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Resumo
A determinacao do teor de N auxilia no controle de qualidade de produtos alimenticios
e fertilizantes, além de ser um importante parametro para o controle e manutencao
dos ecossistemas. O método mais utilizado para a determinacdo de N, requer
elevados volumes de solugBes e um grande volume de residuos é gerado pos-analise.
A espectrometria de emissdo 6ptica em plasma induzido por laser (LIBS) constitui uma
alternativa para determinacéo de N de forma direta, simples, rapida e sem geracéao de
residuo pos-analise. No presente trabalho o desempenho da técnica LIBS foi avaliado
para determinar N em diferentes amostras. Intensidades de linhas de emissao de N
ibnico e bandas moleculares diatbmicas de CN foram avaliados como sinais analiticos.
Apoés a otimizacdo das condicbes operacionais para aquisicdo espectral, diferentes
compostos quimicos (whey protein, glutamina, fosfato de aménio dibasico) foram
avaliados como padrao de calibracdo para obtencdo de curvas analiticas, com o
objetivo de propor um unico método de calibracdo capaz de determinar o teor de N
em diferentes amostras (fertilizante amoniacal, farinhas, carne e leite em pd). Os
resultados mostraram que o padrdo contendo N inorganico apresentou resultados
satisfatorios somente para determinacdo de N amonical na amostra de fertilizante.
Entre os padrbes que continham N na forma organica/proteica, o aminoacido
glutamina foi o que mostrou melhores resultados, apesar da exatidao nao ter sido
alcancada com modelos de calibracdo univariados. Dessa forma, o uso da glutamina
foi avaliado para o ajuste de modelo de regressao linear multipla e o método M5 para
selecionar variaveis. Os resultados mostraram que bandas moleculares de CN
apresentaram forte contribuicdo para o modelo ajustado e que embora esse modelo
nao tenha sido validado para a determinacdo de N inorganico, foi exato para a

determinacao de N organico/proteico em diferentes matrizes.

Palavras-chaves: LIBS; N; CN; Compatibilizacdo de matriz; Calibracdo multivariada.



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. lonic 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. Introducéo

O N é o elemento quimico mais abundante da atmosfera, esta4 presente em
diversas substancias quimicas essenciais para a manutencéo dos seres vivos (fauna
e flora), nas proteinas consumidas pelo ser humano, e em teor consideravel nos
fertilizantes e agrotoxicos.

O mercado alimenticio 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 proteinas vem
aumentando e a ingestdo per capita de proteina devera aumentar até 2031. Desse
modo, a determinacdo do teor de proteinas em produtos alimenticios € importante
para conferir significados nutricionais, tecnolégicos e funcionais, para o controle de
qualidade e rotulagem, além de ditar o seu valor de mercado (SAEZ-PLAZA et al.,
2013).

A determinacdo do N proteico pode também auxiliar na elucidacdo de
fenbmenos causais. Os estudos de Dib e colaboradores (2020), por exemplo,
mostraram que bandas referentes a proteinas nos espectros Raman de amostras de
milho, apresentam potencial discriminativo para sementes transgénicas e nao
transgénicas, sugerindo que a modificacdo genética afeta o teor de proteinas nas
amostras.

Os fertilizantes nitrogenados, a base de amdnio e ureia sdo utilizados para
adubacao agricola como fonte controlada de nitrogénio (COSTA et al., 2004), sendo
a ureia é instavel, pois em contato com solo hidrolisa gerando o gas aménia, o qual é
liberado na atmosfera. O excesso de N no meio ambiente provoca danos ao ciclo de
vida das plantas, contaminacao do solo e dos corpos d’agua, e agrava o efeito estufa
por meio da formacédo de NO. Portanto, avaliar o teor de N em diferentes tipos de
amostra garante o controle de qualidade dos produtos alimenticios e fertilizantes,
permite melhor compreensao de processos quimicos e biolégicos, além de ser uma
forma de controle e manutencéo do ecossistema.

O meétodo 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 conversdo do N da amostra em
sulfato de aménio, através da digestdo com acido sulfurico, conversdo do ion amdnio

a gas amonia através da alcalinizacdo do meio e posterior destilacéo e fixacdo do N
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em solucéo &cida (na forma do ion aménio), cuja determinacgéo € feita por meio de
uma analise volumétrica (NOGUEIRA et al., 2015). Por se tratar de uma analise em
solucdo, o método de Kjeldahl demanda preparo das amostras e utiliza grandes
guantidades de reagentes quimicos, gerando residuos pés-analise. Assim,
desenvolver um método rapido e direto para a determinacdo de N em diferentes
matrizes, que demande o minimo ou nenhum preparo de amostra, consiste em
importante contribuicdo para a demanda de qualidade nutricional e investigacédo de
diferentes processos em amostras.

A espectrometria de emissao Optica em plasma induzido por laser, conhecida
pelo acronimo LIBS, (do inglés:Laser-Induced Breakdown Spectroscopy), € uma
técnica espectroanalitica de emissao Optica, multielementar que pode ser uma
alternativa interessante para andlise de N em diferentes amostras (VADILLO;
PUROHIT; LASERNA, 2018). A LIBS atende diretamente o0s propositos de
determinacao direta, simples, rdpida e sem geracao de residuo pés-anélise. Contudo,
o desenvolvimento de métodos quantitativos utilizando a LIBS é deveras desafiador,
uma vez que os severos efeitos de matriz dificultam a proposicdo de padrdes
adequados para calibracdo e consequentemente a obtencdo de exatidao analitica.

Considerando a importancia da determinacao limpa e direta de N em diferentes
matrizes e as atrativas contribuicfes que a técnica LIBS pode agregar aos métodos
analiticos, os estudos aqui desenvolvidos tiveram por objetivo avaliar o potencial da
técnica para viabilizacdo de métodos quantitativos para determinacéo do teor de N em

matrizes diversas.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1 Atécnica LIBS

As técnicas analiticas tém se mostrado cada vez mais sensiveis e com
obtencdo de dados precisos de maneira simplificada e eficaz, afim de equacionar e
responder questdes essenciais da humanidade (COSTA et al., 2019). O interesse pela
LIBS pode ser comprovado pelo nimero crescente de publicacbes nas dltima duas
décadas (VADILLO; PUROHIT; LASERNA, 2018). A Figura 1 mostra o gréafico gerado
a partir de dados extraidos da plataforma I1SI Web of Science, em que foi usada a

palavra-chave “Laser-Induced Breakdown Spectroscopy”.
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Figura 1: Numero de publica¢cbes nos periddicos ISI Web of Science com a palavra-chave
“Laser Induced Breakdown Spectroscopy” entre os anos de 2002 e 2022.
Fonte: do Autor.

A fundamentac@o da técnica LIBS se iniciou no século XX quando Albert
Einstein propds as teorias de emisséo 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). Ja em 1960, Theodore Maiman
desenvolveu o laser de rubi, sendo o primeiro laser Optico 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 0
surgimento da técnica LIBS a partir do desenvolvimento do laser Q-switched, técnica
utiizada 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 poténcia, comegaram
a ser produzidos. Com isso, a técnica LIBS vem sendo explorada e aprimorada com
0 passar das décadas, se consolidando como uma promissora técnica
espectroanalitica de andlises elementares e multielementares (CREMERS;
RADZIEMSKI, 2013).

LIBS é uma técnica de andlise direta baseada na emissdo de espécies
excitadas em um plasma induzido por laser (MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER,
2006), que gera espectros de linhas de emissdo correspondentes aos elementos
presentes na amostra.

A primeira etapa da analise em LIBS se inicia com a incidéncia de um pulso de
laser de alta energia sobre a superficie da amostra, com a interacédo laser-superficie
ocorre a amostragem de massas de ordem de ug-ng (ablacdo). Em seguida ocorre o
breakdown, neste processo a massa amostrada é vaporizada e a interacao entre laser
e a amostra na fase vapor provoca a ruptura dielétrica das ligagdes moleculares e
ionizacao. Os elétrons livres produzidos pelos processos de ionizacdo absorvem
fétons do laser e ganham energia cinética suficiente para ionizar outros atomos por
colisdo (ionizacdo em cascata). Este processo resulta na formacao de um plasma com
temperaturas da ordem de 20.000K (MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006).
A temperatura do plasma e os processos de colisdo entre as particulas promovem a
excitacdo de atomos, ions e espécies moleculares diatbmicas presentes no plasma.
Com o resfriamento do plasma, as espécies excitadas retornam ao estado de menor
energia, emitindo radiacédo eletromagnética em comprimentos de onda caracteristicos
(COSTA et al., 2019). A radiacdo emitida no plasma é conduzida a espectrémetros,
onde é separada em funcdo dos comprimentos de onda, e detectada para gerar um
espectro de emissdo (MIZIOLEK; PALLESCHI; SCHECHTER, 2006). Na Figura 2 é

mostrada a configuragcéo da instrumentacéo basica de um sistema LIBS.
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Figura 2: Configuracéo béasica de um instrumento LIBS
Fonte: Do autor

A fonte do laser (1) produz pulsos de alta energia. Diferentes lasers podem
gerar pulsos com duragéo diferente, sendo mais comumente utilizados os lasers que
geram pulsos com duracdo de ns. O pulso é focalizado na superficie da amostra
através do uso de lentes (2), que estdo acopladas ao um sistema de fibras 6pticas (3),
estas sao utilizadas para conduzir a radiacdo emitida no plasma até o espectrometro
(4), e um sistema computacional (5) controla o disparo do pulso, o tempo para iniciar
a aquisicao dos sinais, o tempo durante o qual o sinal € adquirido e também registra
0 espectro.

Os espectros obtidos podem ser bastante complexos com um grande numero
de linhas de emisséo, uma vez que quando ha formacao do plasma, pode se alcancar
a energia de excitacdo de muitos &tomos e ions. Outro fato importante é que o plasma
em LIBS é temporal, ou seja, é extinto apos curto intervalo de tempo. A Figura 3 ilustra

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

Inicialmente, o plasma emite uma intensa radiacdo branca e brilhante,
denominada continuo onde, as emissdes elementares e moleculares no plasma nao
podem ser discriminadas do sinal do continuo. Apés o decaimento do continuo, as
emissOes de interesse se pronunciam e nesse momento o detector deve iniciar a
aquisicado dos sinais. O tempo entre o disparo do pulso e o inicio da aquisicdo dos
sinais € denominado delay time (ts) € 0 tempo durante o qual se faz a aquisicdo dos
sinais € chamado de tempo de integracao (t). Quanto maior o tempo de integracéo,
maior o ganho em sensibilidade. Entretanto, em tempos muito longos predominam o0s
processos de recombinacdo que geram espécies moleculares, uma vez que ha o
resfriamento do plasma. Assim, o sinal médio de emissdo de atomos e ions séo
reduzidos quando se considera a integracéo de sinais em plasma frio.

Em muitas andlises utilizando a técnica LIBS é preciso superar sua baixa
detectabilidade, exigindo aprimoramento da técnica (HAHN; OMENETTO, 2012). A
adicao de outro laser (HAHN; OMENETTO, 2012) ou uma fonte de alta tens&o para
descarga elétrica contribui energeticamente na excitacdo dos atomos e
consequentemente, para aumentar a intensidade das linhas de emisséao (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 aplicacdo de uma descarga elétrica no momento da ablacdo melhorou a
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sensibilidade das medidas, permitindo a identificacdo das linhas de emissdo de P e

sua quantificagéo.

2.2 Efeito de matriz

Segundo Miziolek et. al (2006) o efeito de matriz ocorre quando as propriedades
fisicas e a composicdo 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 concentracdo do elemento seja a
mesma.

Existem dois tipos de efeitos de matriz em analises LIBS: fisico e quimico
(CREMERS; RADZIEMSKI, 2013). O efeito de matriz fisico se relaciona com a etapa
de ablacdo e as propriedades fisicas das amostras (calor especifico, calor latente,
condutividade térmica etc.) que possuem diferentes matrizes (MIZIOLEK;
PALLERCHI; SCHECHTER, 2006). O efeito de matriz quimico acontece quando um
elemento, presente na composicdo matricial da amostra, € capaz de afetar as
caracteristicas de emissdo do elemento de interesse, o que afeta diretamente nas
andlises quantitativa por LIBS (HAHN; OMENETTO, 2012).

Sanchez-Esteva e colaboradores (2021) avaliaram os efeitos de matriz fisico
na determinacdo de P total em amostras de solo com diferentes didametros de gréos
utilizando analise LIBS. Houve diferenca significativa nos sinais analiticos em que as
amostras moidas apresentaram sinais analiticos de P maiores que as amostras ndo
moidas. De acordo com o0s autores, em amostras heterogéneas como o solo, a
moagem melhora a homogeneidade e, a vaporizacdo e atomizacdo de particulas
menores resultam em um plasma mais uniforme.

A obtencao de padrdes de calibracdo € um grande desafio quando se trata de
desenvolvimento de métodos analiticos quantitativos usando a LIBS e, por ser uma
analise direta de sélidos, os sinais analiticos sao fortemente influenciados pela matriz.
(AUGUSTO; CASTRO; SPERANCA, 2019; CASTRO; BABOS; PEREIRA-FILHO,
2020). A calibracao por compatibilizacdo de matriz utilizando padrdes de calibragéo
(JANTZI et al., 2016) e um adequado processamento espectral, em conjunto, podem
minimizar o efeito de matriz.

A compatibilizacdo de matriz consiste em uma alternativa de calibragdo para
amenizar os efeitos de matriz quimico, utilizando padrbes de calibracdo com

concentragbes estabelecidas por uma técnica de referéncia, ou materiais de
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referéncia certificado(AUGUSTO; CASTRO; SPERANCA, 2019). No trabalho de
Morais e colaboradores (2017) o teor de Ca em fertilizantes a base de biocarvao foi
avaliado empregando compatibilizacdo de matriz. Os resultados mostraram que além
da compatibilizacdo de matriz, foi necessario utilizar a padronizacao interna, para que
a exatidao fosse alcangada.

Gu e colaboradores (2021) desenvolveram um meétodo de pré-processamento
espectral baseado na compatibilizacao de matrizes, a fim de reduzir o efeito de matriz
quimico. O método baseia-se na criacdo de um grupo de subconjuntos com base na
similaridade das propriedades da matriz das amostras, a partir disso é criado um
modelo de calibracdo capaz de prever o teor de C e de N, através da emissdo da
banda CN em 387,3 nm.

2.3 Determinacédo de nitrogénio usando LIBS

As linhas de emissédo de N sdo muito importantes para acessar a Composicao
organica das amostras (VADILLO; PUROHIT; LASERNA, 2018). Contudo, existe a
dificuldade em obter boas linhas de N até 600 nm e também, h& diversos fatores que
influenciam o aparecimento dessas linhas.

Segundo, Lu et al. (2012) as formas primarias de N podem ser excitadas por
laser facilmente, em contrapartida as linhas de emissdo mais intensas sé podem ser
observadas durante os microssegundos inicais apos formacéo do plasma (HARRIS et
al., 2004). De acordo com llyin et al. (2016), as linhas de emissédo do N idbnico podem
ser observadas quando o plasma atinge densidades eletronicas acima de 1 eV e em
presenca de um fluxo de argonio.

Assim, quando ha limitagdes instrumentais para aquisicdo espectral em
comprimentos de onda superiores a 600 nm, a utilizacdo de bandas de emisséo de
moléculas diatbmicas de CN pode ser uma alternativa para identificar e mensurar o N
presente na matriz. Dib e colaboradores (2020), adquirindo espectros LIBS somente
atée 600 nm, desenvolveram um método para determinacdo de N em amostras de
fertilizantes a base de biocarvéo. A partir dos sinais de emissao diatbmica da banda
de CN em 388,3 nm.

A formacé&o do CN pode acontecer via fragmentacéo direta de uma espécie que
contenha em sua estrutura quimica ligacbes CN e baixa energia de excitacao

eletrénica (ZHAO et al., 2020), ou por recombinacdo entre C e N presentes nas
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amostras e dependera da quantidade de N e C presentes na matriz (MOUSAVI et al.,
2016).

As intensidades de emissado das bandas podem ser sensiveis a irradiacdo do
laser, ao delay time e tempo de integracao, influenciando nas caracteristicas dos
espectros de emissdo de CN (ALREBDI et al., 2022) portanto, a obtencdo dessas
linhas de emissdo dependera da instrumentacao disponivel para analise.

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 transicdes
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 determinacdo de N em diferentes

matrizes.

Objetivos Especificos

Obter condi¢des instrumentais otimizadas para obtencéo dos sinais analiticos;

Selecionar linhas de emissdo de N de CN;

Selecionar processamento espectral adequado;
Selecionar padréo de calibracdo que atenda diferentes matrizes;
Estabelecer um procedimento para calibracdo do método;

Verificar a exatiddo do método proposto.
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4. Metodologia

4.1 Intrumentacgao

O instrumento LIBS utilizado para as analises, consiste em um sistema
montado em laboratério, que é composto por um laser Nd:YAG Q-switched que emite
pulsos em 1064 nm, com poténcia méaxima de 50 mJ e duracado de pulso de 20 ns;
camara de amostragem com amostrador mével que permite o deslocamento da
amostra nas direcdes x e y; uma mini camera para monitoramento da analise em
tempo real; quatro espectrdmetros que permitem resolucéo 6ptica de 0,1 nm (FWHM)
e que juntos cobrem a faixa espectral de 200-600 nm. O sistema est& conectado a um
computador que controla o tempo entre o disparo do pulso de laser e o inicio da
aguisicao dos sinais analiticos, o tempo de integracao do sinal analitico e registra os
espectros de emissao atraves do software OOILIBS (Ocean Optics).

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

principais componentes sao representados por numeros (1 a 5).

Y
\
=
\

\

Figura 4: Instrumento LIBS utilizado na conducéo do trabalho: 1) Fonte do laser, 2)
computador, 3) laser, 4) cAmara de amostragem, 5) Espectrometros.
Fonte: Autora

Para o aumento da sensibilidade analitica, 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 tungsténio (100 x 2,6 mm) com 4 mm de
separacdo entre as pontas, circuito elétrico e um voltimetro para monitoramento das
descargas. Na Figura 5 € mostrada uma imagem interna da camara de amostragem

do sistema LIBS, onde é possivel visualizar os eletrodos do sistema SD (1)
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posicionados sobre o amostrador (2), a uma distancia milimétrica da superficie da
amostra. Na imagem também é possivel observar a lente responsavel pela captura
dos sinais de emissao (3), a mini camera utilizada para monitoramento das analises

em tempo real (4) e o dispositivo utilizado para inserir argbnio na regiao analitica (5).

Figura 5: Vista interna da cdmara de amostragem do equipamento LIBS 1) eletrodos de
tungsténio, 2) porta amostras, 3) lente coletora de radiacdo, 4) camera de monitoramento e
5) dispositivo carreador do fluxo de argénio.

Fonte: Autora

4.2 Amostras e padrdes

A escolha das amostras para o desenvolvimento desse trabalho foi guiada por
diferencas de matrizes e de espécies de N. Assim, amostras de farinha de aveia,
farinha de trigo e leite em pé integral foram escolhidas por representarem matrizes
distintas e conterem N na forma proteica (organica). As amostras supramencionadas
foram obtidas no comércio local de Araraquara. Para avaliar a exatiddo do método
proposto, além das amostras comerciais também foram utilizados materiais de
referéncia certificados (Certified Reference Materials — CRM): CRM 8435a- Leite em
P6 e CRM 1577b- Figado Bovino. Para contar com amostra contendo N na forma néo
proteica (inorganica), foi selecionado um material de referéncia certificado BCR 178-
Fertilizante, amoniacal e sem a presenca de uréia em sua composi¢cao.

Com o objetivo de aumentar a precisdo das medidas, as amostras comerciais
foram homogeneizadas através de procedimento de trituacdo manual, empregando

almofariz e pistilo de 4gata. Em seguida todas as amostras foram convertidas em
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pastilhas pela aplicagéo de 8 ton de presséo durante 2 minutos, utilizando uma prensa
hidraulica da Solab SL-10/15 (Piracicaba-SP) e um molde de a¢o carbono, para
posterior analise.

Para a padronizacdo do método foi avaliado o uso de L-glutamina (GlIn),
aminoacido comercialmente disponivel na forma de suplemento alimentar, whey
protein, disponivel comercialmente como suplemento proteico, e fosfato de aménio
dibasico (NH4)2HPO4 (J.T. Baker). Celulose microcristalina (Sigma-Aldrich) foi

utilizada como agente diluidor para o preparo dos padrdes de calibracéo.

4.3 Determinacao de valores de referéncia

Para fins de avaliacdo da exatiddo dos métodos propostos e avaliacdo da
pureza dos reagentes GIn e whey protein a serem utilizados como padréo, todas as
amostras e a GIn e Whey foram submetidos a analise 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 referéncia certificado.

Para esse propdsito 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
catalitica constituida por Na2SO4, K2SO4 e CuSO4.5H20 . As amostras e os padroes
digeridos passaram pelo processo de destilacdo em um destilador Kjeldahl, em que
NaOH concentrado e aquecido foi adicionado e o NHs liberado foi recolhido em
solucéo de Hs3BOs. A solucéo resultante do processo de destilacéo, foi titulada com
H2SO4 padronizado. O procedimento foi conduzido em triplicata.

Os teores de N e proteina foram calculados usando as equacdes 1 e 2, citadas
no Método de Ensaio para determinacdo de Nitrogénio Total em leite e derivados
lacteos pelo método Micro-Kjeldahl, elaborado pelo Ministério da Agricultura (MAPA,
2013).

acido*N*0,014x100

O%NT = Z (1)

%Pr = %NT * F, ()

Mamostra

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

H2SO4 utilizado na titulagdo, N a normalidade teorica da solugdo H2SOs4 m
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corresponde a massa da amostra em gramas, e Fc o fator de converséo da relagao
N/proteina, de acordo com a natureza da amostra.
Na Tabela 1 podem ser visualizadas as epecificacdes das amostras e CRMs

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

Tabela 1: Amostras utilizadas para o desenvolvimento do trabalho

Amostra Identificacdo Fe Teor de N Teor de
(%) Proteina (%)

Farinha de Aveia FA 5,83 2,262 13,17

Farinha de trigo FT 5,70 2,012 11,46

Leite em po Integral LP 6,38 4362 27,82

Whey Protein WP 6,38 13,792 87,98

L-Glutamina GIn 5,20 18,992 98,75

CRM 8435a- Leite em po CRM 8435 6,38 4,022 25,64

CRM 1577b- Figado Bovino CRM1577 6,25 9,652 60,31
BCR 178- Fertilizante BCR178 - 26,1° -

Fonte: elaborada pelo Autor (2022)
F.: Fator de converséo da relacéo N/proteina.
a) Valores de N obtidos por Kjeldahl; b) valor de referéncia certificado.

4.4 Otimizacao das condicdes analiticas

A sensibilidade do sistema LIBS disponivel foi avaliada para a deteccdo de
sinais do analito. Para esse proposito, duas pastilhas preparadas com
aproximadamente 300 mg de uma mistura de whey protein e de celulose (80:20) foi
submetida a andlise nos sistemas LIBS e SD-LIBS. As condi¢Bes instrumentais
fixadas para esse estudo foram: energia de pulso de 50 mJ, tempo entre o pulso do
laser e inicio da aquisicdo dos sinais (tqg) de 1,0us e tempo de integracao dos sinais
() de 1 ms, fluxo de argbnio de 12 L.min* (DIB et al., 2020). Nas avaliacGes feitas
utilizando o dispositivo SD a voltagem fixada foi de 3,2kV.

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

laser a cada pastilha, em regides diferentes da superficie (para amostragem

representativa), totalizando 40 espectros por condi¢do, os quais foram posteriormente
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utilizados para comporem médias. Foram avaliadas as intensidades das linhas de
emissao N e bandas CN.

Para avaliar a influéncia do N atmosférico no sinal analitico, um estudo similar
ao conduzido por Harris e colaboradores (2004) foi realizado. Para esse propésito uma
amostra de aluminio metalico, em formato de laminar, foi utilizada para avaliar a
presenca de sinais espectrais correspondentes a N, na auséncia e presenca de um
fluxo de argdnio (12 L.min't). Foram adquiridos 20 espectros, espalhando-se 20 pulsos
de laser em regifes diferentes da superficie laminar da amostra, os quais foram
posteriormente utilizados para compor uma média espectral. Para estes estudos, o
sistema SD foi utilizado a uma voltagem fixa de 3,2kV e tq foi fixado em 1,0 pys, com o
intuito de avaliar as linhas de emisséo do N.

Para todos os estudos de otimizacdo analitica, linhas de emissdo do N
observadas nos espectros LIBS foram atribuidas de acordo com a base de dados
NIST (National Institute of Standards and Techonology). Foram avaliadas linhas de
emissao atomica (N 1) e ibnica (N Il) 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 Determinacao do teor de Nitrogénio

Para o devenvolvimento de um método quantitativo para determinacdo de N
em diferentes matrizes foram avaliados diferentes padrbes (a GIn , fosfato de amdnio
dibasico e o whey protein) e modelos de calibracdo (univariada e multivariada). Os
padroes de calibracdo foram obtidos pela diluicdo dos reagentes nitrogenados em
celulose microcristalina (Sigma-Aldrich). A massa final de cada padrao foi mantida
constante e igual a 300mg. Os teores de N nos padrées de calibracdo preparados a
partir da GIn foram 0,00% (somente celulose), 1,07%, 4,27%, 8,57% e 12,97%. Nos
padrdes 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 padrbes de whey protein foram
0,00% (somente celulose), 1,21%, 2,32%, 4,13% e 5,24%.

Os padrdes foram preparados em triplicata, sendo homogeneizados em
almofariz e pistilo de agata e posteriormente convertidos em pastilhas pela aplicacéo
de 8 ton de pressdo durante 2 minutos em prensa hidraulica. 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 tq e ti
foram 1,0 ys e 1 ms, respectivamente. Também foi utilizado um fluxo de argénio de
12 L min,

Para as atribuicdes das linhas de emisséo de N nos espectros LIBS foi utilizada
a base de dados NIST e a atribuicdo das bandas de CN foi feita com base nos
trabalhos de Mousavi e colaboradores (2016), onde os autores exploram o
comportamento de emissdo das bandas CN provenientes de diversos compostos
organicos na analise em LIBS, e nos estudos de ZHAO e colaboradores (2020), onde
sao descritos os mecanismos de formacao dessas bandas em ambientes inertes com

purga de argdnio e No.

4.5.1 Modelagem univariada para predi¢cdo do teor de N

Para o desenvolvimento do método univariado, foram avaliados os sinais de
emissao do analito (variaveis). Dessa forma, as seguintes estratégias foram adotadas:
i) averiguacdo da existéncia de interferéncia espectral.; ii) selecdo de linhas de
emissédo de N e bandas CN por meio da avaliagdo das correlacdes lineares entre as
intensidades emitidas e o teor de N presente nos padrdes, cujo coeficiente de Pearson
(r) fosse maior ou igual a 0,8.; iii) excluséo de outliers utilizando o teste de Grubbs.

As correlacdes lineares foram obtidas através do programa Weka (Waikato
Enviroment for Knowledge Analysis) versao 3.8.4, que é um software livre e dispde
uma colecdo de algoritimos que realizam mineracdo de dados por meio de
aprendizado de maquina (machine learning). Este programa possui ferramentas para
a preparacdo de dados, regressao, agrupamento, classificacdo etc (FRANK; HALL;
WITTEN, 2016). A predicéo do teor de N se deu por meio de calibragéo externa, e a
curva analitica obtida foi avaliada estatisticamente por meio de andlise de variancia
(ANOVA).

4.5.2 Modelagem Multivariada para predicdo do teor de N

Para o desenvolvimento do método multivariado, sinais de emissdo do analito
(variaveis) foram utlizados. Para a selecédo foram considerados exclusivamente os
espectros dos padrdoes analiticos visando, minimizar qualquer possibilidade de
enviesamento do modelo. Dessa forma, as seguintes estratégias foram adotadas: i)

averiguacao da existéncia de interferéncia espectral.; ii) excluséo de outliers utilizando
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o teste de Grubbs. iii) selecdo de linhas de emisséo de N e bandas CN por meio de
correlacdes lineares com coeficiente maior ou igual a 0,8. As correlagdes lineares
entre as intensidades das linhas e bandas previamente selecionadas e as
concentracdes foram feitas utilizando o software Weka.

O software Weka também foi utilizado em um segundo processo de sele¢éo de
variaveis e para gerar o modelo de calibragdo multivariado.

Para esse proposito, o0 método M5 foi empregado tanta para encontrar um
subconjunto de variaveis relevantes a partir de variaveis originais, como para ajustar
o modelo de calibragdo (BORGES; NIEVOLA, 2012). O M5 é uma aplicacdo no
algoritmo para execucao de selecdo de variaveis. Este, cria um subjconjunto de
variaveis que sado 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 Exatiddo dos métodos
A exatidao da predicédo do teor de N nas diferentes amostras, pelos modelos
desenvolvidos, foi verificada por meio da comparacao estatistica com os teores

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

5.1 Otimizacéo das condi¢fes analiticas

Antes de iniciar estudos para calibracdo/modelagem julgou-se necessario
estudar as condi¢cdes analiticas para obtencdo de maior sensibilidade e para
minimizag&o das contribuicdes provenientes da analise de N do ar atmosférico.

Inicialmente foi abordado o parametro sensibilidade e para esse propésito, 0
comportamento de diferentes linhas de emissdo de N foi avaliado na presenca ou
auséncia do dispositivo SD. Os espectros mostrados na Figura 6 correspondem aos
espectros médios (n=40) adquiridos a partir da analise 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 possivel observar o aumento da intensidade das
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Figura 7: Ampliacdo de regides dos espectros LIBS e SD-LIBS onde foram identificados
sinais analiticos correspondentes a emissdes de diferentes espécies de N.
Fonte: Autora

O aparecimento de linhas de emissdo de N i6nico pode ser justificada pelo
reaquecimento do plasma ao receber a discarga elétrica do sistema SD acoplado ao
LIBS, aumentando a densidade eletronica (GAUTIER et al.,, 2004). O incremento
energético contribui nos processos de colisdo entre as particulas, promovendo maior
excitacdo das espécies (ions, atomos etc.) presentes no plasma. Considerando os
resultados obtidos, o uso do dispositivo SD foi adotado para o prosseguimento dos
estudos.

ApOs estabelecer o parametro instrumental que permitiu a aquisicdo dos sinais
com adequada sensibilidade, a minimizacdo da contribuicdo analitica do N
atmosférico foi avaliada. Para esse estudo foi selecionada uma amostra de aluminio
em formato laminar. Uma vez que a amostra ndo contém espécies nitrogenadas, 0s
sinais de N observados nos espectros SD-LIBS sao decorrentes da excitagdo do N
atmosférico, os quais devem ser minimizados. Entdo, espectros SD-LIBS da lamina
foram capturados sob condi¢Ges atmosféricas e sob fluxo de argdnio de 12 L mint.
Nos graficos de barras mostrados na Figura 8 as intensidade médias das linhas
ibnicas de N (n=40) em 343,7 e 594,1 nm foram obtidas sob as diferentes condi¢gbes

experimentais (com e sem argénio).
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Figura 8: Intensidades das linhas de emisséo de N (11) 343,7 e 594,1 nm registradas em
espectros SD-LIBS de uma amostra de aluminio metalico.
Fonte: Autora

Os resultados mostram que o fluxo de argbnio nas imediagdes da regiao
analitica, sobre a superficie da amostra, minimiza a contribuicdo do N atmosférico,
corroborando com as observacdes de Harris et al. (2004). O uso de argbnio €
vantajoso, pois além de reduzir interferéncia do N atmosférico, auxilia na remogéao de
material particulado que permanece suspenso no ar apos cada analise e contribui
para o aumento dos sinais analiticos, em decorréncia do aumento das densidades
ibnica e eletrénica do plasma, proporcionada pela ionizacao do argbnio (ZHAO et al.,
2020). Portanto, para a continuidade dos estudos adotou-se o fluxo de argbnio de 12

L.min"t como condicéo analitica.
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5.2 Avaliacdo de modelagem univariada para predi¢cao do teor de N

Tendo selecionado os parametros instrumentais adequados para aquisicao
espectral, um estudo baseado em modelagem univariada foi conduzido avaliando
como padrao para calibracdo o WP, (NH4)2HPO4 e a GlIn.

Os espectros obtidos apds a andlise por SD-LIBS dos padrdes de calibracéo e
das amostras (FA, FT, LP, BCR178, CRM8435 e CRM1577) foram pré-processados
para correcdo de linha base e exclusdo dos espectros anémalos. Para selecionar as
melhores linhas de emissdo de N e bandas CN, a correlacdo linear entre as
intensidades dos sinais e o teor de N em cada padréo, foi avaliada. Modelos de
calibracéo univariados foram ajustados individualmente para cada padrao estudado,
considerando apenas as linhas e bandas que apresentaram coeficiente de correlacao
linear (r) superiores a 0,8 e a validade estatistica dos modelos foi verificada por meio
de analise de variancia (ANOVA).

Na tabelas 2 sdo mostrados os parametros dos modelos lineares e o valor de

F calculado para avaliacdo do modelo utlizando o WP como padréo.

Tabela 2: Coeficiente de correlagéo de Pearson (r) e valor de F calculado para a curva de
calibragc&o obtida com WP.

Linha de Emissao r Valor- F
N (I1) 343,7 0,82 9,86
N (I1) 594,1 0,81 1,21 Teste-F aplicado
a 95% de
CN 385,0 0,87 191 confianca. F
CN 386.1 0.80 374 tabelado igual a
’ ’ ’ 10,1.
CN 387,1 0,87 5,85
CN 388,3 0,89 6,71

Os resultados apresentados na tabela 2 mostram que as curvas analiticas
obtidas utilizando o WP, como padréo para diferentes linhas de N e bandas de CN,
apesar de apresentarem fortes correlagdes lineares (r > 0,8) ndo geraram modelos de
calibracéo estatisticamente significativos (Fcalculado < Fcritico). Dessa forma, 0 uso

do WP como padrao de calibragéo foi descartado.



32

Tabela 3: Coeficiente de correlagéo de Pearson (r) e valor de F calculado para a curva de
calibracdo obtida com (NH4):HPO..

Linha de Emissao r Valor- F
N (I1) 343,7 0,80 1,86
N (1) 594,1 0,94 39,46 Teste-F aplicado
a 95% de
CN 385,0 '0,93 0,20 Confianga_ F
CN 386,1 -0,96 48,00 tl%bi'ado igual a
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 (1I) em 594,1 nm gerou um modelo
linear estatisticamente significativo (Fcalculado > Fcritico), com coeficiente de
correlacdo linear r > 0,9. A curva de calibracdo obtida para a linha 594,1nm pode ser

visualizada na Figura 9.
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Figura 9: Curva de calibragé@o externa univariada com padrdo (NH4)2HPOa..

Para validar o modelo linear de predicao, baseado em emissdes da linha 594,1
nm dos padrdes de (NH4)2HPO4, 0 mesmo foi testado para a predicdo das diferentes
amostras. Os resultados mostraram que somente foi possivel alcangar a exatiddo para
a amostra de fertilizante (tabela 4), a qual foi analisada apos diluicdo com celulose na

propor¢ao 1:1.
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Tabela 4: %N determinado por SD-LIBS para a amostra de fertilizante.
Teor de N (%)

Valor
Amostra . SD-LIBS t- Calculado t-Tabelado
Certificado
4,30
BCR178 26,10 = 0,017 25,90 = 3,077 0,15 o= 0,05
n=3

a) %N + desvio padréo

A maioria das bandas de CN, apesar de gerarem modelos de calibracao
estatisticamente significativos (Fcalculado > Fcritico) e altos coeficientes de
correlagao linear (r > 0,8), apresentaram correlagcées negativas, ou seja, a medida que
se aumenta a quantidade de N nos padrfes, por meio do aumento da quantidade de
(NH4)2HPOu4, detectam-se sinais de intensidades menores para as bandas de CN,
como pode ser visualizado nas curvas analiticas apresentadas na Figura 10. De
acordo com Mousavi e colaboradores (2016), a formacdo da molécula de CN, por
processos recombinativos no plasma depende das quantidades de carbono e N
disponiveis. Por se tratar de um padrdo inorganico contendo somente N, ndo ha
possibilidade do CN ser nativo, e portanto, o aparecimento de sinais de emissao de
CN séo devidos a ocorréncia de processos recombinativos no plasma. Nesse caso, 0
carbono disponivel sé pode ser proveniente da celulose, utilizada na diluicdo dos
padrdes solidos. Assim, a medida que se aumenta a quantidade de (NH4)2HPOa, para
obter padrdes mais concentrados em N, diminui-se a quantidade de celulose
adicionada e, portanto, a quantidade de CN formada € menor, pois fica limitada a
guantidade de C presente. Dessa forma, a Unica linha que podera ser utilizada para
calibracbes com esse padrao € a linha de emisséo ibnica de N a 594,1nm.

Esses resultados sugerem que métodos padronizados com N proveniente de
composto inorganico, somente respondem a amostras que contenham o elemento na
mesma espeécie. Nesse caso, 0 efeito de matriz impossibilitou utilizar um padrao
inorganico, para previsdo do conteudo de N organico/proteico nas demais amostras

selecionadas para esse estudo.
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Figura 10: Curva de calibragcéo externa univariada com padréo (NH4).HPO, para as bandas

de CN 385,1; 386,1; 387,1 e 388,3 nm.

Os modelos lineares gerados pelo uso do padrdao GIn (tabela 5), foram

estatisticamente significativos (Fcalculado > Fcritico), exceto para a linha N (1I) em

343,7 nm, a qual ndo produziu modelos significativos para nenhum dos padrbes

avaliados, sugerindo ndo ser uma boa linha para as determinacdes. Comparado aos

demais padrbes estudados a GIn gerou modelos de calibragdo com os maiores

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

presente no WP na forma proteica, esse padrdo ndo apresentou resultados tdo bons

guanto a GIn, que comporta N em unidades menores (aminoacidos).
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Tabela 5: Coeficiente de correlagéo de Pearson (r) e valor de F calculado para a curva de
calibracdo obtida com Gin.

Linha de Emissdo r Valor- F
N (I1) 343,7 0,86 8,36
N (I1) 594,1 0,94 16,37 Teste-F aplicado

a 95% de

CN 385,0 0,90 13,88 Confianga_ F
CN 386,1 0,98 23,73 tl%bi'ado igual a
CN 387,1 0,96 26,76 o
CN 388,3 0,94 140,05

Dessa forma, todos os modelos estatisticamente significativos foram aplicados
para predicdo do teor de N, no conjunto das amostras estudadas. Os resultados da

validagéo dos modelos podem ser visualizados na tabela 6.

Tabela 6: Comparacéo entre os teores de N (%) preditos pelos modelos lineares univariados
utilizando Gln como padréo analitico.

Teor de N (%) 2

%N

SD-LIBS
Amostra Referéncia

N(I1) 594,17 CN 3850 CN3861 CN387,1 CN388,3
FA 2,26 4,53+ 2,63* 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 padrdo; ND= nao detectado.

Os resultados mostram que embora a exatidao néao tenha sido alcangcada nos

modelos individuais e ndo tenha sido possivel encontrar um modelo geral com erros

de predicdo sistematicamente menores para todas as amostras, os modelos

individuais baseados nas diferentes bandas de CN proporcionaram predicdes com 0s

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
(CRMB8435) 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 organicos os sinais das bandas de CN sao os que mais minimizam o efeito
de matriz.

Conforme os resultados sugestivos apresentados na tabela 4 , de que o teor
de N organico nao pode ser predito pelo uso de padrdes contendo N inorganico, os
resultados utilizando GIn sugerem que o reciproco é verdadeiro, ou seja, ndo houve
sucesso na determinacdo de N inorganico na amostra de BCR178 utilizando um
padrdo organico. Esses resultados reforcam que o efeito de matriz € muito
intensificado quando se trata de espécies quimicas diferentes de N. Dessa forma,
considerando a ideia de obter um modelo de predi¢cdo geral, aplicavel a predicdo de
N organico nas amostras selecionadas, decidiu-se por avaliar modelos multivariados
gue pudessem contar com a contribuicdo simultanea das linhas e bandas estudadas

individualmente.

5.3 Modelagem Multivariada para predicédo do teor de N

A regressao linear simples (RLS) comumente utilizada como modelo de
predicdo nas tradicionais curvas analiticas (e previamente avaliada neste trabalho)
pressupbe uma relacdo direta entre causa e efeito, ou seja, a variacdo do sinal
analitico mensurado é causada pela variacdo da concentracédo do analito na amostra.
Embora uma relacéo direta entre os sinais de emissao e a concentragao de um analito
seja teoricamente prevista para as técnicas de emissdo Optica (SKOOG,2013), o
acentuado efeito de matriz que acomete as andlises por LIBS, nhormalmente deteriora
essa relacdo. Neste caso, uma uUnica variavel medida instrumentalmente perde o
potencial de explicar tudo sobre a variavel resposta (concentracdo do analito). Entéo,
a contribuicdo de mais de uma variavel pode ser uma solucéo para minimizar o efeito
de matriz. Como a técnica LIBS permite a aquisicdo simultanea de diversos sinais do
analito, ndo h& inconvenientes em se utilizar mais de um sinal para as predicdes
desejadas. Dessa forma, o modelo de regressao linear maltipla (RLM) foi avaliado

para as predi¢cdes do teor de N em diferentes amostras.
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Devido ao melhor potencial para predi¢do do teor de N demonstrado nos
métodos univariados, somente o padrdo de GIn foi selecionado para os estudos
envolvendo a RLM. Também com base nos estudos de calibracdo univariada, foram
pré-selecionadas como variaveis de entrada as intensidades de emissdo nos
comprimentos de onda de N (1) 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 nimero de variaveis utilizadas para o ajuste
da RLM, o método de selecao de variaveis M5 foi utilizado para selecionar, a partir do
conjunto de variaveis de entrada apenas as que fossem realmente relevantes para as
predicdes dos teores de N. Por meio do M5 foram selecionados o0s sinais de emissao
de N(II) 594,1nm e das bandas de CN a 385,1; 386,1 e 387,1 nm.

A partir das variaveis selecionadas, o0 modelo de calibracdo foi ajustado
considerando cada réplica dos padrdes individualmente (15 instancias, referentes as
triplicatas dos 5 padrbes de calibracdo). O modelo apresentou coeficiente de
correlacéo linear de 0,98 e erro médio absoluto com relacdo aos residuos de 0,65%
de N. A descricdo mateméatica do modelo ajustado encontra-se descrita ha equacao
3.

%N = 0,0348 * I3gs 1 + 0,0979 * I3g¢ 1 — 0,037 % I357, + 0,0083 * I5o, ; — 18,7469  (3)

Os resultados da modelagem mostram que apesar do método M5 descartar
trés variaveis referentes a bandas moleculares de CN, trés outras foram mantidas, o
gue ressalta a importancia desses sinais moleculares para as predi¢des almejadas. O
método também selecionou a linha de emissao de nitrogénio i6nico a 594,1 nm ,
sugerindo que apesar de sua menor contribuicdo para as predi¢cdes (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 € uma variavel
importante para obtencao de exatidado nas predigoes.

O modelo de calibrag&o obtido, foi entdo submetido ao processo de validacéo,
aplicando-o para a predicao dos teores de N nas diferentes amostras. Na Figura 11
encontram-se sintetizados em forma gréafica os resultados de validacdo do modelo
proposto e na tabela 7 os resultados numéricos dos teores de N determinados para
cada amostra e as respectivas comparac¢des com os valores de referéncia, por meio

da aplicacdo do teste t pareado ao nivel de confianca 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 referéncia Kjeldahl n=3 em ambos
0s métodos)

Teor de N (%)

Método
Amostra Kjeldahl SD-LIBS t- Calculado t-Tabelado

FA 2,26 + 0,042 3,78+ 1,59 2,46

FT 2,01 +0,13 4,23 +0,78 7,31

LP 4,36 + 0,33 5,61+1,09 2,98
9,92

CRM8435 4,02 + 0,06 3,27 £ 0,24 7,96

a=0,01
CRM1577 9,65 + 0,04 8,77 +1,32 1,72 n=3
Valor
Certificado
BCR178 26,1+0,01 12,36 £ 0,05 249,90

a) %N + desvio padrédo

Os resultados mostram que foi possivel determinar o teor de N organico com
exatiddo em diferentes matrizes usando o padrdo de Gln e um modelo de calibracéo
ajustado por RLM, o qual leva em conta majoritariamente bandas de emisséo
moleculares de CN. Apesar da exatidao nédo ter sido alcancada para a determinacao
de N inorganico presente na amostra de fertilizante, os severos efeitos de matriz
referentes as distintas composi¢cdes das demais amostras estudadas pode ser
minimizado utilizando o aminoacido glutamina. Esse aminoacido contém ligacdes
peptidicas C-N, o que sugere sua maior compatibilidade com o N organico/proteico
presente nas diferentes amostras escolhidas para esse estudo. Contudo, além da
maior compatibilidade quimica, os resultados mostraram que foi necessario contar

com a contribuicdo de diferentes sinais analiticos para alcancar a exatidao.
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6. Concluséo

O desempenho da técnica LIBS para determinacdo de N em diferentes
matrizes foi avaliado. As condi¢cdes analiticas operacionais foram sistematicamente
estudas e otimizadas para obtencdo de sinais confiaveis, com alta sensibilidade e
eliminacéo da contribuicdo do N presente no ar atmosférico.

Os resultados mostraram que a exatidao de predicdo por modelos lineares,
0s quais consideram uma relacéo de proporcionalidade direta entre um Unico sinal de
emissao, ndo pode ser alcancada devido aos severos efeitos de matriz que acometem
as analises por LIBS. Para minimizar o efeito de matriz e alcancar a exatidao, a
selecdo de padréo que contenha espécie de N compativel com a espécie presente
nas amostras foi fundamental.

No contexto das amostras selecionadas para esse estudo foi possivel obter
um método exato para determinacdo de N amoniacal em amostra de fertilizante
utilizando um padrédo contendo N inorganico ((NH4)2HPO4). Além disso, para esse
método o uso de um unico sinal analitico (N (1) 594,1 nm) foi suficiente para ajustar
um modelo de calibracdo, sugerindo que os efeitos de matriz sdo menos drasticos
para amostras menos complexas, contento o analito na forma inorganica. Ressalta-se
que para melhor avaliar esse modelo, outras amostras contendo N inorganico
precisam ser analisadas.

Para as matrizes mais complexas, as quais contém o analito na forma
organica/proteica, além da escolha do padrdo adequado foi necessario contar com a
contribuicdo de diferentes sinais espectrais para que a concentracao fosse predita
com exatiddo. Nesse contexto, as bandas de emissdo moleculares de CN
contribuiram efetivamente para o bom desempenho do modelo de predi¢do. Entre 0s
padrées contendo N organico, o aminoacido glutamina foi o0 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 determinacdo de N em diferentes matrizes e
também propor dois métodos simples, rapidos e limpos para a determinacéo de N

organico e inorganico em diferentes matrizes.
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