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RESUMO

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) é um alimento de alto valor nutritivo, rico em
proteinas, vitaminas, minerais e fibras. Entretanto, a presenca de Ba em altas concentracdes
tem sido relatada para as castanhas-do-Brasil. Considerando o potencial de toxicidade desse
elemento para o ser humano, ressalta-se a necessidade de métodos quantitativos para
determinacdo do teor de Ba em amostras de castanhas-do-Brasil. Procedimentos de
decomposicgdo acida para o preparo da amostra de castanha podem ser bastante complicados,
considerando que a castanha-do-Brasil contém tipicamente 50-70% de lipideos.Nesse trabalho
a espectrometria de emissdo oOptica em plasma induzido por laser (LIBS) foi avaliada para a
determinacdo de Ba em castanha-do-Brasil por ser uma técnica analitica que demanda minimo
preparo de amostra. Considerando os desafios para o estabelecimento de padrdes de
calibracdo para a analise por LIBS,a compatibilizacdo de matriz foi objeto desse estudo.
Estudos para otimizacdo das condi¢des analiticas foram conduzidos e trés tipos de oleaginosas
foram avaliados para compatibilizagdo de matriz, sendo escolhida améndoa para construgéo
da curva analitica compatibilizada. Os resultados indicaram que o severo efeito de matriz ndo
foi superado pela utilizacdo do sinal de intensidade de Ba Il em 455,49 nm e tampouco pela
utilizac&o do sinal normalizado do analito (Is+/lcn), impedindo o desenvolvimento de método
para a determinacdo proposta. A correlagdo entre os sinais Ba (com e sem normalizacao) e as
concentracOes de Ba, determinadas nas amostras pela técnica de referéncia, sugerem que uma
curva analitica produzida a partir da prépria castanha-do Brasil poderia ser uma das formas de

superar o dréastico efeito de matriz observado.

Palavras-chave:Castanha-do-Brasil, Ba;LIBS; calibracdo; compatibilizagdo de matriz;



ABSTRACT

Brazil nuts (Bertholletiaexcelsa) is a high nutritional valuefood, rich in protein, vitamins,
minerals and fiber. However, the presence of Ba at high concentrations has been reported for
Brazil nuts. Considering the potential toxicity of this element to humans, it is emphasized the
need for quantitative methods for Ba determinationin Brazil nut samples. Acid decomposition
procedures for the nuts sample preparation can be quite complicated considering that Brazil
nuts typically contain 50-70% lipids. The Laser-induced plasma optical emission
spectrometry (LIBS) was evaluated in this work, for the determination of Ba in Brazil nuts,
because it is an analytical technique that requires minimal sample preparation. Considering
the challenges for establishing calibration standards for LIBS analysis, matrix compatibility
was the object of this study. Studies to optimize the analytical conditions were conducted and
three types of oilseeds were evaluated for matrix compatibilization, and almond was chosen to
build the compatibilized analytical curve. The results indicated that the severe matrix effect
was not overcome by using the Ba Il intensity signal at 455.49 nm or by using the standard
analyte signal (IBa / ICN), preventing the development of a method for the proposed
determination. The correlation between Ba signals (with and without normalization) and Ba
concentrations, determined in the samples by the reference technique, suggests that an
analytical curve produced from Brazil nuts could be one way to overcome the drastic effect.

of observed matrix.

Keywords: LIBS; calibration; matrix matching; Ba; Brazil nuts
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1 INTRODUCAO

As oleaginosas constituemuma classe de alimentos que possuem interessantes
caracteristicas nutricionais como micronutrientes, acidos graxos insaturados, proteinas e
fibras. Dentre os principais tipos de oleaginosas, podem sercitadasasnozes, aveld, amendoim,
améndoa, castanha-de-caju e castanha-do-Brasil.

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa), também conhecida como castanha-do-Para, é
uma semente oleaginosa bastante consumida atualmente e destaca-se pela sua elevada
concentracdo de selénio, importante para asenzimas antioxidantes que atuam na prevencao de
doencas relacionadas a idade, como céancer e doencas cardiovasculares(SOUZA; VIEIRA,;
OLIVEIRA, 2009). A castanha-do-Brasiltambémérica em célcio, fosforo, magneésio e
potassio, e possui cerca de 14% de proteina, 12% de carboidratos e 67% de gordura, sendo,
aproximadamente, 16% de gorduras saturadas, 24% de monoinsaturadas e 24% de poli-
insaturadas (USDA, 2019%). Além de serem consumidas in natura, nos ultimos anos surgiram
ofertas e demandas de produtos feitos a base de castanha, como cosméticos e alimentos como
oleo, farinha, biscoitos, paes e doces(WADT; KAINER, 2009). Apesar dos seus inUmeros
beneficios para saude, a castanha-do-Brasil pode apresentar em sua composicdo quantidades
consideraveis de béario, que ¢ um elemento potencialmente toxico para animais e seres
humanos(CHOUDHURY; CARY, 2001).

De acordo com Chang e colaboradores (1995) a presenca de bario na castanha-do-Brasil
pode ser justificada pelas caracteristicasminerais do solo. No estado do Para, por exemplo,o
mineral Hollandita (Ba2MngO16) estd ricamente presente no solo da Bacia do Amazonas.O
bario encontrado na natureza ocorre na forma de fons Ba?*, sendo os possiveis compostos
soliveis desse elemento referentes a cloretos, sulfetos, nitratos e hidroxidos. Nos animais,
cerca de 2% do bério ingerido na dieta é absorvido pelo organismo e tende a se acumular
nosossos(CHANG et al., 1995). Em humanos, a ingestdo de altos niveis de compostos
solUveis de bario podem causar gastroenterite (vomito, diarréia, dor abdominal), hipocalemia,
hipertensdo, arritmias cardiacas e paralisia do musculo esquelético.

Devido aos problemas relacionados a ingestdo de bario, muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos a fim de quantificar, especiar e identificaresses elementos em castanhas-do-
Brasil. No estudo de Naozuka e colaboradores (2011), os autores realizaram uma analise
multielementar de macro e micronutrientes em castanhas e sementes utilizando espectrometria
de emissdo Optica em plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Os autores

relataramconcentracdo de bario em castanhas-do-Brasil da ordem de 470 mg kg }(NAOZUKA
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et al., 2011). Parekh e colaboradores (2008) determinaram a concentracdo de béario na
castanha-do-Brasil proveniente de diferentes paises da América do sul, utilizando a técnica de
analise instrumental de ativacdo de néutrons(INAA), e encontraram concentracfes que
variavam entre 96 e 1990 mg kg(PAREKH et al., 2008).J4 no trabalho desenvolvido por
Gongcalves e colaboradores (2009), o objetivo do estudo foi a determinagdo e fracionamento
quimico de béario na castanha-do-Brasil utilizando as técnicas de ICP OES e espectrometria de
absorcdo atdmica com atomizacdo eletrotémica em forno de grafite (GF AAS). As
concentragbes de bario determinadas, variaramentre 860 e 2084 mg kg'nas amostras
analisadas. Além disso, os resultados do fracionamento e especiacdo do béario,indicaram que 0
elementose encontra naforma de sulfato, sugerindo assim, a indisponibilidade do ionem meio
bioldgico, uma vez que esse sal possui baixa solubilidade, sendo inclusive utilizado em
grandes doses como material de contraste em exames radiol6gicos(GONCALVES et al.,
2009,CHOUDHURY; CARY, 2001).

Apesar da constatacdo de Gongalves et al. (2009), alguns anos antes,Liske colaboradores
(1988)relataramque pelo menos 91% de uma dose de 179 mg de Ba,consumida a partir de 92
g de castanha-do-Brasil, foi absorvida pelo organismo humano (LISK et al., 1988).
Dessaforma, ainda que a especiacdo seja importante para saber em que forma quimica o
elemento se encontra na castanha, o potencial de toxicidadedo Ba para os seres vivos a partir
da ingestdo de castanha-do-Brasil ainda pode ser correlacionado a quantidade total de Ba
presente no alimento.

Para a determinacdo de Ba em castanhas-do-Brasil, 0 emprego de técnicas analiticas bem
estabelecidas, como as utilizadas nos artigos anteriormentemencionados,apresentam como
inconveniente o requerimento do preparo da amostra. Por se tratar de uma amostra com
elevados teores de gordura, os procedimentos de decomposicdo ndo sdo triviais.Welna e
Szymczycha-Madeja (2014) visando melhorar a etapa de preparacdo das amostras para a
determinacdo multielementaremcastanha-do-Brasil por ICP OES, mostraram anecessidade de
uma etapa de digestdo é&cida, com auxilio de fortes oxidantes, altas pressbes e
temperaturas(WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA, 2014). Essas condi¢fes sdo contrarias
aos principios da quimica verde, que propdem a utilizagdo de técnicas que tenham maior
consciéncia com relagcdo aosimpactos de seus procedimentos para a saude do analista e para o
meio ambiente, buscando, portanto, a minimizacgdo,e idealmente a exclusdo, do consumo de
reagentes potencialmente toxicos e geracdo de residuos(ANASTAS; WARNER, 1998).
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Assim, aespectrometria de emissdo Optica em plasma induzido por laser (LIBS) se apresenta
como uma interessante e promissora alternativa.

Em uma analise porLIBS, a etapa de preparacdo de amostra € minima, quando néo
totalmente dispensada, permitindo a analise direta da amostra, importante para anéalises in
Situ(SANTOS et al., 2006). Durante o processo, pulsos do laser sdo disparadossobrea amostra
promovendo um processo micro/nano amostragem (ablagdo). A amostra € entdo, vaporizada e
0s processos de quebra das estruturas quimicas (breakdown) e ionizagdoculminam na geragéo
deum plasma. No plasma, as espécies presentes, majoritariamente atdmicas e ibnicas, sdo
excitadas e ao retornarem a um estado de menor energia emitem radiagcdo eletromagnética
caracteristica da espécie emissora. Todo 0 processo anteriormente descrito ocorre em tempos
da ordem de microssegundos(MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006; NOLL,
2012). Na Figura 1é mostrado um esquema de um tipico sistema LIBS composto por um laser
pulsado de alta energia (da ordem de milijoules),lente para focalizagdo do pulso na superficie
da amostra, lentes coletoras acopladas a cabos de fibras dpticas para coleta e conducdo dos
sinais de emissdo provenientes do plasma, e espectrdmetros para recepcionar 0s sinais de
emissdo, separad-los em funcdo de suas frequéncias e detecta-los. O sistema é normalmente
controlado por um programa de computador apropriado, o qualé também responsavel pela

conversao dos sinais detectados em um espectro de emissao.

Figura 1 -Esquema tipico e simplificado de um sistema LIBS
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- Fibra dptica

I\ 2 —\

Dueteschon
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Fonte: Ferreira, E. C.

Um espectro LIBS consiste em um registro das intensidades dos sinais de emissdo dos
componentes da amostra em fungdo do comprimento de onda e pode ser considerado como a

“impressdo digital” de uma amostra e uma poderosa fonte de informagdo para determinacdes
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de seus constituintes.As andlises qualitativas envolvem apenas a identificacdo das linhas de
emissdo presentes no espectro. Da medicdo dos comprimentos de onda dessas linhas, podem-
se deduzir os niveis de energia (ou estados estacionarios) do atomoe conhecendo as linhas
caracteristicas emitidas por um atomo, o seu aparecimento no espectro estabelece a presenca
desse elemento na amostra.J4& as andlises quantitativas sdo baseadas nas intensidades
registradas para as linhas de interesse e em um método de calibracdo adequado(SINGH,;
THAKUR, 2007).

A possibilidade de realizar analises diretas, multielementares, rapidas, micro-destrutivas e
sem geracao de residuossdo os principais atrativos datécnicaL IBS, contudo, em grande parte,
se limitam aandlises qualitativas(MARKIEWICZ-KESZYCKA et al., 2017).Um dos grandes
desafios para essa técnica é analise quantitativa, uma vez que as analises sdo fortemente
influenciadas pelos efeitos de matriz, ou seja, a variacdono sinal do analito em decorréncia
das propriedades fisico-quimicas e da composicdo da matriz(EPPLER et al., 1996). Esse
problema é mais evidente quando se trabalha com matrizes complexas, como solos, rochas e
amostrasdealimentos,que possuem uma composi¢do quimicabastante diversificada. Dessa
forma, a analise quantitativa demanda estudos mais aprofundados direcionados a otimizagédo
das condicBes analiticas e ao desenvolvimento de métodos de calibracdo, o que ainda é
considerado um grande desafio para diversos tipos de amostras, dada a dificuldade de
obtencdo de padrdes que sejam quimicamente similares as amostras.

Na literatura podem ser encontradas diversas propostas de calibracdoem LIBS que visam
minimizar os efeitos de matriz. Essas propostas vado desde estratégias simplescomo a
calibragdo com padrdes externos, empregando materiais de referéncia certificados
(TREVIZAN et al, 2009), passando por calibragdes multivariadas (lineares e né&o
lineares)(FERREIRA et al., 2008; LUO et al., 2020) até propostas de métodos isentos de
calibragdo, como “Calibration Free”(HERRERA et al., 2009).

Um método de calibracdo classico para minimizacdo dos efeitos de matriz em analises
elementares € 0 método de adicdo de padrdo. Esse método consiste em, adicionar analito em
concentragdes crescentes a quantidades fixas da amostra e medir o sinal do analito adicionado
mais o sinal referente aoanalito naturalmente presente na amostra. Em seguida uma curva de
sinal versus concentracdo de analito adicionado é construida e a concentracdo do analito na
amostra € obtida pela interseccdo da curva com o eixo das abcissas.Apesar da eficiéncia da

adicdo de padrdopara muitas situacdes analiticas,esse método exige que seja construida uma
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curva de calibracdopara cada amostra analisada. Esse fato reduz significativamente a
velocidade analiticae gera maior quantidade de residuos pds-analise.

Umaestratégia mais simples, paraminimizar os efeitos de matriz,e que possui uma certa
similaridade ao método de adicdo de padrdo é o método de calibragdo por compatibilizacdo de
matriz. Esse método consiste em produzir padres de calibracdo contendo matriz similar a
amostra. Esse método apresenta as vantagens do método de calibragdo com padrBes externos,
pois uma sO curva € construida e podem ser obtidos padrbes compativeis comas amostras,
similarmente ao método de adicdo de padrdo. Morais e colaboradores (2017) utilizaram a
estratégia de compatibilizagdode matriz para a analise de Ca em amostras de fertilizantes a
base de biocarvao, uma matriz complexa e recalcitrante. O método foi bemsucedido,apos a
normalizacdo do sinal do analito pelo sinal de sddio naturalmente presente no biocarvéo
(MORAIS et al., 2017).Considerando o exposto, o potencial da técnica LIBS foi avaliado para
a determinacdo quantitativa de bario emcastanha-do-Brasil mediante a padronizacdo por

compatibilizacdo de matriz.
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2 OBJETIVO

Estudar o potencial da espectrometria de emissdo Optica em plasma induzido por laser
(LIBS) para a determinacio de Ba em amostras de castanha-do-Brasil
(Bertholletiaexcelsa),empregando o método de compatibilizacdo de matriz para calibrago.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nesse topico serdo descritas as amostras selecionadas para o desenvolvimento do projeto,
a obtencdo de concentracdes de referéncia, a avaliacdo de pardmetros analiticos referentes a
técnica LIBS e os estudos desenvolvidos para avaliar o método de calibracdo por

compatibilizacdo de matriz.

Todo material utilizado para manipulacéo e armazenamento das castanhas foi previamente
descontaminado em banho de acido nitrico 10% (v/v) durante 24 h e em seguida lavado com

agua deionizada.

3.1 Amostras

As amostras utilizadas foram castanhas-do-Brasil (Bertholletia excelsa) ndo torradas
adquiridas no comércio da cidade de S&o Carlos -SP. As castanhas foram adquiridas em
periodos diferentes totalizando quatro porcGes de aproximadamente 200g cada. De cada
porcdo, foram aleatoriamente amostradas 25 castanhas, que ap0s serem partidas ao meio,
foram novamente amostradas, retirando-se aleatoriamente 25 metades de cada grupo.
Finalmente cada porcdo foi submetida a um procedimento de pré-homogeneizagdo utilizando
um triturador de plastico, comercializado para utilidade doméstica (Figura 2a). Em seguida,
um procedimento de homogeneizagdo mais refinado foi conduzido utilizando um almofariz e
pistilo de agata (Figura 2b). Através desse procedimento foram obtidas misturas pastosas.
Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram armazenadas em frascos de polietileno em um

dessecador.

Figura 2 -(a) Triturador doméstico utilizado para pré-homogeneizacéo e (b) almofariz e pistilo de &gata.

Fonte: Autor
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3.2 Obtencao de concentragdes de referéncia

As amostras previamente homogeneizadas foram submetidas a determinacdo da
concentracdo de Ba utilizando espectrometria de absor¢do atdmica em chama de alta
resolucdo com fonte continua (HR-CS FAAS). Para esse propoésito, as amostras foram
digeridas em um forno micro-ondas de alta pressdo (Multiwave Anton Paar - Graz, Austria)
com 6 posicdes para os tubos com as solugdes. Aproximadamente 200 mg das amostras foram
transferidas para os tubos de decomposicdo e foram adicionados 3,00 mL de &cido nitrico,
2,00 mL de agua e 1 mL de peroxido de hidrogénio. As decomposicdes foram feitas em
triplicatas e o programa de aquecimento consistiu em uma rampa de poténcia de 0 a 1000 W,
executada em 15 minutos, 10 minutos de permanéncia a1000 W seguidos de 20 minutos sem
aplicacdo de poténcia para resfriamento. Apos resfriamento, os digeridos resultantes foram
transferidos para frascos de polipropileno e o volume foi completado em 25 mL com agua
deionizada. As solugdes resultantes foram armazenadas em uma geladeira.

Os padrdes de calibracdo foram preparados a partir de uma solugdo estoque contendo
100 mg L *de Ba a qual foi previamente preparada pela diluicio de padréo espectroscdpico de
Ba (Normex) de concentragdo igual a 1000 mg L. Padrdes de calibragdo contendo 0, 1, 3, 6,
10 e 14 mg L' de Ba em meio 1,841 mol L de acido nitrico foram preparados.
Aproximadamente 35mg de CeCl foram adicionadas aos padrdes e amostras para evitar as
interferéncias de ionizacéo.

Para as medidas dos sinais de absorcdo atémica foi empregado um espectrometro de
absorcdo atdbmica com fonte continua e alta resolugdo (Analytikjena, ContrAA 300). O

atomizador utilizado foi uma chama produzida pela mistura de ar e acetileno.

3.3 Avaliacéo de parametros LIBS
3.3.1 Instrumentacao.
O sistema LIBS utilizado (Figura 3), compreende um laser de Nd:YAG(Quantel, Big
Sky Laser, Ultra 50) que produz pulsos de 50 mJ em 1064 nmcom duragéo de 20 ns, diametro
do feixe na superficie da amostra (laser spot) de aproximadamente 0,5 mmetaxa de repeticdo
de 500 Hz. O laser esta posicionado na parte superior da camara de amostragem sendo
focalizado sobre a superficie da amostra através de uma lente com distancia focal de 10 cm.
No interior da cdmera hd um amostrador moével para deslocamentos da amostra nas diregdes

Xy, comandado pelo analista, uma webcam para 0 acompanhamento das analises e uma lente
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telescdpica para a coleta da radiacdo eletromagnética proveniente do plasma. A lente de coleta
é acoplada a um cabo composto por quatro fibras dpticas, as quais sdo conectadas a quatro
espectrometros (HR2000+, OceanOptics, EUA). Os espectrdmetros sdo compostos por redes
de difracdo, para separacdo das frequéncias da radiacdo provenientes do plasma e detectores
do tipo CCD (charge-coupleddevice). Os quatro espectrémetros cobrem uma faixa espectral
de 200 a 625 nm com resolucdo Optica de 0,1 nm (Fullwidthathalfmaximum). O tempo de
integracdo do sinal analitico pelos espectrometros é fixo e igual a 1 ms. Todo sistema €

controlado pelo software OOLIBS (OceanOptics).

Figura 3 - Configuracdo experimental do equipamento LIBS utilizado: 1) Fonte do laser; 2) laser; 3) camara de
amostragem; 4) sistema de aquisicao de dados; 5) espectrdbmetros

Fonte: Autor

3.3.2 Selegéo dos parametros instrumentais.

Além dos parametros anteriormente citados, foram estudadas trés condi¢cbes para
aquisicdo do melhor sinal analitico. Inicialmente, foram avaliadas linhas de emissdo do
analito apropriadas para o desenvolvimento dos estudos propostos. Para isso, espectros foram
adquiridos diretamente em uma fatia da amostra de castanha-do-Brasil e a analise das linhas
espectrais foi conduzida utilizando a base de dados NIST(“National Institute of Standars and
Technology”). Apos identificar duas linhas de béario livres de interferéncia espectral, um
estudo foi conduzido para certificar se as linhas identificadas correspondiam ao analito. Para

isso, foram preparadas pastilhas contendo celulose e BaCl, - 2H,0 e os espectros das pastilhas
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foram analisados para verificacdo da ocorréncia das linhas, anteriormente atribuidas no
espectro da amostra.

Ap0s a selecdo das linhas de emissdo do analito, um estudo foi conduzido para avaliar
a necessidade do acoplamento do sistema LIBS a um sistema gerador de descarga elétrica
(SD, sparkdischarge). Os estudos de avaliagcdo consistiram na comparacdo dos espectros de
castanha-do-Brasil diretamente capturados nos sistemas SD-LIBS e LIBS. O sistema de
descarga elétrica foi desenvolvido por Vieira e colaboradores (2018) e consiste em dois
eletrodos de tungsténio (100 x 2,6 mm) com 4 mm separacdo entre as pontas, posicionado
a2mm acima da superficie da amostra; circuito eletrébnico cujo transformador possui
frequéncia 60Hz e 171V e um voltimetro para monitoramento das descargas(VIEIRA et al.,
2018).

O estudo final para estabelecimento dos parametros analiticos teve por objetivo
otimizar o tempo de atraso entre o pulso do laser e o inicio da aquisicdo dos sinais pelos
espectrometros (Q-switchdelay) para analise utilizando SD-LIBS. Foram avaliados o0s
parametros previamente selecionados com relacdo a variacdo do Q-switchdelay em 1,5;2,0 e
2,5us.

3.3.3 Avaliacdo de compatibilizacdo de matriz para desenvolvimento de método
quantitativo.

O primeiro passo para as tentativas de compatibilizacdo de matriz foi a avaliacdo de

trés tipos de oleaginosas que pudessem ser utilizadas para a construcdo da curva de

calibracdo. Dessa forma, foram avaliadosamendoim, castanha-de-caju e de améndoa. Essas

oleaginosas foram escolhidas por possuirem altos teores de gordura, como pode ser observado

na Tabela 1.
Tabela 1 -Teores de gordura em diferentes castanhas.
Nome Nome Ciéntifico Teor Gordura %
Castanha-do-Brasil Bertholletia excelsa 67
Amendoa Prunusdulcis 50
Amendoim Arachis hypogaea | 49
Castanha-de-Caju Anacardiumoccidentale | 44

Fonte: (USDA, 2019")
Para esse estudo, espectros LIBS das oleaginosas citadas foram obtidos e comparados

ao espectro obtido para a castanha-do-Brasil.
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ApoOs selecionar a matriz mais adequada para a compatibilizagdo, foram iniciados 0s
estudos de calibragdo. Um padréo estoque contendo 5620 mg kg™ de béario foi preparado pela
mistura de 1,980g da matriz de améndoa com 20mg de BaCl..2H>O. Em seguida a curva

analitica foi produzida a partir da diluicdo do padrao estoque conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2 - Descricdo do preparo dos padrdes de calibragéo

Massa de améndoa (g) Massa do padrdo estoque  massa total (g) Ba (mg kg?)
(g)
1,000 0,000 1,000 0
1,000 0,040 1,040 216
1,000 0,080 1,080 416
1,000 0,120 1,120 602
1,000 0,160 1,160 775

Fonte: Autor

As misturas foram homogeneizadas utilizando almofariz e pistilo de &gata, e padroes
de aspecto pastoso foram obtidos. Amostras e padrdes foram transferidos para pequenos

frascos de polietileno (Figura 3) compativeis com o sistema amostrador do LIBS.

Figura 4 - Frascos utilizados para acondicionamento de padrdes e amostras para analise por LIBS

F 9

Fonte: Autor

Os dados espectrais da linha mais intensa de bario foram avaliados de duas formas
para a construcdo de curva analitica: i) intensidade da linha de Ba versus concentracdo de Ba
nos padrdes e ii) intensidade da linha de Ba/ intensidade de uma linha de emissdo de C-N

versus concentragdo de Ba nos padrdes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse topico serdo apresentadose discutidos os resultados obtidos na determinacdo da
concentracdo de bario pelo método de referéncia HR CS FAAS, a confirmacéo da atribuigédo
das linhas de Ba encontradas nas amostras, as otimizacGes instrumentais para melhora de
sensibilidade na deteccdo das linhas de emissdo pelo LIBS,e a estratégia de compatibilizacdo
de matriz para anélise quantitativa no LIBS.

Os espectros mostrados nesse trabalho tiveram a linha de base corrigida por meioda
planilha desenvolvida por Vieira e colaboradores (2019) de facil utilizacdo, para tratamento

de dados espectroscopicos e cromatograficos(VIEIRA et al., 2019).

4.1 Obtencao das concentracdes de referéncia

As determinaces das concentracBes de bario nas amostrasde castanha-do-Brasilforam
conduzidas utilizando um método de referéncia para obtencdo de valores a serem utilizados
como parametros na validacdo do método LIBS. As concentracfes de bario determinadas nas

quatro amostras de castanha adquiridas comercialmente sdo mostradas na tabela 3.

Tabela 3 - Concentrag@es de Ba (mg kg1) nas amostras de castanhas-do-Brasil determinadas por HR CS FAAS

(n=3).
Amostra| Concentracdo média * desvio padréo (mg kg?)
1 297,8+46,1
2 288,5+57,0
3 590,6+41,8
4 368,2+21,9

Fonte: Autor

As concentragdes encontradas nas amostras selecionadas possuem valores aproximados
aos relatados na literatura. Naozuka e colaboradores (2011) relataram concentracdo de Ba
igual a470 pg g* e Parekh e colaboradores (2008) encontraram concentragfes que variavam
entre 96 e 1990ug g

4.2 Avaliacéo dos parametros instrumentais (L1BS)
Um estudo preliminar para determinar pelo menos uma linha de emisséo do bario com boa
intensidade elivre de interferéncia espectral foi realizado analisando o espectroLIBScapturado

diretamente de uma amostra de castanha-do-Brasil. No espectro,duas linhas com boas
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intensidades (455,49 nm e 493,47 nm) foram preliminarmente atribuidas ao analito. Essa
atribuicdo foi feita com base na biblioteca do NIST (“National Institute of Standars and
Technology”), onde 455,40 nm corresponde a uma linha de emissdo de bario no primeiro
estado de ionizagdo (Ba Il) com alta probabilidade de transicdo (A= 1,11 10 s?) e alta
intensidade relativa (9300). Ainda de acordo com a base dados do NIST, a linha 493,41 nm
corresponde a uma outra linha de emissdo de Ba I, com uma probabilidade de transicdo e
intensidade relativa um pouco menor que a 45540 nm(9,53 107 s! e 6900,
respectivamente).Por ser a mais intensa e livre de interferéncias espectrais, considerando a
composicao elementar da castanha, alinha 455,49 nm, foi previamente selecionada.

Com o objetivo de confirmar a atribui¢éo preliminar da linha em 455,49 nm,o espectro de
LIBS medido para uma pastilha contendo300 mg kg™ de Ba, preparada a partir da mistura de
celulose com BaCl,.2H>0O, foi comparado com o espectro obtido diretamente na amostra. Os
espectros da pastilha e da amostra, pré-processados para a corre¢do de linha de base, sdo
mostrados na Figura 5. Conforme pode ser observado, os perfis de emissdo séo similares e 0s
méaximos sdo coincidentes. Dessa forma, conclui-se que o deslocamento espectral observado
em centésimos do comprimento de onda € caracteristico do espectrémetro utilizado para as

medidas e que o sinal corresponde de fato ao analito,conformeaatribuicaopreliminar.

Figura 5 -Comparacéo dos espectros LIBS da amostra de castanha e de uma pastilha contendo BaCl,.2H,0
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Com o objetivo de aumentar a sensibilidade da analise,o sistema SD-LIBS foi avaliado,
por ser um método simples e de baixo custo que reaquece o plasma, aumentando assim as
intensidades de emissdo. No sistema SD-LIBS, quanto maior a voltagem selecionada,
maioramagnitudedos sinais de emissao. Assim, as avaliacdes foram conduzidas empregando a
maior voltagem disponivel para o sistema 4,45kV. O resultado do ganho de sensibilidade do
SD-LIBS em comparagdo ao LIBS para a linha de emissdo do Ba em 455,59nmpode ser

observado naFigura6.
Figura 6 - Comparagdo da sensibilidade da emissdo obtida por LIBS e SD-LIBS para a linha de Ba 455,49 nm
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Fonte: Autor

Considerando o ganho em sensibilidade promovido pelo uso da centelha elétrica, essa
condicdo foi fixada para as analises e otimizacGes subsequentes.

Outro parametro instrumental estudado foi o Q-Switchdelay, que corresponde ao
tempo para o inicio da aquisicdo dos dados a partir do disparo do pulso do laser. OQ-Switch
delay também pode influenciar na sensibilidade dos sinais de forma diferente em diferentes
amostras. Os resultados das intensidades de sinal de Ba Il em 455,49 nmem fungdo da

varia¢do do Q-Switch delay podem ser observados na Figura 7.
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Figura 7 -Intensidade do sinal de emissdo de Ba Il em 455,49 nm em funcéo da variacdo do Q-Switch delay
(Ms).

400

350

300 ~

250

200

150

Intensidade (u.a.)

100

50

T T T T T T T T T T
455,0 455,2 455,4 455,6 455,8 456,0
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autor

Os resultados mostram que os tempos de 2,0 e 1,5 psresultam em maiores sinais
comparados ao tempo de 2,5 us. Apesar de pequenas as diferencas de intensidades
proporcionadas pelos tempos 2,0 e 1,5 us, 0 tempo de2,0 us foi um pouco superior e por isso

esse tempo foi fixado para as medidas.

4.3 Analise e compatibilizacdo de matriz

As caracteristicas peculiares da composi¢do da castanha, especialmente seu elevado teor
de gordura,dificultambastante a tentativa de simulacdo dos padrdes de calibracdo para a
analise de castanha-do-Brasil por LIBS. Padrdes contendo matrizes genéricas, como
ospreparados pela diluicdo de um sal de bario em celulose ou emécido bdrico, diluentes
comumente utilizados, dificilmente se adequariam a essa proposta por se tratarem de matrizes
com caracteristicas completamente distintas.Essa conclusdo épautadana inexatiddo das
analises quantitativas por LIBSatribuidas aos severos efeitos de matriz bem conhecidos na
literatura (Miziolek, 2006).Dessa forma, a compatibilizacdo de matriz foi a estratégia proposta

para esse estudo. Para producdo de padrBes contendo matrizes compativeis a castanha-do-
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Brasil, propds-se a incorporagdo de um sal de bario em matriz proveniente de oleaginosa,
diferente da castanha-do-Brasil e que contivesse baixa ou ndo detectavel concentracéo de Ba.
Dessa forma, espectros LIBS foram adquiridos para castanha de caju, amendoim e améndoas
comerciais. Na Figura 8, sdo mostrados os sinais da linha de Ba Il em 455,49 nm para essas

amostras.

Figura 8 -Sinais espectrais de Ba Il em 455,49 nmdeterminados em castanha de caju, améndoa e amendoim.
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Fonte: Autor

Os resultados mostram que a oleaginosa com menor concentracdo de Ba é a améndoa,
que apresentou sinal de intensidade da ordem de 400 contagens. Coincidentemente, entre as
trés matrizes avaliadas a améndoa éa oleaginosa que apresenta o teor de gordura mais
préximo do teor da castanha-do-Brasil (Tabela 1). Dessa forma, a améndoa foi a matriz
selecionada para o preparo dos padrdes.Assim, bario foi incorporado a améndoa por
friccdo/homogeneizacdo utilizando almofariz e pistilo. Esse processo resultou em padrdes
pastosos, e como o procedimento de homogeneizacdo também foi aplicado as amostras,
visando maior grau de compatibilidade. Amostras e padrbes na forma de
pastaforamalocadosem pequenos frascos para andlise, pois seria impossivel a confeccdo de

pastilhas. Sabe-se que amostras liquidas e/ou pastosas podem prejudicar a formagdo do
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plasma LIBS, j& que uma grande quantidade de energia é demandada nos processos de
vaporizagdo da amostra. Por isso, amostras liquidas podem ocasionar baixa sensibilidade dos
sinais analiticos.Contudo, Nespecae colaboradores(2019) analisando amostras de mel,
mostraram que 0s inconvenientes na analise de amostras liquidas é superado pelo uso de SD-
LIBS (NESPECA; VIEIRA; JUNIOR, 2019).

Como as avaliagdes anteriores comparando LIBS e SD-LIBS foram conduzidas para
as amostras de castanha in natura,uma nova comparacgdo instrumental foi efetuada com uma
amostrapastosa da castanha-do-Brasil,homogeneizada em almofariz e pistilo. Na Figura 9 sdo
mostrados os espectros capturados nas duas condi¢Ges instrumentais mencionadas.Como pode
ser observado, a analise por LIBS ndo propiciou o aparecimento das linhas de emissdo no
espectro da amostra, pois ndo houve a geracdo de plasma durante a analise.Uma possivel
explicacdo para esse fato € queaose alocara amostra no frasco,aplica-seuma certa presséo para
tornar a superficie plana, de forma a reduzir o desvio padrdo nas amostragens. Essa pressao
pode ter concentradoo 6leo da castanhana superficie da amostradificultando a formacéo do

plasma.Contudo, a analise por SD-LIBS mostrou-se apropriada.

Figura 9 -Espectros LIBS e SD-LIBS para a castanha-do-Brasil moida.
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4.4 Analise quantitativa no LIBS.

Apobs a fixacdo dos parametros analiticos e obtencdo dos padrdes por compatibilizacdo de
matriz, foram iniciadas as avaliagbes quantitativas comecando pela obtencdo da curva
analitica. Na Figura 10é mostrada a curva obtida pela correlagdo entre as intensidades de
emissdo da linha de Ba Il em455,49 nm e as concentracGes de bario nos padrdes. Uma
curvaanalitica, com coeficiente de correlacdo(R) igual a0,93e sensibilidade igual 0,0514 kg
mg *foi obtida.

Figura 10 -Curva analitica obtida pela correlagdo das intensidades da linha de Ba Il em 455,49 nm e as
concentracOes de Ba nos padrbes compatibilizados.
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Fonte: Autor

Apesar dos altos desvios e a maior distancia da reta de regressédo observada para 0s
pontos de concentracdo iguais a416 e 775 mg kg?, a curva analitica foi considerada e
procedeu-se a andlise LIBSpara as quatro amostras de castanhas-do-Brasil. Ap6s a aquisicéo
dos espectros das amostras observou-se que as intensidades da linha do analito nas amostras
eram superiores as intensidades do Gltimo ponto da curva analitica (775 mg kg?). Como a
curva analitica foi construida com base nos valores de referéncia determinados porHR-CS
FAAS (Tabela 3), cujo valor méaximo da concentracdo de bario foi 590,6+41,8;conclui-se

gueos valores dasintensidades obtidaspara as amostras por SD-LIBS sdo incompativeis com
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os valores obtidos para os padrdesindicando que o método proposto por compatibilizacdo de

matriz foi ineficiente.

Corroboram para ineficiéncia quantitativa da estratégia avaliada a observacdo de que
os valores de intensidades determinados para as amostras por LIBSapresentam uma certa
correlacéo linear com as concentrac6es de referéncia, conforme pode ser observado na Figura
11, reforcando que a curva proposta ndo € equivalente as amostras. Esse resultado também
sugere que a construcdo da curva analitica a partir de amostras de castanha-do-Brasil
contendo diferentes concentracGes de Ba, poderia ser uma estratégia para a calibracdo mais

eficiente que a estratégia avaliada.

Figura 11 - Correlag&o das intensidades da linha de Ba 11 455,49 nm medida por LIBS nas amostras de
castanha-do-Brasil e as concentracGes de referéncia.
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Fonte: Autor

Em alguns casos somente a compatibilizacdo de matriz ndo é suficiente para alcancar a
exatiddo do método analitico. No método proposto por Morais e colaboradores (2017), por
exemplo,além da compatibilizagdo de matriz, a normalizagdo adicional dos espectros foi
necessaria para atingir a exatiddo. A normalizagdo espectral consiste na divisdo do sinal de
interesse pelo sinal de um elemento,presente nas amostras e padrdes a concentracdo

aproximadamente constante. No caso do trabalho de Morais et al. (2017) o sinal do analito foi
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dividido pelo sinal de sodio, pois 0 sodio era um elemento que apresentava concentragao

constante tanto na matriz usada para compatibilizagdo,quanto nas amostras.

Contudo, ndo é trivial, que as matrizes das amostras e/ou do compatibilizante
contenham concentracBessimilares de um elemento para que 0 mesmo possa ser selecionado
par normalizacdo. Por esse motivo, no trabalho desenvolvido por Lazaro (2017)(LAZARO,
2017), o sinal da molécula diatémica de CN em 387 nm foi utilizado para normalizar o sinal
deSr, elemento de interesse em matrizes foliares. Segundo Lazaro, o sinal de CN é decorrente
de processos de recombinacdo de C atdmico, proveniente da amostra, com nitrogénio
proveniente da atmosfera analitica (ar).Dessa forma, a autora considera a hipdtese de que as
concentracdes de carbono devem ser aproximadamente constantes, uma vez que as matrizes
sdo similares (material foliar), eque sdo limitantes para a formacdo da molécula de interesse.
Portanto,sob essas condicgdes as concentracdes de CN s&o constantes para amostras e padrdes.

A partir dessa hipotese o trabalho foi conduzido e a exatiddo foi alcancada.

Considerando a dificuldade de encontrar um elemento em concentracdo constante na
améndoa e nas amostras de castanha-do-Brasil, a hipdtese de Lazaro (2017) foi avaliada para
a normalizagdo espectral. Apos a normalizagéo a curva analitica foi obtida, conforme pode ser
observado na Figura 12.A curva apresentou coeficiente de correlacdo linear (R) de 0,96e
sensibilidade igual a 0,0005kg mg™.
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Figura 12- Curva analitica obtida pela correlacdo das raz8es entre as intensidades da linha de Ba 11 (455,49 nm)
pela intensidade da linha molecular de CN (387 nm) e as concentra¢des de Ba nos padrfes compatibilizados.
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Apesar da ligeira melhora observada na curva de calibracdo, quando comparada a

curva sem normalizacdo,a interpolacdo dos sinais normalizados das amostras também
resultaram em valores inexatosde concentracdo. Assim como no método anterior, também
corroboram para a ineficiéncia de predicdo da curva a observacdo de que os valores de
intensidades determinados para as amostras por LIBSapresentam correlacdo proxima a linear
com as concentragdes de referéncia, conforme pode ser observado na Figura 13, reforgando
que a curva proposta ndo € equivalente as amostras. Conforme anteriormente evidenciado,
esse resultado também sugere que a construcdo da curva analitica a partir de amostras de
castanha-do-Brasil, contendo diferentes concentracGes de Ba, poderia ser uma estratégia para

a calibracdo mais eficiente que a estratégia avaliada.
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Figura 13- Correlacdo das intensidades da linha de Ba Il 455,49 nm normalizadas para as amostras de castanha-
do-Brasil e as concentracfes de referéncia.
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Embora os métodos de compatibilizacdo de matriz avaliadosndo tenhamatingido a
exatiddo para as determinacbes pretendidas, esses estudos devem servir de base para a
continuidade da investigacdo. Outros tipos de pré-processamento espectrais como a derivacao
dos espectros podem ser avaliados em associagdo ou ndo com a normalizagdo proposta

buscando eliminar completamente o dréstico efeito de matriz observado.

5 CONCLUSAO

Para a determinacdo de Ba em amostras de castanha-do-Brasil foram estudadas as
condigdes analiticas mais adequadas para a conducdo de método por compatibilizacdo de
matriz. Doismétodos de calibracdo foram avaliados, mas os resultados mostraram que a
complexidade da matriz acentua a probleméatica de obtencdo de sinais proporcionais em
amostras e padrdes. Dessa forma, a exatiddo ndo pode ser alcangada em nenhum dos métodos
avaliados, apesar de estratégias similares terem sido aplicadas com sucesso por outros autores

em outras matrizes. Embora, os métodos avaliados ndo tenham sido bem sucedidos eles
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poderéo ser tomados como base para continuidade na busca da superacgéo do efeito de matriz e
viabilizacdo de métodos quantitativos para matrizes complexas como as oleaginosas. Nesse
contexto, a constru¢do da curva analitica utilizando a prépria castanha-do Brasil como padrédo

podera apresentar maior potencial para a proposta de calibracéo.
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