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RESUMO

A espectrometria de emissdo 6ptica em plasma induzido por laser (LIBS) € uma
técnica que vem se desenvolvendo cada vez mais para determinacdes analiticas
multielementares, com aplicacbes em diversas areas. Possui varias vantagens,
como por exemplo, ser uma técnica de andlise rapida, minimamente destrutiva e
ambientalmente amigavel, enquanto que a maior dificuldade estd baseada na sua
relativa baixa sensibilidade. Muitos estudos tém sido desenvolvidos com a finalidade
de melhorar a sensibilidade, porém os aprimoramentos elaborados demandam
equipamentos mais sofisticados, aumentando o custo e comprometendo a
portabilidade da técnica. O presente trabalho avaliou estratégias simples para
melhorar a sensibilidade das medidas em LIBS, permitindo o uso de instrumentos
compactos de pulso simples. As estratégias desenvolvidas se baseiam na
proposicdo da introducdo de uma etapa simples de pré-tratamento da amostra,
capaz de agir na fragilizacdo de estruturas quimicas que por consequéncia levem ao
aumento das intensidades de emissdo das espécies componentes da amostra. As
etapas de pré-tratamentos buscam em sua essencialidade ndo descaracterizar as
vantagens analiticas de LIBS, tais como a simplicidade e a nao utilizacdo de
reagentes potencialmente toxicos, além de serem aplicaveis a diversos tipos de
amostras. A acdo da temperatura sobre a modificagdo de estruturas quimicas foi
avaliada utilizando aguecimento em mufla para amostra de material vegetal, solo e
liga metalica e em forno de micro-ondas para amostra vegetal. Os tratamentos
empregados utilizando aquecimento em mufla resultaram em aumentos nas
intensidades de emissao em toda regido espectral para todas as amostras avaliadas;
para a amostra de folha, material para o qual foram obtidos os melhores resultados,
foram verificados aumentos de 47x com relacéo a area de pico da linha de Ca | em
612,14 nm, além do aparecimento de linhas antes ndo observadas, como a de Sr Il
em 407,82 nm. Para a amostra de liga, a area da linha de Fe | em 489,22 nm teve
um aumento de 8x e para a amostra de solo, a linha de Na em 588,89 nm, por
exemplo, teve seu valor de area aumentado em 4x com a aplicacdo do tratamento
térmico. O aquecimento em micro-ondas forneceu incrementos de intensidade
menos pronunciados, comparados ao aquecimento em mufla. Adicionalmente foi
avaliada a introducdo de fundente a amostra de solo com o intuito de melhorar
processos fisicos, os quais poderiam culminar em aumento dos processos de
emissdo dos analitos da amostra, entretanto, esta estratégia ndo atingiu o objetivo
proposto. Por fim, o tratamento térmico em mufla foi aplicado no desenvolvimento de
um meétodo para determinagdo de Sr em material foliar utilizando LIBS. O método
desenvolvido apresentou curva analitica linear com coeficiente de correlagéo igual a
0,997, limite de deteccdo igual a 4,23 mg kg™ e limite de quantificacéo igual a 14,09
mg kg™. A anélise de material de referéncia certificado foliar pelo método proposto
indicou que a concentragdo de Sr determinada é concordante com o valor certificado
a 95% de confianca (test t pareado).

Palavras-chave: LIBS. Sensibilidade. Tratamento térmico. Preparo de amostra.



ABSTRACT

Laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) is an analytical technique in devel-
opment, increasingly applied for multielemental determinations in several areas. It
shows several advantages, such as rapidity, minimally destructive and environmen-
tally friendly, although the greatest difficulty is based on its relatively low sensitivity.
Many efforts have been expended to improve LIBS sensitivity, but several proposals
require more sophisticated equipment, increasing the cost and compromising the
portability of the technique. The present work evaluated simple strategies to improve
the sensitivity of LIBS measurements allowing the use of compact single pulse in-
struments. The proposed strategies are based on a simple sample pretreatment, able
to promotes simplification of chemical structures, which could lead to an increase of
emission intensities. The proposed pretreatment steps aimed to preserve the inter-
esting LIBS analytical advantages, such as its simplicity and non-use of toxic rea-
gents, and its applicability to several types of samples. Then the temperature action
on the simplification of chemical structures was evaluated using conventional muffle
oven, for samples of plant leaves, soil and metal alloy. Additionally, microwave oven
heating was evaluated for plant leaves. The muffle oven treatments resulted in im-
portant increases of the emission intensities for all spectral region of all evaluated
samples; for the plant leaves, material for which the best results were observed, the
integrated peak area of the Ca | line at 612.14 nm was increased about 47x after the
thermic treatment. Moreover, new emission lines, not observed before, such as Sr Il
line at 407.82 nm, appeared. In the alloy sample, the integrated area of Fe | line at
489.22 nm showed an increase of 8x and in soil sample the Na | line at 588.89 nm,
showed an increasing of 4x. The microwave heating provided less pronounced inten-
sity increments compared to the muffle heating. The mixture of the soil sample with
chemical modifier was also evaluated in order to improve physical processes, which
could lead to an increasing of the emission signals. Nevertheless, this strategy did
not reach the expected. Finally, the heat treatment in muffle was applied in the de-
velopment of a method for determination of Sr in leaf material using LIBS. The devel-
oped method presented a linear analytical curve with correlation coefficient of 0.997,
limit of detection of 4.23 mg kg ™ and limit of quantification of 14.09 mg kg™. Analysis
of leaf reference material by the proposed method indicated the determined concen-
tration of Sr is in agreement with the certified value at 95% confidence (paired t-test).

Keywords: LIBS. Sensitivity. Heat treatment. Sample preparation.
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1 INTRODUCAO

A espectrometria de emissdo Optica em plasma induzido por laser, do inglés
laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS), € uma técnica espectroanalitica, que
comparada as técnicas convencionais de determinacdo elementar, apresenta
caracteristicas atraentes como ser aplicavel a diversos tipos de amostras, possuir
custo de analise relativamente baixo, requerer minimas quantidades de amostra,
dispensar os morosos pré-tratamentos de decomposicdo da amostra, etapa da
sequéncia analitica a qual elevadas quantidades de reagentes potencialmente
toxicos e perigosos sao requeridos. Assim, LIBS pode ser considerada uma técnica
ambientalmente amigavel consonante a quimica verde. Adicionalmente, a técnica
LIBS proporciona analises rapidas e diretas, inclusive com a potencialidade de
analise in situ.

Devido as suas interessantes caracteristicas analiticas, LIBS vem despertando
interesse nas mais diversas areas: ambiental (REZK et al.,, 2016), forense
(LENNARD et al., 2015), espacial (SALLE et al., 2004), dentre outras. Entretanto,
apesar da crescente popularidade, a sensibilidade da técnica ainda é bem inferior
comparada a outras técnicas espectroanaliticas consolidadas para determinacdo
elementar (MIZIOLECK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006). Os menores limites de
deteccdo encontrados para LIBS estdo em torno de 1 a 10 ppm (CARVALHO et al.,
2010), enquanto que ICP-MS (do inglés, Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry), por exemplo, oferece limites de deteccdo na faixa de partes por
trilhdo (THOMAS, 2004). Nesse contexto, alguns trabalhos visando a melhora da
sensibilidade em LIBS vém sendo desenvolvidos tanto relacionados a modificacdes
do arranjo instrumental, a exemplo do DP-LIBS (do inglés, LIBS doble pulse) como
em relacdo ao emprego de pré-tratamento a amostras, como exemplo NELIBS (do
inglés, nanoparticle enhanced laser induced breakdown spectroscopy). Apesar da
comprovada eficacia das estratégias supracitadas, o DP-LIBS, por exemplo, envolve
alto custo instrumental e reducéo do potencial de portabilidade da técnica, enquanto
o NELIBS envolve um preparo de amostra dependente da producdo de
nanoparticulas de metais nobres, como Ag e Au.

Considerando as diferentes estratégias descritas na literatura, aliada a
necessidade de melhorar a sensibilidade das deteccdes em LIBS, o trabalho propde

para melhora da sensibilidade, o desenvolvimento de estratégias mais simples, com
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relativo baixo custo e que sejam aplicaveis a qualquer tipo de configuracdo

instrumental.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desenvolvimento da técnica LIBS tornou-se possivel com o advento do
laser (do inglés, light amplification by stimulated emission of radiation) que é parte
fundamental da configuragéo experimental de um equipamento LIBS. As teorias de
emissdo estimulada propostas em 1917 por Albert Einstein permitiram o
desenvolvimento de um dispositivo laser de rubi com bombeamento Optico por
Theodore Harold Maiman em 1960 (MAIMAN, 1960).

O emprego da emissao de radiacdo de dispositivos lasers para induzir a
formacao de um plasma foi relatado pela primeira vez na literatura em 1962 por Fred
Brech e Lloyd Cross (RADZIEMSKI, 2002), sendo que em 1963 o desenvolvimento
de um laser Q-switched marcou o “nascimento” da técnica LIBS (MIZIOLECK,
PALLESCHI e SCHECHTER, 2006). Em 1964 a primeira analise espectral direta foi
realizada em LIBS por Runge e colaboradores (RUNGE et. al., 1964) e em 1965,
Zel'dovich e Raizer propuseram o primeiro modelo tedrico descrevendo os
processos fisicos envolvidos na ruptura de gases induzida por laser (ZEL'DOVICH e
RAIZER, 1965).

Até a década de 70, os progressos feitos em LIBS relacionavam-se a sua
evolucdo instrumental (WINEFORDNER et al., 2004) e alguns equipamentos
comerciais comecaram a ser produzidos por Jarrell-Ash e Carl Zeiss, sendo que
esses equipamentos utilizavam-se da energia proveniente do pulso do laser para
ablacdo da amostra e um arco elétrico era utilizado para sua excitacdo
(RADZIEMSKI, 2002).

O desenvolvimento de lasers menores, mais potentes, estaveis e robustos
durante a década de 80, além da evolucdo dos detectores, que se tornaram mais
sensiveis, impulsionaram o interesse e o emprego da técnica (PASQUINI et al.,
2007), sendo atualmente uma técnica espectroanalitica amplamente difundida.
Devido ao aperfeicoamento instrumental, aos estudos sobre fundamentos tedricos
aprofundados e possibilidade de novas aplicacdes, a técnica LIBS apresenta um
crescente numero de publicacdes relacionadas aos seus conceitos e aplicagdes,
como mostra a Figura 1, gerada por dados extraidos de uma busca na base de
dados ISI Web of Science com as palavras-chaves “Laser-Induced Breakdown

Spectroscopy’.
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600

Numero de publicacdes

2005
Ano

Figura 1 - Numero de publicagbes em periddicos que envolvem os tépicos “Laser induced
breakdown spectroscopy” por ano de 1998 a 2016.

Fonte: Autora.

A fundamentacdo da técnica LIBS €& baseada em microamostragem por
ablacdo a laser seguida de excitacdo das espécies presentes no plasma durante
e/ou imediatamente apds ablacdo permitindo a conducdo de andlise direta em
diferentes tipos de amostras sélidas, liquidas e gasosas (SANTOS JUNIOR et al.,
2006). Um sistema LIBS basico requerido para analises € constituido por um laser
pulsado, um conjunto de lentes, um espectrdbmetro e um processador de dados,

como mostrado na Figura 2.

Computador

Laser lentes coletoras ..

Fibra dptica

.

: e . Plasma
ente "o,

focalizadora 'ﬂ

Detector

Elemento de dispersdo

Amostra -
Espectrometro

Figura 2 - Representacdo esquemética de um espectrometro LIBS.

Fonte: Ferreira, E. C.
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O conceito de emissao estimulada que possibilitou o desenvolvimento dos
lasers se baseia no principio de que um foton, ao incidir sobre o atomo, nao sé pode
ser absorvido como também estimular a emissdo de um foton idéntico a ele se
houver um elétron cuja energia de excitacdo corresponda a energia do foton
incidente. Neste caso, a incidéncia de um foton corresponderd & emergéncia de dois
fétons (de frequéncia, fase, polarizacéo e direcdo semelhante a do foton original) e a
emissdo da luz ocorrera pelo decaimento para um estado de menor energia do
elétron que foi excitado. A amplificacdo da luz laser, e consequente formacédo do
feixe, acontecem por meio do emprego de espelhos na cavidade 6ptica, que fazem
com que os fétons produzidos retornem ao sistema e possam interagir com mais
atomos presentes e uma fracdo dessa luz produzida pode deixar o sistema por meio
de uma abertura em um dos espelhos (BAGNATO, 2001).

A interacdo da energia radiante proveniente da incidéncia de um pulso de laser
com uma amostra promove sua ablacdo (remoc¢do muito discreta e superficial da
amostra). Antes da formacdo do plasma, ocorre a ruptura dielétrica das ligacdes
moleculares do material (breakdown), fenbmeno este relacionado a propriedades da
amostra, como elasticidade e compressibilidade, que determinam os mecanismos de
deposicao e dissipacdo de energia (CORREIA et al., 2003). Os elétrons livres
absorvem os fotons do laser incidente adquirindo energia suficiente para ionizar
atomos adicionais por colisdo produzindo novos elétrons que por sua vez absorvem
mais fétons durante o pulso promovendo uma avalanche de ionizacado (MIZIOLECK,
PALLESCHI e SCHECHTER, 2006).

A amostra ablada provoca uma compressao da atmosfera circundante levando
a formacdo de uma onda de choque, sendo que no decorrer desse processo ha
ocorréncia de fendmenos como aquecimento rapido local, fusdo e intensa
evaporacdo. O plasma é entdo formado devido a alta temperatura local e pela
expansdo do material evaporado em forma de pluma acima da superficie da
amostra, havendo presenca de fragmentos moleculares, atomos, ions e elétrons
(FORTES et al., 2013). Varios fatores podem afetar o plasma formado, como
caracteristicas do laser (comprimento de onda, duracdo do pulso, energia),
propriedades fisicas e mecanicas da amostra, e também a atmosfera circundante de
evolucéo do plasma (SINGH e THANKUR, 2007).

Quando as espécies excitadas presentes no plasma voltam aos seus estados

de menor energia, emitem radiacdes eletromagnéticas que sao conduzidas até o
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detector. A radiacdo detectada é processada e convertida em sinal transiente e o
espectro de emissao é gerado (PASQUINI et al., 2007).

O objetivo da técnica LIBS, assim como 0 objetivo das técnicas de emissao
Optica, é a determinacédo da composicao elementar de uma amostra, desde analises
apenas para identificacdo dos seus constituintes atbmicos até determinacfes de
concentracbes relativas ou massas absolutas, jA que cada espécie fornece um
espectro de emissdo uUnico sendo possivel a identificacdo pelos comprimentos de
onda das linhas de emisséo, e a intensidade dessas linhas permite a quantificacao.
A determinacdo das espécies presentes nas amostras por esse tipo de técnica
envolve véarias etapas como atomizacdo, excitacdo, deteccdo da luz emitida,
calibracdo da relacdo de intensidade com a concentracdo ou massa para posterior
quantificacdo (MIZIOLECK, PALLESCHI e SCHECHTER, 2006).

LIBS apresenta caracteristicas interessantes comparadas as técnicas
convencionais por apresentar maior simplicidade, rapidez, ser aplicavel a qualquer
tipo de amostra condutora ou ndo condutora (sélida, liquida, gasosa), custo de
analise relativamente baixo, com minimo (ou nenhum) preparo de amostra,
capacidade de deteccao simultdnea e multielementar, possibilidade de andlises a
distancia, possibilidade de andlises in-situ (SANTOS JUNIOR et al., 2006)
(PASQUINI et al.,, 2007); sendo uma técnica mais limpa e de acordo com o0s
principios da quimica verde, ja que a producao de residuos € minimizada e ndo faz a
utilizacdo de reagentes potencialmente téxicos, como acidos concentrados e
solventes organicos. Porém, a técnica LIBS apresenta menor sensibilidade quando
comparada a outras técnicas, como ICP-OES (do inglés, inductively coupled plasma
optical emission spectrometry), o que estimula cada vez mais o0 interesse no
desenvolvimento de estratégias para melhora da sua sensibilidade, como pode ser
visto no gréfico (Figura 3) gerado pelos dados extraidos de uma busca na base de
dados ISI Web of Science com as palavras-chaves “Laser-Induced Breakdown
Spectroscopy” e “sensitivity”, que se apresenta crescente assim como o estudo da

prépria técnica.
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Figura 3 - Numero de publicagbes em periddicos que envolvem os topicos “Laser induced
breakdown spectroscopy” e “sensitivity” por ano de 1998 a 2016.

Fonte: Autora.

De forma geral, o aprimoramento do desempenho de LIBS pode ser
conseguido de duas formas sendo devido a melhora do sinal de emisséo do plasma
ou pela modificacdo das espécies presentes nas amostras, sendo que a maior parte
dos trabalhos envolvendo a tematica, como apresentado a seguir, opta pelo
aumento da emissdo do plasma evitando preparos de amostra. As consequéncias
dessa abordagem envolvem maior custo devido modificacao instrumental (como, por
exemplo, pela adicdo de lasers ou detectores de alto desempenho) além de requerer
conhecimentos especificos em campos da quimica e fisica do plasma e também da
tecnologia laser ndo atendendo aos requisitos da maioria dos cientistas e
operadores que desejam usar a técnica (JANTZI et al., 2016).

Um grande numero de propostas para melhora da sensibilidade analitica é
baseado na utilizacdo de dois pulsos de laser (DP-LIBS, do inglés LIBS double
pulse). No DP-LIBS, um pulso é utilizado para ablacdo e o pulso seguinte para
excitacao. Essa configuragcao pode proporcionar sinais de emissdo muito superiores
aos sinais obtidos em sistemas LIBS de pulso simples. QI e colaboradores (2013)
fizeram uma investigacdo de sensibilidade por meio da analise de ligas com DP-
LIBS. Os autores observaram que as intensidades das linhas de emissédo de

magnésio foram melhoradas 4,7 vezes comparando-se ao LIBS de pulso unico.
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Apesar da significativa melhora proporcionada por DP-LIBS, a configuragdo desse
tipo de sistema demanda a utilizagdo de dois lasers e um sistema eletrdnico
adequado para sincronizacdo dos dois pulsos e aquisicdo do sinal, o que eleva
significativamente o custo do sistema e reduz o seu potencial de portabilidade.

Em sistemas LIBS com aprimoramento ressonante (RE-LIBS, do inglés,
ressonance enhanced laser induced breakdown spectroscopy), a ablagédo a laser é
combinada com fotoionizagdo ressonante para atomizar amostras solidas e ionizar
seletivamente os atomos de analito para analises de massas utilizando-se, entdo, de
dois pulsos de laser, um pulso para ablar e atomizar, e um segundo pulso para
fotoionizar quando a pluma se esfriar. Essa técnica demonstrou ser extremamente
sensivel para andlise sdélida conforme demonstrado por Chan e Cheung (2000),
onde uma diminuicdo de 5 vezes no limite de deteccdo do sodio foi observada em
comparacao a utilizacdo de LIBS comum na determinacdo de vestigios de sédio em
iodato de potassio. Goueguel et al. (2010) investigaram a presenca de elementos
como magnésio e silicio em ligas de aluminio também utilizando RE-LIBS, e
obtiveram um aumento de sensibilidade, sendo que o limite de deteccdo do
magnésio teve uma diminuicdo de 5 vezes e o do silicio de 3 vezes comparados a
determinacdo em LIBS convencional. Embora a técnica ofereca grande incremento
na sensibilidade em analises em sélidos, o sistema instrumental requerido, as
exigéncias de vacuo e a presuncao da identidade do analito podem comprometer a
sua aplicabilidade e universalidade.

Sistemas MA-LIBS (do inglés, microwave assisted laser induced breakdown
spectroscopy) consistem em uma configuragéo tipica de LIBS com adicdo de uma
cavidade de micro-ondas com foco acima da amostra, em que ha acoplamento da
radiacdo micro-ondas com regifes de baixa densidade de elétrons do plasma. Esse
acoplamento pode transferir energia ao plasma e aumentar potencialmente o tempo
de vida de emissao do plasma. Liu e colaboradores (2012) investigaram amostras de
solo com MA-LIBS e verificaram um aumento na sensibilidade de 20 vezes e
encontraram um limite de deteccdo na ordem de grandeza de ppm, para Cu e Ag,
gue nao forneciam sinais para analise em LIBS de pulso unico. Outro estudo feito
por Tampo e colaboradores (2014) utilizou uma antena acoplada ao sistema LIBS
para a geracdo de micro-ondas. Eles averiguaram a presenca de gadolinio em
amostra de combustivel nuclear e verificaram um aumento de 50 vezes na sua

intensidade de emissdo. Khumaeni e colaboradores (2016) estudaram os efeitos da
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aplicacdo de micro-ondas emitidas por uma antena de circuito fechado por meio de
um cabo coaxial flexivel ao posicionamento, onde é empregado imediatamente
acima do ponto de formacdo do plasma. A andlise de uma amostra de Oxido de
calcio resultou em um aumento de 200 vezes na intensidade de emissao do calcio.
Uma das maiores vantagens desse aperfeicoamento é que, além do grande
aumento de sensibilidade proporcionado, o dispositivo de micro-ondas é mais barato
gque um dispositivo de laser adicional. Entretanto, MA-LIBS ainda requer uma
mudanca no conjunto de equipamento LIBS, aumentando assim o seu custo de
andlise.

Alguns estudos verificam a influéncia na sensibilidade da técnica LIBS
utilizando-se de uma chama direcionada no ponto de formacéo do plasma. Liu et al.
(2014) averiguaram um sistema com o plasma sendo formado em ambiente de
chama de oxigénio-acetileno e obtiveram refor¢cos nas intensidades de 4 vezes para
linhas atbmicas e 3 vezes para linhas i0Gnicas; esses mesmos pesquisadores em
outro estudo (LIU et al., 2015) com micro chama de butano comercial, demonstraram
que as curvas de calibracdo de intensidades de emissdo em funcdo de
concentragbes elementares melhoraram cerca de 3 vezes a sensibilidade de
deteccdo de manganés atdbmico em 404,136 nm e vanadio atdmico em 437,923 nm ,
baixando consequentemente seus limites de deteccdo. A utilizacdo de chama é
capaz de melhorar a sensibilidade para a deteccdo de elementos em nivel traco,
porém o acoplamento de uma chama com temperaturas da ordem de 3000 °C néo é
trivial para sistemas LIBS com camara de ablagéo.

A combinagdo de LIBS com fluorescéncia induzida por laser (LIBS-LIF)
também é investigada para melhoraria do limite de deteccdo. A técnica consiste na
producdo de plasma utilizando-se um primeiro pulso de laser e, em seguida, para
preenchimento de um nivel quantico especifico do elemento de traco de interesse é
utilizado um segundo pulso de laser sintonizado em um comprimento de onda
especifico. O sinal de fluorescéncia emitido a partir deste nivel é usado, entédo, para
determinacdes analiticas. Laville e colaboradores (2010) utilizaram-se da técnica
para determinacdo de chumbo em matriz de cobre e como resultado, houve uma
diminuicdo de duas ordens de grandeza no valor do limite de deteccdo comparado
aos valores encontrados na literatura para amostras sélidas.

A combinacgao de LIBS-LIF com excitacdo espacialmente seletiva no plasma

foi estudada como estratégia de aumento de sensibilidade por Li e colaboradores
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(2017). Nesse estudo, foi empregado um sistema de ajuste de lente equipado com
dois micrometros nas coordenadas xy e foram obtidos mapas de digitalizacdo que
combinam as intensidades de emissdo com a localizacdo do plasma formado. Os
pesquisadores avaliaram a melhora na sensibilidade para determinacdo de niquel
atdmico em 234,56 nm e cromo atdmico em 425,43 nm em amostras de aco, em que
o limite de deteccéo para andlise de cromo no sistema proposto com a otimizacao da
regido de deteccdo do plasma apresentou uma diminuicdo de 9 vezes no limite de
deteccdo do cromo quando comparado ao limite de deteccdo de andlise LIBS, e
para o Ni foi verificado uma diminuicéo de 46 vezes no seu limite de deteccdo. Assim
como DP-LIBS, LIBS-LIF necessita de um arranjo instrumental mais elaborado e
consequentemente com custo relativo mais elevado.

Alguns estudos investigam a melhoria na sensibilidade de LIBS por meio do
confinamento do plasma, tanto espacial quanto magnético. Esses estudos utilizam
estruturas (geralmente anéis metélicos ou imas) para confinar o plasma formado
durante ablacdo dentro dessa estrutura, 0 que promove um aumento da temperatura
e da densidade eletronica no plasma. Hao e colaboradores (2014) utilizaram um anel
de im& para estudar o seu efeito na sensibilidade da determinagéo de V e Mn em
amostras de aco, sendo que observaram uma diminui¢ao dos limites de deteccéo de
41 e 56 ppm para 11 e 36 ppm, respectivamente.

No trabalho de Bol'shakov e colaboradores (2017), estudou-se a melhora na
obtencdo dos sinais dos espectros de emissdo devido a aplicagdo de um pulso
elétrico secundario apos o pulso de ablacéo a laser. Os pesquisadores utilizaram um
circuito para geracdo de uma descarga pulsada de reaquecimento a pressao
atmosférica e observaram aumento das intensidades de emissédo atébmica (Ca e Na)
em LIBS e molecular (OH, AIO e CaF) em LAMIS (do inglés, Laser ablation
molecular isotopic spectrometry). O sistema desenvolvido apesar de ser mais
simples do que sistemas RE-LIBS e DP-LIBS, por exemplo, ainda requer
modificacdo instrumental encarecendo a analise.

No estudo de Carvalho e colaboradores (2012), os autores verificaram uma
melhoria significativa nas correlagcdes entre as intensidades de sinal de emisséao para
a maioria dos elementos avaliados em amostra de material vegetal quando se
empregava maiores valores de fluéncia do laser e de tamanho do spot, sendo

sugerido que condi¢des apropriadas de fluéncia do laser poderiam minimizar efeitos
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produzidos pela matriz da amostra melhorando assim a sensibilidade e a preciséao
em analises LIBS.

Considerando o fato de que a melhora de sinal relaciona-se principalmente ao
namero de emissores mais do que parametros do plasma, a manipulacdo das
espécies para torna-las mais apropriadas para ablacdo com laser permite diminuir 0s
limites de deteccdo em aplicacdes LIBS j& estabelecidas, além de ampliar a
capacidade da técnica para as aplicacdes antes limitadas devido a heterogeneidade
e efeitos da matriz da amostra, além de que a maioria das técnicas analiticas
convencionais requer inerentemente manipulacao significativa das espécies para a
obtencao de bons resultados (JANTZI et al., 2016).

Nesse contexto, o NELIBS é uma forma de preparo de amostra para aumento
de sensibilidade em LIBS, onde a eficiéncia de deposi¢cdo de energia laser em uma
amostra € aumentada com a aplicacdo de nanoparticulas de Ag ou Au em sua
superficie, no local de ablacdo. A eficiéncia de ablacdo é aumentada com a
deposicdo das nanoparticulas, pois estas agem como defeitos termicamente
isolados capazes de diminuir o limiar de ruptura (DE GIACOMO et al., 2014). Esta
estratégia provocou um grande aumento na sensibilidade de analises de amostras
metdlicas, como estudado por De Giacomo et al. (2013) em que o emprego das
nanoparticulas foi utilizado e observou-se que o realce obtido foi de 1 a 2 ordens de
magnitude, apesar de que em estudos com amostras isolantes e semicondutoras
nao verificaram melhorias. Otha e colaboradores (2009) avaliaram NELIBS na
determinacdo de nutrientes em amostras de plantas e encontraram melhoras
significativas nas intensidades de emisséo de varias espécies.

Trabalhos envolvendo NELIBS estdo sendo cada vez mais explorados, sendo
gue publicagcdes mais recentes relatam melhoras significativas com o emprego de
nanoparticulas, como a sua utilizacado para aprimoramento de banda molecular de
AlO em ligas de aluminio (KORAL et al., 2016), em combinag¢do com condi¢des de
vacuo (SLADKOVA et al., 2017), em aplicacdo a um substrato super-hidrofébico
combinado a confinamento magnético (DONG et al., 2017), em analise quimica
elementar de microgotas de solu¢gées com concentracdo de analito em nivel de
subppm (DE GIACOMO et al., 2016), e também em aplicacdo a um substrato sélido
para analise de amostras aquosas (WEN et al., 2016).

Em review publicado por Jantzi e colaboradores (2016) séo listados varios

outros metodos de preparo de amostra para amostras soélidas, liquidas e biologicas,
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pY

como diluicdo, padronizacdo interna, congelamento, etc, que aplicados a LIBS
podem possibilitar maior facilidade de manipulacdo das amostras até melhora dos
resultados obtidos. Segundo os autores, apesar de ndo ser adequada para
aplicacdbes em campo pela impossibilidade de modificacdo das espécies, a nao
utilizacao de preparo de amostra em LIBS pode ser o principal motivo que a impede
de se tornar uma técnica analitica consolidada como LA-ICP-MS (do inglés, laser
ablation inductively coupled plasma mass spectrometry), ICP-OES ou XRF (do
inglés, X-ray fluorescence). Assim, este trabalho propfe novas estratégias para
melhora da sensibilidade por meio de preparos de amostras mais simples, com
relativo baixo custo e facilidade de acesso.
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3 OBJETIVO

Avaliar estratégias simples para aprimorar a sensibilidade das medidas em
LIBS. As estratégias avaliadas devem primar pelas caracteristicas essenciais da
técnica de andlise: simplicidade, sem utilizacdo de reagentes potencialmente toxicos

e consequentemente minima producao de residuos quimicos.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nesse topico serdo descritos os parametros instrumentais, caracteristicas das
amostras selecionadas para estudo (material vegetal, solo, liga de aco),
procedimento realizado para os tratamentos térmicos em forno mufla e em forno de
micro-ondas doméstico e a avaliacdo da adicdo de fundente como estratégia para

aumento de sensibilidade das medidas.

4.1 Instrumentacéo LIBS

O sistema LIBS utilizado compreende um laser de Nd:YAG que emite em
1064 nm (Quantel, Big Sky Laser, Ultra 50) e opera a uma poténcia maxima de 50
mJ com duracao de pulso de 20 ns, diametro do feixe do laser (laser spot) de 0,5
mm aproximadamente, razao de repeticdo de 500 Hz; tempo de integracdo de 1 ms;
camara de amostragem com amostrador movel com deslocamentos nas direcdes xy
comandados pelo analista por meio de um joystick; detector CCD (charge-coupled
device) composto por quatro espectrometros (HR2000+, Ocean Optics, EUA) o
primeiro com cobertura da faixa espectral de 200-300 nm, o segundo com faixa de
300-400 nm, o terceiro com faixa de 400-500 nm e o ultimo com faixa de 500-600
nm; resolucao 6ptica de 0,1 nm (FWHM) com tempo de atraso (Q-switch), referente
ao intervalo entre o pulso do laser e a aquisicdo do espectro, de 2 us para amostra
de liga de aco, 1 ys para amostra de solo e 2,5 ys para amostra vegetal. A interacéo
do pulso do laser com a amostra no interior da camara de amostragem € monitorada
em tempo real por uma camera de video. Todo controle do sistema para o disparo
dos pulsos do laser, tempo de atraso e tempo de integracdo, além da aquisicdo
espectral sdo feitas por um micro-computador através do software OOLIBS (Ocean
Optics). A configuracdo experimental utilizada é mostrada na Figura 4.
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Figura 4 - Configuragdo experimental do equipamento LIBS utilizado.

Fonte: Autora

Dados: 1) Fonte do laser, 2) laser, 3) cAmara de amostragem, 4) sistema de aquisicdo de dados, 5)
joystick, 6) espectrometro.

4.2 Amostras

As amostras foram escolhidas tendo como critério alta distingdo tanto com
relacdo a composicdo quimica, quanto a estrutura fisica e textural. Dessa forma,
optou-se por uma liga metélica de aco carbono, um material vegetal e uma amostra

de solo.

4.2.1 Material vegetal

Folhas de laranjeira foram coletadas na cidade de Tabatinga-SP. As folhas
foram limpas em agua corrente e depois em agua deionizada. Para o tratamento
térmico em mufla o procedimento de secagem das folhas foi liofilizagcéo, ja que esse
processo permite a remocdo da agua a baixas temperaturas sem afetar
significativamente a estrutura do material. A liofilizacdo foi conduzida em liofilizador
Liotop, modelo L101, durante 25 horas. O processo de secagem por liofilizagéo foi
necessario para que a amostra de folha pudesse ser moida, de forma a se obter um
material com menor tamanho de particula e mais homogéneo para producao das
pastilhas, forma mais conveniente para amostragem por LIBS. Além disso, com a

liofilizag&o prévia garante-se que antes e apds o tratamento térmico, as condi¢des
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de umidade sejam similares para as amostras submetidas as diferentes condi¢cdes
de tratamento térmico em mufla.

A cominuicdo das amostras liofilizadas foi feita primeiramente em moinho de
facas, tipo Willey, com peneira de 10 mesh e posteriormente as amostras foram
submetidas a moagem em um moinho criogénico SPEX 6800 (Metuchen, USA).

Para o processo de moagem criogénica foi utilizado o programa descrito na
Tabela 1.

Tabela 1- Programa de moagem para amostra de folha de laranjeira

Etapa Tempo (min)
Pré-congelamento 2
Moagem* 3
Congelamento entre moagens 2

*2 ciclos por moagem.

Fonte: Autora

4.2.2 Liga de aco carbono

A liga utilizada foi o ago carbono (IPT-14A) cujos elementos certificados
encontram-se descritos na Tabela 2. Esse material € comercializado em pequenas
limalhas. Considerando que a dureza desse material pudesse causar abrasdo da
barra magnética e “end-caps" do moinho criogénico e consequentemente contaminar

a amostra, nenhuma etapa de homogeneizacéo da amostra foi aplicada.
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Tabela 2 - Elementos com valores certificados presentes no a¢o carbono IPT-14A

. Valores Incertezas
Propriedades . .
certificados (%) expandidas (%)

Mn 0,699 0,005
C 0,415 0,003
Si 0,292 0,004
Cu 0,278 0,002
Ni 0,104 0,004
Cr 0,100 0,004
S 0,036 0,003
Mo 0,029 0,004
P 0,029 0,002

Fonte: Certificado de material de referéncia n° 1870-103 (IPT- Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas).

4.2.3 Solo

Para os estudos utilizando solo, foi selecionada uma amostra de solo

brasileiro, cuja composicao textural esta indicada na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao textural da amostra de solo

_ _ Areias
Argila Silte 3
1 1 (9 kg™)
(9 kg™) (9 kg™) .
total grossa fina
270 88 642 398 242

Fonte: Ensaio de Proficiéncia para laboratérios de analises de solo para fins agricolas-
programa de Laboratério IAC 2014.

Para reducao do tamanho de particula dessa amostra foi feita uma moagem
criogénica. O programa de moagem utilizado foi 0 mesmo descrito na Tabela 1,

sendo que para a amostra de solo, trés ciclos foram utilizados.
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4.3 Tratamento térmico em mufla

O tratamento térmico baseado em forno mufla foi um dos pré-tratamentos de
amostra avaliados. Para todos os experimentos foi utilizado um forno mufla (EDG,
modelo EDG3P-S), e cadinhos de porcelana como suporte para as amostras. As
amostras pré-processadas, conforme anteriormente descrito (itens 3.2.1-3.2.3),
foram aquecidas em diferentes condicbes de tempo, temperatura e razdo de
aguecimento. Apos resfriamento a temperatura ambiente, as amostras de folha e de
solo foram acrescidas de amido de milho, em diferentes propor¢des de acordo com
as respectivas perdas de massas, homogeneizadas com almofariz e pistilo por
aproximadamente 10 minutos e depois submetidas a pressdo de 10 toneladas,
durante 5 segundos, em uma prensa hidraulica (GS15011, Specac, Swedesboro, NJ,
United States of America), para obtencéo de pastilhas com diametro de 13 mm. As
amostras foram prensadas, depois de resfriarem até a temperatura ambiente e
serem homogeneizadas em almofariz e pistilo, utilizando 10 toneladas durante 5
segundos. Todos os experimentos foram feitos em triplicata e as pastilhas obtidas
das trés classes de amostras avaliadas, foram submetidas a analise pela técnica
LIBS.

As linhas de emissdo dos elementos observadas nos espectros LIBS foram
atribuidas de acordo com a base de dados NIST (National Institute of Standards and
Techonology).

Para fins de avaliacdo do efeito do tratamento térmico sobre o aumento dos
sinais de emissao, duas estratégias foram empregadas: i) comparacao de areas de
picos selecionados; ii) comparacdo das intensidades totais de emissdao em todo
espectro registrado. Para o célculo das areas dos picos, a funcdo de Lorentz foi
ajustada sob a linha de emissdo selecionada e a integracdo dessa area foi feita
utilizando um software para tratamento de dados. Cabe destacar que as areas eram
calculadas individualmente em cada espectro e uma média correspondente a cada
pastilha era obtida (n= 40). Como os tratamentos foram conduzidos em triplicatas, foi
obtida uma média para cada uma das trés pastilhas, para posteriormente gerar uma
meédia por tratamento (n= 3). Para o calculo das intensidades totais de emissao
foram somados todos os valores de intensidades de cada linha do espectro apos a
correcdo da linha base de cada espectro individualmente. Da mesma forma que para

area, as intensidades totais de emissao foram calculadas individualmente para cada
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espectro e uma média correspondente a cada pastilha foi obtida (n= 40). Como os
tratamentos foram conduzidos em triplicatas, foi obtida uma média da intensidade
total para cada uma das trés pastilhas, para posteriormente gerar uma média por

tratamento (n= 3).

4.3.1 Material vegetal

O tratamento térmico da amostra de folha de laranjeira em mufla consistiu em
aquecimento de 500 mg de amostra. As variaveis avaliadas no processo de
aguecimento: i) temperatura, ii) razdo de aquecimento e iii) tempo de residéncia
(tempo de permanéncia na temperatura selecionada) foram analisadas por meio de
um planejamento fatorial. Para a variavel temperatura foram empregados como
niveis minimo e maximo 100 °C e 600 °C, respectivamente; a razdo de aquecimento
foi variada em 10 °C min™ e 30 °C min™ e o tempo de residéncia em 5 e 20 minutos.
Apds 0 aguecimento, a amostra era pesada e fazia-se adicdo de amido de milho
para compensar a perda de massa ocorrida durante o aguecimento. A mistura era
homogeneizada utilizando almofariz e pistilo por aproximadamente dez minutos e
uma porcdo de 200 mg era separada para confeccdo da pastilha, a qual era
analisada por LIBS.

Para o presente trabalho, as trés variaveis anteriormente descritas foram
avaliadas em dois niveis, gerando um conjunto de oito experimentos (2%). Na Tabela
4 estdo descritas as condicdes experimentais delineadas pela combinagdo das

variaveis nos seus diferentes niveis avaliados.
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Tabela 4 - Planejamento fatorial (2°) para amostra de folha de laranjeira

' Razéo de .
Experimento Temperatura (°C) Tempo (min)

aquecimento (°C min™)

1 100 10 5
2 600 10 5
3 100 30 5
4 600 30 5
5 100 10 20
6 600 10 20
7 100 30 20
8 600 30 20

Fonte: Autora

Os experimentos foram conduzidos em triplicata, aleatoriamente. Apds o
tratamento térmico eram feitas as incorporacdes de amido, as amostras eram
homogeneizadas, convertidas em pastilha e analisadas por LIBS, sendo 20 pulsos
de laser disparados em diferentes locais de uma das faces das pastilhas. Em cada
local amostrado dois pulsos consecutivos foram aplicados e um espectro médio dos
dois pulsos foi obtido. Assim, foram armazenados 40 espectros por pastilha. A
avaliacdo dos resultados, considerando como resposta as areas dos picos referentes
as linhas de Na atdmico em 589,00 nm, de Ca atdbmico em 612,14 nm, de Cu
atdmico em 324,70 nm, de Sr idnico em 407,82 nm e de K atdmico em 404,72 nm
(referente a um dupleto mal resolvido), foi conduzida usando o programa
Statgraphics Centurion XVI (versdo de avaliacao 16.2.04 — 32 bits) e as intensidades

totais de emisséo foram calculadas.
4.3.2 Liga metalica
Trés porcdes de 200 mg da liga de aco certificada foram submetidas ao

tratamento térmico em mufla a temperatura de 1000 °C, razdo de aguecimento de 30

°C min™ e tempo de residéncia de 20 minutos. Apés o aquecimento, os cadinhos
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foram tirados da mufla e colocados em capela de exaustdo para resfriamento até
temperatura ambiente, de forma que atingiam a temperatura ambiente em
aproximadamente de 15 minutos. A amostra foi entdo convertida em pastilha. Como
nao houve perda de massa devido ao tratamento térmico, ndo houve necessidade
de reposicédo. Trés porcdes de 200 mg da mesma amostra, ndo submetidas a
tratamento térmico, também foram convertidas em pastilhas para fins de
comparacao. Todas as pastilhas foram analisadas por LIBS, sendo 20 pulsos de
laser disparados em diferentes locais de cada face das pastilhas, obtendo-se assim
40 espectros por pastilha. As intensidades totais de emisséo e as areas referentes a
linha de Fe atdmico em 489,22 nm foram calculadas para avaliacéo.

4.3.3 Solo

O tratamento térmico para a amostra de solo consistiu em aquecimento de
porcdes de 200 mg da amostra, conduzido de acordo com o delineamento de um
planejamento fatorial 2° feito em triplicata. Os experimentos gerados por todas as

combinacdes de variaveis e respectivos niveis estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Planejamento fatorial (2% para amostra de solo

_ Razéo de .
Experimento Temperatura (°C) Tempo (min)

aquecimento (°C min™)

1 600 10 5
2 1000 10 5
3 600 30 5
4 1000 30 5
5 600 10 20
6 1000 10 20
7 600 30 20
8 1000 30 20

Fonte: Autora
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ApG6s aquecimento, as amostras foram pesadas e incorporadas de amido, de
acordo com a perda de massa observada, sendo também adicionados 80 mg de
celulose em todas as condi¢cdes de aquecimento para melhor compactacdo das
pastilhas a serem preparadas. A homogeneizacédo foi feita utilizando almofariz e
pistilo por um tempo aproximado de dez minutos. As amostras homogeneizadas
foram convertidas em pastilhas, as quais foram posteriormente analisadas por LIBS,
sendo 20 pulsos de laser disparados em diferentes locais de cada face das
pastilhas, obtendo-se assim 40 espectros por pastilha.

Os experimentos foram conduzidos em triplicata aleatoriamente e a avaliacao
dos resultados, considerando como resposta as areas dos picos referentes as linhas
de Ti atbmico em 464,05 nm, de Na atdbmico em 589,89 nm e de K idnico em 564,23
nm foi conduzida usando o programa Statgraphics Centurion XVI (versdo de
avaliagdo 16.2.04 — 32 bits). As intensidades totais de emissdo também foram
calculadas.

4.4 Tratamento térmico em micro-ondas

O uso de energia micro-ondas também foi avaliado como fonte de energia
térmica para o pré-tratamento da amostra. Para esse propdésito, folhas de laranjeira
in natura, apos lavagem com &gua deionizada e secagem por 24 horas a
temperatura ambiente, foram submetidas ao aquecimento sobre placa de petri,
envoltas por papel absorvente.

Um forno de micro-ondas doméstico marca Eletrolux de poténcia igual a 1000
W foi utilizado nos experimentos. Para evitar danos ao magnetron, devido a
incidéncia de radiagdo micro-ondas ndo absorvida pelas amostras, dois kitassatos
de 500 mL contendo 200 mL de solucdo de glicerina 20% em agua, foram
posicionados ao fundo da cavidade para funcionar como solucdo absorvedora do
excesso de micro-ondas. O programa utilizado para o aquecimento consistiu na
aplicacdo de 100% de poténcia por 20 minutos e o experimento foi conduzido em
triplicata.

As folhas que passaram pelo aquecimento e as folhas sem tratamento térmico
foram liofilizadas por 25 horas e moidas em moinho criogénico segundo o programa
de moagem descrito na Tabela 1. A perda de massa devido ao tratamento térmico

foi comparada a perda de massa devido ao processo de secagem e a diferenca
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entre elas foi suprida pela adigcdo de amido de milho que foi incorporado em massa
correspondente. As amostras foram entdo convertidas em pastilhas e encaminhadas
a analise por LIBS, sendo 40 espectros obtidos para cada pastilha. Em cada local
amostrado dois pulsos consecutivos foram aplicados e um espectro médio dos dois
pulsos foi obtido. As intensidades totais de emisséo dos espectros correspondentes

a amostra com e sem tratamento, foram comparadas.

4.5 Avaliacao da incorporacao de fundente

Para amostra de solo avaliou-se a incorporacdo de um fundente (carbonato
de sodio) e para comparacBes sobre a eficiéncia do seu uso no aumento de
sensibilidade foram avaliadas mais duas condi¢cdes sendo um branco, onde foi
adicionado amido de milho no lugar do fundente, e também pela incorporacdo de um
sal de sddio que ndo possui propriedade de fundente (cloreto de sddio) para avaliar
se o efeito na sensibilidade seria devido a presenca do sédio.

O experimento comparativo foi delineado por incorporacdes de 20 mg de
sodio proveniente do carbonato de sédio e de cloreto de sédio. Assim, para a
amostra com incorporagao de fundente foram adicionados 46 mg de carbonato de
sédio e para a amostra comparativa 51 mg de cloreto de sddio, de forma que a
massa final (sal + solo) fosse 200 mg. Um branco foi preparado pela mistura de
amido de milho em quantidade referente a massa média dos sais empregados nas
duas condicdes anteriormente descritas (48 mg) e a amostra de solo, interando
massa de 200 mg. Em todos os casos foram adicionados 80 mg de celulose para
melhor compactacao. A homogeneizacéo foi feita utilizando almofariz e pistilo por um
tempo aproximado de dez minutos. As amostras homogeneizadas foram convertidas
em pastilhas, as quais foram posteriormente analisadas por LIBS, sendo 20 pulsos
de laser disparados em diferentes locais de cada face das pastilhas, obtendo-se
assim 40 espectros por pastilha.

Os experimentos foram conduzidos em triplicata e para avaliagdo dos
resultados foram calculadas as intensidades totais de emissdo e as areas

correspondentes a linha de Fe atdmico em 438,36 nm.
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4.6 Método Quantitativo para determinagdo de Sr em material foliar

Para construcdo da curva, utilizou-se o material de referéncia certificado
Trace Elements in Spinach Leaves, cuja concentracdo de Sr é de 55,6 + 0,8 mg Kg™.
Foram pesados 600 mg do material e aquecidos em mufla segundo o programa de
aguecimento otimizado pelo planejamento fatorial para amostra de folha. A perda de
massa foi compensada em celulose de forma que a concentracdo de Sr
permanecesse inalterada apds o tratamento térmico e a homogeneizacao foi feita
utilizando almofariz e pistilo por um tempo aproximado de dez minutos. A partir da
diluicho desse material em celulose, foram obtidos os cinco padrbes de calibracéo

mantendo-se uma massa final constante de 200 mg, como indicado na Tabela 6.

Tabela 6 — Composigéo dos padrbes de calibragédo para determinagéo de Sr

Concentracao do Massa de CRM Massa de celulose
padrdo (mg Kg™?) diluido (mg) (mg)

0 - 200

9 36 164

18 72 128

27 108 92

45 180 20

Fonte: Autora

Os padrbes foram preparados em triplicata sendo homogeneizados em
almofariz e pistilo por dez minutos, convertidos em pastilha e analisados por LIBS,
sendo 20 pulsos de laser disparados em diferentes locais de uma das faces das
pastilhas. Em cada local amostrado dois pulsos consecutivos foram aplicados e um
espectro médio dos dois pulsos foi obtido. Assim, foram armazenados 40 espectros
por pastilha e a avaliacdo dos resultados considerou como resposta as areas dos
picos referentes a linha de Sr i6nico em 407,82 nm.

Para validacdo do método utilizou-se outro material de referéncia certificado
de folha (Apple Leaves), cuja concentracéo certificada para o Sr é de 25 + 2 mg Kg™.

Tomados 600 mg do material, aplicou-se 0 mesmo tratamento térmico em mufla, a
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massa perdida foi compensada pela adicdo de celulose, a homogeneizacédo foi feita
em almofariz e as pastilhas foram produzidas. As leituras no LIBS seguiram-se da

mesma forma como descrito para os padrées da curva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros utilizados para comparacédo de resultados das amostras com e
sem tratamento foram: i) a intensidade total de emissdo (soma das intensidades
correspondentes aos comprimentos de onda de toda regido espectral), cujo objetivo
foi avaliar, de forma geral, 0 aumento de todos 0s sinais de emissdo em fung¢ao do
tratamento aplicado e ii) as areas sob linhas de emisséo de elementos selecionados
como relevantes para serem determinados em cada amostra estudada.

As linhas espectrais tém suas caracteristicas relacionadas as propriedades do
plasma, sendo que o perfil de alargamento das linhas esta diretamente relacionado a
temperatura e densidade eletronica do plasma. Os alargamentos de linhas de
emissdo podem advir de contribuicdo instrumental, natural, do efeito Stark e do
efeito Doppler. Esses efeitos individuais ou combinados ocasionam perfis de linhas
de emisséo ajustaveis pelas funcdes de Gauss, Lorentz ou Voigt, viabilizando o
calculo das areas sob as linhas de emissdo (CREMERS, 2013). Nesse trabalho, as
areas sob as linhas de emissao foram calculadas pelo ajuste da funcéo Lorentz, a
gual se mostrou mais adequada aos perfis de emisséo obtidos.

A eficiéncia do tratamento aplicado para o aumento da sensibilidade das
medidas foi avaliada utilizando analise de variancia (ANOVA) com teste Tukey.
Antes da comparacdo das médias por ANOVA, o teste de Levene foi aplicado para
verificar a homocedasticidade dos dados. Para comparacdo de duas médias, o teste

estatistico aplicado foi o teste t a 95% de confiancga.

5.1Tratamento térmico em mufla

Uma das alternativas de preparo de amostras biolégicas e organicas para
analise elementar por técnicas convencionais, como FAAS (do inglés, Flame Atomic
Absorption Spectrometry) e ICP-OES € o0 preparo via-seca, o0 qual envolve a
incineracdo das amostras em presenca de oxigénio. Para esse proposito, podem ser
utilizados fornos tipo mufla e as temperaturas mais comumente empregadas variam
entre 450 e 550 °C (KRUG, 2010). O objetivo desse tratamento é a destruicdo da
matéria organica para gerar cinzas com baixos teores de carbono residual, as quais

séo solubilizadas utilizando soluc¢des acidas para posterior analise.
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Como ocorre reducdo dos teores de carbono, entende-se que estruturas
naturalmente presentes nas amostras sdo modificadas pela acdo da temperatura.
Com base nessa hipotese e na facilidade de conducédo de tratamentos térmicos em
mufla, essa alternativa foi considerada com o intuito de avaliar se a simplificacdo das
estruturas naturalmente presentes nos materiais incrementariam 0S processos que
culminam na excitacdo dos analitos na analise por LIBS, por demandarem menor
energia na etapa dos processos de quebras de estruturas (breakdown). Para avaliar
a hipotese formulada, foram selecionadas trés amostras com distintas caracteristicas

fisico-quimicas: material vegetal, liga metalica e solo.
5.1.1 Material vegetal

Um teste inicial para avaliagdo do tratamento térmico em mufla na amostra de
folha de laranjeira foi feito utilizando-se temperatura de 300 °C, razdo de
aquecimento de 15 °C min® e tempo de residéncia de 10 minutos. E possivel
observar na Figura 5 uma regido ampliada dos espectros obtidos para a amostra
vegetal com e sem tratamento térmico, sendo que o aumento na intensidade dos

sinais foi observado para toda regido espectral.

3000
—— Sem aquecimento
2500 —— Tratamento térmico
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>
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520 540 560 580 600 620

Comprimento de onda (nm)

Figura 5 - Espectros médios de emisséo (n= 3) da amostra de folha com e sem tratamento
térmico para a regido espectral de 514,88 nm a 620,00 nm.

Fonte: Autora
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Nas plantas, a determinacdo de elementos essenciais (macro e
micronutrientes) permite avaliar o seu estado nutricional. Quando esses elementos
nao estdo presentes nos niveis de concentracdo adequados, o rendimento e a
qualidade da sua producdo podem ser comprometidos (TREVISAN, 2008). Dessa
forma, as linhas de emisséo selecionadas para avaliar o aumento da sensibilidade
devido ao tratamento térmico nas amostras de folhas foram os nutrientes Ca, Cu, K,
além de Na e Sr.

Durante os testes iniciais foi observado que o aquecimento da amostra de
folha de laranjeira em mufla ocasionava grande perda de massa. Assim, para evitar
considerar o efeito de pré-concentracdo para aumento do sinal, avaliou-se a
introducé@o de amido de milho nas proporc¢des correspondentes as perdas de massa.
Espectros LIBS de amido de milho foram previamente avaliados e ndo foram
observados sinais analiticos com intensidades significantes. Foi observado que as
areas de pico obtidas quando se fazia incorporacdo de amido eram menos
pronunciadas do que sem a sua adicao, indicando que o efeito de pré-concentracdo
estava sendo somado ao efeito do tratamento térmico.

Tendo definido as condi¢des para avaliacdo exclusiva do tratamento térmico,
excluindo o efeito de pré-concentracdo, um planejamento fatorial foi delineado para
o rastreamento das condi¢bes que levavam a melhoria dos sinais de emissao. O
planejamento fatorial é uma ferramenta que permite a realizacdo de analise
multivariada dos fatores que influenciam o sistema estudado e permite entender de
que forma as variaveis atuam sobre a resposta do sistema. Assim, é possivel
perseguir uma condicdo experimental para maximizacdo do sinal analitico.

Os valores escolhidos como niveis maximo e minimo para a variavel tempo de
residéncia no planejamento fatorial foram de 20 e 5 minutos, respectivamente. A
avaliacdo desse parametro teve por objetivo observar a possibilidade de conduzir o
procedimento proposto de preparo de amostra no menor tempo possivel. A razéo de
aquecimento teve seus valores fixados em 10 °C min™ e 30 °C min*, sendo este
valor definido como nivel maximo ja que era o valor maximo de razdo de
aguecimento permitido pela mufla utilizada. Para temperatura, escolheu-se como
nivel minimo 100 °C referente a temperatura em que ha perda de agua por
evaporacdo e como nivel maximo 600 °C, ja que esta é proxima a temperatura de

decomposicao da matéria organica do material vegetal (KRUG, 2010).
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A andlise do planejamento fatorial considerando como respostas as areas de
pico dos elementos individuais gerou graficos de efeitos principais, 0os quais sao

mostrados na Figura 6 (a-e).
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Figura 6 - Graficos de efeitos principais para a temperatura, razdo de aquecimento e tempo
de residéncia considerando como resposta as areas de a) potassio, b) estroncio, c¢) calcio, d)
saédio, €) cobre.

Fonte: Autora

Dentre os parametros avaliados, a temperatura provocou efeito positivo e
significativo a 95% de confianca para todos os elementos monitorados, de forma
que as respostas dos elementos aumentam sempre com 0 aumento da temperatura.

A razdo de aquecimento nédo teve efeito significativo para o0 aumento da
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sensibilidade de nenhum elemento a 95% de confianca e o tempo de permanéncia
somente apresentou efeito significativo a 95% de confianga para os elementos K e
Cu, de forma que o aumento do tempo esta relacionado ao aumento das respostas
dos sinais desses elementos.

O software possibilitou também verificar uma situacdo de compromisso
fornecendo os valores para as variaveis avaliadas de forma a atender uma situagéo
em que todos os elementos fossem analisados simultaneamente. Nesse caso, 0
experimento 8 (Temperatura= 600 °C, razdo de aquecimento= 30 °C min™ e tempo
de residéncia= 20 minutos) foi indicado como a condicdo de aguecimento mais
adequada para aumentar a sensibilidade de todos os elementos simultaneamente.
Esses resultados indicam que maiores temperaturas e tempos de permanéncia mais
elevados promovem maiores aumentos dos sinais.

A Figura 7 mostra a linha de Ca atdmico em 612,14 nm para a amostra sem
tratamento térmico e com tratamento térmico proporcionado pelas condicbes do
experimento 8. O aumento observado corresponde a 47 vezes em relacao as areas

de pico.
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Figura 7 — Espectros médios (n= 3) para a linha de calcio atdmico em 612,14 nm para a
amostra de folha de laranjeira sem tratamento térmico e aquecido a temperatura de 600 °C,
razdo de aquecimento de 30 °C min™ e tempo de residéncia de 20 minutos.

Fonte: Autora

Para a linha monitorada do soédio, o valor da area com aplicacdo do

tratamento térmico corresponde a 38x o0 valor da area do pico sem o0 aquecimento.
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Os outros elementos monitorados, ndo apresentavam picos definidos antes da
aplicacdo do tratamento térmico, sendo que com a utilizagdo da estratégia, foi
possivel sua identificagdo, como exemplo a linha de emissédo Sr ibnico em 407,82

nm mostrada na Figura 8.
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Figura 8 - Espectros médios (n= 3) para a linha de Sr ibnico em 407,82 nm para a amostra
de folha de laranjeira sem tratamento térmico e aquecido a temperatura de 600 °C, razdo de
aquecimento de 30 °C min™ e tempo de residéncia de 20 minutos.

Fonte: Autora

Como foi verificado o aparecimento de novos picos além do aumento das
intensidades, as intensidades totais de emissdo foram calculadas para a amostra
vegetal de forma a se analisar o efeito do tratamento térmico em toda regido
espectral. Os resultados das médias das intensidades totais de emissao com seus
respectivos desvios em funcdo dos experimentos delineados pelo planejamento

experimental sdo mostrados na Figura 9.
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Figura 9 - Intensidades totais de emissao (n= 3) para a amostra de folha de laranjeira sem
tratamento térmico (Experimento 0) e correspondentes aos experimentos 1 a 8 do planeja-
mento fatorial.

Fonte: Autora

Os experimentos 2, 4, 6 e 8 apresentaram 0s maiores valores de area para 0s
picos dos elementos monitorados no planejamento experimental e como pode ser
observado na Figura 10, maiores aumentos nas intensidades totais de emisséao.
Esses experimentos tém em comum a temperatura igual a 600 °C, o que condiz com
a informacédo extraida dos gréficos de efeitos principais onde se observa que a
temperatura é a variavel que provoca maior efeito para obtencdo dos sinais
analiticos. Nesses experimentos, observa-se também que as intensidades totais de
emissao possuem maiores desvios comparados aos outros experimentos (0, 1, 3,5
e 7) o que se deve a heterogeneidade das amostras, ja que nesses casos houve
maiores perdas de massa, como indicado na Tabela 7, sendo estas perdas
compensadas com incorporacdo de amido de milho; como a amostragem no LIBS é
muito pequena, em torno de nanogramas, a grande quantidade de amido adicionado

gerou amostras mais heterogéneas provocando o aparecimento de desvios maiores.
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Tabela 7 — Valores em porcentagem referentes as perdas de massa promovidas pelos tra-
tamentos térmicos aplicados em cada experimento do planejamento fatorial

Experimento 1 2 %) 4 5 6 7 8

Porcentagem

de perda de 3% 89% 2% 84% 2% 90% 3% 88%
massa

Fonte: Autora

A anadlise de variancia ANOVA em conjunto com o teste de Tukey mostrou
gue a 95% de confianca as intensidades totais de emisséo dos experimentos 1, 3, 5
e 7 sao semelhantes. Dentre esses, apenas 0 experimento 5 ndo mostrou diferenca
significativa da intensidade total de emissdo comparado a amostra sem
aguecimento. Também foi possivel verificar que ndo houve diferenca estatistica
entre as intensidades totais de emissdo dos experimentos 2, 4, 6 e 8 jA que 0s
maiores valores possuem também os maiores desvios padrdes.

Os resultados desses experimentos indicam que o tratamento térmico em
mufla a altas temperaturas para esse tipo de amostra ocasiona a perda da matéria
organica e uma fragilizacdo estrutural da amostra, permitindo que os elementos néo
volateis figuem mais disponiveis, como um “pré-breakdown”, assim, a energia
fornecida pelo laser provavelmente torna-se mais direcionada para os processos de
excitacao.

Cabe ressaltar que, para a avaliacdo proposta, as diluicbes das amostras
foram consideradas de acordo com as perdas de massa, com o objetivo de avaliar
unicamente o efeito do tratamento térmico sobre o aumento da sensibilidade.
Contudo, a utilizacdo do pré-tratamento térmico em mufla para amostras vegetais
pode ser usada conjuntamente com o0s efeitos de pré-concentracdo para
determinacdes, sem a preocupacéao de diluir a amostra, desde que o analito ndo seja
perdido por volatilizacdo e se conheca a proporcédo de perda de massa devido ao
aguecimento. A utilizacdo conjunta dos dois efeitos permitira aumento ainda maior

na sensibilidade.

5.1.2 Liga de ago carbono
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A determinacao elementar em ligas é importante para o controle de qualidade
desses materiais, jA que a presenca de alguns componentes pode influenciar nas
propriedades do material, como resisténcia mecanica, resisténcia a corrosao,
condutividade térmica e elétrica (VRENEGOR, NOLL E STURM, 2005). A analise
quimica dos agos objetiva principalmente a determinacdo de impurezas e
componentes de dopagem (ZAYTSEV, 2014).

A liga de aco carbono utilizada no trabalho é composta principalmente por
carbono e ferro, apesar de apresentar outros elementos certificados. O espectro de
emissdo de amostras contendo ferro € muito rico em linhas de emisséo, as quais
aparecem por toda regido espectral monitorada. Essas linhas interferem nas linhas
de emissdo de outros elementos e dificultam a atribuicAo das demais linhas.
Considerando a impossibilidade de avaliar outras linhas além das de Fe, uma linha
desse elemento, livre de interferéncia espectral provocada pelos possiveis
componentes da amostra, foi escolhida para se determinar o aumento da
sensibilidade provocada pelo tratamento térmico em mufla. Além disso, a influéncia
do tratamento térmico também foi avaliada através das intensidades totais de
emissao. A Figura 10 mostra o aspecto fisico da liga metélica sem aquecimento e
depois da aplicacdo do tratamento térmico.

Figura 10 - Liga de aco carbono antes (1) e depois (2) do tratamento térmico.

Fonte: Autora

Para a linha de Fe atdmico em 489,22 nm, o valor da area de pico da
amostra submetida ao aquecimento & 1000 °C corresponde a 8 vezes o valor da
area do pico da amostra sem tratamento térmico (Figura 11).
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Figura 11 - Espectros médios (n=3) para a linha de Fe atdmico em 489,22 nm para a
amostra de aco carbono com e sem tratamento térmico.

Fonte: Autora

Os calculos de intensidades totais de emissdo foram feitos a fim de se

comparar 0s espectros como um todo e verificar a contribuicdo do aumento de cada

linha para um valor global.
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Figura 12 - Intensidades totais de emissdo médias (n= 3) para a amostra de aco carbono
com e sem tratamento térmico.

Fonte: Autora
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Na Figura 12 sdo mostrados as médias e respectivos desvios padrao das
intensidades totais de emisséo dos espectros LIBS da amostra de aco sem e com
tratamento térmico (Temperatura= 1000 °C). Para verificar se as diferencas
observadas eram significativas foi aplicado o teste t a 95% de confian¢a que indicou
diferenca significativa entre as intensidades totais de emissao obtidas a partir das
amostras sem e com tratamento térmico em mufla.

A Figura 13 é um diagrama de fases do ferro onde se observa que o aumento

da temperatura promove modificacfes de fases.
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Figura 13 - Diagrama das estruturas cristalinas do ferro puro.

Fonte: Adaptado de DOSSET e BOYER (2016).

Quando a temperatura do ferro se encontra atée de 700 °C, a fase
predominante é a ferrita, de estrutura cristalina cubica de corpo centrado. Com o
aumento da temperatura, a estrutura cristalina do ferro passa a se tornar cubica de
face centrada (uma fase mais compacta), sendo que a mudanca completa de fase
ocorre a cerca de 925 °C, onde a fase do ferro € correspondente a fase austenita.
Esse processo que envolve modificagcdo estrutural do ferro é chamado de

transformacao, podendo ocorrer tanto no ferro puro quanto em suas ligas, sendo que
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para cada composicdo de liga ha uma temperatura de transformagéo caracteristica
(DOSSETT e BOYER, 2016).

A variacdo na razao de resfriamento pode influenciar nas propriedades do
material obtido em um tratamento térmico. Para um processo de aquecimento onde
hé& transformacéo de fase até a fase austenita, quando o resfriamento é lento o ferro
tenta retornar a sua estrutura de corpo centrado; um resfriamento rapido pode néo
permitir a mudanca molecular completa formando a fase martensite, que possui
caracteristicas como menor ductilidade e maior fragilidade (CONNOR et al., 2008).

Para afirmar que o tratamento térmico aplicado a liga (aquecimento e
resfriamento) provocou a mudanca de fase e qual fase é predominante, analises de
caracterizacdo do material resultante do aquecimento seriam necessarias, porém
dentro do ambito do trabalho, o emprego do tratamento térmico proposto atingiu o
seu objetivo j& que proporcionou um aumento de sensibilidade para analise de liga
metélica que, apesar de ndo ser tdo significativo quanto os aumentos verificados em
analises de amostras de ligas por NE-LIBS, por exemplo, apresenta-se como uma
alternativa mais simples.

O material obtido apés aquecimento apresentou-se mais quebradico, o que
permitiu a producdo de pastilhas mais compactas e possivelmente contribuiu para
melhor ablacdo do material. Considerando que n&o ocorreu perda de massa do aco
durante o tratamento térmico, conclui-se que os acréscimos nas intensidades totais
de emissdo se dao pela temperatura intrinseca ao tratamento aplicado que

provavelmente ocasiona alteracdes estruturais na liga.
5.1.3 Solo

Um teste inicial foi feito para avaliacdo do tratamento térmico em mufla,
utilizando temperatura de 800 °C, razdo de aquecimento de 30 °C min™ e tempo de
residéncia de 20 minutos. O tratamento térmico provocou um aumento discreto nas
intensidades de emissdo dos elementos que compdem esta amostra, em
comparacao a amostra vegetal, mas mesmo assim, um acréscimo foi verificado em
toda regido espectral, conforme pode ser observado na Figura 14 que mostra uma

regido ampliada do espectro.
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Figura 14 - Espectros médios de emissdo (n= 3) da amostra de solo sem tratamento térmico
e com tratamento térmico (Temperatura= 800 °C, razdo de aquecimento= 30 °C min™ e
tempo de residéncia= 20 minutos) no intervalo de comprimento de onda de 515,70 nm a
544,08 nm.

Fonte: Autora

A amostra de solo ndo apresentou perda de massa consideravel, sendo
observado no maximo perdas de massa de 8%, entretanto, o amido de milho foi
incorporado as amostras com a finalidade de descartar efeitos de pré-concentracéo.

A andlise de solos permite conhecer a capacidade que um determinado solo
tem de suprir nutrientes para as plantas antes do plantio, possibilitando verificar a
fertilidade das terras, constituindo base imprescindivel para a incorporacdo de
corretivos e fertilizantes para aumentar a produtividade das culturas e,
consequentemente a producdo e a lucratividade das lavouras (CARDOSO,;
FERNANDES e FERNANDES, 2009). Desta forma, a ideia inicial foi avaliar linhas de
emissdo de elementos nutrientes. Contudo, os solos brasileiros apresentam em sua
composicdo Fe e Ti e esses elementos podem ser excitados a um elevado numero
de diferentes niveis de energia no plasma LIBS. As diversas possibilidades de
transicao de elétrons desses elementos geram muitas linhas de emissédo no espectro
LIBS, as quais causam interferéncias espectrais na maioria das linhas dos
elementos nutrientes. Considerando a dificuldade de isolar linhas de emisséo de
elementos nutrientes livres de interferéncia espectral, os elementos escolhidos para

monitoramento do aumento na sensibilidade em amostra de solo foram Na, K e Ti.



50

Tendo observado que a temperatura de 800 °C ocasionava variacdes mais
discretas nas intensidades e que a decomposi¢ao térmica de constituintes da fracédo
mineral dos solos, como a maioria dos carbonatos, ocorre acima de 600 °C
(PALLASER et al, 2013), para o estudo multivariado decidiu-se considerar essa
temperatura como nivel minimo e como nivel méaximo o valor de 1000 °C. Os valores
escolhidos como niveis maximo e minimo para as variaveis razao de aquecimento e
tempo de residéncia foram semelhantes aos valores definidos no planejamento
fatorial da amostra de material vegetal pelos mesmos motivos: nivel maximo de
tempo de permanéncia de 20 minutos para um menor tempo possivel de preparo de
amostra e nivel maximo de razdo de aquecimento igual a 30 °C min™’ devido a
limitacdo da mufla.

A analise do planejamento experimental, considerando como respostas as
areas de pico individuais dos elementos selecionados, gerou graficos de efeitos
principais, os quais sdo mostrados na Figura 15 (a-c).
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Figura 15 - Graficos de efeitos principais para a temperatura, razdo de aquecimento e
tempo de residéncia considerando como resposta as areas de a) potassio, b) sédio, c)
titanio.

Fonte: Autora
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No caso da amostra de solo, a temperatura teve efeito significativo a 95% de
confianga apenas para o Na, sendo que para 0s outros elementos, mesmo a
temperatura ndo tendo efeito significativo, a tendéncia observada é que os sinais
analiticos aumentam com o aumento da temperatura. A razao de aquecimento assim
como o tempo de permanéncia nao tiveram efeitos significativos para o aumento da
sensibilidade de nenhum elemento a 95% de confianga.

A analise do planejamento fatorial realizado indicou a temperatura como a
variavel de aquecimento que causou maior influéncia para aumento da sensibilidade,
pois 0s experimentos 2, 4, 6 e 8 (Que tém em comum temperatura igual a 1000 °C)
forneceram o0s maiores valores de area de pico para todos o0s elementos
monitorados. Considerando as condi¢cdes experimentais do experimento 6, o qual
proporcionou 0s maiores valores de area, a linha referente ao Na atbmico em 589,89
nm teve sua area de pico calculada, sendo que o seu valor corresponde a
aproximadamente 4 vezes o valor da area do pico da amostra sem tratamento
térmico (Figura 16). Esse aumento ndo foi tdo pronunciado quanto o observado para

a amostra vegetal, entretanto deve ser considerado.
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Figura 16 - Espectros médios (n= 3) para a linha de sédio atbmico em 588,89 nm para a
amostra de solo sem tratamento térmico e aquecido a temperatura de 1000°C, razdo de
aquecimento de 10°C min™ e tempo de residéncia de 20 minutos.

Fonte: Autora
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A area correspondente ao pico de Ti monitorado com aplicacdo do tratamento
térmico apresentou um valor correspondente a 1,8x o valor da area do mesmo sinal
obtido no espectro da amostra sem aquecimento e a area da linha de potassio na
amostra aquecida corresponde a 4x o valor da area do pico da amostra sem
aguecimento.

A situacéo de compromisso para maximizagao simultanea das emissdes de Ti,
Na e K também foi avaliada. Os resultados obtidos indicaram que a condicao ideal
nesse caso € a utilizacado da temperatura em seu nivel maximo (1000 °C), razdo de
aquecimento também em nivel maximo (30 °C min™) e tempo de aquecimento de 9
min. Esses resultados sugerem que as amostras que apresentam baixos teores de
matéria organica, como o solo, tem sua sensibilidade aumentada com a aplicacao de
tratamentos térmicos, porém demandam maiores temperaturas para a fragilizacédo
estrutural da matriz.

As intensidades totais de emissdo também foram calculadas para a amostra de

solo e os resultados sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17 - Intensidades totais de emissdo médias (n= 3) para a amostra de solo sem
tratamento térmico (Experimento 0) e correspondentes aos experimentos do planejamento
fatorial.

Fonte: Autora

Como a perda de massa nesses experimentos foi menor e similar para todos

0S casos, observa-se que as intensidades totais de emissdo possuem desvios
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semelhantes, uma vez que a massa de amido adicionada é pequena e a amostra
final € mais homogénea.

Para a amostra de solo, a aplicagdo da estratégia para aumento da
sensibilidade provocou variacbes menos pronunciadas que as observadas para as
amostras de folha e de liga metdlica. Diferentemente da estratégia de Liu e
colaboradores (2012) em que utilizando-se de MA-LIBS para andlise de solo foi
possivel a determinacdo de elementos que ndo forneciam sinais para analise em
LIBS de pulso unico, a aplicacdo do tratamento térmico nesse tipo de amostra nao
possibilitou o aparecimento de novas linhas de emissdo, porém a estratégia de
aquecimento em forno mufla € uma estratégia vélida para aumentar a sensibilidade
nesse tipo de amostra.

Infere-se que devido a presenca de estruturas cristalinas na amostra de solo, o
efeito provocado pelo tratamento térmico seja também de mudanca de fase, que
permite a fragilizagdo do material resultando na melhora dos sinais obtidos em

analise por LIBS.

5.2Tratamento térmico em micro-ondas

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas que interagem com ions
dissolvidos e com solvente de um material provocando migracdes idnicas e rotacéo
de dipolos que resultam em aumento consideravel da temperatura. Apesar da
radiacdo micro-ondas ndo ser suficiente para romper ligacdes, o aquecimento por
radiacdo micro-ondas envolve a direta absorcdo de energia pelo material que esta
sendo aquecido, sendo essa conversdao de energia in situ dependente das
propriedades das moléculas do material (KRUG, 2010).

Em comparagdo com a estratégia anterior, o tratamento térmico em forno
micro-ondas domeéstico convencional seria uma alternativa com maior simplicidade e
rapidez para aumento de sinais. Tendo em vista o resultado positivo obtido pelo
tratamento térmico em forno mufla para aumento de sensibilidade, essa outra
estratégia foi avaliada a fim de verificar se 0s processos provocados pelo
aguecimento micro-ondas resultariam em mudancas estruturais de forma que

fossem observados aumentos nas intensidades dos sinais.
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A amostra empregada no tratamento térmico em mufla foi a de folha de
laranjeira, ja que esta possui agua em sua composicdo possibilitando o seu
aguecimento.

Foram alocados na parte interior do forno micro-ondas dois kitassatos com
solucdo de glicerina para que a condigdo experimental atendesse a recomendacao
do manual do equipamento, em que orientava-se a utilizagdo de um volume minimo
de 200 mL ou uma massa minima de 200 g, para evitar que a radiacdo emitida nédo
absorvida pela amostra (radiacdo remanescente) danificasse o magnetron do forno.
A utilizacdo da glicerina se baseia no fato de que a adigdo desse solvente aumenta a
temperatura de ebulicdo da agua, permitindo um tempo maior de aguecimento. Em
todas as condicbes de aquecimento avaliadas foi precatado que ao término do
tratamento restasse no minimo 200 mL de solucao de glicerina nos frascos.

Foram avaliadas diferentes concentragces para a solucao de glicerina tendo
em vista o objetivo de maximizar o tempo de aquecimento. A concentracao fixada de
20% (v/v) de glicerina permitiu até 20 minutos de aquecimento em poténcia maxima.
Concentragdes superiores nao foram utilizadas porque a solucéo de glicerina tinha a
sua temperatura muito elevada ja na concentracdo de 20%, o que também poderia
danificar o micro-ondas ja que este estaria trabalhando em temperaturas internas
muito mais elevadas do que as convencionais.

O tempo foi fixado em 20 minutos, na condicdo maxima possivel permitida
pela utilizacdo da solucdo de glicerina, de forma que a amostra pudesse interagir
com a radiacdo emitida e o tempo total da etapa sugerida de pré-tratamento ndo
acarretasse a adicdo de uma etapa muito morosa e de maior duragdo comparada as
ja estabelecidas para o tratamento em mufla.

A poténcia do equipamento também né&o foi variada, utilizando-se apenas
100%, de modo que seria aplicada a condicdo mais extrema de aquecimento com
essa configuracdo experimental.

Durante o tratamento térmico das folhas no forno de micro-ondas, as mesmas
foram envoltas por papel absorvente a fim de que a agua perdida durante
aguecimento fosse drenada e de que a amostra nao tivesse contato direto com o
vapor advindo da solucdo de glicerina. Apdés os aquecimentos as amostras foram
novamente pesadas e a porcentagem média de perda de massa foi de 60%. A

ilustracdo do aquecimento em microondas esta apresentado na Figura 18.



55

Figura 18 - Configuragéo experimental do aguecimento realizado em micro-ondas.

Fonte: Autora

As amostras com e sem tratamento térmico foram liofilizadas e depois
novamente pesadas. Para a amostra que passou pelo tratamento térmico ndo houve
perda de massa por liofilizacdo, indicando que uma desidratacdo completa da
amostra foi obtida durante o aquecimento em micro-ondas. Por outro lado, a
amostra das folhas in natura perdeu cerca de 40% em massa ap0s 0 processo de
liofilizacdo, sendo esse processo de secagem necessario para que se pudesse
realizar a moagem criogénica da amostra. Assim, os 20% referentes a diferenca de
massa perdida no tratamento térmico foram repostos na forma de amido de milho na
amostra submetida ao tratamento por micro-ondas. Esse procedimento evitou avaliar
conjuntamente o efeito do tratamento térmico e o efeito da pré-concentracdo. Na
Figura 20 sdo mostrados os espectros das amostras sem e com tratamento térmico

em forno de micro-ondas em uma regido ampliada do espectro.
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Figura 19 - Espectros médios de emissdo (n= 3) da amostra de folha de laranjeira sem
aguecimento e com tratamento térmico em micro-ondas no intervalo de comprimento de
onda de 355,79 nm a 366,50 nm.

Fonte: Autora

Como pode ser verificada na Figura 19, a amostra com tratamento térmico em
micro-ondas apresentou maiores valores de intensidade em varias linhas da regiao
selecionada do espectro.

Para esta estratégia de aumento de sensibilidade néo foi feito planejamento
fatorial para otimizagcédo das condi¢cbes experimentais, pois apesar da melhora obtida
ao analisar a soma das intensidades dos sinais de toda a regido espectral, foi
possivel observar que em algumas das linhas de emissao do espectro ndo houve
variagao significativa de intensidade, de forma que a melhora na intensidade de

emissao nao foi verificada em toda regido espectral como mostra a Figura 20.
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Figura 20 - Espectros de emissdo médios (n= 3) da amostra de folha de laranjeira sem
aquecimento e com tratamento térmico em micro-ondas no intervalo de comprimento de
onda de 524,67 nm a 536,06 nm.

Fonte: Autora

A proposicdo de que a variacdo nas intensidades estad relacionada a
simplificacdo de estruturas presentes nas amostras relaciona-se a fragilizacdo das
interacdes intra e intermoleculares pela acao do calor. Assim, como a condi¢cdo mais
extrema de aquecimento ndo permitiu a melhora na obtencdo de todos os sinais,
condi¢cBes de menor fornecimento de calor ndo foram avaliadas.

A fim de se avaliar o efeito provocado pelo tratamento térmico em micro-
ondas de forma geral em toda regido espectral, as intensidades totais de emissao

foram calculadas como indicadas na Figura 21.
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Figura 21 - Intensidades totais de emissdo médias (n= 3) para a amostra de folha de
laranjeira sem tratamento térmico (Experimento 0), com aquecimento por micro-ondas
(Experimento 1).

Fonte: Autora

A analise do teste t mostrou que a 95% de confianca os valores das
intensidades totais de emissao sao significativamente diferentes, o que indica que o
efeito produzido pelas radiacdes micro-ondas para aquecimento da amostra
provocou alguma modificacdo estrutural que facilitou os processos de quebra,
resultando em aumento da sensibilidade. Em comparacdo a estratégia de
aguecimento em mufla, o aguecimento micro-ondas é mais simples e de facil
acesso, porém oferece incrementos de intensidade menos pronunciados e pode ser
utilizado apenas em amostras que apresentem possibilidade de interagdo com a

radiacdo emitida para sofrer aquecimento efetivo.

5.3 Avaliacédo daincorporacéao de fundente

No trabalho de Santos e colaboradores (2006), foi verificado que a introducéo
de metaborato de litio e carbonato de sddio, 0os quais os autores denominaram
modificadores quimicos, provocava aumento na sensibilidade de elementos, como
Al, Ca, Fe, K, Mg, P, Si e Ti presentes em argilas e materiais refratarios em sintese
mecanoquimica para analise por ICP-OES (do inglés, Inductively coupled plasma
optical emission spectrometry) sendo que o aumento da sensibilidade é relacionado

a producdo de novos compostos nas amostras quando estas sdo acrescidas de
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Na,CO;3; ou LiBO, na etapa de moagem. Uma caracteristica em comum dos
modificadores utilizados no trabalho de Santos e colaboradores, é que eles possuem
a propriedade de fundente. Fundentes sdo substancias que possuem eletrolitos
acidos ou basicos que sao adicionados em propor¢des definidas a amostras moidas
e levadas a aquecimento em cadinho até dissolucdo total da amostra e o material
obtido depois de resfriado a temperatura ambiente deve ser solivel em agua ou
acido diluido (KRUG, 2010).

Em se tratando da técnica LIBS, Morais (2016) verificou a melhora dos sinais
de emissdo obtidos em amostra de biocarvdo com a introducdo de sais de KClI,
Li,CO3 e NaCl, em que o aumento de sensibilidade foi atribuido a presenca dos
elementos K, Li e Na que devido a sua baixa energia de ionizacdo aumenta a
densidade eletrbnica do plasma e consequentemente a energia térmica disponivel
para excitacdo das espécies presentes no plasma.

Considerando o0s estudos anteriormente descritos, no presente trabalho
decidiu-se avaliar a acdo de Na,CO3 sobre 0 aumento da sensibilidade das medidas
por LIBS de amostra de solo. Para entender se um possivel aumento nas
intensidades de emisséo ocorreria devido a acdo modificadora do fundente Na,CO3
ou devido a presenca do céation Na’, conforme observado por Morais (2016), a
avaliacdo também foi conduzida utilizando o NaCl. O experimento foi planejado de
forma a manter a concentracdo do cation constante nas amostras,
independentemente do sal adicionado, para evitar a consideracdo apenas do efeito
do elemento facilmente ionizavel, caso houvesse aumento da sensibilidade. O solo
foi escolhido como amostra por apresentar composicao rica em silicatos refratarios,
onde o emprego de Na,COs seria indicado como fundente. Uma amostra contendo
amido de milho em lugar dos sais também foi analisada para fins comparativos.

As respostas analiticas avaliadas para observar o efeito da adicdo do
modificador foram calculos das areas Lorentz das linhas de Fe atdmico em 438,46
nm e calculo das intensidades totais de emissao para toda regido espectral, como

mostrado nas Figuras 22 e 23.
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Figura 22 - Espectros médios (n= 3) para a linha de ferro atbmico em 438,46 nm para a
amostra de solo com adi¢do de amido, carbonato de sédio e cloreto de sodio.
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Figura 23 - Intensidades totais de emissdo médias (n= 3) para a amostra de solo com
adicdo de amido, carbonato de sédio e cloreto de sodio.

Fonte: Autora

Ambas as formas de avaliacdo indicaram que ndo ha diferenca estatistica a

95% de confianca entre as amostras com as adi¢cdes dos sais e a amostra com
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adicdo de amido. Conclui-se nesse caso, que independente do sal adicionado, seja
ele fundente ou ndo, ndo ha melhora na sensibilidade da andlise de solo por LIBS,

gue pode estar relacionado a propriedades desse tipo de amostra.

5.4 Método Quantitativo para determinacdo de Sr em material foliar

Com o objetivo de exemplificar a potencialidade da estratégia estudada para
analises quantitativas, o tratamento térmico em mufla de material vegetal foi
selecionado para determinagéo de Sr. Conforme mostrado nos resultados descritos
no item 5.1.1, a linha de Sr ibnico em 407,82 nm n&o apresentava pico definido
antes da aplicacdo do tratamento térmico, sendo que com a utilizacdo da estratégia
foi possivel sua identificacdo. Dessa forma, um método quantitativo baseado na
determinacao de Sr em material foliar foi desenvolvido considerando a referida linha
de emissao.

O método escolhido para constru¢do da curva analitica foi a compatibilizacao
de matriz, tendo em vista que a estratégia de aumento de sensibilidade empregada
altera significativamente a matriz e também que a tentativa de utilizacdo de outros
materiais (como celulose) impregnados de solugcdo padrdo, ndo respondiam aos
materiais vegetais aquecidos. Assim, construiu-se a curva de calibracdo a partir de
um material certificado de folha de espinafre que continha Sr em concentracédo de
55,6 mg kg’. O material foi submetido ao tratamento térmico em mufla sob as
condi¢cOes previamente otimizadas para folhas de laranjeira.

Uma primeira diluicio do material foi realizada logo apdés o tratamento
térmico, utilizando celulose. Essa diluicao teve por objetivo repor a massa perdida e
assim manter a concentragcdo de Sr correspondente a certificada. Na sequéncia,
novas diluicbes foram feitas, também empregando celulose, para producdo de
padrdes de calibracdo, cujas concentracdes variaram de 9 a 45 mg kg™. O branco da
curva analitica foi obtido utilizando celulose pura.

Embora a compatibilizacdo de matriz tenha sido utilizada, os modelos de
calibracdo baseados em correlacao linear entre area ou intensidade de pico com as
concentracbes de Sr nos padrfes, ndo foram satisfatérios para a predicdo da
concentracdo desse elemento no material certificado de folha de maca. Dessa
forma, decidiu-se normalizar o sinal de Sr para obtengdo do modelo de calibragao.

Para essa normalizacdo selecionou-se o sinal de emissdo molecular diatbmico de



62

CN (1.1) a 387,1 nm, a partir das seguintes consideracdes: i) a quantidade de
carbono contida nas cinzas apdés o tratamento térmico dos materiais foliares €&
aproximadamente a constante; ii) quantidades de carbono provenientes da celulose
total adicionada sé&o aproximadamente constantes; iii) a quantidade de nitrogénio na
atmosfera analitica € aproximadamente constante; iv) o sinal de emissdo de CN
selecionado é formado por processos recombinativos entre C da amostra de N da
atmosfera analitica.

A curva analitica obtida considerando areas sob as linhas de emisséo de Sr li

normalizadas pela linha de CN pode ser observada na Figura 24.
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Figura 24 — Curva analitica de Sr obtida por meio da razdo entre as respostas da area da
linha de emissédo do Sr em 407,8 nm e do CN (1.1) em 387,1 nm.
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Fonte: Autora

Os residuos do modelo ajustado para a curva analitica, bem como sua
linearidade e inclinagdo foram avaliadxas aplicando-se ANOVA. O coeficiente de
correlacdo da curva obtida foi de 0,997, sensibilidade igual a 1,27 kg mg*
(coeficiente angular), faixa linear de 9,09 mg kgt a 45,45 mg kg™ e limites de
deteccdo e quantificacdo de 4,23 mg kg™ e 14,09 mg kg™, respectivamente. Para
validacdo do método proposto, utilizou-se o material de referéncia de folha de maca.
O mesmo tratamento térmico foi aplicado e a perda de massa também foi
compensada com celulose. A concentracdo de Sr encontrada para o material de
referéncia de folha de maca foi de 25,6 + 6,1 mg kg™, enquanto que a concentracdo
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certificada é de 25 + 2 mg kg'. Esses valores sdo concordantes ao nivel de
confianca de 95% (teste t pareado).
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6 CONCLUSOES

A hip6tese de que a temperatura poderia causar alteracdes na amostra e
consequentemente melhorar o desempenho da analise por LIBS foi comprovada
para os diferentes tipos de amostra estudados utilizando o aquecimento em mufla, e
para amostra vegetal utilizando também aquecimento por energia micro-ondas.

A intensidade dos efeitos observados, bem como a importancia dos fatores
avaliados variou de acordo com as caracteristicas de cada amostra estudada. Os
experimentos com aquecimento em mufla mostraram que para amostras com
maiores teores de matéria organica, como as folhas, pode-se obter um consideravel
aumento da sensibilidade utilizando temperaturas da ordem de 600 °C e tempos de
permanéncia nessas temperaturas da ordem de 20 min, priorizando também a
velocidade com que se atingem os 600 °C. Para amostras de solo, temperaturas
superiores as utilizadas para material vegetal sdo necessarias para aumento da
sensibilidade dos sinais, enquanto a razdo de aquecimento e o0 tempo de
permanéncia poderiam ser fixados em niveis menores. O tratamento térmico
também promoveu alteracfes estruturais da amostra de aco carbono, as quais
favorecem a melhora da sensibilidade na andlise por LIBS.

Apesar do efeito de pré-concentracdo ter sido corrigido pela diluicdo das
amostras durante a avaliagdo dos tratamentos térmicos, esse efeito pode ser
utilizado em conjunto com o efeito de aquecimento para avaliacdo de espécies nao
volateis aumentando ainda mais a sensibilidade das amostras que perdem massa
durante o tratamento.

A adicdo de sais de sodio, NaCl e Na,CO3; sendo este um material usado
como fundente de amostras com alto teor de silicatos, n&o influenciou a
sensibilidade de analise de solo em LIBS.

Utilizando-se da estratégia que produziu maior incremento nas intensidades
de emisséao, foi desenvolvido um método quantitativo para determinacdo de Sr em
amostras de tecidos foliares. Os resultados evidenciaram que a estratégia de
aquecimento foi essencial para viabilizagdo do método, uma vez que os sinais de Sr
ndo eram observados nos espectros das amostras in natura e que a
compatibilizacdo de matriz, aliada a procedimentos de normalizacdo do sinal

analitico foram necessarios para atingir a exatidao.
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