect the laser fluence and irradiance. Effects caused by
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GRAPHICAL ABSTRACT

Mass fractions of nutrients in plant
materials are quantified by fs- and
ns-LIBS.

Performance of univariate and mul-
tivariate modeling approaches has
been compared.

PLS models solve the non-linear
relations between emissions and
mass fractions.

fs-LIBS-PLS accurately quantifies nu-
trient contents whatever the materi-
al matrix.

Acrcuracy errors below 20% for pre-
dictions on future unknown samples
are expected.
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Femtoserond laser-induced breakdown spectroscopy [fs-LIBS) has been used for the first time for
quantitative determination of nutrients in plant materials from different crops. A highly heterogeneous
population of 31 samples, previously analyzed by inductively coupled plasma optical emission
spectroscopy, covering a wide range of matrices was interrogated. To taclle the analysis, laser-induced
plasmas under argon atmosphere of pellets prepared from sieved cryogenically ground leaves were
studied. Predictive functions based on univariate and multivariate modeling of optical emissions

Heywords: . associated to macro- (Ca, Mg, and P) and micronutrients (Cu, Fe, Mn and Zn) were designed. Hierarchical
Femtosecond laser-induced breakdown . . . . A

spectroscopy cluster analysis was performed to select representtive calibration (n,, =17) and validation (n,, =14)
Nanosecond laserinduced breakdown datasets. The predictive performance of calibration functions over fs-LIBS data was compared with that
spectroscopy attained on spectral information from nanosecond LIBS (ns-1IBS) operating at different wavelengths
Laser wavelength (1064nm, 532nm, and 266 nm). Findings established higher accuracy and less uncertainty on mass
Plaot materials fractions quantification from fs-LIBS, whatever the modeling approach. Quality coefficients below 20% for
Nutrients

Multivariate calibration

the accuracy error on mass fractions’ prediction in unknown samples, and residual predictive deviations
in general above 5, were obtained. In contrast, only multivariate modeling satisfactorily handled the
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