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RESUMO 

 

CARVALHO, G. G. A. Análise de pastilhas de plantas por espectrometria de emissão 

óptica 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 São Paulo, Piracicaba, 2015.  
 

A influência das variáveis associadas ao laser como a fluência, o comprimento de onda, e a 

duração do pulso, assim como as relacionadas às propriedades das amostras, como a 

distribuição do tamanho das partículas e as características químicas da matriz, foram avaliadas 

visando à determinação quantitativa de macro- (P, K, Ca, Mg) e micronutrientes (Cu, Fe, Mn, 

Zn, B) em pastilhas de materiais vegetais por espectrometria de emissão óptica com plasma 

induzido por laser (LIBS). Os efeitos da distribuição do tamanho das partículas e da fluência 

do laser foram investigados a partir da análise de amostras peneiradas (150-20 µm) 

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 espectrômetro com óptica 

Echelle e detector ICCD. Observou-se um aumento na sensibilidade e na precisão das medições 

com a diminuição do tamanho das partículas usadas no preparo das pastilhas, e uma diminuição 

dos efeitos de matriz causados por diferenças no tamanho das partículas, quando pastilhas 

preparadas com partículas < 75 µm foram analisadas com pulsos de 50 J cm-2. Verificou-se uma 

melhora significativa na exatidão das medições de Mg, Fe, Mn e Zn feitas em um conjunto de 

pastilhas de folhas de cana-de-açúcar (partículas < 75 µm) empregando-se esta fluência. Em 

uma segunda etapa, observou-se que variações no comprimento de onda do laser de Nd:YAG 

(1064, 532, 355 e 266 nm) não influenciaram de maneira significativa a precisão e exatidão das 

medições em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar, obtendo-se correlações lineares entre as 

intensidades dos sinais de emissão e as correspondentes frações de massa dos analitos. 

Variações no comprimento de onda do laser de Nd:YAG não afetaram a análise de um conjunto 

heterogêneo de amostras, composto por pastilhas de folhas de plantas de diferentes espécies, 

como soja, cana-de-açúcar, milho, citros, café, por exemplo, por ns-LIBS. No entanto, 

diferentemente do observado para o conjunto de pastilhas de folhas de cana-de-açúcar, 

observou-se, uma baixa correlação (r cal < 0,90) entre as frações de massa de Ca, Mg, P, Cu, Fe, 

Mn e Zn determinadas por ns-LIBS e os valores de referência, o que demonstra a baixa robustez 

de ns-LIBS frente às variações na composição química das matrizes. Posteriormente, analisou-

se este conjunto heterogêneo 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 

espectrômetro com óptica Czerny-Turner e ICCD. Demonstrou-se que o uso de pulsos em 

regime de fs proporcionou calibrações e validação menos dependentes da composição química 

das matrizes. As frações de massa de Ca, Mg, P, Fe e Mn previstas por fs-LIBS foram 

estatisticamente concordantes com os valores de referência, independentemente do modelo de 

calibração usado. Além disso, o uso de calibração multivariada melhorou a capacidade preditiva 

de ns-LIBS, assemelhando-se à de fs-LIBS. Concluiu-se que o emprego de fs-LIBS foi a 

estratégia mais robusta e que ofereceu maior flexibilidade à variabilidade matricial. 

 

Palavras-chave: LIBS. Espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por laser. Laser 

de femtossegundos. Laser de nanossegundos. Determinação de macro- e micronutrientes. 

Plantas. Preparo de amostras. Calibração. 
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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 São 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 µm 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 μm sieved fractions and 

pulses of 50 J cm-2. 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 cal <  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 INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos 10 anos, a potencialidade da espectrometria de emissão óptica com plasma 

induzido por laser (LIBS) tem sido demonstrada para a análise de materiais vegetais no cenário 

das ciências agronômicas e ambientais. De maneira geral, as amostras têm sido analisadas 

diretamente, na forma de materiais secos ou in natura (e.g., folhas inteiras, secções foliares, 

grãos, frutos e legumes), e na forma de pastilhas preparadas a partir da prensagem do material 

seco e moído. O laser pulsado de Nd:YAG, em regime temporal de nanossegundos (ns), é o 

mais empregado em LIBS. No entanto, o número de aplicações envolvendo o uso de lasers com 

pulsos ultracurtos, como o laser de Ti:Safira em regime de femtossegundos (fs), tem crescido 

nos últimos anos. A radiação emitida pelas espécies excitadas (átomos, íons e moléculas) no 

plasma induzido por laser na superfície da amostra é coletada e direcionada para a fenda de 

entrada de um espectrômetro de emissão óptica, permitindo, assim, a realização de análises 

quali- e quantitativas a partir da informação contida nos espectros de emissão.1 

Recentemente, demonstrou-se que LIBS pode ser um método apropriado para a 

determinação de P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, B 1 e Si 2 em pastilhas de materiais vegetais. 

No entanto, apesar da versatilidade e das vantagens oferecidas por LIBS, incluindo o mínimo 

ou mesmo a ausência de preparo de amostra, é necessária a devida atenção a algumas condições 

de contorno para a realização de análises quantitativas de materiais vegetais. Na maioria das 

aplicações, essas condições estão geralmente associadas à forma de apresentação das amostras 

e à sua qualidade, assim como à calibração propriamente dita, sendo de fundamental 

importância considerar os seguintes pontos: 

i) A massa relativamente pequena removida no processo de ablação e a 

heterogeneidade das amostras. Quando a massa das porções amostradas não 

reflete a composição da amostra laboratorial, é necessário um processo de 

cominuição para melhorar a distribuição do tamanho das partículas diminuindo, 

assim, a micro-heterogeneidade na distribuição dos analitos; 

ii) A calibração dependente das características físico-químicas da matriz, 

principalmente quando se utiliza lasers em regime temporal de ns operando na 

região do infravermelho-próximo; 

iii) A necessidade de melhorar a distribuição do tamanho das partículas utilizadas 

no preparo das pastilhas com o intuito de uniformizar a interação entre o laser e 

a amostra; 
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iv) A adequação e a falta de materiais de referência certificados (CRMs) para 

calibração. A similaridade entre as propriedades físicas e químicas entre os 

CRMs e as amostras é de fundamental importância para se assegurar a 

comutatividade. 

 

Contudo, cabe informar que a análise direta de materiais vegetais, quando possível, 

contribui de maneira efetiva com a simplificação da sequência analítica quando comparada aos 

métodos convencionais que envolvem digestão ácida, reduzindo a possibilidade de ocorrência 

de erros sistemáticos. 

 

1.1 Histórico de LIBS 

 

O desenvolvimento de LIBS e o melhor entendimento dos plasmas induzidos por laser 

estão diretamente relacionados com os avanços na tecnologia dos lasers. Após a descoberta da 

emissão estimulada de radiação por Einstein em 1917, tardou-se mais de 40 anos para a 

construção do primeiro laser de rubi em 1960.3 Em 1962, Brech e Cross 4 descreveram, pela 

primeira vez, o uso de plasmas induzidos por laser como fonte de excitação em espectroscopia. 

Nesta ocasião, os autores usaram um laser de rubi para produzir vapores na superfície de 

materiais metálicos e não-metálicos, os quais eram, posteriormente, reexcitados por uma fonte 

auxiliar antes de se registrar o espectro de emissão. Segundo Radziemski e Cremers,5 este 

experimento marca o nascimento de LIBS. 

Em 1963, Debras-Guédon e Liodec 6 descreveram o primeiro uso analítico de LIBS 

envolvendo análise espectroquímica de superfícies. Posteriormente em 1964, Runge et al. 7 

construíram curvas de calibração para Cr e Ni em amostras de aço a partir dos espectros de 

emissão de plasmas induzidos por um laser pulsado de rubi. Cabe destacar que, a partir deste 

momento, LIBS tornou-se, de fato, um método de análise espectroquímica direta.3, 5 O primeiro 

modelo teórico que descreveu os processos físicos envolvidos na ruptura induzida por laser em 

gases foi desenvolvido em 1965 por Zel’dovich e Raizer.8 Este modelo mostrou-se bastante 

avançado uma vez que considerava as dinâmicas inerentes à expansão, ao aquecimento e ao 

decaimento do plasma, e seus efeitos no espectro de emissão. Em 1971, Ready 9 publicou a 

primeira monografia que descreveu aspectos teóricos e experimentais em LIBS.  

Desde então, o interesse e o número de aplicações em espectroscopia utilizando-se LIBS 

mostrou-se diretamente relacionado ao desenvolvimento instrumental.3 No entanto, após a 

primeira onda de entusiasmo verificada no começo 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 desestímulo em pesquisas envolvendo LIBS 

até o final da década de 1970. Cabe destacar que este desinteresse foi motivado principalmente 

pelo custo relativamente elevado da instrumentação disponível e pelo desempenho analítico 

bastante inferior aos alcançados pelos métodos analíticos em ascensão na época, como a 

espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS) e a espectrometria de emissão óptica 

com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).3 

Segundo Winefordner et al.3 o interesse por LIBS começou 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 

sensíveis e versáteis, como por exemplo, os dispositivos de cargas acopladas intensificado 

(ICCD - intensified charge-coupled device). Esses detectores possibilitaram melhor resolução 

temporal nas medições espectroscópicas, e melhor discriminação entre o espectro de emissão 

dos analitos e a radiação de fundo, atendendo de maneira efetiva as necessidades 

espectroanalíticas de LIBS. Assim, a comunidade científica percebeu que as vantagens e 

características de LIBS como, por exemplo, a capacidade de realizar análises multielementares, 

simultâneas, e in situ, de qualquer tipo de amostra, podendo inclusive dispensar o preparo da 

amostra em muitos casos, poderia impulsionar uma nova geração de métodos analíticos. 

Posteriormente, este interesse estimulou muitos estudos teóricos em LIBS e em física de 

plasmas. Mais detalhes sobre o histórico de LIBS estão disponíveis em literatura especializada.5, 

10-13 

 Nos últimos anos a análise direta de amostras por LIBS vem se mostrando como uma 

alternativa viável aos métodos bem consolidados de espectrometria atômica, e ocupa um lugar 

de destaque nos principais periódicos especializados, com um número crescente de publicações. 

Em consulta realizada na página 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 número de trabalhos sobre LIBS nos últimos 

15 anos. (Figura 1.1). LIBS tem sido usado na análise de, por exemplo, aço e ligas metálicas,14 

materiais tecnológicos,15 geológicos,16, 17 poliméricos,18 explosivos,19 amostras agronômicas 

(e.g., fertilizantes,20 plantas,1 solos21), tecidos animais,22, 23 alimentos.24 Observa-se também um 

aumento do uso de LIBS em aplicações industriais,25 aeroespaciais, 26 e na análise de objetos à 

distância (stand off LIBS 27), incluindo análise de objetos submersos.28  
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Figura 1.1 - Número de publicações científicas sobre espectrometria de emissão óptica com 

plasma induzido por laser entre 1972 e 2014. 

 

 

Este fato se deve, em parte, ao aumento expressivo na disponibilidade de equipamentos 

comerciais em LIBS. Recentemente, alguns equipamentos portáteis para uso em campo (e.g., 

handheld) estão se tornando disponíveis no mercado. No entanto, dependendo da aplicação, o 

desempenho dos equipamentos portáteis ainda é limitado pelas dimensões e complexidade dos 

componentes atualmente empregados (e.g., lasers e espectrômetros). Segundo Rakovský et al. 

29 o surgimento cada vez mais frequente de lasers que oferecem melhor razão potência - peso 

(e/ou dimensão), como por exemplo, os lasers de estado sólido mais compactos (FLPSS - 

flashlamp pumped solid state lasers), os de microchip, e os lasers de fibra óptica, que são mais 

eficientes e consomem menos energia, certamente contribuirá para o desenvolvimento de 

equipamentos portáteis mais versáteis. Com relação aos espectrômetros, os avanços 

tecnológicos são mais evidentes no que diz respeito aos detectores, os quais estão se mostrando 

mais rápidos e sensíveis. No entanto, embora os espectrômetros tipo SWIFT (Stationary-wave 

integrated Fourier transform spectrometer) sejam limitados às regiões de comprimentos de 

onda mais longos (> 630 nm), o desenvolvimento em curso deverá expandir sua atuação às 

regiões de comprimentos de onda mais curtos, e novos espectrômetros, com melhor resolução, 

poderão substituir espectrômetros compactos atualmente utilizados com óptica Czerny–Turner 

e CCD.29 
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Embora a tecnologia dos equipamentos portáteis em LIBS ainda esteja bem menos 

avançada do que a dos espectrômetros de fluorescência de raios-X por energia dispersiva 

(EDXRF), os quais encontram-se de uma certa forma consolidados no mercado, LIBS apresenta 

algumas vantagens em relação à EDXRF no que se refere a limites de detecção para elementos 

de baixo número atômico, a maior resolução espacial, a maior rapidez na análise, e também por 

permitir a análise em função da profundidade.29 Cabe destacar que a complementariedade de 

ambas os métodos pode enriquecer a informação analítica e, também, permitir estudos de 

validação cruzada.24, 30, 31 

 

1.2 Fundamentos de LIBS 

  

 LIBS é um método espectroanalítico que emprega a microamostragem por ablação com 

laser e subsequente excitação dos átomos, íons e fragmentos moleculares presentes no 

microplasma induzido durante a ablação. LIBS pode ser considerado como uma forma reduzida 

do acrônimo LIBOES, Laser Induced Breakdown Optical Emission Spectrometry. O termo 

“breakdown” refere-se a um fenômeno coletivo relacionado à ruptura dielétrica das ligações 

químicas do material que ocorre anteriormente à formação do plasma.32 A interação de um 

pulso de laser com a matéria é um fenômeno complexo e ainda não está totalmente elucidado. 

Quando um pulso de laser de alta energia atinge a superfície de um material, a irradiância no 

ponto focal promove a remoção de matéria, em um fenômeno conhecido como ablação. Assim, 

o material ablado comprime a atmosfera envolvente e leva à formação de ondas de choque. 

Durante esse processo ocorre o aquecimento local e uma ampla variedade de fenômenos de 

mudanças de estado, incluindo fusão e vaporização dos constituintes do material. 

Posteriormente, ocorre a expansão do material vaporizado na forma de uma pluma sobre a 

superfície da amostra e, devido às altas temperaturas, o plasma é formado. Esse plasma contém 

elétrons, íons, espécies neutras, assim como espécies excitadas do material ablado, cuja 

radiação emitida constitui o sinal analítico a ser medido em LIBS.33 

 A focalização do pulso de laser na superfície da amostra provoca a dissociação das 

moléculas constituintes do material tanto em átomos, devido à ruptura das ligações químicas, 

quanto em íons e elétrons, devido à ruptura das ligações eletrônicas.10, 32 A formação dos 

plasmas induzidos por laser é altamente dependente das propriedades da amostra, do meio em 

que o plasma se expande e das características do pulso do laser. Nos primeiros instantes da 

interação entre o laser e a matéria ocorre a formação de elétrons na superfície da amostra, os 

quais são posteriormente acelerados e, quando a densidade eletrônica atinge valores da ordem 
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de 1018 e- cm-3, ocorre o processo de ruptura e formação do plasma.3 O processo de ignição do 

plasma pode ocorrer por ionização em cascata ou por ionização multifotônica, dependendo do 

comprimento de onda dos fótons do laser. Esse processo é seguido por uma avalanche eletrônica 

provocada por colisões entre os elétrons livres acelerados e elétrons ligados aos átomos. 

Posteriormente, o plasma sofre um aquecimento promovido pela absorção do laser e se expande 

de forma adiabática.32 

 Em geral, LIBS utiliza um feixe de laser pulsado de alta irradiância, da ordem de  

GW cm-2, que é focalizado sobre a superfície de uma amostra, provocando a formação de um 

plasma de alta temperatura (e.g., 8000 a 20000 K) que vaporiza certa quantidade de material.32 

Parte da radiação emitida pelo plasma é capturada por um sistema óptico e transferida para um 

espectrômetro que dispersa as radiações emitidas pelas espécies atômicas e iônicas excitadas 

no plasma. Um detector registra os sinais de emissão e os equipamentos eletrônicos digitalizam 

e computam os dados. O espectro emitido é usado para determinar quali ou quantitativamente 

os elementos constituintes da amostra.10, 11, 34 Alternativamente, podem ser utilizados lasers com 

duração de ps a fs, mas a maioria dos trabalhos presentes na literatura empregam lasers com 

pulsos de ns. Para fins de comparação, os lasers de fs fornecem irradiâncias da ordem de TW 

cm-2. 

 A inicialização, formação e decaimento do plasma são processos complexos e 

dinâmicos. A absorção da radiação incidente do laser ocorre por mecanismos de 

bremsstrahlung inverso e envolve colisões entre fótons, elétrons e átomos ou moléculas.10, 35 A 

excitação eletrônica para níveis específicos de energia depende de fatores como o equilíbrio 

termodinâmico e interações com espécies neutras e/ou carregadas, geralmente influenciados 

pelas características da matriz. Em espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por 

laser em regime temporal de nanossegundos (ns-LIBS), após 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 pressão da atmosfera de ablação.10 

 O espectro de emissão altera-se em função da evolução temporal do plasma. Nos 

primeiros instantes, o espectro é caracterizado pela intensa emissão de radiação do continuum 

e de espécies iônicas excitadas. O continuum é a “luz branca” emitida pelo plasma, proveniente, 

principalmente, de reações de recombinação dos elétrons livres com os íons e de reações de 

freamento (i.e., fenômenos de bremsstrahlung). Ao longo do decaimento do plasma, o espectro 

começa a ser caracterizado por radiação emitida por átomos neutros e, eventualmente, por 

moléculas simples, formadas pela recombinação de espécies atômicas. Na prática, durante o 
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decaimento, observa-se uma diminuição da intensidade de emissão de radiação de fundo e 

melhor discriminação das linhas iônicas e atômicas.10 

Os processos físicos envolvidos na interação entre o laser e a amostra, na expansão 

dinâmica do plasma e em outros fenômenos envolvidos na ablação com laser dependem 

diretamente das (i) características do pulso de laser (e.g., comprimento de onda, regime 

temporal, energia, fluência), (ii) das propriedades físicas e químicas da matriz  

(e.g., condutividade, refletância, composição química, estado de agregação das partículas) e 

(iii) da atmosfera de ablação (e.g., pressão e composição atmosférica).33, 36, 37 Neste sentido, 

para cada aplicação, deve haver uma consonância entre todos esses fatores que proporcione um 

acoplamento óptico entre o laser e a amostra que seja mais adequado, e que também forneça as 

melhores características analíticas (e.g., a melhor razão sinal-ruído - SNR) em uma determinada 

condição temporal de aquisição dos espectros.37, 38 

 

1.2.1 Instrumentação 

 

LIBS é um método de espectroscopia de emissão óptica (OES) com plasma induzido 

por laser que utiliza instrumentação bastante similar às usadas em outros métodos de OES. 

LIBS destaca-se dentre os métodos de OES por utilizar um plasma induzido por laser como 

fonte de excitação, o que permite análise direta de amostras sólidas.  

 

Os principais componentes de um sistema LIBS são: 

 

i. Laser pulsado para a geração do plasma; 

ii. Sistema de focalização composto por espelhos e lentes que direcionam e focalizam os 

pulsos do laser na superfície da amostra; 

iii. Suporte da amostra (se necessário); 

iv. Sistema óptico de coleta da radiação emitida pelo plasma composto por lentes, espelhos, 

colimadores e/ou fibras ópticas; 

v. Dispositivos de dispersão de radiação, como espectrógrafos, e detectores para registrar 

os 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 está mostrado o diagrama de um sistema LIBS. Neste 

sistema os pulsos de laser são refletidos por um espelho dicroico e focalizados por uma lente 

convergente na superfície de uma amostra, criando-se um plasma na região focal do laser. 

Posteriormente, a radiação emitida pelo plasma é coletada por um telescópio e transmitida para 

a fenda de entrada de um espectrômetro através de um cabo de fibra óptica, onde será dispersa 

em componentes ópticos em função do comprimento de onda e os sinais fotoelétricos 

convertidos em um espectro de emissão.   

 

 

Figura 1.2 – Sistema LIBS. 

 

As especificações de cada componente devem ser ajustadas de acordo com a aplicação 

desejada e devem considerar alguns aspectos técnicos como, por exemplo, o comprimento de 

onda do laser, a energia por pulso, a duração do pulso, a resolução espectral do espectrômetro, 

assim como a sensibilidade e eficiência quântica do detector. 

Diferentes tipos de laser têm sido empregados em LIBS, cujos comprimentos de onda 

variam entre a região ultravioleta e infravermelho-distante do espectro eletromagnético. 

Conforme destacado no item 1.1, o primeiro experimento envolvendo LIBS, realizado  

por Brech e Cross em 1962,4 foi feito com laser de rubi operando a 694 nm. Naquela ocasião, 
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a baixa estabilidade pulso a pulso deste laser fez com que LIBS fosse classificado como um 

método espectroquímico pouco promissor. A próxima 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), 

visível (VIS) e ultravioleta (UV), e os lasers de excímeros operando no UV.39  

Atualmente, apesar das vantagens proporcionadas pelos lasers com pulsos ultracurtos 

(i.e. < 1 ps),40 o mais utilizado em LIBS é o de Nd:YAG,10 em regime temporal de ns, com 

pulsos entre 5 a 10 ns. Este laser possui custo relativamente baixo (US$ 5000 – 20000), requer 

pouca manutenção, é compacto (o que possibilita o uso em equipamentos portáteis) e 

relativamente estável (flutuação de energia pulso a pulso menor que 2 %).34, 41  

Os lasers de excímeros, cujo meio ativo é um haleto de gás nobre (e.g., XeCl, KrF) ao invés de 

cristais de estado sólido, também são bastante empregados em LIBS, em LA-ICP-MS e LA-

ICP OES.41, 42 No entanto, estes lasers são menos utilizados pois necessitam maior manutenção 

(e.g., troca periódica dos gases) e possuem maior custo.41 

O comprimento de onda do laser é definido pelas transições eletrônicas que ocorrem 

entre os diferentes níveis energéticos na cavidade do laser, resultando em emissão de radiação 

eletromagnética de acordo com a composição do meio ativo.34 Por exemplo, os lasers de CO2 

emitem no IR-médio (i.e., 10,6 µm), os de Nd:YAG emitem no IR-próximo (i.e., 1064 nm), e 

os excímeros no UV (e.g., 193, 248 nm). No caso do laser de Nd:YAG, o íon ativo é o Nd3+ 

incorporado em um cristal de granada de ítrio e alumínio (YAG, Y3Al5O12). O laser de Nd:YAG 

é um sistema de quatro níveis que oferece alta amplificação, e propriedades térmicas e 

mecânicas apropriadas.13 De acordo com Krupke et al.43 os íons Nd3+ são excitados, por 

bombeamento óptico a 808 nm, do nível eletrônico fundamental 4I9/2 para o nível excitado 4F5/2, 

o qual decai imediatamente para o nível metaestável 4F3/2 (transição não radiativa). A emissão 

de radiação em 1064 nm ocorre pela transição entre os níveis metaestáveis 4F3/2 e 4I11/2, e 

subsequente decaimento para o nível fundamental 4I9/2. 

O comprimento de onda do laser pode ser alterado para valores menores acoplando-se 

cristais ópticos birrefringentes e não-lineares (e.g., di-hidrogenofosfato de potássio - KDP - ou 

di-deutériofosfato de potássio - KD*P) na janela de saída do laser. Este recurso é 

frequentemente utilizado em lasers de estado sólido, como o de Nd:YAG e o de Ti:Safira, onde 

a frequência dos fótons do laser pode ser multiplicada, possibilitando a conversão do 

comprimento de onda da região do IR para a UV.10 No caso mais simples, o comprimento de 

onda fundamental do laser de Nd:YAG (1064 nm) pode ser convertido à 532 nm (2º harmônico 

- 2ω), o qual pode ser posteriormente convertido para 266 nm (4º harmônico - 4ω). 
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Combinando-se a radiação residual de 1064 nm com a convertida em 532 nm, gera-se o 3º 

harmônico - 3ω (355 nm).10 Informações detalhadas sobre cristais não-lineares usados para 

conversão de comprimento de onda de lasers são descritas em literatura apropriada.44, 45  

No caso dos lasers de excímeros, o comprimento de onda é definido pelo gás de enchimento, 

sendo que os lasers com XeCl, KrF, ArF e F2 emitem em 308, 248, 193 e 157 nm, 

respectivamente.41 Os lasers comumente utilizados em LIBS e suas características estão listados 

na Tabela 1.1.  

 

Tabela 1.1 – Lasers comumente empregados em LIBS. Adaptado das referências 5, 12, 29 

Tipo de laser 
Comprimento de onda 

(nm) 

Duração do pulso 

(ns) 

Energia por pulso 

(mJ) 

CO2 (g) 10,6 x 103 104 a 105 1 a 500 

Excímeros (g) 
308 (XeCl), 248 (KrF), 193 

(ArF) 
8 a 30 0,5 a 200 

Nd:YAG (s) 1064 5 a 10 10 a 1000 

Microchip (s) 1064 < 1 < 0,1 

Fibra óptica (s) 
900 (Nd+3), 1060 (Pr+3), 

1540 (Er+3) 
< 50 < 2 

Ti:Safira (s) 800 3 a 200 x 10-6 0,01 a 6 

 

Em experimentos envolvendo ablação 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 refletância e a condutividade. No ponto focal 

da lente usada para convergir o feixe do laser, os materiais opacos apresentam alta absortividade 

para os comprimentos de onda no IR, enquanto os comprimentos de onda no UV são melhor 

absorvidos em amostras transparentes como quartzo, calcita e fluorita, por exemplo.42 No caso 

da análise 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.,1 ainda são necessários mais estudos envolvendo a análise desses materiais com 

diferentes comprimentos de onda. Além disso, espera-se que os efeitos de matriz possam ser 

minimizados com lasers operando no ultravioleta,1 os quais geralmente proporcionam melhores 

figuras de mérito em termos de sensibilidade, precisão e exatidão das medições.42, 46, 47 
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1.2.2 Influência do comprimento de onda em LIBS  

 

As propriedades absortivas de uma dada substância dependem do comprimento de onda 

da radiação do laser incidente e determinam a porção da energia que será acoplada ao material 

nos instantes que antecedem mudanças do estado de agregação das partículas a serem analisadas 

(i.e., < 1 ns). A geração da fase vapor e do plasma modifica esta absorção, a qual é 

dominantemente influenciada pela interação da radiação do laser com a fase vapor, com o 

plasma e com as partículas.13 

Lasers com comprimentos de onda curtos possuem fótons mais energéticos, capazes de 

promover quebras de ligações e, portanto, processos de ionização. Por exemplo, um laser de 

Nd:YAG operando a 1064, 532 ou 266 nm possui fótons com 1,2, 2,3 e 4,7 eV, 

respectivamente.10 A interação da radiação do laser com a matéria é caracterizada por reações 

de fotoionização quando a energia dos fótons é maior do que a energia de ligação entre os 

átomos, e o processo de ablação é caracterizado por mecanismos não térmicos.12  

O comprimento de onda do laser (i.e., a energia do fóton) afeta os processos de formação 

do plasma como, por exemplo, a geração dos elétrons livres iniciais e a interação entre o laser 

e o plasma. Os processos de geração de elétrons livres e inicialização do plasma ocorrem, 

preferencialmente, por ionização multifotônica quando a ablação é feita com lasers operando 

no UV, e por ionização em cascata utilizando-se lasers operando no IR. Após a formação do 

plasma, a absorção de energia do laser pelo plasma ocorre, principalmente, por mecanismos de 

bremsstrahlung inverso, o qual é favorecido à medida que o comprimento de onda do laser é 

aumentado.3, 48, 49 Como resultado, os pulsos no IR proporcionam plasmas mais quentes, 

maiores densidades eletrônicas e maior expansão do plasma (maior absorção de energia pelo 

plasma e maiores interações entre plasma e laser).3, 34, 50, 51 Desta forma, o efeito de blindagem 

do plasma (shielding effect), o qual reduz a taxa de ablação, é proporcional ao quadrado do 

comprimento de onda do laser,41 sendo favorecido para lasers operando no IR. De maneira 

geral, o uso de pulsos no UV resulta em maiores eficiências de ablação (quantidade de massa 

removida por unidade de energia aplicada), maior reprodutibilidade, menor fracionamento e 

menor emissão de radiação de fundo.3, 35, 51-53 

Cabalín e Laserna 54 avaliaram a fluência mínima necessária para a formação do plasma 

em amostras de ligas metálicas com lasers de Nd:YAG operando a 1064, 532 e 266 nm. Embora 

o acoplamento do laser com a amostra seja mais efetivo em comprimentos de onda mais curtos, 

verificou-se que o limiar de fluência para formação do plasma induzido por laser a 266 nm foi 

maior do que aquele para a formação 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 eletrônica 

(formação do plasma via bremsstrahlung inverso, o qual é proporcional ao quadrado do 

comprimento de onda) é mais favorável 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 diminuição dos efeitos de matriz relacionados com as diferenças nos pontos 

de ebulição dos metais analisados quando pulsos no IR foram utilizados em condição de 

fluência próxima da mínima necessária para a formação do plasma. Quanto menor o 

comprimento de onda, maior é a taxa de ablação e menor o fracionamento ou evaporação 

preferencial de elementos.12, 55-57 

Shaikh et al. 58 observaram que as temperaturas de plasmas induzidos por laser de 

Nd:YAG operando a 355, 532 e 1064 nm em amostras de alumínio foram 8160, 8590 e  

9630 K, respectivamente. Esses autores verificaram que a densidade eletrônica aumentou com 

a diminuição do comprimento de onda do laser, ou seja, de 1,3 × 1018 a 2,7 × 1018 e- cm-3 para 

1064 e 355 nm, respectivamente. Cabe destacar que esses valores foram obtidos sob mesma 

condição de fluência (275 J cm-2). Para fluências menores (i.e. 50 J cm-2), Ma et al. 59 

observaram que o plasma gerado por laser no UV em amostras de alumínio apresentou 

temperaturas e densidades eletrônicas maiores do que no IR. Hafeez et al. 60 observaram que as 

temperaturas de plasmas induzidos por laser de Nd:YAG operando a 355, 532 e 1064 nm em 

amostras de cálcio foram 13700, 15400 e 16200 K, respectivamente, empregando-se  

150 J cm-2. As densidades eletrônicas variaram entre 1,3 x 1018 e 1,6 x 1018 e- cm-3 para 1064 e 

355 nm, respectivamente. 

Lee et al. 61 avaliaram o efeito do comprimento de onda do laser na análise 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 ablações com laser a 308 nm resultaram em linhas atômicas de 

emissão de Cu bastante intensas e estreitas, enquanto que os sinais de emissão de Cu I gerados 

com 1064 nm apresentaram efeitos de auto-absorção bem pronunciados. Ablação 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 à maior 

onda de choque produzida pela ablação com UV.  

Geertsen et al. 62 verificaram que a eficiência de ablação (massa ablada por unidade de 

energia por área) em amostras de cobre foi 20 vezes maior para laser operando no UV  

(ArF a 193 nm e 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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concluíram que o desempenho analítico em termos de reprodutibilidade, efeitos de matriz, 

resolução espacial, quantificação e sensibilidade, foi melhor com laser no UV do que no IR.  

Fornarini et al. 51 avaliaram os efeitos do comprimento de onda do laser na análise de 

bronzes por LIBS com laser de Nd:YAG a 355 e 1064 nm. Com laser no UV, as concentrações 

dos elementos no plasma praticamente não foram afetadas pela fluência, sendo que os valores 

determinados de Cu, Sn, Pb e Zn foram mais próximos dos reais do que os obtidos com IR. 

Observaram-se também que a concentração de Zn no plasma induzido por IR diminuiu quando 

a fluência foi aumentada. A ablação com IR proporcionou menor taxa de aquecimento da 

amostra do que com UV, o que resultou em um plasma enriquecido dos elementos mais voláteis. 

No entanto, os autores verificaram que a ablação estequiométrica (i.e., condição em que a 

composição do plasma reflete a composição da amostra teste) nunca foi alcançada tanto com 

1064 quanto para 355 nm, sendo sempre mais rica em Zn, mesmo com alta fluência (250 J cm-

2). Os autores concluíram que a ablação com UV proporcionou menos efeitos térmicos na 

amostra, pois esta radiação possui menor penetrabilidade em relação ao IR. Por outro lado, 

Borisov et  al. 63 observaram ablação estequiométrica de ligas binárias de Cu-Zn empregando-

se laser de KrF a 248 nm (para fluência > 6 J cm-2) e laser de Nd:YAG operando em 266 nm 

(para fluência > 14 J cm-2).  

Cabalín et al. 64 não observaram diferenças significativas nas curvas de calibração, nos 

coeficientes de correlação, nas faixas lineares de calibração, na precisão e exatidão das 

medições, quando lasers de Nd:YAG a 266 e 532 nm foram utilizados na determinação de Si, 

Ti, Nb e Mo em amostras de aço inoxidável. Cabe destacar que Fe foi utilizado como padrão 

interno.  

Wang et al. 65 analisaram amostras de plásticos e explosivos por LIBS com laser de 

Nd:YAG em 266 e 1064 nm, e observaram um aumento de 5 vezes na intensidade de emissão 

de carbono e nitrogênio quando a ablação foi feita a 1064 nm, empregando-se pulsos com  

27 J cm-2. Segundo os autores, esse aumento na intensidade de emissão foi devido ao aumento 

da temperatura do plasma gerado em 1064 nm, uma vez que a absorção de radiação pelo plasma 

é proporcional ao quadrado do comprimento de onda. Os valores de temperatura não foram 

informados pelos autores. 

Mao et al. 66 observaram que a ablação 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 emissão 

uma ordem de magnitude maiores, sob condições de fluência constante. Castillejo et al. 67 

também observaram maior taxa de ablação a 266 nm em relação aos 3 comprimentos de onda 

mais longos do laser de Nd:YAG (1064, 532 e 355 nm) na análise de pigmentos de obras de 
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arte por LIBS. Segundo os autores, os mecanismos de interação entre o laser e a amostra foram 

dependentes do comprimento de onda do laser, sendo que a ablação com UV proporcionou 

apenas a remoção da camada orgânica mais externa, sem interferir nas camadas mais inferiores. 

Por outro lado, a ablação a 532 e 1064 nm resultou em descoloração e escurecimento das 

superfícies pintadas causadas por degradação térmica e carbonização.67 

No tocante à análise de amostras vegetais por LIBS, existe apenas 1 trabalho que aborda 

os efeitos do comprimento de onda do laser no desempenho analítico. Zhang et al. 68 analisaram 

amostras de folhas frescas de azevinho empregando-se laser de Nd:YAG operando a 266 e 1064 

nm. De acordo com os espectros apresentados pelos autores, foi possível observar que a ablação 

a 1064 nm resultou em linhas de emissão mais intensas e maior emissão de radiação de fundo 

(background). Os autores concluíram que a ablação com laser operando no UV proporcionou 

melhor precisão das medições e plasmas mais estáveis. É importante ressaltar que a falta de 

informações com respeito às condições experimentais e à discussão dos resultados 

impossibilitou melhores interpretações deste trabalho. 

Por outro lado, cabe informar que a maioria dos estudos envolvendo ablação com laser 

em diferentes comprimentos de onda foram feitos por LA-ICP-MS ou LA-ICP OES. É 

importante destacar que os processos físicos envolvidos na ablação com laser para esses casos 

são bem distintos aos que ocorrem em LIBS.44 No entanto, a interação entre o laser e a amostra 

pode ocorrer de maneira semelhante nestes 2 casos. Hoffmann et al. 69 avaliaram o desempenho 

do laser de Nd:YAG operando em 266, 355, 532 e 1064 nm para a determinação 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 eficiência de ablação ocorreu a 355 nm. Estes autores concluíram que a absorção do laser 

pelas amostras de folhas é determinada pela clorofila, cuja absortividade máxima ocorre entre 

350 e 450 nm.  

 

1.2.3 Influência da duração do pulso em LIBS 

 

Em LIBS, independentemente do regime temporal (i.e., duração do pulso), a taxa de 

deposição de energia do pulso de laser é muito maior que a taxa de redistribuição e dissipação 

de energia, o que resulta em temperaturas substancialmente altas (e.g., 15000-20000 K) nas 

regiões onde ocorreu a interação laser e amostra e a formação do plasma. De fato, a interação 

de pulsos curtos (> 1,0 ps) com as amostras diferem substancialmente daquelas com pulsos 

ultra-curtos (< 1,0 ps), pois a taxa de transferência de energia é significativamente maior neste 

último caso.33, 43, 70  



39 
 

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 

óptica de Yb produzem pulsos com duração de 300 fs. Para fins comparativos, cabe informar 

que um pulso de 100 fs possui 30 μm de comprimento, ao passo que o de 6 ns apresenta 1,8 m. 

Assim, os pulsos do laser de Nd:YAG são 60.000 vezes maiores que os de Ti:Safira e 20.000 

vezes maiores que os de fibra óptica de Yb.71 Esta característica física dos pulsos em regime 

temporal de fs é responsável por proporcionar irradiâncias da ordem de TW cm-2. Segundo a 

literatura,72 a irradiância do laser é o principal fator que governa o processo de ablação, uma 

vez que a taxa de transferência de energia afeta a quebra de ligações e promove a transição de 

átomos e/ou partículas do estado sólido para fase vapor e, posteriormente, para a condição de 

plasma. Desta forma, pulsos em regime de fs proporcionam menor penetração do laser na 

amostra e também menor difusão térmica em comparação com os pulsos de ns. Cabe informar 

que a região termicamente afetada pela ablação com laser é proporcional à raiz quadrada da 

duração do pulso, sendo, por exemplo, cerca de 4 nm (em raio) para pulsos com duração de 100 

fs, e em torno de 1000 nm para pulsos de 6 ns. Essa transferência de energia relativamente lenta, 

inerente à ablação com pulsos em regime temporal de ns, leva à maior dissipação de calor. Esse 

efeito é considerado prejudicial, pois pode provocar a vaporização preferencial de alguns 

constituintes da amostra.70, 71, 73 Neste fenômeno, conhecido como ablação não estequiométrica, 

a composição do aerossol ou do plasma torna-se enriquecida pelos elementos mais voláteis e, 

portanto, pode não representar a amostra-teste. A ocorrência deste fracionamento elementar é 

mais comum na análise de materiais condutores (e.g., ligas metálicas) e pode resultar em 

determinações inexatas e imprecisas, principalmente quando se utiliza padrões sem 

compatibilidade de matriz.71  

Outra característica bastante importante na ablação com pulsos em regime de fs é que 

não existe interação entre o laser e o plasma neste regime temporal de ablação, pois toda a 

energia do pulso é depositada na amostra antes de ocorrerem mudanças termodinâmicas de 

estado físico e formação do plasma. Consequentemente, os efeitos de blindagem do plasma não 

se aplicam neste regime temporal.71 Por outro lado, as interações entre o laser e o plasma são 

dominantes nos processos de ablação com laser em regime de ns. Neste caso, os primeiros 

instantes do pulso (< 1,0 µs) promovem mudanças termodinâmicas de estado dos constituintes 

da amostra e a formação do plasma, enquanto que os instantes finais (i.e., após 1,0 µs) interagem 

com o plasma recém formado, provocando seu aquecimento, principalmente, via 

bremsstrahlung inverso.10, 35, 44 
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O regime temporal de ablação afeta diretamente o tempo de vida do plasma. Enquanto 

os plasmas em ns-LIBS possuem tempo de vida da ordem de alguns µs (e.g., < 10 µs), os 

plasmas em fs-LIBS possuem decaimento muito mais rápido e perduram por menos que 1µs, 

por exemplo.33 Desta forma, a evolução temporal dos plasmas induzidos por laser é altamente 

dependente da duração do pulso e, do ponto de vista espectroscópico, essas diferenças na escala 

de tempo devem ser cuidadosamente consideradas uma vez que as medições em LIBS são 

resolvidas no tempo. A aquisição dos espectros em fs-LIBS ocorre após algumas dezenas de ns 

(e.g., 50 ns) após a incidência do pulso do laser, ao passo que as medições em ns-LIBS são 

feitas após alguns µs (e.g., 1 µs) em relação ao pulso do laser.   

Outro fator que concorre para a melhoria dos parâmetros analíticos de desempenho (e.g., 

precisão e exatidão das medições) inerente à ablação com lasers em regime de fs é a produção 

de partículas menores e com tamanhos mais uniformes.71, 73 Em LIBS, este comportamento 

pode favorecer a eficiência dos processos de decomposição e ionização das partículas. No caso 

de LA-ICP-MS e LA-ICP OES, a introdução de um aerossol com partículas menores e mais 

uniformes no plasma acoplado indutivamente proporciona processos de decomposição e 

ionização mais efetivos e reprodutíveis. 70, 71, 73 

Em 2007, Gurevich e Hergenröeder 33 previram que as características e vantagens dos 

lasers de fs acima descritas favoreceriam o desempenho analítico dos métodos em fs-LIBS, e 

que isto iria impulsionar tanto o desenvolvimento instrumental quanto o número de aplicações. 

De fato, passados quase dez anos, observa-se um aumento expressivo no número de publicações 

em fs-LIBS, e também na disponibilidade de lasers mais estáveis, 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 sólido em regime de ns. 

Margetic et al. 74 avaliaram o uso de pulsos de laser com duração de 170 fs e 6 ns na 

análise de amostras de latão por LIBS e observaram que a fluência mínima necessária para 

formação do plasma foi significativamente menor em fs-LIBS, sendo 0,1 e 1,5 J cm-2 para fs e 

ns, respectivamente. Freeman et al. 75 observaram que os plasmas induzidos por laser em regime 

de ns em amostras de latão apresentaram maior emissão de radiação de fundo e de espécies 

iônicas excitadas. Por outro lado, os plasmas induzidos por laser em regime de fs foram 

caracterizados por emissão de espécies atômicas excitadas e radiação de fundo praticamente 

desprezível. De Bonis et al. 76 compararam o desempenho de ns- e fs-LIBS para a caracterização 

do perfil de profundidade de amostras de bronze. Embora a intensidade de emissão do plasma 

em fs-LIBS tenha sido significativamente menor, a ablação com pulsos de 250 fs melhorou a 
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precisão das medições feitas em diferentes camadas da amostra por proporcionar menores 

efeitos térmicos quando comparado aos pulsos de 7 ns.  

Recentemente, Banerjee e Fedosejevs 77 demonstraram que os espectros em fs-LIBS 

(pulsos de 120 fs) não necessariamente refletiam a composição média de toda a profundidade 

analisada, mas sim a da camada superficial da região ablada de amostras de wafers de Cr/Cu/Cr 

e de silício recoberto com Cu. Em termos gerais, as contribuições em LA-ICP-MS têm mostrado 

que os pulsos ultracurtos podem fornecer melhores parâmetros analíticos de desempenho em 

termos de precisão e exatidão das medições quando comparado com os pulsos em regime de 

ns.40, 71, 73 No entanto, cabe destacar que resultados apropriados também podem ser obtidos 

empregando-se pulsos em regime temporal de ns, principalmente quando se utiliza padrões e/ou 

amostras de calibração com compatibilidade matricial.71, 78 Recentemente, Ohata et al.79 

demonstraram que a ablação com laser em regime de fs não ofereceu melhorias substanciais na 

exatidão das medições em amostras de vidros por LA-ICP-MS. Os autores concluíram que, 

embora a ablação com pulsos em regime de fs apresente melhor desempenho e maior 

flexibilidade com relação à variabilidade matricial, a ablação com pulsos de ns deve ser 

reconsiderada em algumas situações.  

Santos Jr et al.23 avaliaram o desempenho de fs-LIBS visando à determinação de Ca, 

Cu, Fe, K, Mg, Na e P em pastilhas de tecidos animais. Os autores construíram curvas de 

calibração a partir de CRMs provenientes de diferentes tecidos animais e observaram que a 

calibração não foi dependente da matriz. Gill et al.80 empregaram fs-LIBS visando à 

classificação de materiais biológicos (e.g., casca de ovo, osso, cartilagem e vísceras) a partir de 

propriedades dos espectros de emissão. Os autores concluíram que a intensidade dos espectros 

de emissão mostrou-se dependente das condições de focalização dos pulsos do laser. 

Cabe informar que, até o momento, não existe nenhum trabalho visando à análise 

quantitativa de materiais vegetais por fs-LIBS, sendo que seu uso está restrito somente às 

aplicações envolvendo mapeamento elementar de estruturas vegetais devido aos menores 

efeitos térmicos inerentes à ablação com pulsos de fs.1, 81-83 A ablação em regime de fs 

proporciona melhor precisão lateral e axial, com resolução da ordem de 100 nm,84 permitindo 

inclusive a análise de células individuais de plantas sem dano colateral induzido pelas ondas de 

choque.85 
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1.3 Análise de materiais vegetais por LIBS 

 

1.3.1 Importância 

  

A determinação de macro- e micronutrientes em material foliar é de suma importância 

para avaliar o estado nutricional de plantas e é comumente utilizada para a detecção de 

deficiências nutricionais que podem limitar a produção e a qualidade de frutas, legumes e 

cereais.1 

Em geral, a determinação dos elementos nas folhas é realizada em amostras 

devidamente coletadas, limpas (lavadas), secas e homogeneizadas. Os métodos tradicionais 

incluem a digestão por via úmida de uma porção de amostra (e.g., 250 – 1000 mg), em sistemas 

abertos ou fechados, para a posterior determinação dos elementos por métodos bem 

estabelecidos como a espectrometria de absorção atômica com chama (FAAS) e espectrometria 

de emissão óptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).86 A digestão assistida por 

radiação micro-ondas, em frascos fechados, com HNO3 e H2O2 constitui o método de preparo 

de amostras mais recomendado para a decomposição de plantas. Segundo Trevizan et al., 87, 88 

a análise dos digeridos por ICP OES é o método mais apropriado para as determinações em 

rotina da maioria dos macro- e micronutrientes devido à sua características multielementar e 

simultânea. Pode-se realizar as determinações de P, K, Ca, Mg, S, Fe, Cu, Mn, Zn e B em 

aproximadamente 20-30 s em cada digerido empregando-se instrumentação moderna com 

configuração óptica radial e axial. 

LIBS apresenta características bastante atraentes como a análise multielementar e 

simultânea,10 e também as vantagens associadas à análise direta de sólidos como por exemplo 

a diminuição do número de etapas do pré-tratamento da amostra, redução dos riscos de 

contaminação, e eliminação ou redução da geração de resíduos.89 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 analítico em questão. 

No caso da análise de amostras vegetais por LIBS, observa-se um aumento expressivo 

no número de aplicações envolvendo a análise elementar qualitativa e quantitativa.1, 81 Embora 

a análise qualitativa seja uma tarefa bastante simples, a obtenção de resultados quantitativos no 

que se refere à composição elementar das amostras é mais complexa.90 
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1.3.2 Estratégias de calibração 

 

Em termos gerais, a calibração ainda é uma etapa bastante crítica na análise direta de 

sólidos. Esta afirmação é particularmente válida para LIBS, LA-ICP-MS e LA-ICP OES, uma 

vez que estes métodos apresentam calibração bastante dependente das características físicas e 

químicas da matriz e, também, por se observar uma carência de CRMs adequados.78  

Curvas de calibração preparadas com CRMs têm sido eventualmente utilizadas para 

análises quantitativas em LIBS,91 e esta estratégia tem sido usada para a análise de amostras 

vegetais.87, 88, 92-94 Além disso, o uso de curvas de calibração construídas com amostras 

previamente analisadas por um método de referência também é uma alternativa viável, 

principalmente quando CRMs apropriados não estão disponíveis.95 Recentemente, outra 

estratégia bastante interessante para a produção de materiais de calibração com compatibilidade 

de matriz foi proposta por Gomes et al.78 Esses autores submeteram uma porção de amostras de 

folhas de cana-de-açúcar cominuídas a um procedimento de extração ácida a fim de se produzir 

uma amostra contendo baixas concentrações dos analitos, ou até mesmo um branco, que, 

posteriormente, foi misturado à amostra original, em diferentes proporções, obtendo-se um 

conjunto de amostras de calibração com compatibilidade de matriz. Posteriormente, a 

composição química desses materiais foi determinada por ICP OES após digestão ácida, e a 

adequabilidade desses materiais foi demonstrada visando à determinação de Ca, P, K, Mg, Cu, 

Mn e Zn por ns-LIBS em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar. 

Métodos de calibração multivariada como, por exemplo, a regressão pelos mínimos 

quadrados parciais (PLS – partial least square regression) também têm sidos empregados em 

análise quantitativa de plantas por LIBS.95, 96 Esses métodos são mais versáteis frente à 

complexidade dos espectros de emissão, uma vez que fatores relacionados com as variações 

nas respostas analíticas podem ser correlacionados com as propriedades de interesse de maneira 

mais eficiente e robusta. Idealmente, cada fator adicionado ao modelo de calibração deveria 

descrever uma variação relevante para a previsão das espécies de interesse.97 No tocante à 

análise de materiais vegetais, o uso de PLS mostrou-se apropriado para a análise de folhas,95, 96 

grãos de café,98 e madeiras tratadas.99 

Outra possibilidade é o uso do método Calibration-free LIBS (CF-LIBS), que constitui 

em uma estratégia para análises multielementares quantitativas que não requer o uso de curvas 

de calibração e de padrões com compatibilidade de matriz.100, 101 Em CF-LIBS, as frações de 

massa dos analitos são determinadas a partir de algoritmos que consideram as intensidades das 

linhas do espectro de emissão, as constantes espectroscópicas (e.g., probabilidades da transição 
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eletrônica e energias de excitação), as propriedades físicas do plasma (e.g., densidade eletrônica 

e temperatura), e a hipótese de que o plasma encontra-se em equilíbrio termodinâmico local. 

Informações detalhadas sobre o estado da arte de CF-LIBS foram descritas por Tognoni et al.101  

CF-LIBS tem sido usado para a análise de folhas de álamo 102 e de batatas frescas.103-105 

Segundo os autores, 103, 104 resultados concordantes entre os dados estimados por CF-LIBS e as 

frações de massa determinadas pelos métodos de referência (i.e., ICP OES, ICP-MS, e AAS) 

foram obtidos. No entanto, os dados apresentados nos trabalhos mencionados não suportam as 

respectivas conclusões. Analogamente, Lei et al. 105 e Ma et al. 102 não apresentaram dados 

sobre a exatidão dos resultados. Cabe informar que essas dificuldades observadas na análise de 

amostras orgânicas deveriam ser esperadas, pois, segundo Tognoni et al., 101 apesar de CF-LIBS 

ser adequado para uma caracterização global de uma dada matriz, este método pode apenas 

fornecer uma análise semi-quantitativa dos componentes minoritários, pois as incertezas 

relativas às determinações dos elementos majoritários podem refletir em erros relativos que 

prejudicam a determinação dos elementos minoritários.  

Recentemente, Cavalcanti et al. 106 propuseram o método “One-point calibration for 

CF-LIBS”, que se baseia no uso de apenas uma amostra de calibração, com compatibilidade de 

matriz, para melhor determinar os parâmetros probabilísticos a serem empregados em  

CF-LIBS. No entanto, ainda não existe nenhuma aplicação deste método para a análise de 

materiais vegetais. 

 

1.3.3 Análise quantitativa  

 

 Duas estratégias podem ser usadas para a análise de amostras vegetais pulverizadas por 

LIBS. A primeira baseia-se na análise direta do pó fixado em uma fita adesiva de dupla-face 

colada sobre uma lâmina de vidro.93 Apesar de ser aparentemente simples, esta alternativa 

requer uma manipulação cuidadosa do material cominuído, a fim de se obter uma camada fina, 

uniforme e reprodutível sobre a fita adesiva.107 A outra estratégia baseia-se no preparo de 

pastilhas a partir da prensagem da amostra cominuída (e.g., 0,5 a 2,0 g). Esta abordagem tem 

sido amplamente explorada, pois proporciona maior repetitividade e reprodutibilidade das 

medições. Contudo, a distribuição do tamanho das partículas deve ser considerada para se obter 

uma apresentação apropriada das pastilhas para a análise por LIBS.107, 108  

Trevizan et al. avaliaram ns-LIBS para a determinação de macronutrientes (P, K, Ca e 

Mg) 87 e de micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn) 88 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 moídas criogenicamente por 2 min. Cabe informar que a distribuição do tamanho das 

partículas das amostras não foi considerada no preparo das pastilhas. A repetitividade das 

medições feitas em 10 pontos de amostragem na superfície da pastilha variou entre 4 e 30 %.88 

Os resultados previstos por ns-LIBS foram parcialmente concordantes com os de referência, 

obtidos por ICP OES após digestão ácida das amostras. Os resultados discrepantes foram 

atribuídos aos efeitos de matriz e às diferenças na distribuição do tamanho das partículas dos 

CRMs e das amostras analisadas. 

 Posteriormente, Pouzar et al.109 propuseram um método para a determinação de K, P, 

Mg e Ca em pastilhas de folhas de plantas provenientes de diferentes espécies, preparadas a 

partir da prensagem do material cominuído criogenicamente por 4 min, empregando-se na 

calibração 7 amostras de folhas de cevada e 3 de folhas de papoula. Os autores observaram 

resultados concordantes com os de referência (ICP OES e FAAS após digestão ácida) quando 

amostras com composição química similar foram analisadas, sendo que os resultados 

discrepantes foram associados às diferenças na composição química entre os CRMs utilizados 

na validação e as amostras utilizadas na calibração. 

 Em outra contribuição, Braga et al.96 compararam o desempenho de modelos de 

calibração uni- e multivariados, baseados em PLS, para a determinação de B, Cu, Fe, Mn e Zn 

em pastilhas de folhas provenientes de diferentes espécies, preparadas a partir da prensagem de 

amostras moídas criogenicamente por 6 min e misturadas com celulose 30 % m/m.  

Os autores empregaram um conjunto de 15 amostras, previamente analisadas por ICP OES após 

digestão ácida, para a construção dos modelos de calibração, sendo observados desempenhos 

similares entre as duas estratégias de calibração. No entanto, o uso de PLS mostrou-se mais 

robusto, pois proporcionou um número menor de amostras anômalas (outliers). Embora o uso 

de aglutinante tenha melhorado a geometria das crateras e reduzido a porosidade das pastilhas, 

ele não reduziu os efeitos de matriz. 

 Observou-se uma melhora significativa na qualidade dos resultados quando amostras de 

calibração e de validação semelhantes em termos de composição química e de propriedades 

físicas foram utilizadas, conforme demonstrado por Nunes et al.95 na determinação de P, K, Ca, 

Mg, B, Cu, Fe, Mn e Zn em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar (41 amostras provenientes de 

6 variedades), preparadas a partir da prensagem das folhas moídas criogenicamente por 40 min. 

Com exceção do Fe, os resultados previstos por ns-LIBS empregando-se tanto calibração 

univariada quanto PLS mostraram-se bastante concordantes com os de referência (ICP OES 

após digestão ácida). Somente PLS forneceu resultados exatos para Fe. Esses resultados 
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demonstram que existe uma dependência das propriedades físico-químicas da matriz na 

calibração em ns-LIBS. 

 Posteriormente, Souza et al.2 confirmaram que a calibração é dependente das 

propriedades físico-químicas da matriz e, também, do uso de condições experimentais 

apropriadas como, por exemplo, a fluência do laser, conforme demonstrado para a determinação 

de Si em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar provenientes de 18 variedades distintas, 

preparadas a partir da prensagem das folhas moídas criogenicamente por 40 min. Esses autores 

observaram uma maior concordância entre os resultados previstos por ns-LIBS e os de 

referência (ICP OES após digestão alcalina) quando a fluência do laser foi aumentada de 25 

para 50 J cm-2. 

 

1.4 Objetivos 

 

O objetivo desta tese foi avaliar estratégias visando à diminuição dos efeitos de matriz 

na determinação quantitativa de macro- e micronutrientes em plantas por LIBS. Em uma 

primeira etapa, foram avaliados os efeitos do tamanho das partículas e da fluência na análise de 

material foliar por ns-LIBS a 1064 nm. As variações nas intensidades dos sinais de emissão de 

Ca, K, Mg, P, B e Mn e na precisão das medições foram avaliadas com a análise de pastilhas 

preparadas com diferentes distribuições do tamanho das partículas em diferentes condições de 

fluência.  

Em uma segunda etapa, avaliaram-se os efeitos do comprimento de onda do laser de 

Nd:YAG, de 266 a 1064 nm, na determinação de P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, B, Al e Na em 

pastilhas de folhas de cana-de-açúcar por ns-LIBS.  

Posteriormente, foram investigados os desempenhos de ns-LIBS e fs-LIBS na 

determinação de macro- e micronutrientes em amostras de folhas de várias culturas de interesse 

agronômico. Nesta etapa, modelos de calibração uni- e multivariado também foram 

investigados visando à determinação de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Preparo das amostras 

 

A análise quantitativa de tecidos vegetais por LIBS requer que as amostras sejam 

analisadas na forma de pastilhas, preparadas pela prensagem de folhas previamente secas e 

moídas/cominuídas. Este procedimento visa ao aumento da micro-homogeneidade dos 

elementos na amostra teste, e à minimização de variações na densidade, porosidade e 

rugosidade das mesmas.1 

Os experimentos para avaliar os efeitos da distribuição do tamanho das partículas nos 

sinais de emissão foram feitos com amostras de folhas de boldo-do-Chile (Peumus boldus 

Molina) adquiridas no Laboratório Fármaco-botânico Prof. Walter Radamés Accorsi. Alíquotas 

de 2 g de folhas de boldo, previamente moídas em moinho de facas com peneira com abertura 

de 600 µm (Marconi, Brasil), foram cominuídas em moinho criogênico (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. Após cominuição criogênica, 

o material foi peneirado através de peneiras de aço inoxidável com aberturas de 150, 106, 75, 

53 e 20 µm (ASTM 100, 140, 200, 270 e 635, respectivamente) com o auxílio de um agitador 

de peneiras vibratório.110 O procedimento de moagem/peneiramento foi repetido até a obtenção 

de alíquotas de cada fração suficientes para a realização dos experimentos.  

Para a avaliação dos efeitos da fluência do laser na exatidão das medições, utilizou-se 

um conjunto de amostras de folhas provenientes de 23 variedades de cana-de-açúcar, sendo 18 

desenvolvidas pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC - Piracicaba, SP) e 05 pelo Instituto 

Agronômico de Campinas (IAC – Campinas, SP). Essas amostras foram coletadas de acordo 

com protocolo recomendado para fins de diagnose foliar.111, 112 Para cada variedade foram 

coletadas 40 folhas diagnóstico (“folha + 1”), ao acaso, dentro do talhão. Cada folha foi dividida 

em 3 partes e somente o terço médio foi amostrado. Retirou-se a nervura central manualmente. 

Os terços médios foram lavados com água corrente e, posteriormente, com água destilada para 

retirar as partículas de poeira e solo aderidas à superfície das mesmas. Em seguida, eles foram 

transferidos para sacos de papel perfurados, devidamente identificados, e colocados em estufa 

com circulação forçada de ar (Fanem, São Paulo, Brasil) entre 60 e 65 ºC até massa constante 

(cerca de 72 horas). Alíquotas de 2 g de folhas de cana-de-açúcar, previamente moídas em 

moinho de facas (partículas < 600 µm), foram cominuídas em moinho criogênico (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.95  

Os experimentos para avaliar os efeitos do comprimento de onda do laser foram feitos 

com um conjunto de amostras de folhas de cana-de-açúcar provenientes de 14 variedades. Essas 

amostras foram cominuídas em moinho de bolas planetário PM 400  

(Retsch, Alemanha). Cerca de 20 g de amostra, previamente moída em moinho de facas 

(partículas < 600 µm), e 100 bolas de ágata com 10 mm de diâmetro foram introduzidos no 

interior de um frasco de ágata de 250 mL, submetendo-se o conjunto a 400 rpm durante  

60 min. O sentido de rotação dos frascos foi alternado, permanecendo 10 min no sentido horário 

e 10 min no sentido anti-horário, conforme recomendado.107, 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 várias 

culturas de interesse agronômico, provenientes de 15 espécies distintas (Tabela 2.1). A 

cominuição dessas amostras laboratoriais, previamente moídas em moinho de facas com 

peneira com abertura de 600 μm, foi feita em moinho criogênico Spex 6800 Freezer Mill (Spex, 

USA). Cerca de 2 g de amostra foram moídos 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.113 O peneiramento das amostras moídas 

criogenicamente foi feito através de peneiras de aço inoxidável (Bertel, Brasil) com abertura de 

75 μm (ASTM 200) empregando-se um agitador vibratório (Bertel, Brasil) por 10 min, 

conforme recomendado.108 Para essas amostras, a fração das partículas maiores que 75 μm foi 

descartada. 

Além das amostras mencionadas na Tabela 2.1, foram analisados materiais de 

referência certificados (CRMs) de origem vegetal produzidos pelo National Institute of 

Standards and Technology (NIST). Os códigos dos CRMs e as respectivas matrizes estão 

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 aço 

inoxidável, aplicando-se 8,0 t cm-2 durante 3 min.87 As pastilhas apresentaram 15 mm de 

diâmetro e aproximadamente 2 mm de espessura. 
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Tabela 2.1 – Espécies de plantas utilizadas nesta tese (n = número de amostras) 

Nome popular Nome científico n 

Cana-de-açúcar 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 

Feijão* Phaseolus vulgaris 1 

Banana Musa paradisiaca 1 

Alface Lactuca sativa 1 

Braquiária 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 referência certificados (CRM) de origem vegetal. 

Código Matriz 

NIST 1515 Folhas de macieira 

NIST 1547 Folhas de pessegueiro 

NIST 1570a Folhas de espinafre 

NIST 1573a Folhas de tomateiro 

NIST 1575a Acículas de pinheiro 
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2.2 Instrumentação em LIBS 

 

2.2.1 Sistema ns-LIBS com laser de Nd:YAG e espectrômetro com óptica Echelle e ICCD 

 

Utilizou-se um laser pulsado de Nd:YAG (Brilliant, Quantel, França) operando no 

comprimento de onda fundamental (1064 nm) e produzindo pulsos de laser com 6 mm de 

diâmetro (fator de qualidade M2 < 2), energia máxima de 365 ± 3 mJ, 5 ns de duração  

(full width at half maximum - FWHM) e taxa de repetição de 10 Hz. A geração dos harmônicos 

foi feita com cristais deuterizados (KD*P). Cada módulo de geração dos harmônicos possui um 

cristal posicionado no interior de uma célula selada e com estabilização térmica. As janelas das 

células possuem revestimento anti-reflexo de acordo com o respectivo comprimento de onda. 

O segundo harmônico (532 nm) foi gerado acoplando-se o módulo 2ω em frente à janela de 

saída do laser. A geração do terceiro (355 nm) ou do quarto harmônico (266 nm) pode ser feita 

acoplando-se os respectivos módulos (3ω ou 4ω) na janela de saída do módulo 2ω. A 

temperatura dos módulos 2ω e 3ω é estabilizada automaticamente, enquanto que a do módulo 

4ω é definida experimentalmente pela resistividade aplicada na célula selada.  

Os pulsos de laser foram focalizados na superfície da pastilha com uma lente 

convergente plano-convexa de sílica fundida (2,54 cm de diâmetro e distância focal de  

20,0 cm (Edmund Optics, EUA). As pastilhas foram posicionadas em um suporte, o qual foi 

fixado em um controlador manual com translação em 2 eixos, movendo-se ortogonalmente em 

relação ao feixe do laser, que também permite a análise das pastilhas em movimento giratório.  

A ablação foi feita em fluxo laminar de argônio, com vazão de 4 L min-1, tangencialmente à 

superfície da pastilha fixada no suporte da amostra, diminuindo a presença de ar atmosférico 

no ambiente de reação. 

A emissão do plasma foi focalizada por um telescópio composto por lentes plano-

convexas convergentes de sílica fundida com distância focal de 50 e 80 mm  

(LLA Instruments GmbH, Alemanha), o qual foi acoplado com o auxílio de uma fibra óptica 

na fenda de entrada do espectrômetro. Utilizou-se um espectrômetro ESA 3000  

(LLA Instruments GmbH, Alemanha) equipado com óptica Echelle (distância focal de 25 cm e 

abertura numérica de 1:10) e detecção 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 × 24,6 mm. O espectrômetro possibilita a aquisição de sinais de emissão na região 

entre 200 e 780 nm, com resolução (λ/Δλ) entre 10000 e 20000. A dispersão 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 subtraída. A calibração dos 

comprimentos de onda foi feita com as linhas Hg I 253,652 nm e Zn I 213,855 nm emitidas por 

lâmpadas de descarga sem eletrodo de Hg e de Zn (EDL II 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 aquisição 

dos dados foi feita por computador com o software fornecido pelo fabricante. A Figura 2.1 

mostra o sistema ns-LIBS e o arranjo óptico utilizados. Neste sistema, os pulsos de laser são 

focalizados diretamente na superfície da pastilha através de uma lente plano-convexa, e a 

radiação emitida pelo plasma é coletada pelo telescópio, e direcionada para o espectrômetro por 

um cabo de fibra óptica. 

Realizou-se os experimentos envolvendo a influência da distribuição do tamanho das 

partículas a partir da análise de 10 pontos de amostragem independentes na superfície de cada 

pastilha (1,5 mm equidistantes entre si). Por conseguinte, coletou-se 10 espectros de emissão 

em cada pastilha (20 pulsos acumulados por espectro) e o processamento dos dados baseou-se 

na análise de 10 replicatas. Analogamente, no caso dos experimentos envolvendo os efeitos da 

fluência do laser na análise de pastilhas de folhas de cana-de-açúcar, considerou-se  

30 espectros de emissão (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 acumulação 

de 200 pulsos. Posteriormente, o processamento dos dados baseou-se na análise de 6 replicatas. 
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Figura 2.1 – (a) Montagem do sistema LIBS com laser de nanossegundos Brilliant operando 

a 266 nm; e (b) arranjo óptico com o suporte giratório da amostra. 

  

 

2.2.2 Sistema ns-LIBS com laser de Nd:YAG e espectrômetro com óptica Czerny-Turner 

e ICCD 

 

A segunda parte do experimento envolvendo a análise de plantas provenientes de 

diferentes espécies por ns-LIBS operando em diferentes comprimentos de onda foi feita no 

Departamento de Química Analítica da Universidade de Málaga, Espanha. Utilizou-se um laser 

pulsado de Nd:YAG (Brilliant B, Quantel, França) com energia máxima de 850 mJ por pulso 

no comprimento de onda fundamental, produzindo pulsos com 9 mm de diâmetro  

(fator de qualidade M2 < 2), 6 ns de duração (full width at half maximum - FWHM) e taxa de 
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repetição de até 20 Hz. A geração do segundo e quarto harmônicos foi feita com os respectivos 

módulos dobradores de frequência com cristais não-lineares de KD*P (Quantel, França). Após 

serem direcionados ortogonalmente por um espelho dicroico plano com refletância > 99 % de 

acordo com o comprimento de onda do laser (Newport, EUA), os pulsos de laser foram 

focalizados na superfície da pastilha com uma lente convergente plano-convexa (2,54 cm de 

diâmetro e distância focal de 75 mm, Edmund Optics, EUA). As pastilhas foram posicionadas 

em um suporte afixado em um controlador manual com translação em 2 eixos, movendo-se 

ortogonalmente em relação ao feixe do laser. A ablação foi feita em atmosfera de argônio com 

vazão de 4,0 L min-1 tangencialmente à superfície da pastilha. 

Para a obtenção dos espectros de emissão, a radiação emitida pelo plasma foi focalizada 

na entrada de uma fibra óptica (diâmetro interno de 600 µm, 2 m de comprimento), acoplada 

na fenda de entrada do espectrômetro, através de uma lente plano-convexa de sílica fundida 

(2,54 cm de diâmetro e distância focal de 120 mm, Edmund Optics, EUA), posicionada a 120 

mm do plasma. Utilizou-se um espectrômetro Shamrock 303i (Andor Technology, Irlanda) 

equipado com óptica Czerny-Turner (distância focal de 303 mm) e câmera ICCD (intensified 

charge-coupled device) Andor iStar DH740-25F-03 de 1024 x 1024 pixels (dimensão de cada 

pixel = 13,5 µm2). A temperatura da ICCD foi mantida em -10 ºC. A fenda de entrada do 

espectrômetro foi fixada em 10 µm e utilizou-se uma rede de difração com 1200 linhas mm-1. 

Esta condição proporcionou uma janela espectral de cerca de 65 nm com resolução de 0,10 nm. 

As medições 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 

são refletidos por um espelho dicroico plano e focalizados na superfície da pastilha através de 

uma lente plano-convexa. A radiação emitida pelo plasma é coletada por uma lente, focalizada 

na entrada de um cabo de fibra óptica e direcionada para o espectrômetro. 
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Figura 2.2 - Montagem do sistema LIBS com laser de nanossegundos Brilliant B operando 

a 1064, 532 e 266 nm.  

 

  

Para a aquisição de imagens do plasma, a radiação emitida pelo plasma foi focalizada 

por uma lente plano-convexa de sílica fundida (2,54 cm de diâmetro e distância focal de  

120 mm, Edmund Optics, EUA) na janela de entrada da câmera ICCD. Para atenuar a radiação 

emitida pelo plasma, empregou-se um filtro de densidade óptica de 1,5 (25 mm de diâmetro, 

neutro para as regiões UV-VIS) que proporciona transmitância de 3 % da radiação incidente 

(#47-209, Edmund Optics, EUA). As imagens foram integradas durante 15 ns, empregando-se 

diferentes tempos de atraso em relação ao pulso do laser (de 250 a 2000 ns). A Figura 2.3 

ilustra a montagem óptica usada nesse experimento. Neste sistema, a imagem do plasma 

induzido por laser, atenuada por um filtro, é projetada na janela de entrada da câmara ICCD 

através de uma lente. 



55 
 

 

Figura 2.3 - Montagem óptica usada para aquisição de imagens do plasma. 

 

2.2.3 Sistema fs-LIBS com laser de Ti:Safira e espectrômetro com óptica Czerny-Turner 

e ICCD 

 

Os experimentos com LIBS em regime temporal de femtossegundos foram feitos no 

Departamento de Química Analítica da Universidade de Málaga, 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 máxima de 3,3 mJ por pulso (fator de qualidade M2 

< 1,3), 60 fs de duração (FWHM) e taxa de repetição de até 10 kHz. Após serem direcionados 

ortogonalmente por um espelho dicroico plano com refletância > 99 % na região de 800 nm 

(EKSMA Optics, Lituânia), os pulsos do laser foram focalizados na superfície da pastilha com 

uma lente convergente plano-convexa BK7 (2,54 cm de diâmetro e distância focal de 75 mm, 

EKSMA Optics, Lituânia). As pastilhas foram posicionadas em um suporte afixado em um 

controlador manual com translação em 2 eixos, movendo-se ortogonalmente em relação ao 

feixe do laser. A ablação foi feita em atmosfera de argônio com vazão de 4,0 L min-1 

tangencialmente à superfície da pastilha. 
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Para a obtenção dos espectros de emissão, a radiação emitida pelo plasma foi focalizada 

na entrada de uma fibra óptica (diâmetro interno de 1000 µm, 1,5 m de comprimento), acoplada 

na fenda de entrada do espectrômetro, através de uma lente plano-convexa de sílica fundida 

(3,81 cm de diâmetro e distância focal de 53 mm, Edmund Optics, EUA), posicionada a 53 mm 

do plasma.15 Utilizou-se um espectrômetro Shamrock 303i (Andor Technology, Irlanda) 

equipado com óptica Czerny-Turner e ICCD, cujas especificações estão detalhadas no item 

2.2.2. A Figura 2.4 mostra o sistema fs-LIBS utilizado. Neste sistema, os pulsos de laser são 

refletidos por um espelho dicroico plano e focalizados na superfície da pastilha através de uma 

lente plano-convexa. A radiação emitida pelo plasma é coletada por uma lente, focalizada na 

entrada de um cabo de fibra óptica e direcionada para o espectrômetro. 

 

 

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

 

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

de nanossegundos (a 1064, 532 e 266 nm), item 3.5, foram feitos a partir da análise de  
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15 pontos de amostragem distintos na superfície de cada pastilha (1,5 mm equidistantes entre 

si). Embora um total de 15 espectros de emissão tenham sido coletados em cada pastilha, o 

processamento subsequente dos dados baseou-se na análise em triplicatas, onde cinco espectros 

acumulados (oriundos de 5 pontos de amostragem) foram processados em um espectro médio 

representativo da amostra. Esta estratégia de combinação de espectros individuais permite a 

obtenção de um espectro mais representativo, minimizando assim alguns inconvenientes 

relacionados à falta de homogeneidade dos analitos nas amostras consideradas.  

 

2.3 Método de referência 

 

A espectrometria de emissão óptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) foi 

usada como método de referência para a determinação dos elementos de interesse após 

decomposição ácida das amostras assistida por radiação micro-ondas. Este procedimento é bem 

consolidado e amplamente utilizado para a determinação de macro- e micronutrientes em 

material foliar.1, 86, 114 

 

2.3.1 Digestão ácida assistida por radiação micro-ondas 

 

As decomposições das amostras de tecido vegetal assistidas por radiação micro-ondas 

foram feitas em triplicata, transferindo-se 250 mg do material seco e moído para os frascos de 

digestão de PTFE (TFM®) e adicionando-se 6,0 mL de 20 % v/v HNO3 e 1,0 mL de 30 % m/m 

H2O2 em cada frasco.114 Os frascos de TFM foram acondicionados individualmente em 

cilindros de proteção 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 digestão das amostras foi utilizado (Tabela 2.3). Após o resfriamento, a solução 

da amostra digerida foi transferida para tubos tipo Falcon de polietileno de 25,0 mL e o volume 

completado com água. 
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Tabela 2.3 – Programa de aquecimento para decomposição de amostras de tecido vegetal 

assistida por radiação micro-ondas. 

Etapa Tempo (min) Temperatura (ºC) Potência (W) 

1 5 160 1000 

2 2 - 0 

3 5a 230 1000 

4 15 230 1000 

5 30 25 0 

NOTA: a Rampa de aquecimento; como medida de segurança, para evitar aumentos abruptos de pressão, a máxima 

temperatura externa dos cilindros de proteção foi programada para 90 ºC. 

 

2.3.2 Determinação dos elementos por ICP OES 

 

As determinações de macro- e micronutrientes nas amostras digeridas foram feitas por 

ICP OES com vista radial e nebulizador de fluxo cruzado em condições robustas de análise. 115, 

116 Os digeridos das frações peneiradas de amostras de boldo foram analisados no espectrômetro 

de emissão óptica 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, Austrália) com vista radial. A Tabela 2.4 apresenta os parâmetros 

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 – Parâmetros operacionais utilizados nos espectrômetros de emissão óptica com 

plasma acoplado indutivamente Perkin Elmer Optima 3000 DV e Varian Vista RL.  

Parâmetros operacionais Valores 

 Optima 3000 DV Vista RL 

Potência da radiofrequência (kW) 1,4 1,3 

Vazão do gás do plasma (L min-1) 15 15 

Vazão do gás auxiliar (L min-1) 0,5 1,5 

Vazão do gás de nebulização (L min-1) 0,7 0,6 

Vazão da amostra (mL min-1) 1,0 1,0 

Altura de observação (mm) 15 8 

Número de replicatas 3 3 

Linhas de emissão (nm) Ca II 317,933, Mg I 285,212, K I 769,897, P I 

214,914, B I 208.957, Cu I 327,396,  

Fe II 259,939, Mn II 294,920, Zn I 213,855, Al 

I 237,312, e Na I 588,995. 
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2.3.3 Espectrometria de fluorescência 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 µm provocou mudanças na composição química como, por exemplo, um 

aumento na concentração de micronutrientes na fração contendo partículas menores,108, 117 as 

pastilhas preparadas com as amostras peneiradas e não-peneiradas foram analisadas por 

EDXRF. Cabe informar que a inerente característica não-destrutiva deste método permitiu que 

as mesmas pastilhas fossem, posteriormente, analisadas por LIBS. 

Utilizou-se um espectrômetro de fluorescência de raios-X por energia dispersiva 

(Shimadzu EDX-720, Japão) equipado com tubo de raios X de Rh de 50 W e um detector de 

Si(Li) refrigerado com N2 líquido. As amostras, na forma de pastilhas, foram acondicionadas 

sobre membrana Mylar® 3517 (6 µm de espessura, Spex, EUA) fixada em suporte de 

polietileno (31 mm de diâmetro) compatível com o autoamostrador do equipamento. As 

pastilhas foram analisadas em triplicata utilizando-se os parâmetros operacionais descritos na 

Tabela 2.5.112 

 

Tabela 2.5 – Parâmetros operacionais utilizados nas determinações por EDXRF. 

Parâmetro Condição 

Voltagem aplicada no tubo (kV) 50 

Corrente elétrica aplicada no tubo (µA) 73  

Atmosfera de irradiação Vácuo (30 Pa) 

Diâmetro do feixe de irradiação (mm) 5  

Tempo de contagem (s) 300 

Região espectral analisada (keV) 1 – 40 

Raios-X característicos (keV) Si Kα 1,74, P Kα 2,01, S Kα 2,31, K Kα 3,31, Ca Kα 

3,69, Mn Kα 5,90, Fe Kα 6,40,  

Cu Kα 8,05 e Zn Kα 8,64. 

 

 

Posteriormente, aplicou-se o teste t-Student, bicaudal, ao nível de 95 % de confiança, 

para comparar as intensidades de emissão de raios-X característicos dos elementos nas frações 
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peneiradas e nas amostras laboratoriais correspondentes. Nos casos em que foram observadas 

diferenças significativas entre as intensidades dos raios-X característicos de pastilhas 

preparadas com amostras peneiradas e não peneiradas, aplicou-se um fator de correção, 

proporcional à razão entre as intensidades de emissão, no valor de fração de massa 

correspondente.  

 

2.3.3.2 µ-EDXRF 

 

Realizou-se o mapeamento microquímico de potássio nas pastilhas preparadas com as 

diferentes frações de tamanho das partículas por µ-EDXRF. Este elemento foi escolhido por 

apresentar limite de quantificação apropriado por µ-EDXRF, de cerca de 0,9 g kg-1 K.118 Isso 

permitiu a determinação deste elemento, de maneira adequada, nos 400 pontos de amostragem, 

mesmo nas frações mais heterogêneas. Cabe informar que os limites de quantificação 

relativamente altos para Fe, Mn, Cu e Zn 118 impediram a construção de mapas microquímicos 

para estes micronutrientes. 

Utilizou-se o equipamento µEDX-1300 (Shimadzu, Japão) equipado com tubo de raios-

X de Rh e detector semicondutor de Si(Li). Para a construção dos mapas microquímicos, 

selecionou-se, de maneira aleatória, uma área de 1,0 mm2 na superfície de cada pastilha. Essa 

área contém 400 pontos de amostragem, com 50 µm de diâmetro cada, espaçados 50 µm entre 

si. Os parâmetros operacionais utilizados no equipamento foram: diferença de potencial e 

corrente aplicadas no tubo: 15 kV e 100 µA; tempo de integração dos sinais: 10 s por ponto de 

amostragem (com tempo morto de 25 %).118 

A fração de massa de potássio foi estimada de maneira semiquantitativa dividindo-se o 

teor de K da amostra laboratorial pela intensidade média do raio-X característico K Kα 3,31 

keV dos 400 pontos de amostragem (1,0 mm2). O fator resultante foi empregado para converter 

as unidades de intensidade (cps µA-1) em fração de massa (g kg-1). 
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2.4 Determinação da distribuição do tamanho das partículas 

 

A distribuição do tamanho das partículas das frações peneiradas foi obtida por difração 

a laser, pela via úmida, utilizando-se o equipamento Laser Particle Sizer MicroTec Plus 

Analysette 22 (Fritsch, Alemanha). As medições foram feitas em triplicata, em porções de cerca 

de 50 mg. 

 

2.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

As imagens microscópicas foram adquiridas nas pastilhas recobertas com platina 

empregando-se um microscópio eletrônico de varredura com detector de elétrons secundários 

(LEO Stereoscan 440). 

 

2.6 Determinação da temperatura do plasma 

 

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

partir da Equação 2.1:87, 119 

 

ln (
𝐼. 𝜆

𝑔. 𝐴
) = − 

𝐸

𝑘. 𝑇
− ln (

4𝜋𝑍

ℎ. 𝑐. 𝑁0
) 

(Equação 2.1) 

 

onde: I é a intensidade da linha de emissão, λ é o comprimento de onda, A é a probabilidade de 

transição eletrônica, g é o peso estatístico do nível eletrônico, E é a energia no estado excitado, 

k é a constante de Boltzmann (1,38 × 10-23 J K-1), T é a temperatura (em Kelvin), Z é a função 

de partição derivada do peso estatístico no estado fundamental, h é a constante de Plank (6,626 

x 10-34 J s), c é a velocidade da luz (3 x 108 m s-1) e N0 é a população do estado fundamental. O 

gráfico do termo da direita da Equação 1 em função de E resulta em uma reta cujo coeficiente 

angular é igual a −
1

𝑘𝑇
 . Os valores das constantes espectroscópicas das linhas iônicas de Fe 

utilizadas na distribuição de Boltzmann estão listadas na Tabela 2.6. 

Neste trabalho, a temperatura do plasma foi estimada empregando-se as intensidades 

das linhas de Fe II emitidas pelo plasma induzido por laser de Nd:YAG, operando nos 4 

harmônicos, formado na superfície de pastilhas de folhas de espinafre (NIST 1570a). A 

intensidade das linhas de emissão foi medida empregando-se 200 pulsos acumulados, 2,0 µs de 

atraso e 5,0 µs de integração. 
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Tabela 2.6 – Constantes espectroscópicas das linhas de Fe II usadas para a determinação da 

temperatura do plasma induzido por laser pela distribuição de Boltzmann. λ = comprimento de 

onda, A = probabilidade da transição eletrônica, E = energia, g = peso estatístico do nível 

eletrônico. Dados da referência.121 

 

λ (nm) A (s-1) E (eV) g  λ (nm) A (s-1) E (eV) g 

232,739 6,55 x 107 5,40 4  242,269 1,46 x 108 9,00 8 

233,131 3,17 x 107 5,54 8  243,226 1,57 x 108 7,94 8 

233,280 1,31 x 108 5,36 6  244,451 2,78 x 108 7,65 8 

233,801 1,13 x 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 107 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 5,9 x 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 3,1 x 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 1,02 x 108 5,25 4  261,187 1,2 x 108 4,79 8 

241,786 9,5 x 107 8,37 12  266,466 1,91 x 108 8,03 10 

242,269 1,46 x 108 9,00 8  275,573 2,15 x 108 5,48 10 

 

 

2.7 Tratamento quimiométrico dos dados 

 

Empregou-se a análise de agrupamentos hierárquicos (Hierarchical Cluster Analysis - 

HCA) para selecionar o conjunto de amostras para calibração e validação. Os métodos de HCA 

empregam diferentes técnicas de segmentação para agrupar aquelas amostras que compartilham 

características semelhantes dentro de um conjunto de dados. Baseado em uma análise 

supervisionada, a HCA procura semelhanças entre os objetos por meio de cálculos de 

distâncias, empregando-se processos aglomerativos ou divisivos. Enquanto o método 

aglomerativo considera inicialmente cada objeto como um grupo unitário e segue agrupando-

os sistematicamente por ordem de similaridade, o método divisivo considera inicialmente um 

único grupo de objetos e divide-o em dois ou mais grupos começando pelos objetos que são 
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mais dissimilares. A resposta gráfica é um dendrograma que mostra a similaridade entre os 

objetos em função das propriedades consideradas (i.e., o espectro de emissão óptica no presente 

caso).120  

Empregou-se o método de Ward como algoritmo de agrupamento hierárquico 

considerando-se os intervalos de comprimento de onda 200-265 e 280-340 nm, e utilizando-se 

a distância Euclidiana para computar a similaridade entre as amostras a serem agrupadas.120 

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® (Versão 4.2, Bruker, Alemanha) para realizar 

o tratamento quimiométrico dos espectros (i.e., HCA e calibração multivariada). 

O conjunto de amostras de calibração selecionados a partir da classificação 

dendrográfica foi inicialmente utilizado para se estabelecer as funções univariadas de regressão 

entre as respostas analíticas (área de pico da linha de emissão correspondente após subtração 

da radiação de fundo) e as correspondentes frações de massa dos analitos empregando-se os 

modelos clássicos de regressão pelos mínimos quadrados.122 Particularmente, considerando-se 

a sensibilidade e a seletividade espectral, as seguintes linhas de emissão foram selecionadas: 

Ca II 315,887, Mg I 285,212, P I 213,618, Cu I 324,755, Fe II 238,204, Mn II 257,610, e Zn II 

202,548 nm. 

Analogamente, empregou-se o mesmo conjunto de calibração para a construção dos 

modelos PLS (Partial least squares regression) a partir da definição dos intervalos de 

comprimentos de onda, do pré-processamento dos dados (e.g., eliminação de deslocamento 

constante, normalização vetorial), e do número de variáveis latentes mais apropriados. 

Empregou-se uma estratégia similar à usada em siPLS (synergy interval PLS) 123 para definir 

os intervalos espectrais. Neste caso, o intervalo espectral considerado é dividido em um número 

definido de intervalos. Posteriormente, o procedimento de otimização é feito com um intervalo 

espectral e, sucessivamente, outros intervalos são considerados com o objetivo de se estabelecer 

uma combinação que proporcione o menor valor da raiz quadrada do erro médio quadrático de 

previsão (RMSEP). Selecionou-se o número de variáveis latentes (rank) com base nos menores 

valores da soma dos quadrados dos erros de previsão (PRESS) do desvio médio do modelo em 

relação aos valores de referência. Utilizou-se a raiz quadrada do erro médio quadrático de 

calibração (RMSEC) e coeficiente de regressão r cal das amostras de calibração para descrever a 

coerência dos modelos de calibração. 

 



64 

Tanto os modelos de calibração univariados quanto os multivariados foram validados a 

partir da previsão da fração de massa dos analitos em amostras distintas àquelas empregadas no 

conjunto de calibração (i.e., conjunto de amostras de validação). Utilizaram-se os parâmetros 

estatísticos raiz quadrada do erro médio quadrático de previsão (RMSEP), coeficiente de 

regressão r val das amostras de validação, coeficiente de qualidade (QC) e desvio residual de 

previsão (RPD) para avaliar a capacidade de previsão dos modelos de calibração. Os valores de 

RMSEP foram calculados pela Equação 2.2:124 

 

𝑅𝑀𝑆𝐸𝑃 =  √
∑ (𝑦𝑖 −  �̂�𝑖)2𝑛

𝑛 − 𝑘
 (Equação 2.2) 

 

onde: 𝑦𝑖 é a fração de massa de referência determinada para a enésima amostra de validação, 

�̂�𝑖 é o valor associado previsto pelo modelo, 𝑛 é o número de amostras do conjunto de validação 

e 𝑘 é número de variáveis latentes empregadas no modelo PLS. 

O parâmetro QC, calculado a partir da expressão proposta por Vankeerberghen and 

Smeyers-Verbeke125 (Equação 2.3), determina a taxa de erro esperada para a previsão das 

frações de massa dos analitos em amostras futuras.120, 125 Quanto mais alto for o valor de QC, 

menor será a concordância entre as previsões. 

 

𝑄𝐶(%) =
√

∑ (
�̂�𝑖 − 𝑦𝑖

𝑦𝑖
)

2
𝑛

(𝑛 − 1)
× 100 

(Equação 2.3) 

 

 Entretanto, o parâmetro RPD avalia a habilidade do modelo de calibração em prever a 

fração de massa de um dado nutriente de acordo com o intervalo de fração de massa abrangido 

pelo modelo.126 Assim, o índice RPD é calculado pela razão entre o desvio-padrão dos valores 

de fração de massa de referência do conjunto de calibração (sd) e o valor de RMSEP 

correspondente (Equação 2.4). Quanto mais alto for o valor de RPD, melhor será a exatidão 

das previsões.120 

 

𝑅𝑃𝐷 =  
𝑠𝑑

𝑅𝑀𝑆𝐸𝑃
 (Equação 2.4) 
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Por último, utilizou-se o desvio-padrão combinado das triplicatas de validação (strip) para 

completar a descrição do desempenho preditivo dos modelos. Este parâmetro, calculado pela 

Equação 2.5, expressa a qualidade (repetitividade) das previsões de um determinado analito 

em uma dada amostra.127 

 

𝑠𝑡𝑟𝑖𝑝 = √∑
(𝑟 − 1)𝑠𝑖

2

(𝑟 − 1) × 𝑛

𝑛

 (Equação 2.5) 

 

onde: r é o número de replicatas (3 neste caso por se tratar de triplicatas); 𝑠𝑖 é o desvio-padrão 

da fração de massa estimada pelo modelo de calibração para cada uma das n amostras que 

englobam o conjunto de validação. 

 Amostras de calibração que apresentaram erros de previsão maiores que 100 % foram 

consideradas anômalas e retiradas do conjunto de calibração. Os limites de detecção (LOD) 

foram estimados utilizando a Equação 2.6:128 

 

𝐿𝑂𝐷 =  
𝑠𝑟𝑢í𝑑𝑜 × 𝑘

∝
 (Equação 2.6) 

 

onde: 𝑠𝑟𝑢í𝑑𝑜 = desvio-padrão da intensidade de emissão do ruído. Este valor foi calculado com 

base na intensidade de emissão de regiões espectrais independentes, localizadas nas vizinhanças 

das linhas de emissão de interesse; 𝑘 = 3,3; 𝛼 = coeficiente angular da função de calibração. 

 

 A exatidão dos métodos em LIBS foi avaliada estatisticamente empregando-se o método 

das elipses de confiança, calculadas a partir de uma função linear empregando-se regressão 

pelos mínimos quadrados ordinários OLS.129 Este método emprega a comparação dos valores 

obtidos para a inclinação e o intercepto de uma função linear de regressão entre os valores de 

referência e os estimados pelo modelo a ser testado. Nos casos em que o ponto ideal (0, 1) para 

o intercepto e a inclinação, respectivamente, estiver contido nos intervalos de confiança 

definidos pelas elipses, os conjuntos de dados podem ser considerados estatisticamente 

equivalentes no nível de confiança considerado (99 % no presente caso).130 Utilizou-se o 

software Matlab 6.5 (The MathWorks, Natick, MA) para o cálculo das elipses de confiança. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Caracterização física e química das amostras peneiradas  

 

3.1.1 Frações peneiradas em malhas com aberturas de 150 a 20 µm 

 

 Considerando-se a distribuição do tamanho das partículas das frações peneiradas, 

observou-se que as frações mais grosseiras foram caracterizadas por distribuição bimodal, 

enquanto que as três frações mais finas apresentaram distribuição tipicamente unimodal, cujos 

intervalos de distribuição se tornaram menores à medida que as frações foram peneiradas em 

peneiras com malhas de aberturas menores (Figura 3.1).  
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Figura 3.1 – Distribuição do tamanho das partículas das frações peneiradas em malhas com 

aberturas de 150, 106, 75, 53 e 20 µm. 

 

O peneiramento deveria, idealmente, restringir o tamanho máximo das partículas ao 

diâmetro nominal dos poros da peneira. No entanto, partículas alongadas, como as fibras, por 

exemplo, podem atravessar transversalmente os poros da peneira contribuindo para o aumento 

do intervalo do tamanho das partículas, conforme observado para todas as frações (Tabela 3.1). 
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Além disso, os poros da peneira também podem apresentar dimensões irregulares, o que 

contribui para esse efeito. Na difratometria com laser todas as partículas são tratadas como 

esferas, representando, portanto resultados sobre as partículas irregulares em diâmetros 

equivalentes.131 Assim, é evidente que quanto menor for o tamanho médio das partículas, menor 

será o intervalo de sua distribuição, conforme descrito na literatura para materiais biológicos 

peneirados.117, 131  

 

Tabela 3.1 – Informações sobre a distribuição do tamanho das partículas das frações 

peneiradas. Dados expressos em µm.  

Abertura nominal da malha 

da peneira 

Intervalo de tamanho das 

partículas 
Média d95 

150 1,2 – 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 

d95 = 95 % do volume acumulado 

 

Em relação à possível mudança de composição após o peneiramento, nenhuma diferença 

significativa nas frações de massa de P, K, Ca, Mg, B e Mn, determinadas por ICP OES após 

digestão ácida das amostras, foram observadas ao se analisar todas as frações peneiradas, ao 

nível de 95 % de confiança. Por outro lado, com relação à composição química estimada para 

a amostra laboratorial não-peneirada, observou-se que o peneiramento em peneira com abertura 

de 53 µm provocou um aumento na fração de massa de Zn de 4,5 vezes. O peneiramento com 

abertura de 20 µm provocou um aumento nos teores de Cu e Fe de 1,9 e 1,3 vezes, 

respectivamente. Estes fracionamentos podem estar relacionados à distribuição desses 

elementos na amostra bem como a forma em que se encontram ligados às diferentes estruturas 

vegetais, como a parede celular e organelas, por exemplo. No entanto, estudos mais 

aprofundados ainda são necessários para conhecimento dessas possibilidades. Assim, para 

evitar interpretações errôneas devido ao fracionamento de Fe, Cu e Zn, as futuras discussões se 

restringiram às determinações de Ca, K, Mg, P, B e Mn. Cabe informar que as frações de massa 

destes elementos são (11,7 ± 0,1) g kg-1 Ca, (8,8 ± 0,5) g kg-1 K, (2,1 ± 0,1) g kg-1 Mg,  

(1,4 ± 0,1) g kg-1 P, (16,1 ± 0,6) mg kg-1 B e (81,8 ± 1,3) mg kg-1 Mn. 
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3.1.2 Amostras provenientes de diferentes espécies moídas criogenicamente e peneiradas 

em abertura de 75 µm 

 

Observou-se uma variação apreciável na distribuição do tamanho das partículas das 24 

amostras moídas criogenicamente por 10 min, como por exemplo, entre 1 e 190 µm para folhas 

de café, e entre 1 e 430 µm para cana-de-açúcar. Esses resultados confirmaram que a eficiência 

da cominuição criogênica é dependente das propriedades físicas e químicas da matriz vegetal, 

como por exemplo, os teores de fibras e lignina.107 Após o peneiramento, as amostras, que antes 

apresentavam distribuição bimodal, passaram a apresentar distribuição unimodal e intervalos 

de distribuição de tamanho de partículas menores (Tabela 3.2). Um exemplo deste efeito é 

mostrado para folhas de citros na Figura 3.2. No caso das amostras que já apresentavam 

distribuição unimodal, observou-se menor intervalo de distribuição de tamanho de partículas 

após o peneiramento, conforme observado para soja (Figura 3.2). De acordo com Zeisler,132 

uma melhor distribuição do tamanho das partículas, idealmente menores que 10 μm, 

provavelmente irá satisfazer os requisitos de homogeneidade desejáveis para amostragem de 

pequenas massas de amostra (e.g., < 10 mg).  
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Figura 3.2- Distribuição do tamanho das partículas de amostra de folhas de (a) citros C1 e 

(b) soja S3 moídas criogenicamente por 10 min e peneiradas em malha com abertura de  

75 µm. 
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Tabela 3.2 – Distribuição do tamanho das partículas de folhas moídas criogenicamente por  

10 min e peneiradas e malha com abertura de 75 µm. NP = não-peneirado; P = peneirado;  

B = bimodal; U = unimodal.  

Amostra Intervalo (µm)  d95 (µm)  Média (µm)  Distribuição 

 NP P  NP P  NP P  NP P 

Citros K1 1,0-290 1,0-160  166 92,4  39,8 27,4  B U 

Cana K2 1,1-430 0,9-210  264 121  79,5 37,0  B U 

Eucalipto K3 0,6-260 0,6-160  137 73,4  36,7 21,5  B U 

Manga K4 0,7-260 0,6-160  134 86,7  35,7 23,9  B U 

Cana K5 1,2-480 0,9-175  323 98,9  101 31,0  B U 

Feijão K6* 1,1-430 1,0-235  236 114  59,4 31,7  B U 

Banana K9 0,7-200 0,7-145  93,5 76,2  26,7 23,5  U U 

Alface K10 1,4-530 1,1-180  260 126  108 35,3  B B 

Braquiária K11 1,1-350 0,9-145  207 75,9  56,5 23,6  B U 

Cana K12 0,9-350 0,9-220  195 122  53,1 37,2  B U 

Milheto K13* 1,1-390 1,1-290  235 158  62,5 46,3  B U 

Cana K14 1,0-430 1,0-265  240 143  73,5 43,8  B U 

Uva K15 0,8-210 0,8-135  85,5 70,2  25,2 23,6  U U 

Seringueira K16 0,9-350 0,8-180  206 105  55,6 34,5  B U 

Soja S1 0,8-290 0,8-160  131 70,5  35,8 22,8  U U 

Soja S2 0,8-260 0,8-135  72,0 54,4  21,5 16,5  U U 

Soja S3 0,9-390 0,8-175  172 84,6  49 26,1  U U 

Milho M1 0,9-320 0,8-130  111 58,5  33,7 19,9  U U 

Milho M2 1,0-430 0,8-150  187 75,3  52,8 24,4  U U 

Citros C1 1,1-350 0,9-195  181 79,0  47,8 21,4  B U 

Citros C2 1,0-320 0,9-160  146 67,4  37,0 19,5  B U 

Café CF1 0,6-215 0,6-100  94,5 47,4  24,1 15,2  U U 

Café CF2 0,7-190 0,7-95  72,3 49,9  21,8 16,6  U U 

Tomate T1 0,8-240 0,8-72  98,9 39,2  28,6 13,5  U U 

Cana CN1** 0,8-80 -  39,3 -  13,7 -  U - 

Cana CN2** 0,8-75 -  33,7 -  12,3 -  U - 

* planta inteira; ** cominuição em moinho de bolas planetário por 60 min. 
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Embora o peneiramento tenha sido feito através de malha com abertura de 75 µm, 

observou-se a presença de partículas > 75 µm em todas as amostras peneiradas, que podem ser 

atribuídas às fibras que atravessaram transversalmente os poros da peneira, e, também, às 

irregularidades dos poros da mesma. Cabe informar que, com exceção das amostras de folhas 

de milho, as plantas da família Poaceae (cana-de-açúcar e milheto) apresentaram 10 % das 

partículas maiores que 75 µm devido, provavelmente, ao alto teor de fibras. 

A EDXRF foi selecionada para avaliar se o peneiramento provocou mudanças na 

composição química das amostras, como, por exemplo, um aumento na concentração de 

micronutrientes na fração contendo partículas menores.117 Apesar de existir uma diferença 

significativa no aspecto visual das pastilhas preparadas com as amostras de cana-de-açúcar 

peneiradas e não-peneiradas, os espectros de EDXRF destas pastilhas foram praticamente 

idênticos e não foram observadas diferenças significativas na intensidade de emissão 

característica dos raios-X dos elementos de interesse (Figura 3.3).  

Com exceção das amostras de folhas de soja, o peneiramento das folhas moídas 

criogenicamente por 10 min, através de malha com abertura de 75 µm, não provocou alterações 

nas frações 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 nível de 95 % de confiança, não foram observadas diferenças 

significativas nas intensidades dos raios-X característicos Si Kα 1,74 keV, P Kα 2,01 keV, S 

Kα 2,31 keV, K Kα 3,31 keV, Ca Kα 3,69 keV, Mn Kα 5,90 keV, Fe Kα 6,40 keV, Cu Kα 8,04 

keV e Zn Kα 8,64 keV.  Esta é uma indicação de que não houve mudança na composição 

química das amostras peneiradas. Assim, com base nos resultados discutidos no item 3.1.1., 

assumiu-se, também, que os teores de Mg não foram alterados. Nos casos pontuais, onde foram 

observadas alterações nas frações de massa dos elementos em função do peneiramento (e.g. Fe, 

Mn, Ca e K nas amostras de folhas de soja), houve uma correção dos valores de intensidade dos 

raios-X característicos. 

Recentemente, Oliveira e Arruda 133 demonstraram que o Fe está concentrado nas 

nervuras principais e secundárias das folhas de soja não transgênica. Uma vez que as nervuras 

são mais resistentes que o limbo foliar e, consequentemente, oferecem maior resistência à 

moagem, uma possível causa de mudança de composição de Fe nessas amostras é a separação, 

pelo peneiramento, das partículas maiores, compostas por fragmentos de nervuras, as quais 

apresentam maiores teores de Fe. No entanto, as causas para o fracionamento das concentrações 

de Mn, Ca e K podem estar relacionadas a esse comportamento, mas ainda precisam ser melhor 

avaliadas. 
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Figura 3.3 - Espectros de EDXRF e intensidade dos sinais dos raios-X característicos de 

pastilhas de folhas de cana-de-açúcar preparadas com amostras laboratoriais cominuídas não-

peneiradas e peneiradas através de malha de 75 µm. As barras de incerteza correspondem a 

±1 desvio-padrão (n = 3). 
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3.2 Influência da distribuição do tamanho das partículas na análise de materiais vegetais 

por LIBS 

 

A distribuição do tamanho das partículas é uma variável de grande importância para se 

apresentar as amostras, de maneira apropriada, na forma de pastilhas.1, 107 De fato, existem 

algumas indicações de que os efeitos de matriz podem ser reduzidos analisando-se pastilhas 

preparadas com partículas menores que 75 μm.1, 107 A decomposição e vaporização das 

partículas, assim como a eficiência dos processos de atomização e excitação das espécies de 

interesse no plasma induzido por laser são geralmente favorecidas quando partículas menores 

são abladas. Existe uma relação inversa entre o tamanho das partículas e a sensibilidade, uma 

vez que os coeficientes angulares das curvas de calibração aumentam à medida em que o 

tamanho das partículas é diminuído.134, 135  

Os efeitos do tamanho das partículas na análise de aerossóis por LIBS têm sido 

amplamente explorados pela comunidade científica.136 Enquanto a análise de aerossóis remonta 

a algumas das primeiras contribuições de LIBS, a complexa natureza dos processos físicos 

envolvidos nas interações entre o laser e as partículas ainda está na fronteira do 

conhecimento.136, 137 Existe um limite superior do tamanho das partículas pelo qual ela não é 

completamente vaporizada, decrescendo, assim, a relação entre tamanho de partícula e 

intensidade dos sinais das linhas de emissão.134, 138, 139 Segundo alguns trabalhos científicos, 

para que ocorra vaporização completa das partículas, assim como difusão quantitativa dos 

analitos dentro do plasma induzido por laser, as partículas devem ser menores que 10 µm.140 

No entanto, deve-se ressaltar que este limite depende da composição química das partículas e 

principalmente das condições experimentais (e.g., fluência do laser e diâmetro de ablação). 

A distribuição do tamanho das partículas afeta criticamente o desempenho dos métodos 

microanalíticos 132 uma vez que a pequena massa das porções amostradas  

(e.g. 0,001 - 10 mg) pode não representar a composição da amostra teste, o que leva a resultados 

imprecisos e inexatos.131, 132, 141 Essa afirmação também é válida para outros métodos 

microanalíticos como, por exemplo, ICP OES com atomização eletrotérmica  

(ETV-ICP OES),142 LA-ICP OES,143 LA-ICP-MS,144 ETV-ICP-MS,145 espectrometria de 

absorção atômica com amostragem direta de sólidos em forno de grafite (SS-GFAAS),146 e  

µ-EDXRF.118, 147 

Materiais vegetais particulados geralmente contêm partículas com diferenças 

apreciáveis de composição, as quais são intrinsicamente heterogêneas em escala 

microscópica.117, 148 Assim, os procedimentos de moagem devem ser efetivos para se obter uma 
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cominuição apropriada (i.e., partículas < 100 µm).107 Assim, a qualidade dos resultados de LIBS 

(i.e., precisão e exatidão das medições) depende da distribuição do tamanho das partículas 

empregadas no preparo das pastilhas e da microheterogeneidade da distribuição dos analitos na 

pastilha.1 

 

3.2.1 Efeitos da ablação 

 

 Quando as amostras são preparadas na forma de pastilhas, a estrutura das partículas 

aglutinadas depende, principalmente, da distribuição do tamanho das partículas.1 A Figura 3.4 

apresenta as imagens de MEV das crateras formadas na superfície das pastilhas preparadas com 

amostras peneiradas em malhas com aberturas entre 20 e 150 µm após a ablação com 20 pulsos 

de laser a 10 Hz. Observou-se que houve uma diminuição significativa na rugosidade superficial 

à medida em que o tamanho das partículas foi reduzido. Além disso, observaram-se variações 

apreciáveis na morfologia das crateras devido às diferenças na distribuição do tamanho das 

partículas empregadas no preparo das pastilhas. No caso das pastilhas preparadas com a fração 

< 150 µm (tamanho médio de 121 µm), observou-se uma cratera com aspecto heterogêneo com 

formato não reprodutível, enquanto que aspectos bem mais uniformes foram obtidos nas 

pastilhas preparadas com as frações < 20, < 53 e < 75 µm [Figura 3.4 (tamanhos médios de 13, 

21, e 32 µm, respectivamente)]. É possível observar nas imagens de MEV a presença de fibras 

nas pastilhas referentes às frações < 106 e < 150 µm (tamanhos médios de 74 e 121 µm, 

respectivamente). As pastilhas preparadas com amostras laboratoriais não cominuídas (com a 

maioria das partículas > 150 µm) foram friáveis, o que impossibilita uma análise adequada por 

LIBS. 

Cabe informar que o preparo das pastilhas com partículas apresentando distribuição 

unimodal, com a maioria das partículas com diâmetro menor que 102 µm (peneiradas em 

abertura de 75 µm; d95 = 102 µm; Tabela 3.1), foi decisivo para produzir pastilhas com coesão 

e resistência mecânica apropriadas, sem sinais de fraturas ao redor das crateras. A coesão das 

pastilhas apresenta relação direta com a precisão das medições uma vez que quanto mais 

compacta for a pastilha, mais reprodutível é a interação entre o laser e a amostra.144  
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Figura 3.4 - Microscopia eletrônica de varredura das crateras formadas por ablação a laser 

nas pastilhas de folhas de boldo preparadas com frações peneiradas entre < 20 e < 150 μm. 

Dados para 20 pulsos (Nd:YAG a 1064 nm) de 25 J cm-2 (110 mJ por pulso; diâmetro de 

focalização de 750 μm). 
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3.2.2 Efeitos espectroscópicos 

 

Observou-se um aumento na intensidade dos sinais de emissão à medida em que o 

tamanho das partículas foi diminuído (Figura 3.5). Quando as pastilhas preparadas com as 

diferentes frações peneiradas foram analisadas com pulsos de 25 J cm-2 (110 mJ por pulso), 

verificou-se um aumento médio de 1,6 vezes na intensidade dos sinais de emissão das linhas 

Ca I 442,544, K I 404,414, P I 213,618, Mg I 277,983, B I 249,773 e Mn II 257,610 nm quando 

o tamanho das partículas usadas no preparo das pastilhas foi reduzido de 150 para 53 µm 

(diâmetro nominal da abertura da malha da peneira). A Figura 3.6 mostra os fragmentos dos 

espectros das pastilhas preparadas com as frações < 150 e < 53 µm (diâmetros médios de 121 

e 21 µm, respectivamente) e exemplifica o aumento típico da intensidade das linhas de emissão 

P I 213,618 e Mn II 257,610 nm de 1,6 e 1,9 vezes, respectivamente, em função da diminuição 

do tamanho das partículas. Cabe destacar que não houve diferenças significativas na intensidade 

dos sinais de emissão dos analitos nas pastilhas preparadas com as frações < 53 e < 20 µm 

(Figura 3.5). 

No entanto, quando as mesmas pastilhas foram analisadas com uma fluência maior, de 

50 J cm-2 (220 mJ por pulso; diâmetro de focalização de 750 µm), observou-se um aumento de 

apenas 1,3 vezes na intensidade dos sinais de emissão para todos os analitos quando o tamanho 

das partículas (diâmetro nominal da abertura da peneira) usadas no preparo das pastilhas foi 

reduzido de 150 para 75 µm. É importante destacar que, sob essas condições, não houve 

diferenças significativas na intensidade dos sinais de emissão dos analitos nas pastilhas 

preparadas com as frações < 75 µm (distribuições com diâmetros médios de 13, 21 e 32 µm), 

conforme demonstrado para Mn e P na Figura 3.5. Esses dados indicam que os efeitos de matriz 

causados pelas diferenças no tamanho das partículas foram minimizados quando as pastilhas 

foram analisadas com pulsos de 50 J cm-2.  
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Figura 3.5 – Intensidades dos sinais de emissão das linhas P I 213,618 e Mn II 257,610 nm 

na análise de pastilhas preparadas com diferentes frações de tamanho das partículas 

interrogadas com pulsos de 25 e 50 J cm-2 (diâmetro de focalização de 750 µm). As barras de 

incerteza correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 10 crateras, 20 pulsos/cratera). 
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Figura 3.6 – Efeito da distribuição do tamanho das partículas na intensidade de emissão das 

linhas P I 213,618 e Mn II 257,610 nm. Espectro médio obtido de pastilhas preparadas com 

frações peneiradas em < 150 e < 20 µm analisadas com pulsos de 25 J cm-2 (110 mJ por pulso, 

diâmetro de focalização de 750 µm). CV = Coeficiente de variação (n = 10 crateras, 20 

pulsos/cratera). 

 

É interessante observar que resultados similares foram observados empregando-se as 

mesmas condições de fluência, porém empregando-se um diâmetro de focalização do laser 

menor, da ordem de 320 µm (Figura 3.7). Cabe informar que, nessas condições, para se obter 

fluências de 25 e 50 J cm-2, é necessário diminuir a energia por pulso para 20 e 40 mJ, 

respectivamente. Observou-se que o uso do diâmetro de focalização de 320 µm proporcionou 
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o mesmo comportamento verificado para 750 µm (Figura 3.5). Assim, esses resultados 

demonstram que a variável fluência foi mais relevante que o diâmetro de focalização. No 

entanto, cabe ressaltar a importância de se trabalhar com diâmetros de focalização maiores uma 

vez que, sob fluência constante, estes proporcionam maiores SNRs e melhor precisão das 

medições.20, 92 
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Figura 3.7 - Intensidades dos sinais de emissão das linhas P I 213,618 e Mn II 257,610 nm 

na análise de pastilhas preparadas com diferentes frações de tamanho das partículas 

interrogadas com pulsos de 25 e 50 J cm-2 (diâmetro de focalização de 320 µm). As barras de 

incerteza correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 10 crateras, 20 pulsos/cratera). 
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As variações na intensidade dos sinais de emissão em função do tamanho das partículas 

foram, provavelmente, provocadas por efeitos físicos de matriz, uma vez que a decomposição 

incompleta das partículas aumenta o número de átomos que permanecem ligados com material 

particulado no plasma induzido por laser diminuindo as intensidades dos sinais de emissão.136 

Efeitos físicos de matriz causados por vaporização e/ou decomposição incompleta já foram 

descritos em LIBS na análise de partículas de berílio aprisionadas em filtros,134 de suspensões 

de minério de ferro149 e alumina,135 e de aerossóis de sílica,138, 150 borosilicato,151 CuSO4 
139 e 

glicose.152 Além do tamanho das partículas, a sua distribuição também é importante. Pouzar et 

al.153 observaram um aumento na sensibilidade na determinação de vanádio em sílica 

mesoporosa por LIBS analisando-se amostras contendo distribuição do tamanho das partículas 

mais uniforme e, também, com menor diâmetro médio das partículas. No entanto, deve-se 

considerar que os processos físicos envolvidos nas interações entre o laser e a amostra, assim 

como na expansão dinâmica do plasma, são dependentes da composição química da matriz e 

também das condições experimentais em LIBS, como o comprimento de onda do laser, fluência, 

diâmetro de focalização e volume do plasma.92, 136  

Observou-se um aumento significativo na precisão das medições com a diminuição do 

tamanho das partículas (Figura 3.8). Esse efeito ocorreu para as duas condições de focalização 

investigadas. Os coeficientes de variação (CV) das medições feitas com diâmetro de focalização 

de 750 µm nas pastilhas preparadas com as frações < 75 µm foram geralmente menores que 10 

% (n = 10 crateras; 20 pulsos por cratera). Para o diâmetro de focalização de 320 µm, CVs 

menores que 10 % foram observados na análise das pastilhas preparadas com fração menor que 

20 µm. Cabe informar que a flutuação de energia pulso a pulso é menor que 2 %, a 10 Hz, e 

não contribuiu de maneira significativa na incerteza das medições. Esses resultados estão de 

acordo com a literatura uma vez que, quanto menor for o tamanho das partículas, mais 

homogênea é a distribuição dos analitos na porção amostrada.131, 132, 154 Esse comportamento 

foi demonstrado experimentalmente pelo mapeamento de potássio por µ-EDXRF, que mostrou 

que as pastilhas preparadas com as partículas menores apresentaram uma distribuição mais 

homogênea deste elemento (Figura 3.9). Observou-se que houve uma diminuição significativa 

na razão entre a concentração máxima e mínima à medida em que o tamanho das partículas foi 

reduzido. As razões variaram de 3,8 a 1,2 para as pastilhas preparadas com as frações entre < 

150 µm e < 20 µm, e os CVs das medições de K por LIBS (50 J cm-2, diâmetro de focalização 

de 750 µm) variaram de 21 a 8,5 % (n = 10 crateras, 20 pulsos por cratera), respectivamente. 
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Figura 3.8 – Coeficientes de variação (%) das medições de Ca, K, Mg, P, B e Mn feitas em 

pastilhas preparadas com diferentes frações de tamanho de partículas (n = 10 crateras, 20 

pulsos por cratera). Dados para 20 pulsos de 50 J cm-2, diâmetro de focalização de 320 e 750 

µm. 
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Figura 3.9 – Distribuição espacial de potássio em pastilhas preparadas com frações 

peneiradas em malhas com abertura de 150, 75 e 20 µm determinada por µ-EDXRF. Imagens 

de 1 mm2 obtidas a partir de 400 pontos de amostragem (diâmetro de focalização do raio-X 

de 50 µm). Raio-X característico monitorado: K Kα 3,31 keV. 
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3.2.3 Considerações adicionais 

 

 As estratégias de cominuição para gerar partículas menores que 100 µm costumam ser 

dispendiosas e lentas, o que pode limitar sua atratividade para análises de rotina. De acordo 

com a literatura,107 quando se utiliza um moinho de bolas do tipo planetário com conjuntos de 

moagem de ágata, são necessários 20 min de moagem para se obter 95 % das partículas menores 

que 75 µm no caso de folhas de citros e de soja. No caso de folhas de cana-de-açúcar, são 

necessários 60 min de moagem para atingir essa granulometria. Por outro lado, quando se utiliza 

um moinho criogênico, essa mesma distribuição do tamanho das partículas pode ser alcançada 

utilizando 10, 20 e 30 min de moagem para citros, soja e cana-de-açúcar, respectivamente. Uma 

vez que a eficiência de cominuição depende do método de moagem e, principalmente, das 

características da matriz vegetal (e.g., teores de fibras e/ou lignina),107 recomenda-se o uso de 

um método rápido de moagem (e.g., 10 min de moagem criogênica) e o peneiramento das 

amostras com peneira com abertura de 75 µm. No entanto, os riscos de fracionamento de alguns 

elementos devem ser cuidadosamente avaliados para cada espécie de planta. 

Os resultados apresentados neste tópico foram publicados no periódico Spectrochimica 

Acta Part B: Atomic Spectroscopy (Anexo A).  

 

3.3 Efeito da fluência na análise de pastilhas de cana-de-açúcar por ns-LIBS 

 

Os resultados apresentados neste tópico se referem às análises de pastilhas preparadas 

com folhas de cana-de-açúcar (23 variedades) moídas criogenicamente por 40 min. Este 

procedimento proporcionou distribuições de tamanho de partículas caracterizadas por 95 % das 

partículas menores que 80 µm.155 

As pastilhas foram analisadas com 20 pulsos de 25 e 50 J cm-2 (diâmetro de focalização 

de 750 µm), 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. Observou-se que o uso de pulsos de 50 J 

cm-2 proporcionou um aumento significativo nas correlações entre as intensidades dos sinais de 

emissão de Mg I 277,669, Fe II 261,187, Mn II 257,610, Zn II 206,200 e Al I 309,271 nm, e as 

respectivas frações de massa de Mg, Fe, Mn, Zn e Al, previamente determinadas por ICP OES 

após digestão ácida assistida por radiação micro-ondas, conforme exemplificado para Fe e Zn 

(Figura 3.10). No entanto, para Ca e K, observaram-se correlações satisfatórias para Ca I 

442,544 nm e K I 404,414 nm para as duas condições de fluência avaliadas.  
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Figura 3.10 - Resultados para Fe II 261,187 e Zn II 206,200 nm obtidos na análise de 

pastilhas de 23 variedades de folhas de cana-de-açúcar aplicando-se (a) 25 ou (b) 50 J cm-2 

(diâmetro de focalização de 750 µm). As barras de erro verticais correspondem a ± 1 desvio-

padrão (n = 30 crateras, 20 pulsos/cratera). As barras de erro horizontais correspondem às 

incertezas das frações de massa determinadas por ICP OES após digestão ácida das amostras 

(n = 3). 

 

 

Para B, Cu e P, não foi possível inferir sobre as duas condições de fluência, uma vez 

que esses elementos apresentaram frações de massa relativamente próximas nas amostras 

estudadas (i.e. 4,4 a 6,9 mg kg-1 B, 5,7 a 7,2 mg kg-1 Cu e 1,2 a 1,9 g kg-1 P) e as correlações 

foram bastante semelhantes para as duas fluências avaliadas. Observou-se também uma 

diminuição de até duas vezes nos valores de RMSEC (raiz quadrada do erro médio quadrático 

de calibração) para Mg, Fe, Zn e Al (Tabela 3.3).  

Cabe ressaltar que, em publicação anterior do nosso grupo, envolvendo análise 

quantitativa de pastilhas de folhas de cana-de-açúcar, resultados mais concordantes foram 
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obtidos empregando-se 25 J cm-2 e calibração multivariada.95 Deve-se notar que no trabalho 

referido foram analisadas 42 amostras de folhas de cana-de-açúcar provenientes de apenas  

6 variedades, que apresentavam bastante similaridade entre si. Os resultados apresentados nesta 

tese referem-se à análise de amostras provenientes de 23 variedades de cana-de-açúcar, as quais 

mostraram diferenças significativas na composição 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 são uma indicação de que os efeitos de 

matriz podem ser minimizados empregando-se 50 J cm-2. Além disso, observou-se que o 

incremento na fluência do laser proporcionou um aumento significativo na sensibilidade e na 

precisão das medições (Figura 3.10).  

Os resultados apresentados neste tópico foram publicados no periódico Spectrochimica 

Acta Part B: Atomic Spectroscopy (Anexo B).  

 

 

Tabela 3.3 - Características analíticas de modelos univariados de calibração para a 

determinação de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn e Al em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar 

por LIBS, com laser de Nd:YAG a 1064 nm, empregando-se pulsos de 25 e 50 J cm-2 (diâmetro 

de focalização de 750 µm).  

 

Analito Linha (nm) 
25 J cm2  50 J cm2 

r cal RMSEC  r cal RMSEC 

Ca (g kg-1) I 442,544 0,9341 0,36  0,9262 0,38 

K (g kg-1) I 404,414 0,8780 0,83  0,7992 1,15 

Mg (g kg-1) I 277,669 0,7345 0,74  0,9218 0,34 

P (g kg-1) I 213,618 0,7426 0,16  0,6225 0,22 

B (mg kg-1) I 249,773 0,3820 1,6  0,4761 1,2 

Cu (mg kg-1) I 324,755 0,7633 0,4  0,8350 0,3 

Fe (mg kg-1) II 261,187 0,7820 48,8  0,9428 18,7 

Mn (mg kg-1) II 257,610 0,8289 12,7  0,9126 13,5 

Zn (mg kg-1) II 206,200 0,5341 5,2  0,9511 1,2 

Al (mg kg-1) I 309,271 0,8436 38,2  0,9477 20,2 

r cal = coeficiente de correlação da curva de calibração; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadrático de 

calibração. 
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3.4 Influência do comprimento de onda do laser na análise materiais vegetais por  

ns-LIBS 

 

3.4.1 Definição das condições 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,47 

observou-se que deve haver uma condição de compromisso entre a fluência e o diâmetro de 

focalização que resulte nas maiores intensidades de emissão. Para ablações em 1064 nm 

maiores intensidades de emissão foram observadas com 50 J cm-2 (230 mJ por pulso) e  

750 µm de diâmetro de focalização. Uma vez que a geração dos harmônicos resulta em perdas 

de energia da ordem de 50 %,38 a energia máxima por pulso alcançada pelo laser de Nd:YAG 

Brilliant (o qual opera no comprimento de onda fundamental com ~ 360 mJ por pulso) operando 

no quarto harmônico (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 diâmetro de focalização (de 90 a 1050 µm) com o 

objetivo de selecionar a condição de fluência e diâmetro de focalização 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 concentrações em tecidos 

foliares.1 Este experimento foi feito com pastilhas de folhas de cana-de-açúcar, empregando-se 

2,0 µs de atraso, 5,0 µs de integração e 50 pulsos acumulados (i.e. com a pastilha rodando).  

As maiores intensidades dos sinais de emissão de B I 249,773, Cu I 324,755,  

Mn II 257,610 e P I 213,618 nm foram obtidas quando o diâmetro de focalização foi ajustado 

entre 450 e 320 µm (Figura 3.11), correspondendo, respectivamente, a fluências de 25 e  

50 J cm-2. Cabe destacar que ambas as condições de focalização resultaram nas mais altas SNRs. 

O mesmo comportamento foi observado para as linhas Ca II 370,603, K I 404,414,  

Mg I 277,669, Fe II 261,187, Zn II 206,200, Al I 308,216 e Na I 589,593 nm.  

Conforme destacado anteriormente, a forma considerada mais apropriada para a análise 

das pastilhas foi a de aplicar os pulsos de laser sobre a superfície da amostra em movimento 

(i.e. rodando a 30 rpm). Esta estratégia permitiu acumular um número de pulsos maior do que 

os geralmente empregados nas análises pontuais (e.g., 20 pulsos). Foram avaliadas amostragem 

com 50, 100, 200 e 400 pulsos na superfície da pastilha rodando. As maiores intensidades dos 

sinais de emissão foram obtidas quando as pastilhas foram analisadas com 200 e 400 pulsos 

(Figura 3.12). Para Cu I 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 medições, resultando em coeficientes de variação (CV) 

maiores que 30 % para a maioria dos analitos (n = 3). Resultados semelhantes foram obtidos 

para as demais linhas de emissão. O uso de 200 pulsos provocou saturação do detector ICCD 

para a maioria das linhas de Ca e Mg. Desta forma, os efeitos do comprimento de onda do laser 

na análise de pastilhas de folhas de cana-de-açúcar foram avaliados com 200 pulsos de 25 e de 

50 J cm-2. 
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Figura 3.11 – Intensidade dos sinais de emissão de B I 249,773, Cu I 324,755,  

Mn II 257,610 e P I 213,618 nm em função do diâmetro de focalização. 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 emissão B I 249,773 e  

Cu I 324,755 nm de pastilha de folhas de cana-de-açúcar obtidos com 50, 100, 200 e 400 

pulsos acumulados. Dados para laser de Nd:YAG operando em 266 nm, (10 Hz), 50 J cm-2, 

320 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. 

 

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 emissão contendo as linhas  

Mg I 277,669, P I 213,618, Cu I 327,396 e Mn II 257,610 nm obtidos após ablação 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-2, diâmetro de focalização 

de 320 µm, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. Observou-se que as linhas de emissão 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.68 na 

análise de folhas frescas com laser operando em 266 e 1064 nm. Esse comportamento pode 

estar relacionado à maior temperatura alcançada pelos plasmas induzidos por laser no IR.51, 65  
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Figura 3.13 – Fragmentos do espectro de emissão de plasmas induzidos por laser operando 

a 1064, 532, 355 e 266 nm em pastilhas de materiais vegetais. Sinais líquidos das linhas Mg 

I 277,669, P I 213,618, Cu I 327,396 e Mn II 257,610 nm obtidos com 200 pulsos de 50 J 

cm-2, 320 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. Dados para 

(2,71 ± 0,08) g kg-1 Mg; (5,18 ± 0,11) g kg-1 P; (12,2 ± 0,6) mg kg-1 Cu; (54 ± 3) mg kg-1 Mn. 

 

A título de informação, as distribuições de Boltzmann foram empregadas para 

determinar as temperaturas de plasmas induzidos por laser a 266, 355, 532 e 1064 nm na 

superfície de pastilhas de folhas de espinafre - NIST 1570a (Figura 3.14). Com exceção dos 

dados referentes a 532 nm, maiores temperaturas foram observadas aumentando-se o 

comprimento de onda do laser. Para 2,0 µs 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 relação ao UV são concordantes com a 

literatura pois, após a formação do plasma, a absorção de energia do laser pelo plasma ocorre, 

principalmente, por mecanismos de bremsstrahlung inverso, o qual é mais favorável para o IR 

do que para o UV.48, 49 No entanto, cabe relembrar que a determinação da temperatura do plasma 

pelo método de Boltzmann é acompanhada de erros sistemáticos relacionados às incertezas nas 

probabilidades de transição eletrônicas (A) de até 50 %.156 Além disso, a natureza transiente 
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dos plasmas induzidos por laser torna esta questão ainda mais complexa, uma vez que o plasma 

tende a evoluir para o estado de equilíbrio a partir das colisões entre elétrons com alta energia 

cinética e átomos / íons.11 Cabe relembrar que a distribuição de Boltzmann foi utilizada em 

trabalho anterior para investigar a temperatura de plasmas induzidos por laser de Nd:YAG a 

1064 nm na superfície de pastilhas de folhas de feijão.87 Naquela ocasião, após 2 µs da 

incidência do pulso de laser de 35 J cm-2, a temperatura foi estimada em (9130 ± 130) K. 
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Figura 3.14 – Distribuição de Boltzmann para linhas de Fe II em plasma induzido por laser 

a 1064, 532, 355, e 266 nm em pastilhas de folhas de espinafre (NIST 1570a). Condições 

experimentais: 50 J cm-2, 320 µm de diâmetro de focalização, 200 pulsos, 2,0 µs de atraso 

e 5,0 µs de integração. 

 

Comparando-se os dados obtidos a 266, 355 e 1064 nm, é importante destacar que a 

emissão de radiação 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 emissão com comprimentos de onda maiores que 300 nm, como é o caso de  

Al I 308,216, Cu I 324,755, Ca II 370,603, K I 404,414 e Na I 589,593 nm. Este efeito também 

está relacionado ao fato do plasma absorver em menor extensão a radiação emitida pelo laser 

no UV quando comparado aos plasmas gerados no IR.34, 51 Fornarini et al.51 observaram redução 
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significativa da emissão de radiação 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 à 

análise de materiais vegetais, Zhang et al.68 também observaram redução apreciável da radiação 

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 

emissão foram correlacionadas com as respectivas frações de massa dos analitos. A Figura 

3.15 mostra as curvas de calibração de P obtidas a partir de plasmas induzidos por laser 

operando em 266, 355, 532 e 1064 nm. Estes resultados são concordantes com os apresentados 

na Figura 3.12 e demonstram que a sensibilidade foi maior para a condição de 1064 nm, 

seguido de 266, 355 e 532 nm. Resultados semelhantes foram observados para a maioria dos 

analitos.  
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y = 148820x – 655; r = 0,9958 

y = 92326x – 2598; r = 0,9947 

y = 56025x + 258; r = 0,9989 

y = 32630x – 1800; r = 0,9589 

Figura 3.15 - Curvas de calibração para P I 213,618 nm construídas com CRMs analisados 

por LIBS a 266, 355, 532 e 1064 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm-2, 320 µm de diâmetro 

de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. As barras de erro verticais 

correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 6) e as horizontais às incertezas dos valores 

certificados. 

  

A Tabela 3.4 mostra os valores de SNR e LOD calculados para as linhas de emissão 

dos analitos avaliados. Observou-se que as ablações a 1064 e 266 nm forneceram os LODs mais 

baixos em relação aos demais comprimentos de onda. No entanto, apesar dos espectros de ns-

LIBS a 266 nm apresentarem menor emissão de radiação de fundo, não foram observadas 

diferenças significativas nos LODs obtidos a 1064 e 266 nm. 
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Tabela 3.4 – Valores das razões sinal-ruído (SNR) e limites de detecção (LOD), para linhas de emissão selecionadas, empregando-se laser de 

Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm-2, 320 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. 

 

Analito Linha (nm) 
1064 nm  532 nm  355 nm  266 nm 

SNR LOD  SNR LOD  SNR LOD  SNR LOD 

Ca (g kg-1) (II) 370,306 141 0,4  29 2,3  123 0,4  108 0,5 

K (g kg-1) (I) 404,414 43 3,6  20 4,1  40 2,0  56 1,2 

Mg (g kg-1) (I) 277,669 320 0,03  54 0,2  180 0,05  326 0,03 

P (g kg-1) (I) 213,618 455 0,04  253 0,07  322 0,05  475 0,04 

B (mg kg-1) (I) 249,773 350 0,4  84 1,6  211 0,6  278 0,5 

Cu (mg kg-1) (I) 324,755 141 0,5  82 0,6  133 0,4  106 0,4 

Cu (mg kg-1) (I) 327,396 132 0,8  40 1,4  74 0,9  79 0,6 

Fe (mg kg-1) (I) 259,940 172 1,9  12 24  18 17  37 8,0 

Mn (mg kg-1) (II) 257,610 257 0,8  26 7,2  75 2,4  174 1,1 

Zn (mg kg-1) (I) 213,855 205 1,4  37 7,5  55 5,0  81 3,3 

Al (mg kg-1) (I) 308,216 sat sat  64 16  85 12  104 9,8 

Na (mg kg-1) (I) 589,593 49 3,5  16 7,8  30 3,4  32 3,2 
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3.4.3 Desempenho analítico de LIBS operando a 1064, 532, 355 e 266 nm na análise de 

folhas de cana-de-açúcar empregando-se calibração univariada 

 

Os dados apresentados neste tópico são referentes à análise de pastilhas preparadas com 

folhas de cana-de-açúcar cominuídas em moinho de bolas com movimento planetário por 60 

min. Este procedimento proporciona distribuições do tamanho de partículas caracterizadas por 

95 % das partículas menores que 60 µm.107  

Pastilhas preparadas com folhas de 14 variedades de cana-de-açúcar foram analisadas 

por LIBS operando a 1064, 532, 355 e 266 nm e as intensidades dos sinais de emissão foram 

correlacionadas com as respectivas frações de massa dos analitos, previamente determinadas 

por ICP OES após digestão ácida assistida por radiação micro-ondas, conforme demonstrado 

nas Figuras 3.16 a 3.19 para K, Mg, Cu e Mn. O comprimento de onda do laser não apresentou 

influência significativa nos coeficientes de correlação (r cal) entre os sinais de emissão e as 

frações de massa dos analitos. No entanto, observou-se que os menores r cal e os maiores valores 

de RMSEC foram 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, não foi possível 

inferir que a ablação com laser operando no UV diminua os efeitos de matriz na análise 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 condição de fluência relativamente alta (i.e. 50 J cm-2) e, conforme 

demonstrado anteriormente na análise de pastilhas de folhas de cana-de-açúcar empregando-se 

laser de Nd:YAG a 1064 nm (item 3.3 desta tese), o uso de pulsos com 50 J cm-2 proporciona 

uma condição analítica mais robusta frente às variações físicas e químicas da matriz.92, 108 

Assim, formulou-se a hipótese de reduzir a fluência do laser com o objetivo de verificar se a 

ablação com laser no UV realmente pode superar os efeitos de matriz, conforme destacado na 

literatura.1, 40, 54 Nesta etapa, as amostras foram analisadas com laser de Nd:YAG operando a 

266 nm, empregando-se 200 pulsos, 25 J cm-2, 450 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de 

atraso e 5,0 µs de integração. Para fins comparativos, as amostras também foram analisadas 

empregando-se o laser de Nd:YAG a 1064 nm, sob as mesmas condições. 
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Figura 3.16 – Resultados para K I 404,414 nm após ablação de pastilhas de folhas de cana-

de-açúcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm.  Dados para 200 pulsos 

de 50 J cm-2, 320 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. As 

barras de erro verticais correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 6) e as horizontais às incertezas 

das frações de massa determinadas por ICP OES após digestão ácida (n = 3). 
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Figura 3.17 – Resultados para Mg I 277,669 nm após ablação de pastilhas de folhas de cana-

de-açúcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm.  Dados para 200 pulsos 

de 50 J cm-2, 320 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. As 

barras de erro verticais correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 6) e as horizontais às incertezas 

das frações de massa determinadas por ICP OES após digestão ácida (n = 3). 
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Figura 3.18 – Resultados para Cu I 324,755 nm após ablação de pastilhas de folhas de cana-

de-açúcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm.  Dados para  

200 pulsos de 50 J cm-2, 320 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de 

integração. As barras de erro verticais correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 6) e as 

horizontais às incertezas das frações de massa determinadas por ICP OES após digestão ácida 

(n = 3). 
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Figura 3.19 – Resultados para Mn II 257,610 nm após ablação de pastilhas de folhas de cana-

de-açúcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de 

50 J cm-2, 320 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. As barras 

de erro verticais correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 6) e as horizontais às incertezas das 

frações de massa determinadas por ICP OES após digestão ácida (n = 3). 
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Tabela 3.5 - Características analíticas dos modelos univariados de calibração para a determinação de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na 

em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar por ns-LIBS a 1064, 532, 355 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm-2 (diâmetro de focalização de 

320 µm).  

 

Analito Linha (nm) 
 1064 nm  532 nm  355 nm  266 nm 

 r cal RMSEC  r cal RMSEC  r cal RMSEC  r cal RMSEC 

Ca (g kg-1) (II) 370,602  sat sat  0,8665 0,54  0,9894 0,14  0,9406 0,34 

K (g kg-1) (I) 404,414  0,9936 0,17  0,9092 0,66  0,9824 0,29  0,9796 0,39 

Mg (g kg-1) (I) 277,669  0,9825 0,12  0,9195 0,31  0,9896 0,13  0,9862 0,16 

P (g kg-1) (I) 213,618  0,9950 0,02  0,7460 0,15  0,9563 0,05  0,9127 0,08 

B  (mg kg-1) (I) 249,773  0,8085 0,5  0,5824 0,8  0,9209 0,3  0,9675 0,2 

Cu  (mg kg-1) (I) 324,755  0,9832 0,1  0,8473 0,3  0,9835 0,1  0,9807 0,1 

Fe  (mg kg-1) (II) 261,187  0,9836 7,1  0,8027 28,7  0,9719 9,3  0,9870 6,3 

Mn  (mg kg-1) (II) 257,610  0,9931 2,6  0,8444 8,8  0,9876 2,0  0,9828 3,5 

Zn  (mg kg-1) (I) 213,855  0,9638 0,9  0,6848 3,9  0,9719 0,9  0,9796 0,7 

Al  (mg kg-1) (I) 308,216  sat sat  0,9180 20,7  0,9945 5,0  0,9876 7,6 

Na  (mg kg-1) (I) 589,593  0,9831 2,5  0,9271 5,4  0,6980 13,8  0,9362 5,0 

NOTA: r cal = coeficiente de correlação da curva de calibração; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadrático de calibração; sat = saturação 

do ICCD. 
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A Figura 3.20 mostra os fragmentos dos espectros, contendo as linhas de interesse, 

obtidos após ablação de pastilhas de CRMs (NIST 1515 e NIST 1570a) com laser operando em 

266 e 1064 nm. Em contraposição aos resultados apresentados na Figura 3.13, obtidos com 50 

J cm-2 e 320 µm de diâmetro de focalização, verificou-se, neste caso, que a ablação com laser 

a 266 nm resultou em espectro de emissão mais intenso do que a 1064 nm. Observou-se que as 

características do plasma dependem não só do comprimento de onda do laser, mas também das 

condições experimentais como a fluência. Os plasmas induzidos por laser no UV com pulsos 

de 25 J cm-2 apresentaram temperaturas menores do que no IR, sendo estimadas, pela 

distribuição de Boltzmann, em (12500 ± 650) e (15300 ± 800) K, respectivamente. Assim, 

pode-se atribuir os aumentos nas intensidades das linhas de emissão aos processos de 

fotoionização inerentes à ablação no UV, uma vez que os fótons a 266 nm são cerca de 4 vezes 

mais energéticos que os a 1064 nm (i.e., 4,7 e 1,2 eV, respectivamente10). O comportamento da 

radiação de fundo foi o mesmo verificado anteriormente, caracterizado por diminuição de sua 

intensidade nos espectros obtidos a 266 nm. Por conseguinte, os LODs estimados para 266 nm 

foram cerca de 2 vezes mais baixos que a 1064 nm. 

A análise do conjunto de pastilhas preparadas com folhas de 14 variedades de cana-de-

açúcar com pulsos de 25 J cm-2 mostrou que maiores r cal para Ca, K, P e B foram obtidos 

quando as pastilhas de folhas de cana-de-açúcar foram analisadas com laser de Nd:YAG a 266 

nm (Figuras 3.21 e 3.22). Desta forma, estes resultados demonstram que a ablação com laser 

no UV proporcionou resultados mais exatos do que no IR em fluências 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 não afetou significativamente a correlação entre a intensidade dos sinais 

de emissão e as frações de massa dos analitos, mesmo empregando-se condições de fluências 

relativamente menores (i.e., de 25 J cm-2), sendo verificadas funções lineares com  

r cal > 0,95 nos 2 comprimentos de onda do laser avaliados (Tabela 3.6). Consequentemente, 

para estes elementos, não foram evidenciadas diferenças significativas nos valores de RMSEC 

em função do comprimento de onda. 
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Figura 3.20 – Fragmentos dos espectros de emissão de plasmas induzidos por laser operando 

a 1064 e 266 nm em pastilhas de materiais vegetais. Sinais líquidos das linhas Mg I 277,669, 

P I 213,618, Cu I 327,396 e Mn II 257,610 nm obtidos com 200 pulsos de  

25 J cm-2, 450 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. Dados 

para (2,71 ± 0,08) g kg-1 Mg; (5,18 ± 0,11) g kg-1 P; (12,2 ± 0,6) mg kg-1 Cu;  

(54 ± 3) mg kg-1 Mn.  
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Figura 3.21 – Resultados para Ca II 370, 603 e K I 404,414 nm após ablação de pastilhas de 

folhas de cana-de-açúcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 266 e 1064 nm. Dados para  

200 pulsos de 25 J cm-2, 450 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de 

integração. As barras de erro verticais correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 6) e as 

horizontais às incertezas das frações de massa determinadas por ICP OES após digestão ácida 

(n = 3). 
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Figura 3.22 – Resultados para P I 213,618 e B I 249,773 nm após ablação de pastilhas de 

folhas de cana-de-açúcar (n = 14) com laser de Nd:YAG a 266 e 1064 nm.  Dados para  

200 pulsos de 25 J cm-2, 450 µm de diâmetro de focalização, 2,0 µs de atraso e 5,0 µs de 

integração. As barras de erro verticais correspondem a ± 1 desvio-padrão (n = 6) e as 

horizontais às incertezas das frações de massa determinadas por ICP OES após digestão ácida 

(n = 3). 
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Tabela 3.6 – Parâmetros analíticos dos modelos univariados de calibração para a determinação 

de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar por ns-

LIBS operando a 1064 e 266 nm. Dados para 200 pulsos de 25 J cm-2 (diâmetro de focalização 

de 450 µm).  

 

Analito Linha (nm) 
 1064 nm  266 nm 

 r cal RMSEC  r cal RMSEC 

Ca (g kg-1) (II) 370,602  0,8636 0,74  0,9713 0,21 

K (g kg-1) (I) 404,414  0,9053 0,63  0,9935 0,25 

Mg (g kg-1) (I) 277,669  0,9900 0,09  0,9929 0,11 

P (g kg-1) (I) 213,618  0,8078 0,07  0,9848 0,03 

B  (mg kg-1) (I) 249,773  0,6027 0,9  0,8909 0,2 

Cu  (mg kg-1) (I) 324,755  0,9822 0,1  0,9857 0,1 

Fe  (mg kg-1) (II) 261,187  0,9579 11,6  0,9728 9,2 

Mn  (mg kg-1) (II) 257,610  0,9880 2,7  0,9873 2,3 

Zn  (mg kg-1) (I) 213,855  0,9788 0,7  0,9730 0,8 

Al  (mg kg-1) (I) 308,216  0,9453 16,5  0,9953 4,7 

Na  (mg kg-1) (I) 589,593  0,9642 3,7  0,9788 2,8 

NOTA: r cal = coeficiente de correlação da curva de calibração; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadrático 

de calibração; sat = saturação do ICCD. 

 

Não foram observadas diferenças significativas na precisão das medições feitas com 

LIBS em 266, 355, 532 e 1064 nm (Tabela 3.7). No entanto, esperava-se observar menores 

CVs para as determinações feitas com laser a 266 nm, pois a ablação com laser no UV 

geralmente resulta em crateras mais uniformes devido ao menor efeito térmico envolvido na 

ablação.40 

A hipótese de que o uso de lasers no UV poderia reduzir a dependência da matriz na 

análise de materiais vegetais por ns-LIBS não foi confirmada, uma vez que não se observaram 

diferenças significativas no desempenho de ns-LIBS operando a 1064 e 266 nm na análise de 

amostras de folhas de cana-de-açúcar. No entanto, cabe destacar que, apesar das amostras serem 

provenientes de variedades distintas, elas se mostraram bastante semelhantes em termos de 

composição química, 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 variação das medições de intensidade das linhas de 

emissão (n = 6) feitas em pastilhas de folhas de cana-de-açúcar com laser de Nd:YAG a 266, 

355, 532 e 1064 nm. Dados para 200 pulsos de 50 J cm-2, diâmetro de focalização de 320 µm, 

2,0 µs de atraso e 5,0 µs de integração. 

 

Linha (nm) 1064 nm 532 nm 355 nm 266 nm 

Ca II 370,306 sat 5,2 – 19 4,9 – 16 6,3 – 16 

K I 404,414 5,6 – 16 5,2 – 15 7,8 – 16 2,4 – 12 

Mg I 277,669 5,6 – 17 3,9 – 12 5,9 – 15 3,3 – 21 

P I 213,618 4,6 – 16 5,9 – 17 5,6 – 18 4,0 – 12 

B I 249,773 3,3 – 14 5,9 – 12 6,1 – 18 6,8 – 16 

Cu I 324,755 6,8 – 16 4,7 – 16 4,7 – 15 6,0 – 20 

Fe I 261,187 5,2 – 24 9,0 – 17 6,3 – 21 3,9 – 14 

Mn II 259,373 6,6 – 19 7,0 – 21 5,8 – 19 9,3 – 31 

Zn I 213,855 4,6 – 20 5,7 – 20 6,4 – 18 7,1 – 18 

Al I 308,216 sat 5,1 – 13 5,9 – 15 3,9 – 21 

Na I 589,593 4,8 – 16 8,9 - 29 4,8 – 14 2,4 – 10 

sat = saturação do ICCD. 

 

 

3.5 Comparação de LIBS em regime temporal de ns e de fs para a análise de folhas de 

diferentes culturas 

 

3.5.1 Definição das condições 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 máxima de 70 mJ por 

pulso no 4º harmônico (i.e. 266 nm), com boa estabilidade a 3,3 Hz (coeficientes de variação 

menores que 1,5 % pulso a pulso). A otimização dos parâmetros operacionais do sistema  

ns-LIBS a 266 nm foi feita de maneira univariada com pastilhas de folhas de cana-de-açúcar 

(95 % das partículas < 50 μm; tamanho médio = 12 μm).   

Conforme ressaltado no item 3.4.1, deve haver uma condição de compromisso entre a 

fluência do laser e o seu diâmetro de focalização que resulte nas maiores intensidades de 

emissão. Nesta etapa, o delineamento experimental foi desenvolvido de maneira univariada, 

fixando-se a energia por pulso em 70 mJ e variando-se a distância entre a lente de focalização 

do laser e a amostra (LTSD) de 75 a 65 mm com o objetivo de selecionar a condição de fluência 
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que resultasse no melhor acoplamento óptico entre o laser e a pastilha de tecido vegetal, isto é, 

selecionar a condição que resultasse nas mais altas SNRs para todos os analitos. Aplicando-se 

20 pulsos de 70 mJ, observou-se que as maiores intensidades de emissão foram obtidas quando 

a LTSD foi fixada em 69 mm. Essa condição proporcionou um diâmetro de focalização de 

aproximadamente 500 µm, uma fluência de 35 J cm-2 e irradiância de 6 GW cm-2. 

Uma vez que a emissão de radiação de fundo decai a uma taxa mais rápida do que as 

linhas de emissão dos elementos de interesse, deve-se esperar alguns instantes após a incidência 

do pulso do laser para efetuar as medições de emissão óptica 157. Assim, avaliou-se a evolução 

temporal do plasma realizando-se medições em diferentes tempos de atraso, de 250 a 2000 ns. 

Devido à natureza transiente dos plasmas induzidos por lasers pulsados, verificou-se que o 

espectro evoluiu rapidamente em função do tempo, provocando diminuição da emissão de 

radiação de fundo devido à expansão e ao resfriamento (Figura 3.23).10, 23 Empregando-se 250, 

500, 750, 1000 e 2000 ns de atraso, as SNRs para a linha P I 213,618 nm foram 20, 60, 55, 21 

e 11, respectivamente. Embora as mais altas SNRs tenham sido observadas em 500 ns, a 

condição de 750 ns proporcionou melhor resolução espectral e foi selecionada para os próximos 

experimentos. Avaliou-se o tempo de integração das medições de 1,5 a 6,0 µs, sendo que não 

houve aumento nas SNR para tempos maiores que 3,0 µs. Desta forma, definiu-se 0,75 µs de 

atraso e 3,0 µs de integração como uma condição de compromisso entre altas SNRs, melhor 

resolução espectral e menor contribuição da radiação de fundo. 

As imagens do plasma adquiridas entre 250 ns e 2000 ns após a incidência do pulso de 

laser ilustram a expansão dinâmica do plasma e o decaimento da intensidade de emissão em 

função do tempo (Figura 3.24). Nos primeiros instantes (i.e., < 500 ns) observou-se emissão 

de radiação muito intensa, resultante, principalmente, de reações de freamento 

(bremsstrahlung) e de recombinação, a qual se torna menos intensa com o passar do tempo após 

o pulso do laser. Após 1000 ns, verificou-se redução significativa na intensidade de emissão de 

radiação do plasma devido à diminuição da temperatura e densidade eletrônica do plasma 

inerentes à sua expansão, o que prejudica as medições de emissão nesses instantes. Cabe 

destacar que essas imagens são concordantes com os dados apresentados na Figura 3.23. 
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Figura 3.23 - Evolução temporal de plasmas induzidos por laser de Nd:YAG a 266 nm na 

superfície de pastilhas de materiais vegetais. Fragmentos dos espectros de emissão com os 

sinais líquidos 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-2 (6 GW cm-2). 

 

 

Avaliou-se também o uso de 10 a 30 de pulsos acumulados em um mesmo ponto de 

amostragem na superfície da pastilha. Observou-se um aumento nas SNRs para os analitos com 

o aumento do número de pulsos. No entanto, esta relação mostrou-se linear até 20 pulsos. 

Assim, a condição experimental foi definida em 20 pulsos acumulados de 70 mJ por pulso, 0,75 

µs de atraso e 3,0 µs de integração. Essa condição proporcionou um diâmetro de focalização de 

500 μm, 35 J cm-2 e 6 GW cm-2. Cabe destacar que, para fins comparativos, estes mesmos 

parâmetros operacionais foram utilizados nos experimentos com ns-LIBS a  

532 e 1064 nm. Dentre os macro- e micronutrientes, foi possível medir apenas as intensidades 

de Zn II 202,458, P I 213,618, Fe II 238,204, Mn II 257,610, Mg I 285,213, Ca II 315,887 e Cu 

I 324,755 nm, empregando-se as 2 janelas espectrais (200-265 e 280-345 nm). 

Cabe informar que a determinação de boro foi prejudicada pela baixa resolução do 

espectrômetro usado neste experimento, uma vez que a linha de emissão mais sensível deste 

elemento (i.e., B I 249,773 nm) foi sobreposta pelas linhas de Fe e Si presentes nas suas 

vizinhanças.  
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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 após o pulso do laser (entre 250 e 

2000 ns), integrando-se os 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 máxima de 1,65 mJ por 

pulso a 800 nm e 4 Hz (variação 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 

os parâmetros operacionais como a LTSD, os parâmetros temporais (tempos de atraso e de 

integração) e número de pulsos acumulados com o intuito de estabelecer uma condição que 

proporcionasse as mais altas SNRs para todos os analitos. Os experimentos foram feitos com 

pastilhas de folhas de cana-de-açúcar (95 % das partículas < 50 μm; tamanho médio = 12 μm). 

Observou-se que maiores intensidades dos sinais de emissão e as mais altas SNRs foram 

alcançadas quando o ponto focal nominal da lente foi projetado 1 mm acima da superfície da 

pastilha, i.e., LTSD = 76 mm (Figura 3.25). Essa condição proporcionou um diâmetro de 

focalização de aproximadamente 150 µm, uma fluência de 9,5 J cm-2 e irradiância de 1,6 x 105 

GW cm-2. 
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Figura 3.25 – Intensidade dos sinais de emissão de Fe II 238,204 nm e respectivos 

coeficientes de variação em função da distância entre a lente de focalização (f = 75 mm) e a 

amostra. Dados para 30 pulsos acumulados de 1,65 mJ, 25 ns de atraso e 1000 ns de 

integração. 

 

 

Avaliou-se a evolução temporal de plasmas induzidos por laser em regime de fs 

realizando-se medições em diferentes tempos de atraso, de 15 a 65 ns. Verificou-se que o 

espectro evoluiu rapidamente em função do tempo devido à expansão 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 contribuição da radiação de fundo, causada por reações 

de freamento (bremsstrahlung) e de recombinação de elétrons livres e íons, por exemplo.10 

Assim, as SNRs mais altas foram obtidas entre 35 e 45 ns de atraso. 

Ainda, com respeito aos parâmetros temporais de medição, observou-se que não houve 

melhora nas SNRs empregando-se tempos de integração dos sinais maiores que 250 ns. As 

SNRs referentes à linha Mn II 257,610 nm foram 46, 32, 28 e 17 utilizando-se tempos de 

integração 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 superfície da pastilha. Observou-se um aumento linear nas SNRs dos analitos para até  

30 espectros acumulados. Assim, a condição experimental que proporcionou a maior 

sensibilidade para a maioria dos analitos foi definida em 30 pulsos acumulados de  

1,65 mJ pulso-1, 35 ns de atraso e 250 ns de integração.  
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Figura 3.26 - Evolução temporal de plasmas induzidos por laser em regime temporal de 

femtossegundos na superfície de pastilhas de materiais vegetais. Fragmentos dos  

espectros de emissão com os sinais líquidos 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-2  

(1,6 x 105 GW cm-2).  

 

Entre os macro- e micronutrientes, foi possível determinar apenas Ca, Mg, P, Fe e Mn 

selecionando-se as linhas Ca II 315,887, Mg I 285,213, P I 213,618, Fe II 238,204 e  

Mn II 257,610 nas 2 janelas espectrais (200-265 e 280-345 nm).  

Observou-se que não houve redução nos coeficientes de variação das medições de Fe, 

Mn e P analisando-se mais de 15 pontos na superfície da pastilha. Assim, a estratégia de 

amostragem foi definida na interrogação de 15 pontos independentes. Logo, 15 espectros de 

emissão foram coletados em cada pastilha. 

Na Figura 3.27 são mostrados os espectros de emissão de plasmas induzidos por laser 

em regimes temporais de fs e de ns, este último induzido por laser de Nd:YAG a 1064, 532 e  

266 nm, com destaque para as principais linhas de emissão dos elementos de interesse, obtidos 

sob as condições definidas experimentalmente. Cabe informar que os fundos de escala das 

intensidades de emissão dos espectros são diferentes. Observou-se que os espectros obtidos 

com ns-LIBS possuem um número de linhas de emissão maior que os de fs-LIBS. Esse efeito 

se deve, principalmente, às temperaturas mais altas alcançadas pelos plasmas induzidos por 
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laser de ns, uma vez que, neste regime temporal, interação entre o laser e o plasma (via 

bremsstrahlung inverso) promove o re-aquecimento do plasma e, por conseguinte, a reexcitação 

das espécies.10, 11, 48, 49 No entanto, o comprimento de onda do laser não influenciou de maneira 

significativa os espectros obtidos com ns-LIBS. 

 

 

Figura 3.27 – Espectros de emissão (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 9,5 J cm-2 e 1,6 x 105 GW cm-2; ns-LIBS: 20 pulsos de 35 J cm-2 e 6 GW cm-2. 
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3.5.2 Seleção das amostras para os conjuntos de calibração e validação 

 

Antes do desenvolvimento dos modelos de calibração, empregou-se a análise de 

agrupamentos hierárquicos (HCA) para selecionar as amostras do conjunto de calibração que 

abrangessem, de maneira representativa, a variabilidade espectral do universo de amostras 

envolvidas no experimento. Observou-se, pela classificação dendrográfica, 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 são mantidas dentro da mesma 

classe (dados não mostrados). Previsivelmente, as classes formadas estão diretamente 

correlacionadas com as intensidades das linhas de emissão mais sensíveis. Assim, como essa 

propriedade específica corresponde às espécies de interesse, os grupos formados estão 

inevitavelmente relacionados com a variação das frações de massa dos analitos. 

O critério para a seleção das amostras do conjunto de calibração foi baseado na inclusão 

de, pelo menos, 1 amostra de cada grupo. Nos casos em que os grupos continham mais de 3 

amostras, selecionou-se o número correspondente à raiz quadrada do número total de amostras 

no grupo (valor arredondado superior), sendo que as demais amostras do grupo foram incluídas 

no conjunto de validação. Selecionaram-se as amostras sempre de maneira aleatória.120 No 

entanto, para todos os elementos, estabeleceu-se que o intervalo de fração de massa dos analitos 

nas amostras de validação deveria estar contido nos respectivos intervalos de fração de massa 

dos analitos das amostras de calibração.  

Nestas condições, os modelos de calibração foram desenvolvidos com 17 amostras de 

calibração (3 CRMs incluídos). A capacidade e as características analíticas dos modelos de 

calibração foram avaliadas empregando-se um conjunto de 14 amostras de validação  

(2 CRMs incluídos). A Tabela 3.8 resume as informações sobre os intervalos de fração de 

massa dos analitos nos conjuntos de calibração e validação, assim como os valores médios e os 

desvios-padrão correspondentes. Nota-se que a fração de massa média é bem semelhante nos 

dois conjuntos, e que as dispersões ao redor dos valores médios do conjunto de calibração são 

bem maiores do que a do conjunto de validação. Essas características indicam que a 

variabilidade composicional que será prevista nas amostras de validação está sendo modelada. 
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Figura 3.28 – Classificação dendrográfica das amostras de folhas provenientes de diferentes 

culturas obtida por análise de agrupamentos hierárquicos considerando-se as faixas espectrais 

200-265 e 280-345 nm. 
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Tabela 3.8 – Estatística descritiva dos conjuntos de calibração e validação usados para a análise univariada e multivariada de materiais vegetais 

por LIBS. 

 

Conjunto Plantas (folhas) 

 Intervalo de fração de massa dos analitos  

Ca  

g kg-1 

Mg  

g kg-1 

P 

g kg-1 

Cu 

mg kg-1 

Fe  

mg kg-1 

Mn 

mg kg-1 

Zn 

mg kg-1 

min - max 

(m ± sd) 

min - max 

(m ± sd) 

min - max 

(m ± sd) 

min - max 

(m ± sd) 

min - max 

(m ± sd) 

min - max 

(m ± sd) 

min - max 

(m ± sd) 

Calibração 

n = 17 

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

eucalipto, espinafrea, feijão, manga, milheto, 

pinusb, seringueira, soja(2), tomatec(2), uva 

2,5 – 64 

(20 ± 17) 

1,0 – 12 

(4,5 ± 3,5) 

0,7 – 5,2 

(2,0 ± 1,1) 

2,8 – 16 

(8 ± 12) 

46 – 2137f 

(456 ± 488) 

13 – 1221 

(216 ± 279) 

12 – 100 

(41 ± 29) 

Validação 

n = 14 

Banana, braquiária, café, cana-de-açúcar(4), 

citros(2), maçãd, milho(2), pêssegoe, soja  

5,2 – 40 

(14 ± 11) 

1,3 – 7,2 

(3,3 ± 1,6) 

0,7 – 2,8 

(1,7 ± 0,5) 

3,7 – 16 

(6,7 ± 2,7) 

83 – 1872g 

(388 ± 435) 

21 – 377 

(125 ± 104) 

13 – 53 

(23 ± 12) 

a NIST SRM 1570a; b NIST SRM 1575a; c NIST SRM 1573a; d NIST SRM 1515; e NIST SRM 1547; f 46 – 1726 (intervalo para as 

amostras não-peneiradas); g 83 – 1476 (intervalo para as amostras não-peneiradas). 
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3.5.3 Determinação de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de diferentes culturas 

empregando-se calibração univariada 

 

 Utilizaram-se os valores de área de pico, após a subtração dos sinais médios de emissão 

da radiação de fundo, para a construção dos modelos clássicos de calibração univariados com 

as linhas de emissão Ca II 315,887, Mg I 285,212, P I 213,618, Cu I 324,755, Fe II 238,204, 

Mn II 257,610, e Zn II 202,548 nm. Em ns-LIBS, as amostras de folhas de tomate (T1 e NIST 

1573a) foram removidas do conjunto de calibração, pois apresentaram erros residuais de 

calibração que excederam 100 %. Cabe informar que os espectros das pastilhas de folhas de 

tomate apresentaram emissão de radiação de fundo significativamente maior que a observada 

para as demais amostras, provavelmente devido às altas frações de massa de Ca e Mg nessas 

amostras (i.e., > 50 g kg-1 Ca, > 12 g kg-1 Mg). Assim, mesmo subtraindo-se a radiação de 

fundo, os sinais de emissão foram sempre maiores do que o previsto pelas curvas de calibração. 

Em fs-LIBS, houve necessidade de remover as amostras de folhas de tomate somente para o Fe 

devido à dificuldade de se corrigir a radiação de fundo nas vizinhanças da linha Fe II 238,204 

nm. Os parâmetros mais relevantes de calibração e validação dos modelos de regressão obtidos 

em fs- e ns-LIBS estão descritos na Tabela 3.9. 

 Para fs-LIBS, independentemente do método de preparo de amostras utilizado, 

observaram-se funções lineares entre as intensidades dos sinais de emissão e as frações de 

massa dos analitos, com coeficientes de correlação (r cal) maiores que 0,96 para todos os 

elementos. Por outro lado, os modelos de calibração univariados derivados dos espectros de ns-

LIBS apresentaram linearidade pouco satisfatórias para os 3 comprimentos de onda do laser de 

Nd:YAG avaliados, fornecendo valores de r cal, na maioria das vezes, menores que 0,90. Esse 

comportamento indica uma baixa robustez de ns-LIBS frente às variações na composição 

química das amostras de calibração, mesmo analisando-se amostras com distribuição de 

tamanho das partículas semelhantes (i.e., peneiradas em malha com abertura de 75 µm), 

conforme destacado em trabalhos com LIBS em regime temporal de ns.87, 88  
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Tabela 3.9 – Características analíticas dos modelos de calibração univariada para a determinação de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em pastilhas 

preparadas com materiais vegetais peneirados e não-peneirados por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm. 

 

   fs-LIBS  ns-LIBS 

Analito Linha (nm) PA 
800 nm  1064 nm  532 nm  266 nm 

r cal RMSEC RMSEP  r cal RMSEC RMSEP  r cal RMSEC RMSEP  r cal RMSEC RMSEP 

Ca (g kg-1) II 315,887 
P 0,9656 4,3 4,3  0,2211 25 26  0,6888 7,5 6,1  0,8408 4,8 3,6 

NP 0,9641 4,5 3,6  0,0686 16 18  0,6213 9,0 6,4  0,7686 5,5 3,6 

Mg (g kg-1) I 285,212 
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 

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 (g kg-1) I 213,618 
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 

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 

Cu (mg kg-1) I 324,755 
P nd nd nd  0,3354 7,5 4,0  0,3953 6,2 3,3  0,4870 5,7 3,0 

NP nd nd nd  0,2449 10,5 5,3  0,4246 5,7 3,0  0,4998 5,5 3,3 

Fe (mg kg-1) II 238,204 
P 0,9971   38 40  0,9008 117 215  0,9214 111 143  0,9603 83 119 

NP 0,9862   70 73  0,8203 159 123  0,8654 132 149  0,9328 160 130 

Mn (mg kg-1) II 257,610 
P 0,9847   48 26  0,6692 88 63  0,6557 88 78  0,8919 41 50 

NP 0,9849   49 40  0,7313 74 63  0,6235 100 85  0,8844 122 59 

Zn (mg kg-1) II 202,548 
P nd nd nd  0,7212 22,7 13  0,7467 23,1 16  0,8952 12,9 18 

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 = não-peneirada; r cal = coeficiente de correlação da curva de calibração; RMSEC = raiz quadrada do erro médio quadrático 

de calibração; RMSEP = raiz quadrada do erro médio quadrático de validação; nd = não determinado. 
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 A partir da análise das Figuras 3.29 e 3.30 é possível comparar as frações de massa de 

referência de Mg e Mn determinadas por ICP OES após digestão ácida e os valores previstos 

por fs- e ns-LIBS nas amostras do conjunto de validação peneiradas em malha com abertura de 

75 µm. Conforme demonstrado, observou-se que os modelos univariados de  

fs-LIBS proporcionaram previsões mais concordantes com os valores de referência  

(RMSEP = 0,5 g kg-1 Mg; 26 mg kg-1 Mn). Em contrapartida, verificou-se para ns-LIBS uma 

dispersão significativa dos dados para os 3 comprimentos de onda avaliados, proporcionando 

coeficientes de correlação linear entre os teores previstos e os de referência (r val) menores que 

0,90, e valores de RMSEP relativamente elevados (> 1,0 g kg-1 Mg; > 50 mg kg-1 Mn). 

Resultados semelhantes foram observados para Ca, P, Cu, Fe e Zn.  
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Figura 3.29 – Gráficos de regressão entre as frações de massa de referência de Mg e as 

previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se 

modelos de calibração univariados. As barras de erros correspondem a ± 1 desvio-padrão 

(LIBS: n = 3 espectros médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam 

a correlação idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS. 
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Figura 3.30 – Gráficos de regressão entre as frações de massa de referência de Mn e as 

previstas por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas amostras peneiradas empregando-se 

modelos de calibração univariados. As barras de erros correspondem a ± 1 desvio-padrão 

(LIBS: n = 3 espectros médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam 

a correlação idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS. 

 

Estes resultados demonstram que o regime temporal dos pulsos de laser é uma variável 

decisiva para fornecer resultados mais exatos na análise de pastilhas de folhas provenientes de 

diferentes espécies, que apresentam diferenças substanciais em termos de composição química 

da matriz. Segundo a literatura, a ablação com laser em regime de fs proporciona menor 

dissipação de calor na superfície da amostra, o que pode resultar em menores efeitos de 

fracionamento elementar inerentes ao processo de ablação, principalmente no caso de materiais 

condutores e semicondutores.35, 70, 71, 73 No entanto, até o momento, não existe nenhuma 

informação sobre a análise quantitativa de materiais vegetais por fs-LIBS. Assim, a geração de 
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plasmas estequiométricos, cuja composição melhor corresponde àquela da amostra teste (i.e., 

pastilha), deve ser a principal razão para a melhoria da exatidão das medições. Não obstante, 

ainda são necessárias mais investigações para confirmar esta hipótese. 

Entretanto, a capacidade preditiva dos modelos univariados de fs-LIBS variou 

consideravelmente em função dos elementos. As incertezas nas previsões das frações de massa 

de Ca, Mg e P, estimadas pelos respectivos valores de RMSEP, variaram entre 0,2 e  

4,3 g kg-1, enquanto que para Fe e Mn, os valores de RMSEP foram 40 e 26 mg kg-1, 

respectivamente. Além disso, considerando-se a variabilidade das frações de massa dos analitos 

nas amostras do conjunto de validação, essas incertezas podem ser consideradas apropriadas 

uma vez que os desvios residuais de previsão (RPD) variaram entre 2 e 9,7.  

Cabe informar que é desejável que os modelos de calibração proporcionem valores de  

RPD ≥ 2.158 Os valores de RPD mais altos foram obtidos para Fe e Mn, o que indica uma 

variabilidade modesta das frações de massa destes elementos. Além disso, a exatidão esperada 

para a previsão das frações de massa nas amostras do conjunto de validação também variou 

significativamente entre os elementos, com valores de coeficiente de qualidade (QC) entre  

18 e 43 %. Neste caso, a previsão das frações de massa de Mg e P mostrou-se mais exata  

(i.e., valores de QC mais baixos). 

 Além disso, a hipótese de se reduzir os efeitos de matriz à medida em que o 

comprimento de onda do laser é diminuído, da região IR para a UV,35, 52, 79 não foi confirmada 

uma vez que não houveram diferenças 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 

os menores valores de RMSEC para Ca, Cu, Fe e Mn, enquanto que para Mg, P e Zn, os menores 

erros de calibração foram observados para Nd:YAG a 1064 nm (Tabela 3.9). No caso do Fe, 

por exemplo, apesar das curvas de calibração apresentarem valores de r cal maiores que 0,90, os 

modelos apresentaram baixa capacidade preditiva quando comparado com fs-LIBS, com erros 

de calibração (representado pelo RMSEC) relativamente altos, alcançando 220 mg kg-1 no caso 

de Nd:YAG a 1064 nm (Tabela 3.9). Inicialmente, esperava-se obter melhores resultados na 

análise das pastilhas preparadas com as amostras peneiradas, as quais possuem distribuição do 

tamanho das partículas mais uniforme, com a maioria das partículas menores que 75 µm. No 

entanto, não se observou nenhuma relação entre o método de preparo das amostras e os 

indicadores de previsão RMSEC / RMSEP. 

As dificuldades observadas na capacidade de previsão dos modelos univariados em  

ns-LIBS antecipam a necessidade de transformações não-lineares das intensidades das linhas 
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de emissão. Desse modo, espera-se que a análise multivariada dos dados possa compensar as 

variações oriundas de diversas fontes como, por exemplo, na interação laser-amostra, nos 

mecanismos de autoabsorção não lineares, e nas possíveis interferências espectrais. 

 

3.5.4 Determinação de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de diferentes culturas 

empregando-se calibração multivariada 

 

Os modelos de calibração PLS foram desenvolvidos após a otimização dos intervalos 

espectrais, do método de pré-tratamento espectral e do número de variáveis latentes (VL) para 

cada um dos elementos considerados nesta tese. A Tabela 3.10 resume as principais 

características dos modelos PLS desenvolvidos para a determinação 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 diferenças na emissão de radiação 

de fundo inicialmente observadas nos espectros das pastilhas de folhas de tomate, sendo 

possível manter estas amostras no conjunto de calibração.  

Os modelos PLS foram construídos a partir da combinação de 2 a 3 intervalos espectrais, 

que compreendem de maneira efetiva as informações analíticas de cada elemento. Inicialmente, 

todos os espectros foram centrados na média e, para a maioria dos elementos, empregou-se a 

eliminação de deslocamento constante (COE - constant offset elimination) como pré-tratamento 

espectral.159 Uma vez que o processo de ablação afeta de maneira significativa algumas 

características do espectro de emissão (e.g., emissão de radiação de fundo) de acordo com as 

variações físico-químicas da matriz, o uso de COE sobre os intervalos espectrais permite que 

esses efeitos sejam minimizados. Essa estratégia permitiu uma discreta redução nos valores de 

RMSEP para Ca, P, Cu, Fe e Zn, e diminuiu, em pelo menos 1 unidade, o número de VLs 

necessárias para ajustar os modelos PLS. Cabe informar que o número 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 número menor de variáveis 

latentes (i.e., cerca de 3 VLs) do que os necessários em ns-LIBS (e.g., até 10 VLs). Entretanto, 

apesar dos modelos PLS em ns-LIBS exigirem um número 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 relação aos 

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

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

 

Analito 

 fs-LIBS  ns-LIBS 

Intervalo espectral 

(nm) 

800 nm  1064 nm  532 nm  266 nm 

VL r cal RMSEC  VL r cal RMSEC  VL r cal RMSEC  VL r cal RMSEC 

Ca (g kg-1) 
306,0 – 317,4* 

298,2– 300,3* 
4 0,9848 2,9  2 0,9636 4,4  6 0,9658 4,5  3 0,9625 4,5 

Mg (g kg-1) 
280,7 – 286,4 

309,3 – 312,4 
3 0,9906 0,5  2 0,9116 1,4  8 0,9961 0,4  3 0,9732 0,8 

P (g kg-1) 
223,4 – 236,0* 

210,9 – 217,2* 
3 0,9886 0,2  5 0,9712 0,3  10 0,9935 0,1  7 0,9940 0,1 

Cu (mg kg-1) 
324,2 – 325,4* 

326,8 – 325,4* 
nd nd nd  10 0,9233 1,2  2 0,4829 2,3  5 0,8337 1,5 

Fe (mg kg-1) 

230,0 – 232,7* 

238,0 – 239,2* 

257,8 – 260,5* 

3 0,9945 72  2 0,9122 199  8 0,9958 58  4 0,9828 98 

Mn (mg kg-1) 

247,5 – 249,3 

254,2 – 255,9 

259,1 – 262,6 

3 0,9917 41  3 0,9210 47  4 0,9810 18  4 0,9135 35 

Zn (mg kg-1) 
201,3 – 203,6* 

209,0 – 214,5* 
nd nd nd  2 0,8784 10,5  5 0,9635 7,7  6 0,9875 5,3 

NOTA: VL = variáveis latentes; r cal = coeficiente de correlação linear da curva de calibração; RMSEC = Raiz quadrada do erro médio quadrático de calibração; 

* Espectro pré-processado com eliminação de deslocamento constante; nd = não determinado. 
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As principais figuras de mérito analíticas na determinação dos elementos nas amostras 

do conjunto de validação (peneiradas e não-peneiradas) por fs- e ns-LIBS estão descritas na 

Tabela 3.11. Com exceção do P, os modelos PLS em fs-LIBS forneceram valores de RMSEP 

menores do que os obtidos a partir da calibração univariada, os quais variaram entre 0,2 e  

3,0 g kg-1 para os macronutrientes, e entre 20 e 84 mg kg-1 para os micronutrientes. Cabe 

informar que essas incertezas de previsão foram apropriadas considerando-se os intervalos de 

fração de massa de cada analito, fornecendo índices RPD entre 1,8 e 6,6. De maneira semelhante 

à observada na calibração univariada, os valores de RPD mais altos foram obtidos para Fe e Mn 

devido à alta variabilidade nas frações de massa destes elementos nas amostras do conjunto de 

validação. Entretanto, a exatidão nas determinações dos elementos nas amostras analisadas foi 

apropriada para todos os analitos, com indicadores QC entre 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 calibração multivariada. No 

tocante ao método de preparo das amostras, apesar da análise das pastilhas preparadas com as 

amostras peneiradas (em malha com abertura de 75 µm) ter proporcionado características 

analíticas discretamente melhores que as observadas para as não-peneiradas, a distribuição do 

tamanho das partículas não afetou de maneira significativa a qualidade dos dados obtidos por 

fs-LIBS em termos de previsão da fração de massa dos analitos (i.e., exatidão das medições). 

Esses resultados provavelmente se devem à produção de partículas menores pela ablação com 

laser em regime temporal de fs, o que, posteriormente, favorece a decomposição do aerossol no 

plasma induzido por laser.71 A influência da distribuição do tamanho das partículas na precisão 

das medições é discutida no item 3.5.5. 
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Tabela 3.11 – Características analíticas dos modelos PLS para a determinação de Ca, Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn em pastilhas preparadas com 

materiais vegetais peneirados e não-peneirados por fs- e ns-LIBS a 1064, 532 e 266 nm. 

 

Analito PA 

fs-LIBS  ns-LIBS 

800 nm  1064 nm 532 nm 266 nm 

RMSEP r val RPD QC(%)  RMSEP r val RPD QC(%) RMSEP r val RPD QC(%) RMSEP r val RPD QC(%) 

Ca (g kg-1) 
P 1,9 0,9818 5,9 20  5,7 0,9460 1,9 36 4,0 0,9332 2,8 44 5,1 0,9343 2,2 31 

NP 3,0 0,9787 3,6 21  6,5 0,9391 1,7 32 4,5 0,9229 2,4 43 5,8 0,9287 1,9 41 

Mg (g kg-1) 
P 0,3 0,9875 4,9 11  0,9 0,8738 1,9 26 0,9 0,8513 1,8 25 0,9 0,8199 1,8 22 

NP 0,4 0,9687 4,0 13  0,6 0,9432 2,6 20 0,9 0,8719 1,7 26 0,8 0,9372 2,2 20 

P (g kg-1) 
P 0,2 0,9318 2,1 12  0,3 0,7595 1,5 29 0,2 0,8685 2,0 13 0,2 0,9393 2,4 15 

NP 0,2 0,9343 1,8 17  0,3 0,7771 1,6 29 0,3 0,7401 1,4 18 0,3 0,8024 1,6 22 

Cu (mg kg-1) 
P nd nd nd nd  2,2 0,8473 1,2 38 2,0 0,8935 1,3 38 1,8 0,9496 1,9 28 

NP nd nd nd nd  1,7 0,8994 2,1 25 2,1 0,9081 1,6 36 2,1 0,9284 1,6 30 

Fe (mg kg-1) 
P 66 0,9954 6,6 19  101 0,9815 4,3 42 104 0,9806 4,2 41 100 0,9786 4,3 32 

NP 84 0,9904 4,0 22  109 0,9622 3,1 43 119 0,9574 2,8 35 64 0,9856 5,2 22 

Mn (mg kg-1) 
P 20 0,9849 5,2 18  42 0,9247 2,5 59 48 0,9053 2,1 38 35 0,9684 2,9 35 

NP 21 0,9867 5,0 21  30 0,9662 3,4 48 44 0,9241 2,3 42 43 0,9690 2,4 46 

Zn (mg kg-1) 
P nd nd nd nd  7,1 0,9894 0,7 40 9,5 0,8415 0,5 54 7,0 0,7701 0,7 37 

NP nd nd nd nd  9,8 0,7783 0,5 49 8,1 0,7741 1,4 41 9,9 0,6307 1,1 52 

NOTA: PA = preparo de amostra; P = peneirada; NP = não-peneirada; RMSEP = raiz quadrada do erro médio quadrático de validação; r val = coeficiente de correlação linear 

das amostras de validação; RPD = desvio residual de previsão; QC = coeficiente de qualidade; nd = não determinado. 
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Com relação aos dados de ns-LIBS, observou-se que os modelos PLS forneceram 

valores de RMSEP 2 vezes menores aos obtidos pela calibração univariada (principalmente para 

as amostras peneiradas), os quais variaram entre 0,2 e 6,5 g kg-1 para os macronutrientes, e entre 

1,7 e 119 mg kg-1 para os micronutrientes. Esses dados complementam resultados anteriores 96 

que não evidenciaram diferenças significativas na capacidade de previsão dos modelos 

univariados e multivariados (PLS) nas determinações 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 contribuição, as pastilhas foram preparadas com a adição de celulose (30 % 

m/m) e os sinais de emissão dos analitos foram normalizados com os da linha C I 193,090 nm. 

No entanto, o número limitado de amostras no conjunto de validação (n = 5) prejudicaram uma 

comparação adequada entre os métodos de calibração. Posteriormente, em outro trabalho, 

verificou-se que o uso de modelos PLS melhorou a previsão dos teores de Fe em amostras de 

folhas de cana-de-açúcar por ns-LIBS a 1064 nm.95  

Além disso, com relação aos dados apresentados na Tabela 3.11, verificou-se que o 

comprimento de onda do laser de Nd:YAG em ns-LIBS não influenciou de maneira 

significativa os índices RMSEP e RPD. No caso das amostras peneiradas, verificou-se que a 

ablação no UV a 266 nm forneceu os melhores indicadores QC (i.e., os menores valores 

percentuais).  

A partir da análise das Figuras 3.31 a 3.35 é possível comparar as frações de massa de 

referência de Ca, Mg, P, Fe e Mn determinadas por ICP OES após digestão ácida e os valores 

previstos por fs- e ns-LIBS nas amostras do conjunto de validação peneiradas em malha com 

abertura de 75 µm. Conforme demonstrado, os modelos PLS em fs-LIBS previram com 

exatidão as frações de massa dos elementos, as quais apresentaram bastante concordância com 

os valores de referência. Por outro lado, embora os teores previstos por ns-LIBS empregando-

se PLS tenham sido muito mais concordantes com os de referência do que os valores previstos 

pela calibração univariada, essas concordâncias ainda são apreciavelmente menores do que as 

alcançadas por fs-LIBS. 

 

 

 

 

 

 

 



123 
 

 

 

 

0 10 20 30 40 50

0

10

20

30

40

50

y = (0,97  0,85) + (0,91  0,05)x

r = 0,9818

RMSEP = 1,9 

V
a

lo
re

s 
p

re
v

is
to

s 
(g

 k
g

-1
 C

a
)

Valores de referência (g kg
-1
 Ca)

fs-LIBS

 

0 10 20 30 40 50

0

10

20

30

40

50

y = (3,04  0,99) + (0,59  0,06)x

r = 0,9460

RMSEP = 5,7 

V
a

lo
re

s 
p

re
v

is
to

s 
(g

 k
g

-1
 C

a
)

Valores de referência (g kg
-1
 Ca)

1064 nm

 

0 10 20 30 40 50

0

10

20

30

40

50
y = (0,22  1,80) + (0,96  0,10)x

r = 0,9332

RMSEP = 4,0 

V
a

lo
re

s 
p

re
v

is
to

s 
(g

 k
g

-1
 C

a
)

Valores de referência (g kg
-1
 Ca)

532 nm

 

0 10 20 30 40 50

0

10

20

30

40

50
y = (3,5  1,2) + (0,63  0,07)x

r = 0,9343

RMSEP = 5,1 

V
a

lo
re

s 
p

re
v

is
to

s 
(g

 k
g

-1
 C

a
)

Valores de referência (g kg
-1
 Ca)

266 nm

 

Figura 3.31 – Gráficos de regressão entre as frações de massa de referência 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-padrão (LIBS: n = 3 espectros 

médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlação 

idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS. 
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Figura 3.32 – Gráficos de regressão entre as frações de massa de referência 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-padrão (LIBS: n = 3 espectros 

médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlação 

idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS. 
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Figura 3.33 – Gráficos de regressão entre as frações de massa de referência 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-padrão (LIBS: n = 3 espectros médios; 

ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlação idealmente 

perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS. 
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Figura 3.34 – Gráficos de regressão entre as frações de massa de referência 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-padrão (LIBS: n = 3 espectros 

médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlação 

idealmente perfeita entre os dados de ICP OES e LIBS. 
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Figura 3.35 – Gráficos de regressão entre as frações de massa de referência 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-padrão (LIBS: n = 3 espectros 

médios; ICP OES: n = 3 digeridos). As linhas pontilhadas representam a correlação 

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 exatidão e também é utilizado para a comparação dos 

resultados obtidos em diferentes condições. Entretanto, este é um parâmetro global que 

incorpora tanto os erros sistemáticos quanto os aleatórios.130 Assim, os resultados obtidos por 

LIBS, em suas diferentes modalidades, foram comparados estatisticamente com os valores de 

referência empregando-se as elipses de confiança. A Figura 3.36 apresenta as elipses de 
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confiança (ao nível de 99 % de confiança) referentes aos parâmetros de regressão (intercepto e 

inclinação) calculados para as funções lineares apresentadas nas Figuras 3.31 a 3.35 

empregando-se regressão ordinária pelos mínimos quadrados (OLS). Considerando-se os dados 

obtidos por fs-LIBS, observou-se que, para todos os analitos, as regiões de confiança 

englobaram os respectivos pontos ideais (0, 1), para intercepto e inclinação, respectivamente. 

Isto mostra que não existem diferenças estatísticas entre os valores de referência e os previstos 

por fs-LIBS empregando-se PLS, ao nível de 99 % de confiança. 

Com relação ao tamanho das elipses, cabe destacar que quanto menores forem as áreas 

das mesmas, menores são as incertezas associadas à regressão entre os 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 confiança de Mg 

terem incluído 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 referência, cabe observar que as elipses de ns-LIBS 

apresentaram incertezas relativamente elevadas (i.e., elipses muito maiores), o que reflete as 

dispersões relevantes apresentadas na Figura 3.32. 

No caso de Mn, por exemplo, apesar da elipse referente à ns-LIBS a 266 nm não incluir 

o ponto ideal, ela está mais próxima ao ponto (0, 1) do que as elipses correspondentes à 1064 e 

532 nm. Se amostras de validação que apresentaram erros residuais relativamente altos (sendo 

1 para 1064 nm; 2 para 532 nm; e 1 para 266 nm) não fossem consideradas, os valores de 

RMSEP para Mn iriam diminuir de 42 para 31 mg kg-1 (1064 nm), de 48 para  

27 mg kg-1 (532 nm), e de 35 para 21 mg kg-1 (266 nm). Nesses casos, as regiões das elipses de 

confiança iriam incluir o ponto ideal (0, 1) e as frações de massa previstas por ns-LIBS seriam 

estatisticamente iguais às de referência.  

No caso do Fe, apesar da região elíptica referente à ns-LIBS a 1064 nm ter margeado o 

ponto ideal (0, 1), pode-se inferir que os métodos de LIBS produziram resultados muito 

próximos dos de referência. Para P, com exceção 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 – Região da elipse de confiança para o intercepto e a inclinação da regressão 

entre as frações de massa de referência 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 inclinação igual a 1; dados para ● fs-LIBS a 800 nm, e ns-LIBS a ● 

1064 nm, ● 532 nm e ● 266 nm.  
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 Considerando-se os resultados apresentados na Tabela 3.11, os valores de r val entre os 

valores previstos por fs-LIBS nas amostras do conjunto de validação e os de referência variaram 

entre 0,9318 e 0,9954 em fs-LIBS. Por outro lado, os valores de r val em ns-LIBS variaram entre 

0,7595 e 0,9894.  

Por outro lado, comparando-se estatisticamente os parâmetros de regressão (intercepto 

e inclinação) calculados para as funções lineares entre as frações de massa previstas pelos 

modelos PLS nas amostras não peneiradas e os valores de referência (gráficos não mostrados), 

empregando-se regressão ordinária pelos mínimos quadrados (OLS), observou-se que a 

diferença nas distribuições do tamanho das partículas foi relevante na determinação dos 

macronutrientes Ca, Mg e P por fs-LIBS (Figura 3.37). Nos casos de Ca e Mg, as respectivas 

elipses de confiança margearam o ponto ideal (0, 1), podendo-se inferir que fs-LIBS forneceu 

resultados muito próximos dos de referência para esses 2 elementos. No entanto, observou-se 

uma discrepância mais evidente no caso do P. O diâmetro de focalização do laser relativamente 

pequeno (i.e., 150 µm) empregado em fs-LIBS pode ter contribuído para as diferenças 

observadas para os macronutrientes em função da distribuição do tamanho das partículas das 

amostras não-peneiradas. Por outro lado, o preparo da amostra não afetou as previsões de Fe e 

Mn por fs-LIBS uma vez que as respectivas elipses de confiança englobaram o ponto ideal (0, 

1). Não foram observadas diferenças significativas nas elipses de confiança referente aos dados 

previstos por ns-LIBS em função do preparo da amostra.  

Em termos gerais, as características analíticas apresentadas neste tópico demonstram 

que fs-LIBS é a estratégia mais robusta para prever as frações de massa dos elementos, dentro 

dos intervalos modelados, em pastilhas de folhas provenientes de diferentes espécies. 
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Figura 3.37 – Região da elipse de confiança para o intercepto e a inclinação da regressão 

entre as frações de massa de referência de Ca, Mg, P, Fe e Mn, e as previstas por fs- e ns-

LIBS empregando-se modelos PLS nas amostras não-peneiradas. Legenda:   = ponto onde 

o intercepto é igual a 0 e a inclinação igual a 1; dados para ● fs-LIBS a 800 nm, e ns-LIBS a 

● 1064 nm, ● 532 nm e ● 266 nm. 
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3.5.5 Precisão das medições e limites de detecção 

 

A Tabela 3.12 apresenta os valores dos desvios padrão combinados das triplicatas do 

conjunto de validação (strip), bem como a variação dos coeficientes de variação (CV), das 

frações 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 strip e CV foram obtidos tanto por 

fs-LIBS quanto por ns-LIBS, apesar das crateras produzidas por ablação com pulsos em regime 

temporal de fs ser significativamente menor (diâmetro: 210 ± 10 µm) do que as produzidas em 

regime temporal de ns (1064 nm: 730 ± 14 µm; 532 nm: 688 ± 5 µm; 266 nm: 380 ± 12 µm).  

 

Tabela 3.12 – Parâmetros estatísticos referentes à precisão das medições feitas por fs- e ns-

LIBS a 1064, 532 e 266 nm nas pastilhas das amostras do conjunto de validação empregando-

se modelos PLS. 

 

A
n

a
li

to
 

 fs-LIBS  ns-LIBS 

PA 
800 nm  1064 nm  532 nm  266 nm 

strip CV (%)  strip CV (%)  strip CV (%)  strip CV (%) 

Ca 
P 0,16 0,2 – 5,5  0,26 3,2 – 12  0,22 0,8 – 13  0,24 1,3 – 15 

NP 0,42 1,1 – 28  0,29 2,6 – 11  0,23 2,1 – 11  0,23 0,3 – 12 

Mg 
P 0,04 0,5 – 8,4  0,08 3,7 – 12  0,05 1,1 – 11  0,04 0,7 – 7,3 

NP 0,08 0,2 – 9,2  0,06 3,4 – 11  0,07 1,3 – 14  0,05 1,0 – 9,0 

P 
P 0,05 2,3 – 21  0,02 1,3 – 7,7  0,02 0,9 – 8,3  0,01 1,1 – 5,1 

NP 0,05 5,1 – 19  0,02 0,8 – 11  0,02 0,7 – 12  0,02 0,1 – 9,6 

Cu 
P nd 6,7 a  0,32 3,9 – 33  0,13 1,2 – 9,7  0,14 1,6 – 11 

NP nd 15,2 a  0,20 1,3 – 14  0,27 3,3 – 19  0,08 0,7 – 7,9 

Fe 
P 16 5,7 – 38  7,8 1,1 – 19  7,8 3,1 – 15  14 0,5 – 20 

NP 18 7,3 – 65  8,4 0,9 – 54  3,8 0,8 – 7,9  6,3 1,8 – 20 

Mn 
P 3,4 1,0 – 13  1,8 1,5 – 23  2,0 2,0 – 24  1,3 1,1 – 32 

NP 4,0 1,1 – 24  3,0 1,2 – 29  2,2 2,2 – 65  2,1 0,1 – 11 

Zn 
P nd 17 b  0,3 1,1 – 6,3  1,1 3,8 – 33  1,1 6,4 – 34 

NP nd 23 b  0,4 2,6 - 27  0,8 3,0 – 34  0,8 2,1 – 53 

NOTA: PA = preparo de amostra; P = peneirada; NP = não-peneirada; strip = desvio padrão combinado das 

triplicatas do conjunto de validação; CV = coeficientes de variação (min - máx); nd = não determinado. a Estimado 

com pastilha de folhas de uva contendo 112 ± 17 mg kg-1 Cu; b Estimado com pastilha de folhas de soja contendo 

97 ± 1 mg kg-1 Zn. 
 

 

As microscopias eletrônicas de varredura das crateras produzidas por ablação a laser em 

regimes temporais de fs e de ns confirmam que o tamanho das crateras aumentou não só com o 



133 
 

aumento da duração dos pulsos, mas também, contrariamente ao esperado, em função do 

comprimento de onda (Figura 3.38). Observou-se maiores taxas de ablação à medida em que 

o comprimento de onda do laser foi alterado para a região IR. Segundo a literatura, quanto 

menor o comprimento de onda do laser, maior é a taxa de ablação, ou seja, maior é a massa 

removida por pulso de laser.35, 41, 52 Este efeito já foi amplamente demonstrado na análise de 

amostras de metais e de ligas metálicas,41, 62, 160, 161 e também é válido para amostras vítreas. 

Neste caso, o comprimento de onda do laser afeta de maneira substancial a taxa de ablação, 

pois os vidros são transparentes à radiação IR.52, 79 Nesta tese, a menor taxa de ablação foi 

observada para os pulsos no UV. 

 

  

  

Figura 3.38 - Microscopia eletrônica de varredura das crateras formadas por ablação a laser em 

regime temporal de (a) femto- e de (b) nanossegundos a 1064, (c) 532 e (d) 266 nm na superfície 

de pastilhas de folhas de espinafre NIST 1570a. Condições experimentais: fs-LIBS: 30 pulsos 

com 9,5 J cm-2 / 1,6 x 105 GW cm-2. ns-LIBS: 20 pulsos com 35 J cm-2 / 6 GW cm-2. 
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De qualquer maneira, espera-se que a ablação de uma massa maior deva melhorar a 

representatividade das porções amostradas.108, 132 No entanto, não foram observadas correlações 

entre a precisão das medições (valores de strip e CV) e a massa removida. No tocante ao método 

de preparo de amostra e, por conseguinte, a distribuição do tamanho das partículas, verificou-

se um aumento na precisão das medições (i.e., valores menores de strip) feitas por fs-LIBS nas 

pastilhas preparadas com as amostras peneiradas. Neste caso, o diâmetro de focalização do laser 

relativamente pequeno (i.e., 150 µm) mostrou-se mais vulnerável à distribuição do tamanho das 

partículas das amostras não-peneiradas. Cabe informar que muitas destas amostras contêm 

partículas maiores que 150 µm e, consequentemente, são heterogêneas nesta ordem de 

grandeza, o que resultou em valores de strip maiores. Por outro lado, esse efeito não se tornou 

evidente quando se utilizou um diâmetro de focalização do laser apreciavelmente maior de 500 

µm (que proporciona um aumento na área irradiada de cerca de 11 vezes). Assim, não foram 

verificadas diferenças significativas na precisão das medições feitas por ns-LIBS nas pastilhas 

preparadas com amostras peneiradas e não-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 calibração univariadas 

e, segundo a literatura,96 não diferem significativamente dos estimados pela calibração 

multivariada. Embora os espectros de fs-LIBS sejam caracterizados pela baixa emissão de 

radiação de fundo, os de ns-LIBS apresentaram linhas de emissão muito mais intensas devido, 

principalmente, à reexcitação das espécies provocada pelos processos de interação entre o laser 

e o plasma. No entanto, é importante destacar que tanto fs-LIBS como ns-LIBS proporcionaram 

LODs apropriados para a determinação de Ca, Mg, P, Fe e Mn considerando-se os intervalos de 

fração de massa destes nutrientes comumente encontrados em amostras de interesse 

agronômico.1, 162 Além disso, estes valores estão bem abaixo das frações de massa mínimas 

encontradas nas amostras selecionadas para calibração (Tabela 3.8). Nos casos de Cu e Zn, 

somente a ns-LIBS forneceu LODs apropriados para esses elementos tendo em vista as frações 

de massa diminutas desses micronutrientes nas amostras consideradas. Por outro lado, os LODs 

relativamente altos de 7 mg kg-1 Cu e 80 mg kg-1 Zn prejudicaram a determinação 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-1 Cu) e de zinco (folhas de soja: 97 ± 1 mg 

kg-1 Zn). 

Os resultados apresentados neste tópico foram publicados no periódico Analytica 

Chimica Acta (Anexo C).  
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Tabela 3.13 – Limites de detecção (3,3 σ) em fs- e ns-LIBS. 

Analito Linha (nm) 
fs-LIBS  ns-LIBS 

800 nm  1064 nm  532 nm  266 nm 

Ca (g kg-1) II 315,887 0,007  0,01  0,007  0,005 

Mg (g kg-1) I 285,213 0,02  0,01  0,04  0,05 

P (g kg-1) I 213,618 0,4  0,1  0,1  0,1 

Cu (mg kg-1) I 324,755 7 a  1  3  3 

Fe (mg kg-1) II 238,204 12  3  5  8 

Mn (mg kg-1) II 257,610 2  1  1  1 

Zn (mg kg-1) II 202,458 80 b  14  4  12 

a Estimado com pastilha de folhas de uva contendo 112 ± 17 mg kg-1 Cu; b Estimado com pastilha de 

folhas de soja contendo 97 ± 1 mg kg-1 Zn. 
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4 CONCLUSÕES 

 

Os resultados apresentados nesta tese destacam alguns aspectos instrumentais e 

matriciais que podem afetar a determinação quantitativa de macro- e micronutrientes em 

pastilhas de material foliar por LIBS. 

A distribuição do tamanho das partículas para o preparo das pastilhas é um parâmetro 

intrínseco que afeta tanto a sensibilidade quanto a precisão das medições em LIBS. 

Demonstrou-se que o preparo das amostras-teste com distribuição do tamanho de partículas 

unimodal e menores que 100 µm, é fundamental para a obtenção de pastilhas com resistência 

mecânica apropriada, para a diminuição dos efeitos de matriz, e para proporcionar coeficientes 

de variação das medições geralmente menores que 10 %. No entanto, os aumentos na 

intensidade dos sinais de emissão em função da diminuição do tamanho das partículas são 

dependentes da fluência do laser, sendo que, em ns-LIBS a 1064 nm, o uso de fluências mais 

altas, como por exemplo 50 J cm-2, tornou o sistema mais robusto com referência à distribuição 

do tamanho de partículas recomendada. Observou-se, também, que o uso de fluência apropriada 

é fundamental para proporcionar resultados mais exatos na análise de pastilhas preparadas com 

folhas de cana-de-açúcar por ns-LIBS a 1064 nm. Neste caso, para a maioria dos elementos, 

houve um aumento na correlação entre a intensidade dos sinais de emissão dos analitos e a suas 

respectivas frações de massa empregando-se 50 J cm-2 (220 mJ por pulso, diâmetro de 

focalização de 750 μm). 

Verificou-se que o comprimento de onda do laser de Nd:YAG não afetou a análise das 

pastilhas das amostras de cana-de-açúcar por ns-LIBS. Funções lineares entre as intensidades 

dos sinais de emissão e as frações de massa de Ca, K, Mg, P, B, Cu, Fe, Mn, Zn, Al e Na foram 

obtidas na análise de pastilhas de folhas de cana-de-açúcar, provenientes de  

14 variedades, por ns-LIBS operando a 1064, 532, 355 e 266 nm. Neste caso, os parâmetros 

analíticos de desempenho (e.g., RMSEC, r cal, CV das medições) mostraram-se bastante 

semelhantes para os 4 comprimentos de onda avaliados. Pode-se concluir que a composição 

química das amostras é uma variável mais relevante do que o comprimento de onda em ns-

LIBS, pois resultados mais dispersos (i.e., maiores erros de previsão) foram obtidos na análise 

de um conjunto de amostras mais heterogêneo, constituído por pastilhas preparadas com folhas 

provenientes de diferentes matrizes, como soja, milho, cana-de-açúcar, citros, café, por 

exemplo, independentemente do comprimento de onda e da distribuição do tamanho das 

partículas das amostras.  

 



137 
 

Tratando-se de um universo de matrizes heterogêneas, observou-se que, entre outros 

fatores, a duração do pulso do laser foi a variável decisiva na análise de pastilhas de materiais 

vegetais por LIBS. O uso de pulsos em regime temporal de femtossegundos proporcionou 

calibrações e validação menos dependentes das propriedades físicas e químicas das matrizes, 

quando comparado ao regime de nanossegundos. Observou-se que as frações 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 referência, 

previamente determinados por ICP OES após digestão ácida assistida por radiação micro-

ondas, independentemente do modelo de calibração usado.  

Por outro lado, somente o uso de calibração multivariada mostrou-se capaz de resolver 

as transformações não-lineares inerentes à variabilidade espectral provocada pelas diferenças 

matriciais em ns-LIBS. Assim, quando se utiliza calibração multivariada, os parâmetros de 

desempenho analítico que descrevem a capacidade preditiva de ns-LIBS se assemelham aos de 

fs-LIBS. Os resultados obtidos nesta tese mostram que as diferenças na capacidade de previsão 

dos modelos de calibração obtidos por fs-LIBS e ns-LIBS são, muitas vezes, pequenas e não 

justificam o uso de uma instrumentação mais complexa. De qualquer forma, apesar de sua 

sensibilidade ser um pouco menor em relação à ns-LIBS, fs-LIBS pode ser considerada uma 

estratégia mais robusta frente à variabilidade matricial entre diferentes tipos de amostras. No 

caso de amostras com composição química semelhante, sistemas LIBS com laser de Nd:YAG 

a 1064 nm e pulsos de 50 J cm-2 mostraram desempenho apropriado na análise das pastilhas 

considerando-se os limites de detecção, exatidão e precisão das medições. 
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Anexo A – Artigo publicado no periódico Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy; 

Anexo B – Artigo publicado no periódico Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy; 

Anexo C – Artigo publicado no periódico Analytica Chimica Acta. 
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