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Resumo 

A determinação do teor de N auxilia no controle de qualidade de produtos alimentícios 

e fertilizantes, além de ser um importante parâmetro para o controle e manutenção 

dos ecossistemas. O método mais utilizado para a determinação de N, requer 

elevados volumes de soluções e um grande volume de resíduos é gerado pós-análise. 

A espectrometria de emissão óptica em plasma induzido por laser (LIBS) constitui uma 

alternativa para determinação de N de forma direta, simples, rápida e sem geração de 

resíduo pós-análise. No presente trabalho o desempenho da técnica LIBS foi avaliado 

para determinar N em diferentes amostras. Intensidades de linhas de emissão de N 

iônico e bandas moleculares diatômicas de CN foram avaliados como sinais analíticos. 

Após a otimização das condições operacionais para aquisição espectral, diferentes 

compostos químicos (whey protein, glutamina, fosfato de amônio dibásico) foram 

avaliados como padrão de calibração para obtenção de curvas analíticas, com o 

objetivo de propor um único método de calibração capaz de determinar o teor de N 

em diferentes amostras (fertilizante amoniacal, farinhas, carne e leite em pó). Os 

resultados mostraram que o padrão contendo N inorgânico apresentou resultados 

satisfatórios somente para determinação de N amonical na amostra de fertilizante. 

Entre os padrões que continham N na forma orgânica/proteica, o aminoácido 

glutamina foi o que mostrou melhores resultados, apesar da exatidão não ter sido 

alcançada com modelos de calibração univariados. Dessa forma, o uso da glutamina 

foi avaliado para o ajuste de modelo de regressão linear múltipla e o método M5 para 

selecionar variáveis. Os resultados mostraram que bandas moleculares de CN 

apresentaram forte contribuição para o modelo ajustado e que embora esse modelo 

não tenha sido validado para a determinação de N inorgânico, foi exato para a 

determinação de N orgânico/proteico em diferentes matrizes.  

 

Palavras-chaves: LIBS; N; CN; Compatibilização de matriz; Calibração multivariada. 
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  Abstract 

The determination of the N content helps in the quality control of food products and 

fertilizers, in addition to being an important parameter for the control and maintenance 

of ecosystems. The most used method for N determination requires high volumes of 

solutions and a large volume of waste is generated post-analysis. Laser-induced 

plasma optical emission spectrometry (LIBS) is an alternative for direct, simple and 

fast determination of N without generating post-analysis waste. In the present work, 

the performance of the LIBS technique was evaluated to determine N in different 

samples. Ionic N emission line intensities and CN diatomic molecular bands were 

evaluated as analytical signals. After optimizing the operational conditions for spectral 

acquisition, different chemical compounds (whey protein, glutamine, dibasic 

ammonium phosphate) were evaluated as a calibration standard to obtain analytical 

curves, with the aim of proposing a single calibration method capable of determining 

the N content in different samples (ammonium fertilizer, flour, meat and powdered 

milk). The results showed that the standard containing inorganic N presented 

satisfactory results only for the determination of ammonic N in the fertilizer sample. 

Among the standards containing N in the organic/protein form, the amino acid 

glutamine showed the best results, although accuracy was not achieved with univariate 

calibration models. Thus, the use of glutamine was evaluated for the adjustment of a 

multiple linear regression model and the M5 method for selecting variables. The results 

showed that CN molecular bands made a strong contribution to the adjusted model 

and that, although this model has not been validated for the determination of inorganic 

N, it was accurate for the determination of organic/protein N in different matrices. 

 

Keywords: LIBS; N; CN; Matrix compatibility; Multivariate calibration.  
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1. Introdução 

O N é o elemento químico mais abundante da atmosfera, está presente em 

diversas substâncias químicas essenciais para a manutenção dos seres vivos (fauna 

e flora), nas proteínas consumidas pelo ser humano, e em teor considerável nos 

fertilizantes e agrotóxicos. 

O mercado alimentício possui grande variedade de alimentos e suplementos 

alimentares proteicos de origem animal (carnes, ovos e leite), vegetal ou sintéticos 

para atender o consumo humano. Segundo a Food and Agriculture Organization 

(OECD, 2022), a demanda do mercado para atender o consumo de proteínas vem 

aumentando e a ingestão per capita de proteína deverá aumentar até 2031. Desse 

modo, a determinação do teor de proteínas em produtos alimentícios é importante 

para conferir significados nutricionais, tecnológicos e funcionais, para o controle de 

qualidade e rotulagem, além de ditar o seu valor de mercado (SÁEZ-PLAZA et al., 

2013). 

A determinação do N proteico pode também auxiliar na elucidação de 

fenômenos causais. Os estudos de Dib e colaboradores (2020), por exemplo, 

mostraram que bandas referentes à proteínas nos espectros Raman de amostras de 

milho, apresentam potencial discriminativo para sementes transgênicas e não 

transgênicas, sugerindo que a modificação genética afeta o teor de proteínas nas 

amostras.  

Os fertilizantes nitrogenados, a base de amônio e ureia são utilizados para 

adubação agrícola como fonte controlada de nitrogênio (COSTA et al., 2004), sendo 

a ureia é instável, pois em contato com solo hidrolisa gerando o gás amônia, o qual é 

liberado na atmosfera. O excesso de N no meio ambiente provoca danos ao ciclo de 

vida das plantas, contaminação do solo e dos corpos d’água, e agrava o efeito estufa 

por meio da formação de NO. Portanto, avaliar o teor de N em diferentes tipos de 

amostra garante o controle de qualidade dos produtos alimentícios e fertilizantes, 

permite melhor compreensão de processos químicos e biológicos, além de ser uma 

forma de controle e manutenção do ecossistema. 

O método proposto por Kjeldahl em 1883, é amplamente utilizado para 

determinar o teor de N em diferentes amostras, por apresentar resultados exatos 

(NARDO et al., 2012). Este método se baseia na conversão do N da amostra em 

sulfato de amônio, através da digestão com ácido sulfúrico, conversão do íon amônio 

à gás amônia através da alcalinização do meio e posterior destilação e fixação do N 
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em solução ácida (na forma do íon amônio), cuja determinação é feita por meio de 

uma análise volumétrica (NOGUEIRA et al., 2015). Por se tratar de uma análise em 

solução, o método de Kjeldahl demanda preparo das amostras e utiliza grandes 

quantidades de reagentes químicos, gerando resíduos pós-análise. Assim, 

desenvolver um método rápido e direto para a determinação de N em diferentes 

matrizes, que demande o mínimo ou nenhum preparo de amostra, consiste em 

importante contribuição para a demanda de qualidade nutricional e investigação de 

diferentes processos em amostras. 

A espectrometria de emissão óptica em plasma induzido por laser, conhecida 

pelo acrônimo LIBS, (do inglês:Laser-Induced Breakdown Spectroscopy),  é uma 

técnica espectroanalítica de emissão óptica, multielementar que pode ser uma 

alternativa interessante para análise de N em diferentes amostras (VADILLO; 

PUROHIT; LASERNA, 2018). A LIBS atende diretamente os propósitos de 

determinação direta, simples, rápida e sem geração de resíduo pós-análise. Contudo, 

o desenvolvimento de métodos quantitativos utilizando a LIBS é deveras desafiador, 

uma vez que os severos efeitos de matriz dificultam a proposição de padrões 

adequados para calibração e consequentemente a obtenção de exatidão analítica.  

Considerando a importância da determinação limpa e direta de N em diferentes 

matrizes e as atrativas contribuições que a técnica LIBS pode agregar aos métodos 

analíticos, os estudos aqui desenvolvidos tiveram por objetivo avaliar o potencial da 

técnica para viabilização de métodos quantitativos para determinação do teor de N em 

matrizes diversas.  
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1 A técnica LIBS 

As técnicas analíticas têm se mostrado cada vez mais sensíveis e com 

obtenção de dados precisos de maneira simplificada e eficaz, afim de equacionar e 

responder questões essenciais da humanidade (COSTA et al., 2019). O interesse pela 

LIBS pode ser comprovado pelo número crescente de publicações nas última duas 

décadas (VADILLO; PUROHIT; LASERNA, 2018). A Figura 1 mostra o gráfico gerado 

a partir de dados extraídos da plataforma ISI Web of Science, em que foi usada a 

palavra-chave “Laser-Induced Breakdown Spectroscopy”. 

 

 
Figura 1: Número de publicações nos periódicos ISI Web of Science com a palavra-chave 

“Laser Induced Breakdown Spectroscopy” entre os anos de 2002 e 2022. 
Fonte: do Autor. 

 

A fundamentação da técnica LIBS se iniciou no século XX quando Albert 

Einstein propôs as teorias de emissão estimulada (KLEPPNER, 2015), para que em 

1958 Charles Townes e Arthur Schawlow propusessem a Microwave Amplification by 

Stimulated Emission of Radiation (MASER), um dispositivo que produz ondas 

eletromagnéticas (CREMERS; RADZIEMSKI, 2013). Já em 1960, Theodore Maiman 

desenvolveu o laser de rubi, sendo o primeiro laser óptico proposto. Brech e Cross 

utilizaram esse mesmo dispositivo para demonstrar a utilidade do plasma induzido por 

laser em 1962 (BERNATSKYI; KHASKIN, 2021). No ano de 1963, consagrou-se o 

surgimento da técnica LIBS a partir do desenvolvimento do laser Q-switched, técnica 

utilizada para gerar pulsos energéticos curtos (MIZIOLEK; PALLERCHI; 

SCHECHTER, 2006).  
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No decorrer da década de 1970, houve progressos no arranjo instrumental da 

LIBS, equipamentos comerciais e lasers menores, mas com alta potência, começaram 

a ser produzidos. Com isso, a técnica LIBS vem sendo explorada e aprimorada com 

o passar das décadas, se consolidando como uma promissora técnica 

espectroanalítica de análises elementares e multielementares (CREMERS; 

RADZIEMSKI, 2013). 

LIBS é uma técnica de análise direta baseada na emissão de espécies 

excitadas em um plasma induzido por laser (MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 

2006), que gera espectros de linhas de emissão correspondentes aos elementos 

presentes na amostra.  

A primeira etapa da análise em LIBS se inicia com a incidência de um pulso de 

laser de alta energia sobre a superfície da amostra, com a interação laser-superfície 

ocorre a amostragem de massas de ordem de g-ng (ablação). Em seguida ocorre o 

breakdown, neste processo a massa amostrada é vaporizada e a interação entre laser 

e a amostra na fase vapor provoca a ruptura dielétrica das ligações moleculares e 

ionização. Os elétrons livres produzidos pelos processos de ionização absorvem 

fótons do laser e ganham energia cinética suficiente para ionizar outros átomos por 

colisão (ionização em cascata). Este processo resulta na formação de um plasma com 

temperaturas da ordem de 20.000K (MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006). 

A temperatura do plasma e os processos de colisão entre as partículas promovem a 

excitação de átomos, íons e espécies moleculares diatômicas presentes no plasma. 

Com o resfriamento do plasma, as espécies excitadas retornam ao estado de menor 

energia, emitindo radiação eletromagnética em comprimentos de onda característicos 

(COSTA et al., 2019). A radiação emitida no plasma é conduzida à espectrômetros, 

onde é separada em função dos comprimentos de onda, e detectada para gerar um 

espectro de emissão (MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006). Na Figura 2 é 

mostrada a configuração da instrumentação básica de um sistema LIBS. 
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Figura 2: Configuração básica de um instrumento LIBS 
Fonte: Do autor 

 
 

A fonte do laser (1) produz pulsos de alta energia. Diferentes lasers podem 

gerar pulsos com duração diferente, sendo mais comumente utilizados os lasers que 

geram pulsos com duração de ns. O pulso é focalizado na superfície da amostra 

através do uso de lentes (2), que estão acopladas ao um sistema de fibras ópticas (3), 

estas são utilizadas para conduzir a radiação emitida no plasma até o espectrômetro 

(4), e um sistema computacional (5) controla o disparo do pulso, o tempo para iniciar 

a aquisição dos sinais, o tempo durante o qual o sinal é adquirido e também registra 

o espectro. 

Os espectros obtidos podem ser bastante complexos com um grande número 

de linhas de emissão, uma vez que quando há formação do plasma, pode se alcançar 

a energia de excitação de muitos átomos e íons. Outro fato importante é que o plasma 

em LIBS é temporal, ou seja, é extinto após curto intervalo de tempo. A Figura 3 ilustra 

a evolução e os processos que ocorrem em cada fase do plasma. 
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Figura 3: Histórico temporal do plasma 
Fonte: Adaptado de MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006. 

 

Inicialmente, o plasma emite uma intensa radiação branca e brilhante, 

denominada contínuo onde, as emissões elementares e moleculares no plasma não 

podem ser discriminadas do sinal do contínuo. Após o decaimento do contínuo, as 

emissões de interesse se pronunciam e nesse momento o detector deve iniciar a 

aquisição dos sinais. O tempo entre o disparo do pulso e o início da aquisição dos 

sinais é denominado delay time (td) e o tempo durante o qual se faz a aquisição dos 

sinais é chamado de tempo de integração (ti). Quanto maior o tempo de integração, 

maior o ganho em sensibilidade. Entretanto, em tempos muito longos predominam os 

processos de recombinação que geram espécies moleculares, uma vez que há o 

resfriamento do plasma. Assim, o sinal médio de emissão de átomos e íons são 

reduzidos quando se considera a integração de sinais em plasma frio. 

Em muitas análises utilizando a técnica LIBS é preciso superar sua baixa 

detectabilidade, exigindo aprimoramento da técnica (HAHN; OMENETTO, 2012). A 

adição de outro laser (HAHN; OMENETTO, 2012) ou uma fonte de alta tensão para 

descarga elétrica contribui energeticamente na excitação dos átomos e 

consequentemente, para aumentar a intensidade das linhas de emissão (LI et al., 

2018). De acordo com Zhou et al.(2012) o incremento de energia proporciona o 

aumento do tempo de vida do plasma e da quantidade de espécies excitadas.  

Vieira e colaboradores (2018) determinaram P em fertilizantes, quando um 

sistema gerador de descarga elétrica foi acoplado ao LIBS. Os resultados mostraram 

que aplicação de uma descarga elétrica no momento da ablação melhorou a 



15 
 

sensibilidade das medidas, permitindo a identificação das linhas de emissão de P e 

sua quantificação.  

 

2.2 Efeito de matriz 

Segundo Miziolek et. al (2006) o efeito de matriz ocorre quando as propriedades 

físicas e a composição da amostra podem afetar o sinal do elemento, ou seja, as 

intensidades de sinal de um elemento podem apresentar valores diferentes em 

amostras de matrizes distintas, mesmo que a concentração do elemento seja a 

mesma. 

Existem dois tipos de efeitos de matriz em análises LIBS: físico e químico 

(CREMERS; RADZIEMSKI, 2013). O efeito de matriz físico se relaciona com a etapa 

de ablação e as propriedades físicas das amostras (calor específico, calor latente, 

condutividade térmica etc.) que possuem diferentes matrizes (MIZIOLEK; 

PALLERCHI; SCHECHTER, 2006). O efeito de matriz químico acontece quando um 

elemento, presente na composição matricial da amostra, é capaz de afetar as 

características de emissão do elemento de interesse, o que afeta diretamente nas 

análises quantitativa por LIBS (HAHN; OMENETTO, 2012). 

Sánchez-Esteva e colaboradores (2021) avaliaram os efeitos de matriz físico 

na determinação de P total em amostras de solo com diferentes diâmetros de grãos 

utilizando análise LIBS. Houve diferença significativa nos sinais analíticos em que as 

amostras moídas apresentaram sinais analíticos de P maiores que as amostras não 

moídas. De acordo com os autores, em amostras heterogêneas como o solo, a 

moagem melhora a homogeneidade e, a vaporização e atomização de partículas 

menores resultam em um plasma mais uniforme. 

A obtenção de padrões de calibração é um grande desafio quando se trata de 

desenvolvimento de métodos analíticos quantitativos usando a LIBS e, por ser uma 

análise direta de sólidos, os sinais analíticos são fortemente influenciados pela matriz. 

(AUGUSTO; CASTRO; SPERANÇA, 2019; CASTRO; BABOS; PEREIRA-FILHO, 

2020). A calibração por compatibilização de matriz utilizando padrões de calibração 

(JANTZI et al., 2016) e um adequado processamento espectral, em conjunto, podem 

minimizar o efeito de matriz.   

A compatibilização de matriz consiste em uma alternativa de calibração para 

amenizar os efeitos de matriz químico, utilizando  padrões de calibração com 

concentrações estabelecidas por uma técnica de referência, ou materiais de 
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referência certificado(AUGUSTO; CASTRO; SPERANÇA, 2019). No trabalho de 

Morais e colaboradores (2017) o teor de Ca em fertilizantes a base de biocarvão foi 

avaliado empregando compatibilização de matriz. Os resultados mostraram que além 

da compatibilização de matriz, foi necessário utilizar a padronização interna, para que 

a exatidão fosse alcançada.  

Gu e colaboradores (2021) desenvolveram um método de pré-processamento 

espectral baseado na compatibilização de matrizes, a fim de reduzir o efeito de matriz 

químico. O método baseia-se na criação de um grupo de subconjuntos com base na 

similaridade das propriedades da matriz das amostras, a partir disso é criado um 

modelo de calibração capaz de prever o teor de C e de N, através da emissão da 

banda CN em 387,3 nm. 

 

2.3 Determinação de nitrogênio usando LIBS 

As linhas de emissão de N são muito importantes para acessar a composição 

orgânica das amostras (VADILLO; PUROHIT; LASERNA, 2018). Contudo, existe a 

dificuldade em obter boas linhas de N até 600 nm e também, há diversos fatores que 

influenciam o aparecimento dessas linhas. 

Segundo, Lu et al. (2012) as formas primárias de N podem ser excitadas por 

laser facilmente, em contrapartida as linhas de emissão mais intensas só podem ser 

observadas durante os microssegundos inicais após formação do plasma (HARRIS et 

al., 2004).  De acordo com Ilyin et al. (2016), as linhas de emissão do N iônico podem 

ser observadas quando o plasma atinge densidades eletrônicas acima de 1 eV e em 

presença de um fluxo de argônio. 

Assim, quando há limitações instrumentais para aquisição espectral em 

comprimentos de onda superiores a 600 nm, a utilização de bandas de emissão de 

moléculas diatômicas de CN pode ser uma alternativa para identificar e mensurar o N 

presente na matriz. Dib e colaboradores (2020), adquirindo espectros LIBS somente 

até 600 nm, desenvolveram um método para determinação de N em amostras de 

fertilizantes a base de biocarvão. A partir dos sinais de emissão diatômica da banda 

de CN em 388,3 nm. 

A formação do CN pode acontecer via fragmentação direta de uma espécie que 

contenha em sua estrutura química ligações CN e baixa energia de excitação 

eletrônica (ZHAO et al., 2020),  ou por recombinação entre C e N presentes nas 
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amostras e dependerá da quantidade de N e C presentes na matriz (MOUSAVI et al., 

2016).  

As intensidades de emissão das bandas podem ser sensíveis à irradiação do 

laser, ao delay time e tempo de integração, influenciando nas características dos 

espectros de emissão de CN (ALREBDI et al., 2022) portanto, a obtenção dessas 

linhas de emissão dependerá da instrumentação disponível para análise.  

As linhas espectrais do sistemas de bandas de CN se encontram nos 

comprimentos de ondas: 388,3; 387,1; 386,1; 385,4; e 385,0 nm e as transições 

vibracionais correspondem a (0,0), (1,1), (2,2), (3,3) e (4,4), respectivamente 

(MOUSAVI et al., 2016). 
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3. Objetivos 

Objetivo Principal 

Avaliar o potencial da técnica LIBS para determinação de N em diferentes 

matrizes. 

 

Objetivos Específicos 

 Obter condições instrumentais otimizadas para obtenção dos sinais analíticos; 

Selecionar linhas de emissão de N de CN; 

 Selecionar processamento espectral adequado;  

 Selecionar padrão de calibração que atenda diferentes matrizes; 

 Estabelecer um procedimento para calibração do método; 

 Verificar a exatidão do método proposto. 
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4. Metodologia  

4.1 Intrumentação 

O instrumento LIBS utilizado para as análises, consiste em um sistema 

montado em laboratório, que é composto por um laser Nd:YAG Q-switched que emite 

pulsos em 1064 nm, com potência máxima de 50 mJ e duração de pulso de 20 ns; 

câmara de amostragem com amostrador móvel que permite o deslocamento da 

amostra nas direções x e y; uma mini câmera para monitoramento da análise em 

tempo real; quatro espectrômetros que permitem resolução óptica de 0,1 nm (FWHM) 

e que juntos cobrem a faixa espectral de 200-600 nm. O sistema está conectado à um 

computador que controla o tempo entre o disparo do pulso de laser e o início da 

aquisição dos sinais analíticos, o tempo de integração do sinal analítico e registra os 

espectros de emissão através do software OOILIBS (Ocean Optics). 

Na Figura 4 é mostrada uma fotografia do sistema LIBS utilizado, na qual os 

principais componentes são representados por números (1 a 5). 

 

 

Figura 4: Instrumento LIBS utilizado na condução do trabalho: 1) Fonte do laser, 2) 
computador, 3) laser, 4) câmara de amostragem, 5) Espectrômetros. 

Fonte: Autora 
 

 

Para o aumento da sensibilidade analítica, foi acoplado ao sistema LIBS um 

gerador de descargas elétricas (SD), previamente proposto por Vieira e colaboradores 

(2018). O SD consiste em dois eletrodos de tungstênio (100 x 2,6 mm) com 4 mm de 

separação entre as pontas, circuito elétrico e um voltímetro para monitoramento das 

descargas. Na Figura 5 é mostrada uma imagem interna da câmara de amostragem 

do sistema LIBS, onde é possível visualizar os eletrodos do sistema SD (1) 
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posicionados sobre o amostrador (2), à uma distância milimétrica da superfície da 

amostra. Na imagem também é possível observar a lente responsável pela captura 

dos sinais de emissão (3), a mini câmera utilizada para monitoramento das análises 

em tempo real (4) e o dispositivo utilizado para inserir argônio na região analítica (5).  

 

 

Figura 5: Vista interna da câmara de amostragem do equipamento LIBS 1) eletrodos de 
tungstênio, 2) porta amostras, 3) lente coletora de radiação, 4) câmera de monitoramento e 

5) dispositivo carreador do fluxo de argônio. 
Fonte: Autora 

 
 

4.2 Amostras e padrões 

A escolha das amostras para o desenvolvimento desse trabalho foi guiada por 

diferenças de matrizes e de espécies de N. Assim, amostras de farinha de aveia, 

farinha de trigo e leite em pó integral foram escolhidas por representarem matrizes 

distintas e conterem N na forma proteica (orgânica). As amostras supramencionadas 

foram obtidas no comércio local de Araraquara. Para avaliar a exatidão do método 

proposto, além das amostras comerciais também foram utilizados materiais de 

referência certificados (Certified Reference Materials – CRM): CRM 8435a- Leite em 

Pó e CRM 1577b- Fígado Bovino. Para contar com amostra contendo N na forma não 

proteica (inorgânica), foi selecionado um material de referência certificado BCR 178- 

Fertilizante, amoniacal e sem a presença de uréia em sua composição.  

Com o objetivo de aumentar a precisão das medidas, as amostras comerciais 

foram homogeneizadas através de procedimento de trituação manual, empregando 

almofariz e pistilo de ágata. Em seguida todas as amostras foram convertidas em 
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pastilhas pela aplicação de 8 ton de pressão durante 2 minutos, utilizando uma prensa 

hidráulica da Solab SL-10/15 (Piracicaba-SP) e um molde de aço carbono, para 

posterior análise.  

Para a padronização do método foi avaliado o uso de L-glutamina (Gln), 

aminoácido comercialmente disponível na forma de suplemento alimentar, whey 

protein, disponível comercialmente como suplemento proteíco,  e fosfato de amônio 

dibásico (NH4)2HPO4 (J.T. Baker). Celulose microcristalina (Sigma-Aldrich) foi 

utilizada como agente diluidor para o preparo dos padrões de calibração.  

 

4.3 Determinação de valores de referência  

Para fins de avaliação da exatidão dos métodos propostos e avaliação da 

pureza dos reagentes Gln e whey protein a serem utilizados como padrão, todas as 

amostras e a Gln e Whey foram submetidos à análise do teor de N pelo método de 

Kjeldahl (método oficial AOAC), exceto a amostra de fertilizante BRC 178, cujo teor 

de N refere-se ao valor de referência certificado. 

Para esse propósito 250 mg de cada amostra foram digeridas em sistema 

aberto no bloco digestor com aproximadamente 15 mL de H2SO4 e 2,5 g de mistura 

catalítica constituída por Na2SO4, K2SO4 e CuSO4.5H2O . As amostras e os padrões 

digeridos passaram pelo processo de destilação em um destilador Kjeldahl, em que 

NaOH concentrado e aquecido foi adicionado e o NH3 liberado foi recolhido em 

solução de H3BO3. A solução resultante do processo de destilação, foi titulada com 

H2SO4 padronizado. O procedimento foi conduzido em triplicata.  

Os teores de N e proteína foram calculados usando as equações 1 e 2, citadas 

no Método de Ensaio para determinação de Nitrogênio Total em leite e derivados 

lácteos pelo método Micro-Kjeldahl, elaborado pelo Ministério da Agricultura (MAPA, 

2013). 

  

%𝑁𝑇 =  
𝑉á𝑐𝑖𝑑𝑜∗𝑁∗0,014∗100

𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
                                              (1) 

%𝑃𝑟 = %𝑁𝑇 ∗ 𝐹𝑐                                                          (2) 

 

Onde NT corresponde ao teor de N total, V o volume em mL da solução de 

H2SO4 utilizado na titulação, N a normalidade teórica da solução H2SO4, m 
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corresponde a massa da amostra em gramas, e Fc o fator de conversão da relação 

N/proteína, de acordo com a natureza da amostra.   

Na Tabela 1 podem ser visualizadas as epecificações das amostras e CRMs 

utilizados, assim como os valores dos teores de N e proteína calculados. 

  

Tabela 1: Amostras utilizadas para o desenvolvimento do trabalho  

Amostra Identificação Fc 
Teor de N 

(%) 

Teor de 

Proteína (%) 

Farinha de Aveia FA 5,83 2,26a 13,17 

Farinha de trigo FT 5,70 2,01a 11,46 

Leite em pó Integral LP 6,38 4,36 a 27,82 

Whey Protein WP 6,38 13,79 a 87,98 

L-Glutamina Gln 5,20 18,99 a 98,75 

CRM 8435a- Leite em pó CRM 8435 6,38 4,02 a 25,64 

CRM 1577b- Fígado Bovino CRM1577 6,25 9,65 a 60,31  

BCR 178- Fertilizante BCR178 - 26,1b - 

Fonte: elaborada pelo Autor (2022) 
Fc: Fator de conversão da relação N/proteína. 
a) Valores de N obtidos por Kjeldahl; b) valor de referência certificado. 

 

4.4 Otimização das condições analíticas 

A sensibilidade do sistema LIBS disponível foi avaliada para a detecção de 

sinais do analito. Para esse propósito, duas pastilhas preparadas com 

aproximadamente 300 mg de uma mistura de whey protein e de celulose (80:20) foi 

submetida à análise nos sistemas LIBS e SD-LIBS. As condições instrumentais 

fixadas para esse estudo foram: energia de pulso de 50 mJ, tempo entre o pulso do 

laser e início da aquisição dos sinais (td) de 1,0μs e tempo de integração dos sinais 

(ti) de 1 ms, fluxo de argônio de 12 L.min-1 (DIB et al., 2020). Nas avaliações feitas 

utilizando o dispositivo SD a voltagem fixada foi de 3,2kV.   

Para cada condição avaliada (LIBS e SD-LIBS) foram disparados 20 pulsos de 

laser à cada pastilha, em regiões diferentes da superfície (para amostragem 

representativa), totalizando 40 espectros por condição, os quais foram posteriormente 
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utilizados para comporem médias. Foram avaliadas as intensidades das linhas de 

emissão N e bandas CN. 

Para avaliar a influência do N atmosférico no sinal analítico, um estudo similar 

ao conduzido por Harris e colaboradores (2004) foi realizado. Para esse propósito uma 

amostra de alumínio metálico, em formato de laminar, foi utilizada para avaliar a 

presença de sinais espectrais correspondentes a N, na ausência e presença de um 

fluxo de argônio (12 L.min-1). Foram adquiridos 20 espectros, espalhando-se 20 pulsos 

de laser em regiões diferentes da superfície laminar da amostra, os quais foram 

posteriormente utilizados para compor uma média espectral. Para estes estudos, o 

sistema SD foi utilizado à uma voltagem fixa de 3,2kV e td foi fixado em 1,0 μs, com o 

intuito de avaliar as linhas de emissão do N. 

Para todos os estudos de otimização analítica, linhas de emissão do N 

observadas nos espectros LIBS foram atribuídas de acordo com a base de dados 

NIST (National Institute of Standards and Techonology). Foram avaliadas linhas de 

emissão atômica (N I) e iônica (N II) dentro da faixa espectral de 200-600 nm. As 

bandas de CN foram avaliadas de acordo com as bandas estudas  nos trabalhos de 

Mousavi e colaboradores (2016) e nos estudos de ZHAO e colaboradores (2020). 

 

4.5 Determinação do teor de Nitrogênio  

Para o devenvolvimento de um método quantitativo para determinação de N 

em diferentes matrizes foram avaliados diferentes padrões (a Gln , fosfato de amônio 

dibásico e o whey protein)  e modelos de calibração (univariada e multivariada). Os 

padrões de calibração foram obtidos pela diluição dos reagentes nitrogenados em 

celulose microcristalina (Sigma-Aldrich). A massa final de cada padrão foi mantida 

constante e igual a 300mg. Os teores de N nos padrões de calibração preparados a 

partir da Gln foram 0,00% (somente celulose), 1,07%, 4,27%, 8,57% e 12,97%. Nos 

padrões preparados a partir do (NH4)2HPO4 os teores de N foram 0,00% (somente 

celulose), 1,09%, 5,10%, 15,33% e 21,20% ,e nos padrões de whey protein foram 

0,00% (somente celulose), 1,21%, 2,32%, 4,13% e 5,24%.   

Os padrões foram preparados em triplicata, sendo homogeneizados em 

almofariz e pistilo de ágata e posteriormente convertidos em pastilhas pela aplicação 

de 8 ton de pressão durante 2 minutos em prensa hidráulica. As pastilhas foram 

analisadas por LIBS, incidindo 20 pulsos de laser em diferentes locais das duas faces 
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planas das pastilhas. O sistema SD foi utilizado com voltagem fixa de 3,2kV e td e ti 

foram 1,0 μs e 1 ms, respectivamente. Também foi utilizado um fluxo de argônio de 

12 L min-1.  

Para as atribuições das linhas de emissão de N nos espectros LIBS foi utilizada 

a base de dados NIST e a atribuição das bandas de CN foi feita com base nos 

trabalhos de Mousavi e colaboradores (2016), onde os autores exploram o 

comportamento de emissão das bandas CN provenientes de diversos compostos 

orgânicos na análise em LIBS, e nos estudos de ZHAO e colaboradores (2020), onde 

são descritos os mecanismos de formação dessas bandas em ambientes inertes com 

purga de argônio e N2.  

 

4.5.1  Modelagem univariada para predição do teor de N 

Para o desenvolvimento do método univariado, foram avaliados os sinais de 

emissão do analito (variáveis). Dessa forma, as seguintes estratégias foram adotadas: 

i) averiguação da existência de interferência espectral.; ii) seleção de linhas de 

emissão de N e bandas CN por meio da avaliação das correlações lineares entre as 

intensidades emitidas e o teor de N presente nos padrões, cujo coeficiente de Pearson 

(r) fosse maior ou igual a 0,8.; iii) exclusão de outliers utilizando o teste de Grubbs. 

As correlações lineares foram obtidas através do programa Weka (Waikato 

Enviroment for Knowledge Analysis) versão 3.8.4, que é um software livre e dispõe 

uma coleção de algoritimos que realizam mineração de dados por meio de 

aprendizado de máquina (machine learning). Este programa possui ferramentas para 

a preparação de dados, regressão, agrupamento, classificação etc (FRANK; HALL; 

WITTEN, 2016). A predição do teor de N se deu por meio de calibração externa, e a 

curva analítica obtida foi avaliada estatisticamente por meio de análise de variância 

(ANOVA). 

 

4.5.2 Modelagem Multivariada para predição do teor de N 

Para o desenvolvimento do método multivariado, sinais de emissão do analito 

(variáveis) foram utlizados. Para a seleção foram considerados exclusivamente os 

espectros dos padrões analíticos visando, minimizar qualquer possibilidade de 

enviesamento do modelo. Dessa forma, as seguintes estratégias foram adotadas: i) 

averiguação da existência de interferência espectral.; ii) exclusão de outliers utilizando 
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o teste de Grubbs. iii) seleção de linhas de emissão de N e bandas CN por meio de 

correlações lineares com coeficiente maior ou igual a  0,8. As correlações lineares 

entre as intensidades das linhas e bandas previamente selecionadas e as 

concentrações foram feitas utilizando o software Weka.  

O software Weka também foi utilizado em um segundo processo de seleção de 

variáveis e para gerar o modelo de calibração multivariado.   

Para esse propósito, o método M5 foi empregado tanta para encontrar um 

subconjunto de variáveis relevantes a partir de variáveis originais, como para ajustar 

o modelo de calibração (BORGES; NIEVOLA, 2012). O M5 é uma aplicação no 

algoritmo para execução de seleção de variáveis. Este, cria um subjconjunto de 

variáveis que são avaliados e por fim comparados com um melhor subconjunto 

anterior (FRANK; HALL; WITTEN, 2017). O processo de aprendizagem termina 

quando nehuma melhoria no subconjunto é observada (BORGES; NIEVOLA, 2012). 

 

4.5.3 Exatidão dos métodos 

A exatidão da predição do teor de N nas diferentes amostras, pelos modelos 

desenvolvidos, foi verificada por meio da comparação estatística com os teores 

determinados pelo método de Kjeldahl, aplicando-se o teste t pareado.  
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5. Resultados e discussões 

5.1 Otimização das condições analíticas 

Antes de iniciar estudos para calibração/modelagem julgou-se necessário 

estudar as condições analíticas para obtenção de maior sensibilidade e para 

minimização das contribuições provenientes da análise de N do ar atmosférico. 

Inicialmente foi abordado o parâmetro sensibilidade e para esse propósito, o 

comportamento de diferentes linhas de emissão de N foi avaliado na presença ou 

ausência do dispositivo SD. Os espectros mostrados na Figura 6 correspondem aos 

espectros médios (n=40) adquiridos a partir da análise de pastilhas de whey protein, 

utilizando o sistema LIBS e o SD-LIBS.  
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Figura 6: Espectros médios adquiridos por LIBS e SD-LIBS 

 

A figura 6 mostra que o uso do SD aumenta a sensibilidade da técnica LIBS. 

No espectro obtido para a SD-LIBS é possível observar o aumento da intensidade das 
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linhas de emissão elementar, quando comparado ao espectro obtido utilizando a 

técnica LIBS.  

Na Figura 7 podem ser observadas ampliações de regiões espectrais onde 

foram identificadas linhas de N e bandas de moléculas diatômicas de CN em espectros 

adquiridos utilizando SD-LIBS. 
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Figura 7: Ampliação de regiões dos espectros LIBS e SD-LIBS onde foram identificados 

sinais analíticos correspondentes a emissões de diferentes espécies de N. 

Fonte: Autora 

 

O aparecimento de linhas de emissão de N iônico pode ser justificada pelo 

reaquecimento do plasma ao receber a discarga elétrica do sistema SD acoplado ao 

LIBS, aumentando a densidade eletrônica (GAUTIER et al., 2004). O incremento 

energético contribui nos processos de colisão entre as partículas, promovendo maior 

excitação das espécies (íons, átomos etc.) presentes no plasma. Considerando os 

resultados obtidos, o uso do dispositivo SD foi adotado para o prosseguimento dos 

estudos.  

Após estabelecer o parâmetro instrumental que permitiu a aquisição dos sinais 

com adequada sensibilidade, a minimização da contribuição analítica do N 

atmosférico foi avaliada. Para esse estudo foi selecionada uma amostra de alumínio 

em formato laminar. Uma vez que a amostra não contém espécies nitrogenadas, os 

sinais de N observados nos espectros SD-LIBS são decorrentes da excitação do N 

atmosférico, os quais devem ser minimizados. Então, espectros SD-LIBS da lâmina 

foram capturados sob condições atmosféricas e sob fluxo de argônio de 12 L min-1. 

Nos gráficos de barras mostrados na Figura 8 as intensidade médias das linhas 

iônicas de N (n=40) em 343,7 e 594,1 nm foram obtidas sob as diferentes condições 

experimentais (com e sem argônio).  
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Figura 8:  Intensidades das linhas de emissão de N (II) 343,7 e 594,1 nm registradas em 

espectros SD-LIBS de uma amostra de alumínio metálico. 
Fonte: Autora 

 

Os resultados mostram que o fluxo de argônio nas imediações da região 

analítica, sobre a superfície da amostra, minimiza a contribuição do N atmosférico, 

corroborando com as observações de Harris et al. (2004). O uso de argônio é 

vantajoso, pois além de reduzir interferência do N atmosférico, auxilia na remoção de 

material particulado que permanece suspenso no ar após cada análise e  contribui 

para o aumento  dos sinais analíticos, em decorrência do aumento das densidades 

iônica e eletrônica do plasma, proporcionada pela ionização do argônio (ZHAO et al., 

2020). Portanto, para a continuidade dos estudos adotou-se o fluxo  de argônio de 12 

L.min-1 como condição analítica. 
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5.2 Avaliação de modelagem univariada para predição do teor de N 

Tendo selecionado os parâmetros instrumentais adequados para aquisição 

espectral, um estudo baseado em modelagem univariada foi conduzido avaliando 

como padrão para calibração o WP, (NH4)2HPO4 e a Gln.  

Os espectros obtidos após a análise por SD-LIBS dos padrões de calibração e 

das amostras (FA, FT, LP, BCR178, CRM8435 e CRM1577) foram pré-processados 

para correção de linha base e exclusão dos espectros anômalos. Para selecionar as 

melhores linhas de emissão de N e bandas CN, a correlação linear entre as 

intensidades dos sinais e o teor de N em cada padrão, foi avaliada. Modelos de 

calibração univariados foram ajustados individualmente para cada padrão estudado, 

considerando apenas as linhas e bandas que apresentaram coeficiente de correlação 

linear (r) superiores a 0,8 e a validade estatística dos modelos foi verificada por meio 

de análise de variância (ANOVA).  

Na tabelas 2 são mostrados os parâmetros dos modelos lineares e o valor de 

F calculado para avaliação do modelo utlizando o WP como padrão. 

 

Tabela 2: Coeficiente de correlação de Pearson (r) e valor de F calculado para a curva de 
calibração obtida com WP.  

Linha de Emissão r Valor- F  

N (II) 343,7 0,82 9,86 

Teste-F aplicado 
a 95% de 
confiança. F 
tabelado igual a 
10,1. 

 

N (II) 594,1 0,81 1,21 

CN 385,0 0,87 1,91 

CN 386,1 0,80 3,74 

CN 387,1 0,87 5,85 

CN 388,3 0,89 6,71 

 

Os resultados apresentados na tabela 2 mostram que as curvas analíticas 

obtidas utilizando o WP, como padrão para diferentes linhas de N e bandas de CN, 

apesar de apresentarem fortes correlações lineares (r > 0,8) não geraram modelos de 

calibração estatisticamente significativos (Fcalculado < Fcrítico). Dessa forma, o uso 

do WP como padrão de calibração foi descartado.  
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Tabela 3: Coeficiente de correlação de Pearson (r) e valor de F calculado para a curva de 
calibração obtida com (NH4)2HPO4.  

Linha de Emissão r Valor- F  

N (II) 343,7 0,80 1,86 

Teste-F aplicado 
a 95% de 
confiança. F 
tabelado igual a 
10,1. 

 

N (II) 594,1 0,94 39,46 

CN 385,0 -0,93 0,20 

CN 386,1 -0,96 48,00 

CN 387,1 -0,84 48,00 

CN 388,3 -0,96 54,36 

 

Os resultados obtidos para o (NH4)2HPO4 (tabela 3) mostraram que entre as 

duas linhas de N avaliadas, somente a linha de N (II) em 594,1 nm gerou um modelo 

linear estatisticamente significativo (Fcalculado > Fcrítico), com coeficiente de 

correlação linear r > 0,9. A curva de calibração obtida para a linha 594,1nm pode ser 

visualizada na Figura 9. 

 

 

Figura 9: Curva de calibração externa univariada com padrão (NH4)2HPO4. 

 

 

Para validar o modelo linear de predição, baseado em emissões da linha 594,1 

nm dos padrões de (NH4)2HPO4, o mesmo foi testado para a predição das diferentes 

amostras. Os resultados mostraram que somente foi possível alcançar a exatidão para 

a amostra de fertilizante (tabela 4), a qual foi analisada após diluição com celulose na 

proporção 1:1. 
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Tabela 4: %N determinado por SD-LIBS para a amostra de fertilizante. 

 Teor de N (%)   

Amostra 
Valor 

Certificado 
SD-LIBS t- Calculado t-Tabelado 

BCR178 26,10 ± 0,01a 25,90 ± 3,07a 0,15 

4,30 

α= 0,05 

n=3 

a) %N ± desvio padrão 

 

A maioria das bandas de CN, apesar de gerarem modelos de calibração 

estatisticamente significativos (Fcalculado > Fcrítico) e altos coeficientes de 

correlação linear (r > 0,8), apresentaram correlações negativas, ou seja, a medida que 

se aumenta a quantidade de N nos padrões, por meio do aumento da quantidade de 

(NH4)2HPO4, detectam-se sinais de intensidades menores para as bandas de CN, 

como pode ser visualizado nas curvas analíticas apresentadas na Figura 10. De 

acordo com Mousavi e colaboradores (2016), a formação da molécula de CN, por 

processos recombinativos no plasma depende das quantidades de carbono e N 

disponíveis. Por se tratar de um padrão inorgânico contendo somente N, não há 

possibilidade do CN ser nativo, e portanto, o aparecimento de sinais de emissão de 

CN são devidos a ocorrência de processos recombinativos no plasma. Nesse caso, o 

carbono disponível só pode ser proveniente da celulose, utilizada na diluição dos 

padrões sólidos. Assim, a medida que se aumenta a quantidade de (NH4)2HPO4, para 

obter padrões mais concentrados em N, diminui-se a quantidade de celulose 

adicionada e, portanto, a quantidade de CN formada é menor, pois fica limitada a 

quantidade de C presente. Dessa forma, a única linha que poderá ser utilizada para 

calibrações com esse padrão é a linha de emissão iônica de N a 594,1nm. 

Esses resultados sugerem que métodos padronizados com N proveniente de 

composto inorgânico, somente respondem à amostras que contenham o elemento na 

mesma espécie. Nesse caso, o efeito de matriz impossibilitou utilizar um padrão 

inorgânico, para previsão do conteúdo de N orgânico/proteico nas demais amostras 

selecionadas para esse estudo. 
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Figura 10: Curva de calibração externa univariada com padrão (NH4)2HPO4 para as bandas 
de CN 385,1; 386,1; 387,1 e 388,3 nm. 

  

 

Os modelos lineares gerados pelo uso do padrão Gln (tabela 5), foram 

estatisticamente significativos (Fcalculado > Fcrítico), exceto para a linha N (II) em 

343,7 nm, a qual não produziu modelos significativos para nenhum dos padrões 

avaliados, sugerindo não ser uma boa linha para as determinações. Comparado aos 

demais padrões estudados a Gln gerou modelos de calibração com os maiores 

coeficientes de correlação linear (r > 0,9). É interessante notar que apesar do N estar 

presente no WP na forma proteíca, esse padrão não apresentou resultados tão bons 

quanto a Gln, que comporta N em unidades menores (aminoácidos).  
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Tabela 5: Coeficiente de correlação de Pearson (r) e valor de F calculado para a curva de 
calibração obtida com Gln.  

Linha de Emissão r Valor- F  

N (II) 343,7 0,86 8,36 

Teste-F aplicado 
a 95% de 
confiança. F 
tabelado igual a 
10,1. 

 

N (II) 594,1 0,94 16,37 

CN 385,0 0,90 13,88 

CN 386,1 0,98 23,73 

CN 387,1 0,96 26,76 

CN 388,3 0,94 140,05 

 

Dessa forma, todos os modelos estatisticamente significativos foram aplicados 

para predição do teor de N, no conjunto das amostras estudadas. Os resultados da 

validação dos modelos podem ser visualizados na tabela 6. 

 

Tabela 6: Comparação entre os teores de N (%) preditos pelos modelos lineares univariados 
utilizando Gln como padrão analítico. 

 Teor de N (%) a 

Amostra 

%N 

Referência 
SD-LIBS 

 N(II) 594,1 CN 385,0 CN 386,1 CN 387,1 CN 388,3 

FA 2,26 4,53± 2,63b 1,35±0,21 4,72±0,22 0,31±0,18 2,38±0,21 

FT 2,01 8,34± 0,93 4,91±1,07 1,29±0,82 3,98±0,70 4,36±0,70 

LP 4,36 1,05± 2,24 4,53±0,87 13,44±0,46 9,18±0,55 9,06±1,34 

CRM8435 4,02 8,08± 0,19 2,71±1,38 0,97±0,59 2,88±1,53 6,06±2,60 

CRM1577 9,65 1,08± 0,28 6,99±0,83 22,09±1,11 16,45±0,78 24,57±1,20 

BCR178 26,1 18,5±0,46 ND ND ND ND 

a) Valor médio (n=3); b) %N ± desvio padrão; ND= não detectado. 

  

Os resultados mostram que embora a exatidão não tenha sido alcançada nos 

modelos individuais e não tenha sido possível encontrar um modelo geral com erros 

de predição sistematicamente menores para todas as amostras, os modelos 

individuais baseados nas diferentes bandas de CN proporcionaram predições com os 

menores erros para as diferentes amostras. Assim, o teor de N na amostra FA foi 

melhor predito pelo modelo ajustado com os sinais da banda de CN a 388,3 nm; na 
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amostra FT o modelo ajustado com os sinais da banda de CN a 386,1 nm; na amostra 

LP, o modelo ajustado com os sinais da banda a 385,0 nm; na amostra certificada 

(CRM8435) os modelos ajustados com os sinais das bandas 385,0 e 387,1 nm e por 

fim, na amostra CRM1577, o modelo ajustado com a banda a 385,0 nm. Esses 

resultados sugerem que quando o objetivo é determinar o teor de N proveniente de 

compostos orgânicos os sinais das bandas de CN são os que mais minimizam o efeito 

de matriz. 

 Conforme os resultados sugestivos apresentados na tabela 4 , de que o teor 

de N orgânico não pode ser predito pelo uso de padrões contendo N inorgânico, os 

resultados utilizando Gln sugerem que o recíproco é verdadeiro, ou seja, não houve 

sucesso na determinação de N inorgânico na amostra de BCR178 utilizando um 

padrão orgânico. Esses resultados reforçam que o efeito de matriz é muito 

intensificado quando se trata de espécies químicas diferentes de N. Dessa forma, 

considerando a ideia de obter um modelo de predição geral, aplicável a predição de 

N orgânico nas amostras selecionadas, decidiu-se por avaliar modelos multivariados 

que pudessem contar com a contribuição simultânea das linhas e bandas estudadas 

individualmente. 

 

5.3 Modelagem Multivariada para predição do teor de N 

      A regressão linear simples (RLS) comumente utilizada como modelo de 

predição nas tradicionais curvas analíticas (e previamente avaliada neste trabalho) 

pressupõe uma relação direta entre causa e efeito, ou seja, a variação do sinal 

analítico mensurado é causada pela variação da concentração do analito na amostra. 

Embora uma relação direta entre os sinais de emissão e a concentração de um analito 

seja teoricamente prevista para as técnicas de emissão óptica (SKOOG,2013), o 

acentuado efeito de matriz que acomete as análises por LIBS, normalmente deteriora 

essa relação. Neste caso, uma única variável medida instrumentalmente perde o 

potencial de explicar tudo sobre a variável resposta (concentração do analito). Então, 

a contribuição de mais de uma variável pode ser uma solução para minimizar o efeito 

de matriz. Como a técnica LIBS permite a aquisição simultânea de diversos sinais do 

analito, não há inconvenientes em se utilizar mais de um sinal para as predições 

desejadas. Dessa forma, o modelo de regressão linear múltipla (RLM) foi avaliado 

para as predições do teor de N em diferentes amostras. 
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       Devido ao melhor potencial para predição do teor de N demonstrado nos 

métodos univariados, somente o padrão de Gln foi selecionado para os estudos 

envolvendo a RLM. Também com base nos estudos de calibração univariada, foram 

pré-selecionadas como variáveis de entrada as intensidades de emissão nos 

comprimentos de onda de N (II) 343,7nm e 594,1 nm e, bandas de CN 385,1; 386,1; 

387,1 e 388,3 nm foram escolhidas para compor o banco de dados.  

        Com o objetivo de reduzir o número de variáveis utilizadas para o ajuste 

da RLM, o método de seleção de variáveis M5 foi utilizado para selecionar, a partir do 

conjunto de variáveis de entrada apenas as que fossem realmente relevantes para as 

predições dos teores de N. Por meio do M5 foram selecionados os sinais de emissão 

de N(II) 594,1nm e das bandas de CN à 385,1; 386,1 e 387,1 nm. 

A partir das variáveis selecionadas, o modelo de calibração foi ajustado 

considerando cada réplica dos padrões individualmente (15 instâncias, referentes as 

triplicatas dos 5 padrões de calibração). O modelo apresentou coeficiente de 

correlação linear de 0,98 e erro médio absoluto com relação aos resíduos de 0,65% 

de N. A descrição matemática do modelo ajustado encontra-se descrita na equação 

3. 

 

%𝑁 = 0,0348 ∗ 𝐼385,1 + 0,0979 ∗ 𝐼386,1 − 0,037 ∗ 𝐼387,1 + 0,0083 ∗ 𝐼594,1 − 18,7469       (3) 

 

Os resultados da modelagem mostram que apesar do método M5 descartar 

três variáveis referentes à bandas moleculares de CN, três outras foram mantidas, o 

que ressalta a importância desses sinais moleculares para as predições almejadas. O 

método também selecionou a linha de emissão de nitrogênio iônico a 594,1 nm , 

sugerindo que apesar de sua menor contribuição para as predições (intensidade de 

sinal aparece multiplicada pelo fator de  0,0083), comparada com as das bandas de 

CN a 385,1nm (0,0348), 386,1 nm (0,0979) e 387,1 nm (0,037), ela é uma variável 

importante para obtenção de exatidão nas predições. 

O modelo de calibração obtido, foi então submetido ao processo de validação, 

aplicando-o para a predição dos teores de N nas diferentes amostras. Na Figura 11 

encontram-se sintetizados em forma gráfica os resultados de validação do modelo 

proposto e na tabela 7 os resultados numéricos dos teores de N determinados para 

cada amostra e as respectivas comparações com os valores de referência, por meio 

da aplicação do teste t pareado ao nível de confiança de 99%. 
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Figura 11: Teores médio de N preditos pelo modelo de RLM ajustado versus teores médios 
esperados. 
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Tabela 7: %N determinado por SD-LIBS e o método de referência Kjeldahl n=3 em ambos 
os métodos) 

 Teor de N (%)   

 Método    

Amostra Kjeldahl SD-LIBS t- Calculado t-Tabelado 

FA 2,26 ± 0,04a 3,78 ± 1,59 2,46 

9,92 

α= 0,01 

n=3 

FT 2,01 ± 0,13 4,23 ± 0,78 7,31 

LP 4,36 ± 0,33 5,61 ± 1,09 2,98 

CRM8435 4,02 ± 0,06 3,27 ± 0,24 7,96 

CRM1577 9,65 ± 0,04 8,77 ± 1,32 1,72 

 
Valor 

Certificado 
  

BCR178 26,1 ± 0,01 12,36 ± 0,05 249,90 

a) %N ± desvio padrão 

 

Os resultados mostram que foi possível determinar o teor de N orgânico com 

exatidão em diferentes matrizes usando o padrão de Gln e um modelo de calibração 

ajustado por RLM, o qual leva em conta majoritariamente bandas de emissão 

moleculares de CN. Apesar da exatidão não ter sido alcançada para a determinação 

de N inorgânico presente na amostra de fertilizante, os severos efeitos de matriz 

referentes às distintas composições das demais amostras estudadas pôde ser 

minimizado utilizando o aminoácido glutamina. Esse aminoácido contém ligações 

peptídicas C-N, o que sugere sua maior compatibilidade com o N orgânico/proteico 

presente nas diferentes amostras escolhidas para esse estudo. Contudo, além da 

maior compatibilidade química, os resultados mostraram que foi necessário contar 

com a contribuição de diferentes sinais analíticos para alcançar a exatidão. 
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6. Conclusão 

    O desempenho da técnica LIBS para determinação de N em diferentes 

matrizes foi avaliado. As condições analíticas operacionais foram sistematicamente 

estudas e otimizadas para obtenção de sinais confiáveis, com alta sensibilidade e 

eliminação da contribuição do N presente no ar atmosférico. 

   Os resultados mostraram que a exatidão de predição por modelos lineares, 

os quais consideram uma relação de proporcionalidade direta entre um único sinal de 

emissão, não pôde ser alcançada devido aos severos efeitos de matriz que acometem 

as análises por LIBS. Para minimizar o efeito de matriz e alcançar a exatidão, a 

seleção de padrão que contenha espécie de N compatível com a espécie presente 

nas amostras foi fundamental. 

    No contexto das amostras selecionadas para esse estudo foi possível obter 

um método exato para determinação de N amoniacal em amostra de fertilizante 

utilizando um padrão contendo N inorgânico ((NH4)2HPO4). Além disso, para esse 

método o uso de um único sinal analítico (N (II) 594,1 nm) foi suficiente para ajustar 

um modelo de calibração, sugerindo que os efeitos de matriz são menos drásticos 

para amostras menos complexas, contento o analito na forma inorgânica. Ressalta-se 

que para melhor avaliar esse modelo, outras amostras contendo N inorgânico 

precisam ser analisadas. 

    Para as matrizes mais complexas, as quais contêm o analito na forma 

orgânica/proteica, além da escolha do padrão adequado foi necessário contar com a 

contribuição de diferentes sinais espectrais para que a concentração fosse predita 

com exatidão. Nesse contexto, as bandas de emissão moleculares de CN 

contribuíram efetivamente para o bom desempenho do modelo de predição. Entre os 

padrões contendo N orgânico, o aminoácido glutamina foi o que mostrou maior 

efetividade para minimizar o efeito de matriz.  

     Os resultados desse estudo permitiram aprofundar o conhecimento sobre o 

desempenho da técnica LIBS para determinação de N em diferentes matrizes e 

também propor dois métodos simples, rápidos e limpos para a determinação de N 

orgânico e inorgânico em diferentes matrizes. 
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