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RESUMO

SILVESTRE, Daniel Menezes. Avaliagdo de pardmetros na analise direta de
madeira por LIBS. 2017. 122p. Tese (Doutorado) - Programa de Pos-Graduacao
em Ciéncias (Quimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

A espectrometria de emisséo optica com plasma induzido por laser (LIBS) tem
se tornado uma técnica muito atrativa e bastante explorada nas andlises quimicas e
tem ganhado destaque devido a disponibilidade de instrumentos portateis, o qual
possibilita a andlise in situ. Por outro lado, a analise quantitativa tem sido
considerada o “calcanhar de Aquiles” da técnica, face as suas dificuldades em
executa-la, em especial devido a complexa interacdo laser-matriz. Nesse contexto, o
uso de métodos de calibracéo apropriados é imperativo. Neste trabalho avaliou-se a
possibilidade de empregar LIBS na identificacdo, discriminacdo e quantificacao
elementar em amostras de madeira, uma vez que essa matriz tem grande
importancia econdmica e ambiental. O desenvolvimento de método envolveu a
otimizacao dos parametros instrumentais (diametro de focalizacdo de 50 um, energia
por pulso de 20 mJ, taxa de repeticdo de 10 Hz, tempo de atraso de 0,25 us, padréo
de analise percurso, 300 pulsos de laser, deslocamento da amostra de 0,15 mm/s e
fluxo de argbnio de 1,0 L/min), bem como a avaliacdo da influéncia da umidade,
tamanho de particula e homogeneidade nos resultados analiticos. Diversos métodos
de calibracdo também foram estudados, entre eles, a calibragdo empregando
diferentes CRMs que geraram resultados com erros relativos superiores a 30%.
Calibracao construida com madeira Pinus adicionada com concentracdes crescentes
de analito foi a que apresentou os melhores resultados (erros relativos< 20%). Outra
abordagem envolveu a confeccdo de um branco analitico por meio da lavagem da
madeira, seguida pela adicdo elementar o qual apresentou resultados com erros
relativos de até 14%, mostrando-se bastante promissora. Apesar disso, aplicacdes
em amostras in natura ndo é trivial devido a sua baixa homomogeneidade e
especialmente devido ao fato de o analito naturalmente presente na amostra
interagir de forma diferente ao analito artificialmente adicionado a matriz. A
aplicagcéo do LIBS na avaliagédo da distribuicdo elementar nos anéis de crescimento
de arvores foi eficiente, assim como na discriminagéo e identificacdo de amostras de
madeira que atingiu 100% de exatidao no indice de acerto quando aplicado KNN.

Palavras-chave: LIBS, emissdo atbmica, andlise direta, madeira, calibragéo,

classificacao.



ABSTRACT

SILVESTRE, Daniel Menezes. Evaluation of parameters in direct analysis of
wood by LIBS. 2017. 122p. PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto
de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo.

Laser-induced breakdown spectroscopy (LIBS) has become a very attractive
and well-exploited technique in chemical analysis and has gained prominence due to
the availability of portable instruments, which enables in situ analysis. On the other
hand, quantitative analysis has been considered the "Achilles heel" of this technique,
especially due to the strong matrix interference caused by complex laser-matrix
interaction. In this context, the use of appropriate calibration methods is imperative.In
this work the possibility of using LIBS in the identification, discrimination, and
elemental quantification in wood samples was evaluated, since this matrix has an
economic and an environmental importance. The method development involved the
optimization of the instrumental parameters (50 pm of spot size, 20 mJ of energy by
pulse, 10 Hz of pulse repetition rate, 0.25 ps of delay time, raster, 300 laser pulses,
sample velocity of 0.15 mm/s and argon flow of 1.0 L/min), as well as the influence of
moisture, particle size and homogeneity onto the analytical results. Several
calibration methods were also studied, among them, the calibration using different
CRMs which was not a good purpose since relative errors higher than 30% on the
results were found. The calibration made with Pinus wood spiked with increasing
concentrations of analytes showed the best results (relative errors <20%) for wood
analysis. Another approach involved the preparation of an analytical blank by
washing wood samples with 0.1% HNOj;, followed by spiking of increasing
concentration of analytes. In this case, relative errors of up to 14% were found,
suggesting it is a promising approach. Despite this, applications of these proposed
methods in quantitative analysis of in natura wood samples are not trivial due to their
low homomogeneity and especially due to the differences on interaction between
laser and naturally occurring analyte and artificially spiked analyte. The application of
LIBS in the evaluation of the elemental distribution in the tree growth rings was
efficient, as well as in the discrimination and identification of wood samples since
100% accuracy were reached when KNN was applied.

Keywords: LIBS, atomic emission, direct analysis, wood, calibration, classification.
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1. INTRODUCAO

A espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser (Laser-
induced breakdown spectroscopy, LIBS) é uma técnica analitica promissora, por
realizar medidas multielementares, rdpidas e com baixa manutencdo se comparada
a outras técnicas espectroscopicas. O mais interessante € o fato de possibilitar a
analise direta dos materiais minimizando ou até mesmo dispensando a etapa de
preparo das amostras. A grande dificuldade, no entanto, € a complexidade da
interacdo laser-matéria que ainda ndo é totalmente compreendida e gera fortes
efeitos de matriz, dificultando a realizacdo de andlises quantitativas, que é
considerada pela comunidade cientifica mundial como o “calcanhar de Aquiles” da
técnica. Nesse sentido, a adequada otimizacdo instrumental, assim como o uso do
método de calibracdo adequado sdo imperativos para Vviabilizar analises
guantitativas de amostras complexas, tal como a madeira que € a matriz investigada
nesse trabalho.

A madeira é um material de elevado interesse comercial, além de apresentar
grande importancia ambiental. A exploracao ilegal da madeira é uma dura realidade
e requer a fiscalizacdo para ser combatida. Nesse contexto, LIBS se torna uma
interessante ferramenta para ser utilizada na classificacdo e discriminacdo de
diferentes espécies de madeiras, o qual foi realizado com sucesso nesse trabalho.
Também esté proposto nesse trabalho a aplicagdo de LIBS nas analises dos anéis
de crescimento de troncos de arvores, cuja composi¢cdo depende do meio em que
elas vivem. O estudo mais desafiador, no entanto, foi avaliar a aplicabilidade de
LIBS nas medi¢cdes quantitativas de alguns elementos em amostras de madeira.
Foram avaliados a influéncia dos parametros instrumentais, parametros da amostra
como composi¢do quimica da matriz, tamanho de particula do material, umidade,
condicbes de ablacdo, entre outros, na precisdao e exatiddo dos resultados.
Diferentes estratégias de calibracéo, na tentativa de viabilizar analise quantitativa de
madeira por LIBS, foram estudadas e os resultados sdo apresentados. O objetivo
final dessa tese foi apresentar o estado da arte e as tendéncias de aplicagbes em
LIBS e, especialmente, os desafios que ainda precisam ser vencidos para viabiliza-la

como uma técnica de rotina em analise quantitativa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A espectrometria de emissdo Optica com plasma

induzido por laser, LIBS

A espectrometria de emissao Optica com plasma induzido por laser (LIBS) é
uma técnica de analise direta tal como a Andlise por Ativacdo Neutrdnica
Instrumental (INAA), Fluorescéncia de Raio-X (XRF), Espectrometria de Emissao
Optica (ou Massas) com Plasma Indutivamente Acoplado e Vaporizacéo
Eletrotérmica (ou Ablacdo a Laser) (ETV-ICP OES/MS e LA-ICP OES/MS),
Espectrometria de Absorcdo Atdbmica em Forno de Grafite e Andlise Direta de
Solidos (SS-GF AAS), entre outras (ZEISLER, 1998). As principais vantagens destas
técnicas sdo 0 menor risco de contaminac¢ao ou perda de analitos, a rapida obtencéo
de resultados, a pequena quantidade de amostra requerida (m < 100 pg) e geracéo
de residuo, o aumento da detectabilidade pela n&o diluicho da amostra e a
disponibilidade de instrumentos portateis (ainda em desenvolvimento devido a
limitagBes técnicas) que possibilitam analises em campo. (BELARRA et al., 2002;
SENESI et al, 2014; GOMES et al., 2014). LIBS surgiu juntamente com o
desenvolvimento dos lasers na década de 1950, quando Shawlow e Townes
realizaram os primeiros estudos sobre a amplificacdo de ondas eletromagnéticas. Na
década seguinte, com o desenvolvimento do laser de Rubi por Maiman, Brech e
Cross, este dispositivo foi utilizado para inducdo de um plasma sobre a amostra, o
qual foi posteriormente aplicado analiticamente por Debras-Guédon e Liodec. E
neste cenario que muitos consideram o nascimento da técnica LIBS (RADZIEMSKI,
2002; RADZIEMSKI & CREMERS, 2013).

Nas andlises realizadas por LIBS, a incidéncia de pulsos de laser com
elevada energia é capaz de realizar a amostragem de poucos microgramas do
material e gerar um plasma com temperatura superior a 10000 K (Figura 1a),
responsavel pela excitacdo de atomos, ions e espécies moleculares, que ao
retornarem ao estado fundamental emitem um espetro de emissdo caracteristico
coletados por um sistema Optico responsavel pela separacdo da radiacdo em
diversos comprimentos de onda, os quais chegam a um detector (SNEDDON & LEE,
1998; RUSSO, MAO & MAO; SANTOS JUNIOR et al, 2006; MIZIOLEK,
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PALLESCHI & SCHECHTER, 2006; CREMERS & RADZIEMSKI, 2006; SINGH &
THAKUR, 2007; NOLL, 2012; RUSSO et al., 2013). A Figura 1b resume estes

eventos presentes em alguns tipos de analises por LIBS.

Figura 1: (a) Foto de um plasma gerado pela incidéncia de pulsos de laser sobre uma amostra
de madeira e (b) resumo de eventos presentes em alguns tipos de analise por LIBS.
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A interacdo de um feixe de laser com a matéria € um processo complexo e
ainda ndo é totalmente explicado (MIZIOLEK, PALLESCHI & SCHECHTER, 2006;
CREMERS & RADZIEMSKI, 2006; SINGH & THAKUR, 2007; NOLL, 2012; RUSSO
et al., 2013; FORTES et al., 2013). Sabe-se que ha uma energia minima que deve
ser depositada sobre a amostra (normalmente denominada fluéncia ou irradiancia
minima) para iniciar o processo de ablacao e formacéo do plasma (RUSSO, MAO &
MAO, 2002). Este limiar energético depende de propriedades relacionadas ao laser
e a amostra, tais como comprimento de onda do feixe de radiacdo, energia dos
fotons, duracéo e taxa de repeticdo dos pulsos de laser, absorcéo e dissipacdo de
energia na amostra, entre outros (MIZIOLEK, PALLESCHI & SCHECHTER, 2006;
CREMERS & RADZIEMSKI, 2006; SINGH & THAKUR, 2007; NOLL, 2012; RUSSO
et al., 2013; FORTES et al., 2013). A explicacdo mais recorrente dos principios
basicos da técnica diz que os fotons presente no laser podem ser absorvidos por
elétrons presentes na amostra (bremsstrahlung inverso) e com uma fluéncia
suficiente ha a quebra de ligagbes quimicas desencadeando o0s processos de

atomizacdo, ionizacdo, colisbes entre espécies e aumento da temperatura,
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densidades ibnicas e eletronicas da regidao, formando-se assim o plasma (RUSSO,
MAO & MAO, 2002; MIZIOLEK, PALLESCHI & SCHECHTER, 2006; CREMERS &
RADZIEMSKI, 2006; SINGH & THAKUR, 2007; NOLL, 2012; RUSSO et al., 2013;
FORTES et al., 2013). Dependendo das condi¢cdes experimentais, este plasma pode
ainda interagir com o feixe de radiagdo, fendmeno conhecido como efeito de
blindagem, alterando parametros como a temperatura e taxa de ablacdo do material.

2.2. Andlise quantitativa de materiais vegetais por LIBS

Assim como em outras técnicas, a otimizacdo de parametros instrumentais de
LIBS para cada tipo de matriz analisada € essencial para obtencdo de resultados
analiticos exatos e precisos (SENESI et al., 2014). Propriedades do laser
(comprimento de onda, energia, nimero e taxa de repeticdo dos pulsos),
propriedades do ambiente (composicdo da atmosfera), aparato instrumental
(distancia da lente convergente em relacdo a amostra ou diametro de focalizacao),
estratégias de coleta de dados (tempos de atraso e integracdo, selecdo dos
comprimentos de emissao), entre outros, sdo alguns dos parametros que podem ser
investigados almejando obtencdo dos resultados analiticos isentos de erros
(STAVROPOULOS et al., 2004; TOGNONI et al., 2002; CARVALHO et al., 2012). Os
resultados analiticos podem também ser afetados por caracteristicas fisicas e
guimicas da amostra, tais como calor latente de fusdo e vaporizacdo, condutividade
térmica, tamanho de particula do material, umidade, presenca de espécies
facilmente ionizaveis ou em diferentes formas quimicas, entre outras, podendo
resultar em alteracfes na quantidade de massa tomada para analise ou nhos
processos que o analito sofre desde ablacdo até a emissdo de radiacao
eletromagnética (MIZIOLEK, PALLESCHI & SCHECHTER, 2006; TOGNONI et al.,
2002). Alem disso, o fato de uma pequena massa de amostra ser requerida pode se
tornar uma desvantagem desde que pode aumentar a imprecisdo dos resultados.
Todos esses parametros tornam complexo o processo de interacéo entre o laser e a
amostra e, consequentemente, medidas quantitativas se torna uma tarefa nada
simples, sendo esta considerada o “calcanhar de Aquiles” da técnica. Os efeitos de
matriz, a heterogeneidade para pequenas massas de amostra e a pequena

disponibilidade de materiais de referéncia certificados (CRM) de matriz e



17

concentracdo adequados para calibragdo sao as principais dificuldades destacadas
(SNEDDON & LEE, 1998; HAHN & OMENETTO, 2010; HAHN & OMENETTO,
2012). Assim, o desenvolvimento de métodos quantitativos de analise de amostras
complexas por LIBS é um dos grandes desafios.

A realizacdo de medi¢cOes quantitativas depende da correta calibracdo do
método. Idealmente os materiais utilizados na calibracdo necessitam ter uma
composicdo matricial similar a amostra para minimizar os indesejaveis efeitos de
matriz que podem afetar a precisdo e especialmente a exatiddo dos resultados. Em
geral, faz-se uso de CRMs de composicdo matricial similar & amostra nas
calibracdes dos métodos, entretanto, os altos custos agregados a esses materiais
associada a pequena disponibilidade de materiais com matriz e concentracdo de
analitos adequadas tornam a calibracdo algo néo trivial (SNEDDON & LEE, 1998;
SANTOS JUNIOR et al., 2006). Além disso, a maioria dos CRMs comercialmente
disponiveis sdo homogéneos para massas superiores a 100 mg, massa esta muito
superior a aquelas empregadas nas analises por LIBS (na ordem de ug),
comprometendo, portanto, a precisdo e exatiddo dos resultados. Senesi et al.
(2014) empregaram com sucesso 0s CRMs de origem vegetal para calibracdo dos
métodos LIBS e medicdes quantitativas de diversos elementos quimicos em plantas.
Trevizan et al. (2008 e 2009) também usaram a mesma estratégia nas medicdes
guantitativas de macro e micronutrientes em amostras de plantas, entretanto, alguns
dos resultados foram considerados ndo concordantes com os valores de referéncia
devido aos efeitos de matriz entre os materiais, decorrentes de diferencas na
composicdo quimica, distribuicdo do tamanho de particula, porosidade da pastilha,
presenca de concomitantes, entre outros. Pouzar et al. (2009) enfrentaram a mesma
dificuldade na andlise de vegetais, obtendo-se resultados satisfatérios somente
guando utilizados materiais calibrantes com composicéo similar as amostras. Sun et
al. (1999) também observaram diferengas significativas na sensibilidade das curvas
de calibracdo quando utilizadas misturas de celulose e CRMs vegetais para o
preparo dos padrdes de calibragdo, assim como Braga et al. (2010), que notaram
algumas diferengas no comportamento de calibracdes realizadas com materiais
vegetais de diferentes matrizes apOs analise direta por LIBS, as quais foram
atribuidas a efeitos de matriz.

Alternativamente ao uso de CRMs para calibracdo dos métodos de analise

em LIBS, ha a possibilidade do desenvolvimento de padrbes de calibracdo pela
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adicdo de analito sobre a matriz desejada ou diluicdo desta com materiais
apropriados. Kim et al. (2012) misturaram CRMs de espinafre ou arroz com lactose
anidra para preparar os materiais calibrantes e obtiveram bons resultados nas
analises dos materiais. Gomes et al. (2013) apresentaram uma estratégia de diluicdo
de amostras de plantas com o mesmo material submetido previamente a uma
extracao 4cida, sendo obtido resultados concordantes com os valores de referéncia
para amostras de folhas de cana-de-acucar. Silvestre et al. (2016) também
obtiveram bons resultados na determinacdo de Ba, Ca, K e Mn em amostras de
tabaco empregando curvas de calibracdo construidas com a propria matriz
submetidas a diluigdo com celulose e adi¢do de analito. Cho et al. (2001) optaram
somente pela adicdo de solucbes padrdes dos analitos sobre farinha para o preparo
de padrbes de calibracdo com composicdo similar a amostra, estratégia também
adotada por Garcimuiio et al. (2013) para medi¢bes quantitativas de Cu em algas
por LIBS. Zhu et al. (2012) em estratégia semelhante prepararam padrdes de
calibracdo para determinacdo de Pb por LIBS empregando bambu como material
adsorvente. Ja Nunes et al. (2010), Souza et al. (2013) e Guerra et al. (2015)
calibraram o método empregando um grande nimero de amostra de cana-de agucar
contendo concentragfes variadas dos analitos para analisar esse tipo de amostra.
Estratégia semelhante foi adotada por Peruchi et al. (2014) ao analisar amostras de
farinha de trigo. Uhl et al. (2001) e Gething et al. (2009) realizaram a identificacdo de
madeiras tratadas com conservantes empregando LIBS, porém tiveram dificuldades
na realizacdo de andlises quantitativas nos fragmentos de madeira, possivelmente
devido a elevada heterogeneidade do material.

Considerando que a calibracdo é etapa crucial nas analises quantitativas por
LIBS, o desenvolvimento de estratégias simples de calibragdo que permitam
contornar os problemas relacionados ao efeito de matriz proveniente dos diferentes
tipos de matrizes se faz necessario. A especificidade de cada amostra e a
heterogeneidade para pequenas massas Iindicam a necessidade do
desenvolvimento de estratégias de preparo de amostra e tratamento de dados que
aumentem a preciséo e exatiddo dos resultados (SENESI et al.; 2014). Gomes et al.
(2011) avaliaram o processo de moagem de folhas e perceberam que diferencas na
guantidade de fibra e celulose entre os materiais faz com que as amostras
requeiram diferentes tempos de moagem para obtencdo de similares distribuicbes

de tamanhos de particula, parametro normalmente crucial para obtencdo de bons
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resultados analiticos por LIBS, j& que afeta a homogeneidade, ablacdo do material e
a eficiéncia de decomposicéo da particula no plasma (CARVALHO et al., 2015). Na
determinacdo de B, Cu, Fe, Mn e Zn em materiais de referéncia de diversos
vegetais, verificaram-se que os tamanhos e geometrias das crateras formadas pelo
laser, apos a analise, variou de acordo com a matriz, decorrente principalmente da
estrutura e distribuicdo do tamanho de particula do material, fatores estes que
podem afetar os resultados analiticos (TREVIZAN et al., 2009). Gomes et al. (2014)
empregando LA-ICP OES também verificaram diferencas na quantidade de massa
ablada em pastilhas preparadas com materiais vegetais submetidos a diferentes
tempos de moagem, as quais foram minimizadas com o uso de Sc adicionado sobre
0 material como padrdo interno. Muitas vezes a utilizacdo de um elemento
majoritario e naturalmente constituinte da amostra como padréo interno € uma boa
estratégia na tentativa de aumentar a precisdo dos resultados em LIBS. Uhl et al.
(2001) e Gething et al. (2009) empregaram tal estratégia, utilizando a razdo dos
sinais do analito pelo sinal de carbono para calibragcdo dos métodos, na analise de
madeiras tratadas com conservantes para melhorar a correlacdo da curva analitica
de calibracdo. Silvestre et al. (2015) também verificaram que o uso do padréo
interno (linhas de emissdo de C) para calibragdo do método LIBS minimizou efeitos
de matriz entre madeira e materiais vegetais provavelmente decorrentes de

diferencas na ablacéao.

2.3. Importancia da identificacdo de madeira.

Ao longo dos anos a cobertura vegetal da Terra reduziu drasticamente
principalmente devido a acdo do homem sobre as florestas (FAO, 2013). A
realizacdo de atividades agropecuarias, urbanizacdo, extracdo de minérios e
exploracdo de madeira sdo as principais acdes humanas que promovem a
devastacdo da vegetacdo (INPE, 2013), algo preocupante visto que a perda da
cobertura vegetal pode implicar em uma série de fatores negativos como a
destruicdo do habitat de milhBes de espécies animais e vegetais, alteracdes no ciclo
hidrologico e mudancas climaticas (NATIONAL GEOGRAPHIC, 2013). Segundo a
Maplecroft (2013), o Brasil € um dos paises com as maiores taxas de desmatamento

no mundo, ficando atrds apenas de paises como Nigéria, Indonésia, Coréia do
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Norte, Bolivia, Papua Nova Guiné, Republica Democratica do Congo e Nicaragua. O
Brasil é afetado pelo desmatamento desde o seu descobrimento no século XVI,
inicialmente decorrente da extracdo de madeira, sendo posteriormente intensificada
pela extracdo de minérios e pecuéaria no final do século XVII (POLICIA MILITAR
AMBIENTAL DO BRASIL, 2013). No século XX, a elevada imigracdo para o pais e
necessidade de grandes extensdes territoriais para o desenvolvimento de atividades
agropecuarias aumentaram ainda mais a quantidade de areas degradadas no pais
(IBAMA, 2013) e atualmente a soma de toda devastacdo nos mais e 500 anos de
historia do pais resulta em uma perda estimada de mais de 300 milhdes de hectares
de matas brasileiras (3 milhdes de km?), representando aproximadamente 35% de
todo territério nacional (IBAMA, 2013). A elevada taxa de desmatamento ainda
recorrente € algo preocupante, ja que segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas
para Agricultura e Alimentacdo (FAO), a cobertura vegetal do Brasil representa
aproximadamente 15% da cobertura mundial.

Segundo um relatério da Organizacdo das NacgBes Unidas (ONU) e da
Interpol, grande parte do desmatamento em paises tropicais da Bacia Amazénica,
Africa Central e Sudeste Asiatico sdo realizados por organiza¢des criminosas. Com
a baixa fiscalizacdo das regides, 0s criminosos conseguem lucros totais de 30 a 100
bilhdes de dolares ao ano, representando cerca de 30% de todo o comércio de
madeira mundial (ONU, 2013). A mistura de madeira ilegal com a madeira legalizada
durante o transporte ou nas usinas de beneficiamento (‘lavagem de madeira”) é
comumente realizada pelos criminosos para enganar a fiscalizagdo. Inicialmente
ocorre a exploragcdo de espécies mais valiosas como 0 mogno (Swietenia
macrophyla), ipé (Tabebuia sp) e cedro (Cedrela odorata), e posteriormente a
extracdo de outras espécies como jatoba (Hymenea coubaril) e macaranduba
(Manilkara sp.), gerando assim uma grande area degradada em um periodo de
aproximadamente 5 a 15 anos (GREENPEACE, 2013). Na Amazonia Oriental,
espécies como 0 pau-amarelo (Euxylophora paraensis), mogno (Swietenia
macrophylla), ipé (Tabebuia seratifolia), cedro (Cedrela Odorata), jatoba (Hymenae
courbaril), ucudca (Virola surimensis), andiroba (Carapa guianensis), freijo (Cordia
goeldiana), macaranduba (Manikara huberi), pau-roxo (Peltogyne paradoxa) e
macacauba (Platymiscium trinitatis) correm risco de extincdo devido a grande
exploracdo visto que possuem um alto valor comercial, variando de 300 a 900

délares o valor do m® de madeira serrada (IMAZON, 2013). A lista de espécies com
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este risco é imensa e pode ser consultada na Instrucdo Normativa n°6 de 23 de
Setembro de 2008 (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2008). Entre os principais
passos para reduzir o desmatamento irregular € reduzir os lucros das atividades
criminosas, impedir novos investimentos para exploracao irregular de madeira e
aumentar a probabilidade de apreensao e condenacao de criminosos (INTERPOL,
2013). Assim, a identificacdo de madeira é algo muito importante em termos de
fiscalizacdo, certificacdo de madeiras e aplicacdo de processos juridicos. Tal
identificacdo pode ser utilizada para dar confiabilidade a exportadores, importadores
e consumidores de madeira (EMBRAPA, 2013).

2.4. LIBS na analise de madeira.

A identificacdo de madeira pode ser realizada macro ou microscopicamente.
Quando feita macroscopicamente, aspectos organolépticos e sensoriais como cor,
brilho, odor, gosto, gra, textura, densidade, dureza, camadas de crescimento, poros,
raios, entre outros, sao utilizados. A identificacdo microscopica envolve as
caracteristicas do tecido vegetal, como os tipos de pontuacdes, ornamentacdes da
parede celular, composicdo celular dos raios, dimensdes celulares, entre outras.
Tratam-se de tarefas nao triviais, pois necessitam de profissionais treinados para tal
fim, além da disponibilidade de exemplares de madeira para devidas comparacdes e
identificacdo (ZENID & CECCANTINI, 2013). A madeira € constituida
majoritariamente  por  estruturas  poliméricas baseadas em  celulose
(aproximadamente 33 - 51% m/m), hemiceluloses (aproximadamente 28 - 35%) e
lignina (aproximadamente 22 - 29%) dependendo da madeira. Outras espécies de
baixo peso molecular, tais como o0s extrativos e a fracdo inorganica (cinzas)
constituem o restante do material (DEMIRBAS & DEMIRBAS, 2009). Os elementos
majoritarios sdo C (aproximadamente 50% m/m), H (aproximadamente 5% m/m), O
(aproximadamente 44% m/m) e N (aproximadamente 1% m/m). Elementos como Al,
As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Na, Ni, P, Pb, Sb, Se, Si, entre outros, estao
presentes na madeira em menores concentracbes. Trata-se de um material
heterogéneo e a quantidade desses elementos normalmente esta relacionada ao
tipo de planta, local de crescimento, idade, entre outras (DEMIRBAS, 2003). Ha uma

grande importancia no desenvolvimento de métodos analiticos rapidos e baratos
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para identificacdo e determinagdo elementar em materiais vegetais utilizados em
remediagcdo ou monitoramento do ambiente (SENESI et al., 2014), para o controle
de qualidade do material processado e comercializado ou para criagcdo de
estratégias de cultivo que aumentem a qualidade das plantas (GOMES et al., 2014).
Medidas quantitativas elementares em amostras de madeira normalmente
envolvem técnicas que requerem etapas de decomposicdo da amostra (MISRA,
1993; KUHN et al.; 1997; DEMIRBAS, 2003; GORECKA et al., 2006). Comumente
as amostras de madeira sdo convertidas em cinzas apos tratamento térmico a altas
temperaturas (>575°C) e realizada sua andlise por técnicas espectrofotométricas
para determinagdo da composicdo elementar (PETTERSEN, 1984). Diferentes
concentracbes de Ca, K e Mg foram encontradas por Kihn et al. (1997) em
diferentes secc¢bes de tronco de arvores enquanto Calva-Vazquez et al. (2006) e Cui
et al. (2013) verificaram tais diferencas em anéis de crescimento dos troncos dos
vegetais. A analise dendroquimica realizada por Cui et al. (2013), empregando a
espectrometria de emisséo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) apos decomposicdo acida das amostras
pode ser destacada. Estudos semelhantes foram conduzidos por Calva-Vazquez et
al. (2006) que empregou técnicas de andlise direta como a Emissdo de Raios-X
Induzida por Particulas (PIXE) e Espectroscopia de Retrodispersao de Rutherford
(RBS) para guantificacdo elementar nos diferentes anéis de crescimento de arvores.
Entretanto, pensando-se em uma possivel andlise de campo, poucas técnicas sao
capazes de atender esta demanda devido a limitac6es técnicas. Além das vantagens
das técnicas de andlise direta j4 anteriormente descritas, LIBS pode ser considerada
uma técnica promissora para tal finalidade por ter caracteristicas de determinacgéo
multielementar e simultanea, aliada ao fato de haver a possibilidade de
portabilidade, que permite a analise in situ (FICHET et al., 2006). Cordeiro et al.
(2012) realizaram com sucesso a discriminagéo de 4 espécies de madeira utilizando
os sinais de emisséo de Al, B, Ca, Mg, Zn, Cu, Mn, Fe, Na e Si obtidos por LIBS e
Andlise de Componentes Principais (PCA). Uhl et al. (2001), Solo-Gabriele et al.
(2004), Martin et al. (2005), Gething et al. (2009) e Aono et al. (2012) empregaram
estratégia semelhante para discriminarem madeiras submetidas a diferentes
tratamentos com conservantes. Alteracbes na composi¢cdo quimica de troncos de
arvores expostas a incéndios florestais puderam também ser observadas por meio

da analise por LIBS e uso de ferramentas quimiométricas (MARTIN et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho visou ao desenvolvimento de métodos de medicdo quantitativa
de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn em amostras de madeira por LIBS. Foi avaliada a
influéncia dos principais parametros instrumentais e da amostra que afetam a
precisdo e a exatiddo dos resultados analiticos. Visando a analise quantitativa,
algumas estratégias de calibracdo foram investigadas, entre eles o uso de CRMs de
diversos tecidos vegetais e o uso de materiais secundarios submetidos a etapas de
adicdo com os elementos de interesse. A distribuicdo elementar em anéis de
crescimento de troncos de arvore e a identificacdo de diferentes amostras de
madeira utilizando os resultados obtidos e ferramentas quimiométricas também

fizeram parte deste trabalho.
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Instrumentacgéao

Dois sistemas LIBS de bancada foram utilizados para os estudos: o sistema
comercial J200 Tandem (Applied Spectra, CA, EUA) e um sistema LIBS né&o
comercial. Na Figura 2a € apresentado um esquema do sistema J200 Tandem
composto por laser Q-Switched Nd:YAG (Ultra 100, Quantel, EUA), operando no
comprimento de 266 nm, com feixe de laser de 4 mm de diametro, com energia
maxima de até 25 mJ por pulso e duracdo de 6 ns (valores adotados de acordo com
informagdes do fabricante), com a capacidade de operar com taxa de repeticdo de
até 20 Hz. As medidas de emisséo de radiacdo foram feitas por um espectrometro
de alta resolucao (Czerny-Turner) com 6 canais (6 intervalos espectrais de detecc¢ao)
CCD (charge-coupled device, Aurora, Applied Spectra, EUA) com cobertura
espectral de 186,132 — 1044,359 nm e um tempo fixo de integragédo de 1,05 ms. O
LIBS ainda possui um sistema que permite o preenchimento e fluxo de argénio
dentro da camara de ablacdo. Na Figura 2b € apresentado o sistema LIBS né&o
comercial empregado nas andlises, o qual possui laser pulsado de Nd:YAG (Brilliant,
Quantel, Franca) operando no comprimento de onda fundamental (1064 nm)
produzindo pulsos de laser com 6 mm de diametro, energia maxima de 365+ 3 mJ e
5 ns de duracdo, a uma taxa de repeticdo de 10 Hz. Uma lente convergente plano-
convexa de silica fundida (2,54 cm de didmetro e distancia focal de 20 cm, Newport,
EUA) foi utilizada para focar o laser sobre a superficie da amostra. A coleta da
emissado de radiacdo do plasma foi realizada em um sistema 6ptico composto por
lentes plano convexas convergentes, de silica fundida, com distancia focal de 50 e
80 mm (LLA Instruments GmbH, Alemanha), acoplado, com o auxilio de uma fibra
Optica, a um espectrdbmetro com montagem Optica Echelle (ESA 3000, LLA
Instruments GmbH, Alemanha) e deteccéo por um ICCD (intensified charge-coupled
device) que possibilita a aquisicdo de sinais de emisséo na regiao entre 200 e 780
nm. Sobre a superficie da amostra um dispositivo permite um fluxo de argénio de até
5,0 L/min.
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Figura 2: Esquema dos sistemas LIBS utilizados. a: J200 Tandem, b: sistema LIBS néo

comercial.
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Determinacdes elementares nas amostras submetidas a decomposicao acida
foram realizadas com um espectrometro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES, iCAP Series 6000, Thermo Fisher Scientific,
Cambridge, Inglaterra) com vista axial e radial, detector simultaneo CID, intervalo de
trabalho de 166,25 a 847,00 nm, policromador Echelle com 52,91 linhas/mm e fonte
de radiofrequéncia de 27,12 MHz que permite ajuste de poténcia aplicada de 750 a
1350 W, equipado com sistema composto por um nebulizador Burgener Mira Mist® e
uma camara ciclonica, ambos de quartzo. Estufa (317M-TIMER, Quimis, Diadema,
Brasil) e liofilizador (Thermo Fisher Scientific, EUA) foram utilizados para secagem
dos materiais. A moagem do material foi realizada em um moinho criogénico (MA
775, Marconi, Piracicaba, Brasil). A separacdo das amostras em diferentes
tamanhos de particula foi realizada com uma peneira vibratoria equipada com
peneiras com dois tamanhos de abertura (100 e 50 um) (Retsch, AS 200,
Alemanha). A decomposicdo acida dos materiais foi realizada em forno de micro-
ondas (Berghof Speedwave® four, Alemanha). Centrifuga para tubos (Q222TM,
Quimis, Diadema, Brasil) foi empregada na separacdo de sobrenadante da fase
sélida ap6s decomposi¢cédo 4cida assistida por micro-ondas. Para transformacdo do
material moido em pastilhas foi utilizado uma prensa hidraulica automética (X-Press
3635, Spex Sampleprep, Reino Unido). As pesagens dos materiais foram realizadas
em balanca analitica (Mettler Toledo, Sao Paulo, Brasil).
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4.2. Materiais e Reagentes

Aproximadamente 10,0 - 50,0 g de amostras de madeira de diferentes
espécies e com dimensdes entre 0,1-10,0 x 0,1-6,0 x 0,1-1,0 cm (comprimento X
largura x altura) foram obtidas em serralherias locais. Dentre elas estdo: Cedro-rosa,
Mogno, Tamarindo, Pau-marfim, Pinus, Eucalipto, Peroba, Cedrinho, Ipé, Jatoba,
Cedroarana, Imbuia, Caxeta e Cumaru (Cedrela sp., Swietenia sp., Dialium sp.,
Balfourodendron sp., Pinus sp., Eucalyptus sp., Aspidosperma sp., Erisma sp.,
Tabebuia sp., Hymenaea sp., Cedrelinga sp., Ocotea sp., Simarouba sp. e Dipteryx
sp., respectivamente) (MADEIRAS BRASILEIRAS, 2017; THE WOOD DATABASE,
2017). Uma amostra de Cedrela fissilis (seccdo de um tronco de Cedro) proveniente
de Séo Paulo (Brasil), 14 amostras de Hymenaea courbaril (Jatoba) e 8 amostras de
Aspidosperma polyneuron (Peroba) provenientes de Rondodnia e Sdo Paulo (Brasil),
respectivamente, foram providenciadas pelo Departamento do Boténica do Instituto
de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (IB-USP). Celulose pulverizada (3642
Cellulose Binder, Spex SamplePrep PrepAid™, EUA) foi utilizada nos estudos de
calibracdo do método LIBS. Os CRMs de origem vegetal SRM 1573a- tomato
leaves, SRM 1515- apple leaves, SRM 1547- peach leaves, SRM 3234- soy flour e
SRM 1575a- pine needles, proveniente do NIST (National Institute of Standards and
Technology, EUA), foram utilizados nos estudos de calibracdo do método LIBS e
avaliacdo da exatiddo de métodos. Estes materiais foram escolhidos devido a sua
disponibilidade no laboratério e maior semelhanca possivel com a madeira. Todos
0s materiais foram armazenados em ambiente seco, abrigados da luz e em frascos
de polipropileno devidamente limpos e descontaminados.

Para o preparo das soluc@es, utilizou-se agua deionizada de alta pureza (18
MQ/cm) obtida pelo sistema de ultrapurificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, EUA). Solugbes aquosas de Ca(ll), Fe(lll), K(I), Mg(ll), Mn(ll), Na(l) e Zn(ll)
foram preparadas em meio de HNO3; (Merck, Darmstadt, Alemanha) por sucessivas
diluicdes da solugdes estoques de 1000 mg/L de CaCl,, FeCls, KCI, MgCl,, MnCl,,
NaCl e ZnCl, (Merck, Darmstadt, Alemanha). Solu¢ao estoque 15000 mg/L de Ca(ll),
K(l) e Mg(ll) foram preparadas a partir da dissolugdo de sais de CaCl,, KNOj e
Mg(NO3),.6H,O (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Para

decomposicao das amostras foram utilizados acido nitrico (65%, m/m) e peréxido de
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hidrogénio (30%, m/m) (Merck, Darmstadt, Alemanha). Todas as solu¢cdes foram
armazenadas em frascos de polipropileno previamente limpos e descontaminados
(Sarstedt AG & Co, Alemanha).

4.3. Procedimento

4.3.1. Descontaminacdo dos materiais

Toda a vidraria e frascos de polipropileno utilizados foram lavados com agua
e detergente, enxaguados com agua de torneira e com agua destilada, preenchidos
com solucédo de acido nitrico 10% (v/v) durante 24 horas, novamente enxaguados
trés vezes com agua deionizada e levados para secar em estufa (Quimis, Sao Paulo,
Brasil) a 50°C. Materiais metélicos foram lavados com &gua e detergente,
enxaguados com agua de torneira e posteriormente com agua deionizada e secos

em estufa a 50°C.

4.3.2. Preparo das amostras

43.2.1. Moagem dos materiais

A moagem dos materiais foi realizada empregando fragmentos de madeira
com dimensdes de aproximadamente 0,1-1,0 x 0,1-1,0 x 0,1-1,0 cm (altura x largura
X comprimento). Em cada ciclo de moagem, uma aliquota do material de
aproximadamente 5,0 g foi introduzida em um tubo cilindrico de policarbonato
juntamente com uma barra magnética de aco inoxidavel. O tubo fechado nas
extremidades com tampas de aco inoxidavel foi inserido no moinho criogénico e o
sistema foi imerso em nitrogénio liquido por um periodo de pré-congelamento de 5
minutos. Um campo magnético alternado de frequéncia de 20 Hz foi aplicado,
fazendo com que a barra magnética atingisse o material em alta velocidade,
efetuando-se assim a cominuicdo da amostra. Foram realizados de 5 a 7 ciclos de
moagem consistindo de 2 minutos de moagem intercalados com 1 minuto de pausa
para resfriamento. Os materiais moidos foram secos em estufa a 60°C por 48 horas
até obtencdo de massa constante e armazenados em frascos de polipropileno
dentro de um dessecador. A celulose e os CRMs ndo necessitaram serem moidos

visto que estes foram obtidos na forma pulverizada.



28

4.32.2. Peneiramento

Para os experimentos que requeriam a separacdo do material em diferentes
tamanhos de particula, aproximadamente 10,0 - 50,0 g de cada um dos materiais
pulverizados foram levados a uma peneira vibratéria equipada com peneiras com
abertura de 100 e 50 pum, sob agitagdo constante com amplitude de 2,00 mm/"g” por
30 minutos. ApGs a separacdo do material em diferentes tamanhos de particula,

aliquotas destes foram armazenadas em frascos de polipropileno.

4.3.2.3. Preparo das pastilhas para analise por LIBS

Para confeccdo das pastilhas com dimensfes proximas de 13,0 mm de
diametro por 3,0 mm de espessura a serem analisadas por LIBS, aproximadamente
0,5 g dos materiais pulverizados foram submetido a uma pressdo de 8 ton/cm?
durante 5 minutos. As pastilhas foram armazenadas em sacos plasticos de PVC

dentro de um dessecador.

4.3.2.4. Decomposicéo 4cida assistida por micro-ondas

Na decomposicdo acida assistida por micro-ondas, aproximadamente 0,2 g
dos materiais pulverizados foram adicionados a uma solucdo oxidante diluida
composta por 2,0 mL de HNO3 (65%, m/m), 1,0 mL de H,0, (30%, m/m) e 3,0 mL de
H,O deionizada. A mistura foi submetida ao programa de aquecimento em forno de
micro-ondas descrito na Tabela 1. A solucao resultante apos a decomposicéo acida
assistida por micro-ondas foi avolumada para 10 ml e analisada por espectrometria

de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado.

Tabela 1: Programa de decomposicdo acida assistida por micro-ondas para amostras de
madeira e celulose.

Etapa Temperatura Rampa  Patamar Poténcia Pressdo maxima permitida
P (°C) (min) (min) (W) (bar)
1 140 5 1 725 50
2 180 4 5 725 50

3 200 4 10 725 50
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4.3.2.5. Avaliacédo de aspectos microscopicos dos materiais.

A distribuicdo do tamanho de particula dos materiais moidos foi realizada no
Laboratério de Caracterizacdo Tecnolédgica (LCT) localizado na Escola Politécnica
da Universidade de S&o Paulo. O material pulverizado foi submetido a andlise
granulométrica por espalhamento de luz laser de baixo angulo (Malvern 2000,
Malvern Instruments Ltd., Reino Unido), realizada com velocidade de bomba de
2500 rpm, agua deionizada como dispersante e 1 min de ultrassom.

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foi realizada na Central Analitica
do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo. Os materiais foram
recobertos com uma camada de ouro de aproximadamente 5,0 nm de espessura e
levados ao microscopio eletrbnico de varredura (FESEM, JSM7401-F, Japan
Electron Optics Laboratory-JEOL, Japéo), operando com uma tensao de aceleragéo
do feixe de elétrons de 2,0 kV e distancia de trabalho de 24,0 mm.

Dentre os materiais, a superficie de um fragmento de madeira Pinus de 1,0 x
1,0 x 0,3 cm (comprimento x largura x altura) com duas regifes visualmente distintas
(Figura 3) e pastilhas de Eucalipto, Cedrinho, Peroba, Pinus e celulose foram
previamente submetidos a andlise por LIBS com o0s seguintes parametros
instrumentais: didametro de focalizacdo de 50 pum, energia de 20 mJ/pulso; 300
pulsos de laser (espectros acumulados) no padrdo de analise percurso (velocidade
de deslocamento 0,15 mm/s e tamanho do percurso de 4,5 mm) ou 75 pulsos de
laser (espectros acumulados) no padrdo de analise ponto-a-ponto, taxa de repeticéo
de 10 Hz, tempo de atraso de 0,25 ps e fluxo de argénio de 1,0 L/min.

Figura 3: Esquema de fragmento de madeira (Pinus) com duas regifes consideradas
visualmente distintas analisadas por LIBS. Padrdo de andlise percurso (A e B) e ponto-a-ponto
(CeD).
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4.3.3. Andlise dos materiais

4.3.3.1. Determinacdo multielementar por ICP OES

Para obtencdo dos valores de referéncia dos materiais, estes foram
submetidos a decomposicdo acida assistida por micro-ondas e posteriormente
centrifugados a 3400 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi analisado por ICP OES,
sob as seguintes condicGes operacionais: poténcia de 1250 W, vazao da bomba de
1,2 mL/min (rotacdo de 30 rpm) e fluxo dos gases auxiliar, do plasma e de
nebulizagcdo em 1,0; 14,0 e 0,5 L/min, respectivamente. Empregando a orientagao
axial, as seguintes linhas de emissdo foram monitoradas (nm): Ca(l1)318,128;
Fe(l)259,940; K(1)769,896; Mg()285,213; Mn(I1)257,610; Na(l)818,326 e
Zn(11)206,200. Solucbes multielementares para calibracdo foram preparadas em
meio de &cido nitrico 20% (v/v) nas faixas de 0,3-150,0 mg/L para Ca, K e Mg e 0,1-
50,0 mg/L para Fe, Mn, Na e Zn. Para a estimativa dos limites de detec¢éo (LOD) e
guantificacdo (LOQ), utilizou-se a intensidade média de emissdo de 10 medidas
consecutivas da solugcdo multielementar (Isg) contendo os 7 analitos na
concentracédo de 10 mg/L (Cs) e 10 medidas consecutivas da solugéo branco (lpranco,
20% HNO3), o desvio padréao relativo de 10 medidas consecutivas da solucéo branco
(RSD), a razéo sinal-ruido (SNR = (Isr/lpranco)/lbranco) € @ concentracdo equivalente a
radiacdo de fundo (BEC = C4/SNR). Assim, LOD = (3 x BEC x RSD) / 100. Para
transformacdo do LOD em unidades de fracdo de massa (ug/g), considerou-se a
massa utilizada na decomposicdo acida assistida por micro-ondas
(aproximadamente 0,2 g) e o volume final de 10,0 mL da solucéo resultante. O LOQ
foi definido como 3,3 vezes o valor do LOD. A exatiddao do método foi avaliada pela
analise do SRM 1575a (pine needles) apds decomposi¢cao acida assistida por micro-
ondas empregando as mesmas condicfes experimentais utilizadas para andlise da

madeira e celulose.

4.3.3.2. Analises por LIBS
4.3.3.2.1. Avaliacdo do espectro de emisséo obtido na analise de madeira
por LIBS

Para o conhecimento do comportamento dos materiais nas analises por LIBS,

estudos preliminares foram realizados. Empregando o sistema LIBS J200 tandem,
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pastilhas de Pinus foram analisadas com o0s seguintes parametros instrumentais:
diametro de focalizacdo de 50 um, energia de 20 mJ/pulso; 300 pulsos de laser
(espectros acumulados) no padréao de analise percurso (3 replicatas com velocidade
de deslocamento 0,15 mm/s, tamanho do percurso de 4,5 mm e distancia entre
percursos de 1,0 mm), taxa de repeticdo de 10 Hz, tempo de atraso de 0,25 ps e
fluxo de argbnio de 1,0 L/min. O espectro foi avaliado de 190 a 1044 nm e as linhas
de emissdo foram identificadas com auxilio da base de dados do NIST (2013). A
analise dos espectros obtidos no sistema LIBS J200 tandem foi realizada pelo
programa de computador Aurora (Applied Spectra, EUA) que possibilita a
identificacdo das linhas de emisséo, integracdo dos sinais de emisséo e célculo da
razdo sinal/sinal de fundo (SBR). De maneira geral, no tratamento de dados em
LIBS, para a integracdo dos sinais de emissao e céalculo da SBR, delimita-se a
regido espectral de inicio e fim dos sinais de emissdo dos analitos e regifes
proximas destes (vizinhas) para correcao do sinal de fundo, como exemplificado na
Figura 4. As regides utilizadas para subtracdo do sinal de fundo foram as mesmas
utilizadas para o célculo da SBR.

Figura 4: Exemplo de regibes espectrais utilizadas para integracdo dos sinais analiticos,
correcgao do sinal de fundo e céalculo da SBR.
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De maneira semelhante, foi realizada a obtencdo dos valores de areas
integradas dos analitos nos espectros provenientes da analise dos materiais pelo

sistema LIBS nao comercial. O programa de computador Microsoft Excel 2010
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(Microsoft, EUA) foi empregado para célculos de médias, desvios padrdes,

regressao linear e construcao de graficos com os resultados obtidos por LIBS.

4.3.3.2.2. Otimizag&o dos parametros instrumentais no sistema LIBS J200

tandem

As pastilhas de madeira Pinus foram empregadas para a otimizacao
univariada do sistema LIBS J200 tandem. Os seguintes comprimentos de onda
foram monitorados (nm): Ca(l1)393,366; Ca(l1)396,847; Ca(1)422,673; K()766,490;
K(1)769,896; Mg(l)279,553; Mg(11)280,270; Mg(l)285,213; Na(l)588,995 e
Na(1)589,593. Os parametros instrumentais avaliados foram: diametro de
focalizacdo, energia do pulso de laser, taxa de repeticdo, tempo de atraso, numero
de pulsos, padrdo de andlise, velocidade de deslocamento da amostra e fluxo de
argbnio. A Tabela 2 indica as condigcbes experimentais utilizadas em cada
experimento de otimizacao (I-1X). Os parametros instrumentais do sistema LIBS ndo
comercial utilizado nos demais estudos ndo foram otimizados, sendo as condi¢cdes
experimentais adaptadas com base em trabalhos da literatura relacionados a andlise
de materiais vegetais empregando o mesmo sistema LIBS.
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Tabela 2: Condic8es experimentais empregadas na otimizacao do sistema LIBS J200 tandem.

Experimento

| Il 1] v \Y VI VIl VI IX
Parametro

Diametro de 35
focalizacao - 50 50 50 50 50 50 50 50
(um) 140

Energia por 5
pulso 20 - 20 20 20 20 20 20 20
(mJ) 20

Taxa de 5
Repeticao 10 10 - 10 10 10 10 10 10
(Hz) 20

Tempo de 0

0,15 0,15 0,15
atraso (us)

- 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
0,30

Nimero de 5
pulsos 100 100 100 100 - 75 - - -
(ponto a ponto) 200

Ponto Ponto Ponto Ponto Ponto  Ponto-a-

ponto
a a a a a &l

ponto ponto ponto ponto ponto Percurso

Padréo de
L1 Percurso Percurso Percurso
analise
NUmero de 100
pulsos - - - - - - - 300 300
(percurso) 500

Deslocamento 0 0,15
da amostra - - - - - 0,15

K% 0,15
(mm/s) 0,15

0,30

Fluxo de 0
argbnio 0 0 0 0 0 0 0 0 =
(L/min) 1

*ponto-a-ponto, **percurso

O sistema LIBS J200 tandem possui dois padrdes de analise: ponto-a-ponto e

percurso. A Figura 5 ilustra os dois tipos de padréao de analise.

Figura 5: Exemplo dos padrdes de andlise em LIBS: (a) ponto-a-ponto e (b) percurso.

Regides
analisadas
nas amostras
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Para as analises realizadas com o padrdo ponto-a-ponto, a distancia entre os
pontos analisados da amostra foi de 1,0 mm. Os resultados foram calculados
baseados em 30 espectros individuais (30 medidas analiticas), os quais foram
separados em 3 espectros meédios (replicatas). Os resultados finais séao
apresentados como um valor médio das 3 replicatas + 1 desvio padrdo. J4 as
andlises realizadas com o padréo percurso, 0S percursos possuiam comprimento de
4,5 mm e distancia entre percursos de 1,0 mm. Foram realizados 3 percursos
(replicatas) e os resultados finais sdo apresentados como um valor médio das 3
replicatas + 1 desvio padrdo. Os desvios padrdes relativos (relative standard
deviation, RSD) foram calculados pela formula: RSD = (desvio padrdo das replicatas

/ valor médio das replicatas) x 100.

4.3.3.2.3. Calibracdo com diversos CRMs de origem vegetal.

Cinco diferentes CRMs de origem vegetal foram empregados neste estudo:
SRM 1573a- tomato leaves, SRM 1515- apple leaves, SRM 1547- peach leaves,
SRM 3234- soy flour e SRM 1575a- pine needles. Apos transformados em pastilhas,
0os CRMs foram introduzidos em uma camara de ablacdo movel do LIBS J200
tandem deslocando-se a uma velocidade de 0,15 mm/s. Para cada medida, foram
realizados 3 percursos com comprimento de 4,5 mm e com distancia entre cada
percurso de 1,0 mm. Os parametros instrumentais utilizados foram: diametro de
focalizacdo de 50 pum, 300 pulsos de laser (espectros acumulados) com energia de
20 mJ por pulso, taxa de repeticdo de 10 Hz, 0,25 ps de tempo de atraso, padréo de
analise percurso com velocidade de deslocamento da amostra de 0,15 mm/s e fluxo
de argbnio de 1,0 L/min. Os seguintes comprimentos de onda foram monitorados
(nm): C(1)193,091; Ca(l)422,673; K(1)769,896; Mg(l)285,213 e Na(l)589,593. O
sistema nao comercial foi empregado devido a baixa detectabilidade para Fe, Mn e
Zn utilizando o sistema J200 tandem. Para o sistema LIBS n&o comercial, os
parametros instrumentais foram: distancia lente-amostra de 17,5 cm, diametro de
focalizacdo de 750 um, 30 pulsos de laser (espectros acumulados) com energia de
230 mJ por pulso, taxa de repeticdo de 10 Hz, 2,00 us de tempo de atraso, tempo de
integracdo de 5,00 us, padrdo de andlise ponto-a-ponto (21 medidas analiticas) e
fluxo de argbnio de 2,0 L/min. Os seguintes comprimentos de onda foram
monitorados (nm): Fe(ll) 259,940; Mg(l) 277,669; Mn(ll) 259,372 e Zn(l) 213,856.
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4.3.3.2.4. Calibracdo com adicdo de analito em amostra de madeira e

materiais secundarios de calibragéo (celulose).

Nos estudos de calibracdo por LIBS, materiais calibrantes foram preparados
com Eucalipto, Cedrinho, Peroba, Pinus e celulose. Para cada padrao de calibracao
(1-5), uma aliquota de 3,5 g do material pulverizado foi transferida a um tubo de
polipropileno de 50 ml sobre as quais foram adicionados 20,0 mL de solucdes
multielementares com as concentracbes apresentadas na Tabela 3. A faixa de
concentragdo de cada material calibrante foi definida baseada em valores de
concentragdo dos elementos fornecida por CRMs de origem vegetal (NIES 7, NIES
10a, SRM: 1515, 1547, 1568a, 1568, 1567a, 1570a, 1571, 1572, 1573a, 1575a,
2385 e 3234).

Tabela 3: Concentragcdo (mg/L) das solu¢cdes multielementares adicionadas sobre 3,5 g de
celulose e madeira.

Concentracdo da solugcdo multielementar (mg/L) - Madeira

drao

Ca - 70,0 245,0 1645,0 2520,0
Fe - 0,5 14 4,0 8,4
K - 17,5 35,0 52,5 70,0
Mg - 822,5 1260,0 1697,5 2135,0
Mn - 280,0 805,0 1680,0 2555,0
Na - 4.4 17,5 43,8 78,8
Zn - 17,5 35,0 52,5 70,0
Concentracdo da solucdo multielementar (mg/L) - Celulose
Ca 105,0 175,5 349,5 1750,5 2625,0
Fe 04 0,9 1,8 4.4 8,8
K 35,0 52,5 70,0 87,5 105,0
Mg 52,5 875,3 1312,5 1749,8 2187,8
Mn 70,5 349,5 874,5 1750,5 2625,0
Na 8,8 13,2 26,3 52,5 87,5
Zn 17,5 35,0 52,5 70,0 87,5

Apés a adicdo da solucdo multielementar sobre os materiais pulverizados, a
suspensao resultante foi homogeneizada por meio de agitacdo manual durante 2
minutos. Posteriormente, a solucdo foi congelada por imersédo do tubo fechado em
nitrogénio liquido por 2 min e entdo levada para secagem em liofilizador por 72
horas (temperatura < -42°C e pressdo < 1,2 mbar) até obtencdo de massa
constante. O material seco foi submetido a uma etapa de moagem e
homogeneizacdo em moinho criogénico. O programa utilizado consistia em uma

etapa inicial com 5 minutos de pré-congelamento seguido de 3 ciclos com periodos
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de 2 minutos de moagem a 20 Hz intercalados com 1 minuto de pausa para
resfriamento. Apos a moagem, parte do material foi transformada em pastilhas e
parte foi levada a decomposicéo acida assistida por micro-ondas.

As curvas analiticas de calibragdo foram construidas com pastilhas de
madeira ou celulose. No sistema LIBS J200 tandem, foi possivel realizar medidas
analiticas de Ca, K, Mg e Na, enquanto que no sistema LIBS ndo comercial a
determinacdo de Fe, Mg, Mn e Zn foi avaliada. No sistema LIBS J200 tandem,
realizou-se 3 percursos de analise de comprimento 4,5 mm e com distancia de 1,0
mm entre percursos por pastilha. Os parametros instrumentais utilizados foram:
diametro de focalizacdo de 50 um, 300 pulsos de laser (espectros acumulados) com
energia de 20 mJ por pulso, taxa de repeticdo de 10 Hz, 0,25 ps de tempo de atraso,
padrdo de analise percurso com velocidade de deslocamento da amostra de 0,15
mm/s e fluxo de argonio de 1,0 L/min. Os seguintes comprimentos de onda foram
monitorados (nm): C(1)193,091; Ca()422,673; K(1)769,896; Mg()285,213 e
Na(1)589,593. No sistema LIBS nao comercial, foram realizadas 3 replicatas por
pastilha (7 pontos por replicata, analisados no padrdo ponto-a-ponto), sendo o
resultado final € referente ao valor de area integrada médio + 1 desvio padrédo
proveniente das 3 replicatas. Os parametros instrumentais utilizados foram: distancia
lente-amostra de 17,5 cm, diametro de focalizagdo de 750 um, 30 pulsos de laser
(espectros acumulados) com energia de 230 mJ por pulso, taxa de repeticdo de 10
Hz, 2,00 us de tempo de atraso, tempo de integracédo de 5,00 s, padrdo de analise
ponto-a-ponto e fluxo de argdnio de 2,0 L/min. Os seguintes comprimentos de onda
foram monitorados (nm): Fe(l1)259,940; Mg(1)277,669; Mn(11)259,372 e Zn(l)
213,856. Os limites de deteccdo (LOD) do método LIBS foram estimados
empregando a férmula LOD = (3,3 x SD) / a, em que SD é o desvio padrao do sinal
de fundo de 10 medidas consecutivas do padrdao de calibracio com menor
concentragcéo e a é o coeficiente angular da curva analitica de calibragédo (Trevizan,
2009; IUPAC, 1978).
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4.3.3.2.5. Investigacdo da resposta analitica obtida por LIBS para Ca, K,
Mg e Na em pastilhas de madeira preparadas com adi¢cdo dos elementos em estudo

e com diferentes tamanhos de particula.

Materiais calibrantes foram preparados com Cedrinho e Pinus com dois
diferentes tamanhos de particula (<50 um e 50 — 100 um). Para cada padrdo de
calibracdo (1-4), aliquotas de 2,5 g do material pulverizado foram transferidas a
tubos de polipropileno de 50 ml sobre as quais foram adicionados 20,0 mL de
solugbes multielementares com as concentragcdes apresentadas na Tabela 4.
Diferentes concentragdes de solugbes multielementares foram adicionadas sobre os
diferentes materiais baseado em estudos preliminares das concentracoes
naturalmente existentes e visando uma mesma faixa linear de calibracdo para

posteriores comparacdes entre as curvas analiticas de calibracéo.

Tabela 4: Concentragdo (mg/L) das solu¢des multielementares adicionadas sobre 2,5 g de
Cedrinho/Pinus

Concentracéo das solugdes (mg/L)

Padrao
1 2 3 4
Elemento
Ca -/ - 0,9%/2,5%* 2,1*/3,8** 2,8%/4,4%*
K -/ - 0,9%/2,3** 1,5%/2,9** 2,2%/3,5**
Mg -/- 0,6*/0,3** 1,2*%/1,0%* 1,8*/1,6**
Na -/ - 0,1*/0,3** 1,5%/0,4** 2,2*/0,6**

*Cedrinho, **Pinus

Apés a adicdo das solugcdes multielementares sobre o0s materiais
pulverizados, a suspensao resultante foi homogeneizada por meio de agitacao
manual durante 2 minutos. Posteriormente, a solucéo foi congelada por imersédo do
tubo fechado em nitrogénio liquido por 2 min e entdo levada para secagem em
liofilizador por 72 horas (temperatura < -42°C e pressao < 1,2 mbar) até obtencéo de
massa constante. O material seco foi submetido a uma etapa de homogeneizacéo
em almofariz e pistilo, previamente descontaminados, por 5 minutos. Apos a

homogeneizagao, parte do material foi transformada em pastilhas e parte foi levada



38

a decomposicdo acida assistida por micro-ondas. Os parametros instrumentais
utilizados no LIBS J200 tandem foram: diametro de focalizagcdo de 50 pum, 300
pulsos de laser (espectros acumulados) com energia de 20 mJ por pulso, taxa de
repeticdo de 10 Hz, 0,25 ps de tempo de atraso, padrédo de analise percurso com
velocidade de deslocamento da amostra de 0,15 mm/s e fluxo de argbnio de 1,0
L/min. Os seguintes comprimentos de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091;
Ca(1)422,673; K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na(1)589,593.

4.3.3.2.6. Calibracao com diluicdo do material e adicdo de analito.

A confeccédo do branco foi feita por meio da extracdo elementar em madeira.
Para isso utilizou-se o Pinus com tamanho de particula inferior a 50 pm.
Aproximadamente 5,0 g do material foram inseridos em um frasco de polipropileno
de 50,0 mL sob o qual foi adicionado um volume de 30,0 mL de &cido nitrico 2,5%
(v/v). O frasco foi levado a mesa agitadora a 250 rpm por 5 minutos e posteriormente
centrifugados a 3400 rpm por 5 minutos. Apés retirada do sobrenadante, este
procedimento foi repetido por mais duas vezes. Uma etapa de lavagem do material
foi realizada com a adicdo de 30,0 mL de 4gua deionizada ao material e agitacdo de
250 rpm por 10 minutos. ApoOs centrifugacdo a 3400 rpm por 5 minutos, o
sobrenadante foi removido e o material congelado foi liofilizado por 72 horas
(temperatura < -42°C e pressao < 1,2 mbar) até obtencdo de massa constante. Este
material foi empregado em estudos de calibracdo do método LIBS. Para isso, este
material foi misturado com o material ndo submetido a extracdo nas proporcdes
100/0, 50/50 e 25/75% (massa de material submetido a etapa de extracao
elementar/massa de material ndo submetido a etapa de extracdo elementar).
Posteriormente o material foi homogeneizado em almofariz e pistilo por 5 minutos.
Parte dos materiais foi transformada em pastilha e parte levada a decomposicéo
acida em micro-ondas e analisada por ICP OES. Os parametros instrumentais
utilizados no LIBS J200 tandem para andlise foram: didametro de focalizacdo de 50
pum, 300 pulsos de laser (espectros acumulados) com energia de 20 mJ por pulso,
taxa de repeticéo de 10 Hz, 0,25 us de tempo de atraso, padréo de analise percurso
com velocidade de deslocamento da amostra de 0,15 mm/s e fluxo de argdnio de 1,0
L/min. Os seguintes comprimentos de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091;
Ca(1)422,673; K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na(1)589,593.
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4.3.3.2.7. Investigagdo de uma estratégia de calibracdo empregando
diferentes espécies de madeiras sem adicdo ou extracdo de analito e com diferentes

tamanhos de particula

Em um estudo de calibragdo empregando diferentes madeiras sem adicdo de
analito e com diferentes tamanhos de particula, pastilhas de madeiras citadas no
item 4.2 foram empregadas. Os 14 tipos de madeira devidamente pulverizados,
peneirados (<50 um e 50 — 100 um) e prensados foram introduzidos em uma camara
de ablacdo movel do LIBS J200 tandem deslocando-se a uma velocidade de 0,15
mm/s. Para cada medida, foram realizados 3 percursos com comprimento de 4,5 mm
e com distancia entre cada percurso de 1,0 mm. Os parametros instrumentais
utilizados foram: diametro de focalizacdo de 50 um, 300 pulsos de laser (espectros
acumulados) com energia de 20 mJ por pulso, taxa de repeticdo de 10 Hz, 0,25 ps
de tempo de atraso, padrdao de analise percurso com velocidade de deslocamento
da amostra de 0,15 mm/s e fluxo de argbnio de 1,0 L/min. Os seguintes
comprimentos de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091; Ca(1)422,673;
K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na(1)589,593. Pinus foi utilizada como amostra para
verificar a exatiddo do método, portanto, ndo foi inserida na construcdo da curva de

calibragao.

4.3.3.2.8. Andlise de madeira com diferentes teores de umidade

A influéncia da umidade nos resultados analiticos da analise das amostras de
madeira foi avaliada. Para isso, fragmento de madeira pinus considerado
visualmente homogéneo com dimensfes de aproximadamente 2,0 x 1,0 x 0,3 cm
(comprimento x largura x altura) foi utilizado. Nesse estudo, um fragmento de
madeira seco (in natura) previamente pesado foi analisado por LIBS (J200 tadem).
Posteriormente, o0 mesmo fragmento foi novamente pesado, submerso em agua
deionizada por 2 minutos, levemente enxugado com papel toalha, pesado
novamente e entdo analisado por LIBS. Em cada uma das duas condi¢cdes de
umidade do material, realizou-se 12 percursos de analise com comprimento de 4,5
mm e distancia entre cada percurso definida como 1,0 mm. Os parametros
instrumentais utilizados foram: didmetro de focalizacdo de 50 um, 300 pulsos de

laser (espectros acumulados) com energia de 20 mJ por pulso, taxa de repeticdo de
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10 Hz, 0,25 ps de tempo de atraso, padrdo de andlise percurso com velocidade de
deslocamento da amostra de 0,15 mm/s e fluxo de argénio de 1,0 L/min. Os
seguintes comprimentos de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091;
Ca(1)422,673; K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na(1)589,593.

4.3.3.2.9. Avaliacao do sistema de correcao de focalizacdo do LIBS

Para avaliar o sistema de correcédo de focalizacdo do laser sobre a amostra
(sistema LIBS J200 tandem), monitorou-se a resposta analitica de uma amostra
submetida a analise em um plano inclinado. Um fragmento plano de madeira pinus
considerado visualmente homogéneo com dimensdes de aproximadamente 9,0 x 4,0
x 1,0 cm (comprimento x largura x altura) foi posicionado em um angulo de
aproximadamente 2° em relacdo a base da camara de ablagdo com o auxilio de um
pequeno fragmento de madeira (altura de 0,3 mm) como representado na Figura 6a.

A Figura 6b mostra o mesmo fragmento do ponto de vista frontal do analista.

Figura 6: Representacdo do aparato e dos percursos de andlise realizados (A-l) na analise da
amostra de madeira com superficie inclinada. (a) viséo lateral e (b) visdo frontal da amostra.

Sentido de deslocamento da amostra:

Vertical Horizontal
ABCDEFGHl 01cm >
. — w .
o |[]]U 2| visto
o
lateral m frontal
M
0,3cm ®
) 2° = ABCDEFGHI -
T T 790em
a b

Foram realizados 9 percursos de analise (A-1) em cada sentido: vertical
(replicatas paralelas ao eixo de inclinacdo da amostra) e horizontal (replicatas
perpendiculares ao eixo de inclinagdo da amostra) como representado na Figura 6b.
O sentido de andlise esta relacionado como a camara de ablacdo se movimenta
dentro do equipamento durante a analise em relacdo ao analista. Este estudo foi

conduzido com o sistema de correcdo de focalizacdo do laser habilitado e repetido
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com o sistema desligado para avaliar a importancia deste. Este sistema empregando
um laser auxiliar permite que no inicio da andlise de cada percurso (replicata) o foco
do laser se ajuste automaticamente de acordo com a inclinacdo da superficie do
material. Este ajuste é realizado pela alteracdo da distancia lente-amostra apenas no
inicio da analise de cada replicata e, dessa forma, minimiza diferencas de area
focalizada entre as replicatas e, consequentemente, da fluéncia. Cada percurso
possuia comprimento de 4,5 mm e distancia entre percursos definida como 1,0 mm.
Os parametros instrumentais utilizados foram: diametro de focalizacdo de 50 pum,
300 pulsos de laser (espectros acumulados) com energia de 20 mJ por pulso, taxa
de repeticdo de 10 Hz, 0,25 us de tempo de atraso, padrao de analise percurso com
velocidade de deslocamento da amostra de 0,15 mm/s e fluxo de argbénio de 1,0
L/min. Os seguintes comprimentos de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091;
Ca(1)422,673; K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na(1)589,593.

4.3.3.2.10. Analise em diferentes profundidades da madeira

A influéncia da andlise de diferentes profundidades de uma amostra de
madeira nos sinais analiticos foi realizada empregando um fragmento de madeira
considerado visualmente homogéneo com dimensdes de aproximadamente 10,0 x
6,0 x 1,0 cm (comprimento x largura x altura). Neste estudo, nao foi possivel habilitar
o0 sistema de correcdo automéatica de foco do laser por limitacbes técnicas do
equipamento. Para andlise da primeira camada, realizou-se 5 percursos de analise
com comprimento de 4,5 mm e com distancia de 1,0 mm entre percursos. A analise
foi repetida consecutivamente por mais 3 vezes exatamente nas mesmas regioes
pré-definidas para obtencdo de resultados provenientes de camadas mais internas
do material. Os parametros instrumentais utilizados foram (sistema LIBS J200
tandem): diametro de focalizacdo de 50 pm, 300 pulsos de laser (espectros
acumulados) com energia de 20 mJ por pulso, taxa de repeticao de 10 Hz, 0,25 ps
de tempo de atraso, padrdo de analise percurso com velocidade de deslocamento
da amostra de 0,15 mm/s e fluxo de argbnio de 1,0 L/min. Os seguintes
comprimentos de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091; Ca(l)422,673;
K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na()589,593.
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4.3.3.2.11. Avaliacdo da homogeneidade da madeira Pinus em LIBS

Para os estudos de homogeneidade da madeira, foram utilizados fragmentos
de madeira Pinus. Os parametros instrumentais utilizados nestes estudos foram
(sistema LIBS J200 tandem): diametro de focalizagdo de 50 pum, 300 pulsos de laser
(espectros acumulados) no padréo percurso (comprimento do percurso de 4,5 mm e
distancia entre percursos de 1,0 mm) com energia de 20 mJ por pulso, taxa de
repeticdo de 10 Hz, 0,25 us de tempo de atraso, velocidade de deslocamento da
amostra de 0,15 mm/s, e fluxo de argénio de 1,0 L/min. Os seguintes comprimentos
de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091; Ca()422,673; K(1)769,896;
Mg(1)285,213 e Na(1)589,593.

Um primeiro estudo de homogeneidade da madeira foi realizado com um
fragmento de madeira Pinus (esquema apresentado na Figura 7), visualmente
heterogéneo, com dimensbes de aproximadamente 10,0 x 6,0 x 1,0 cm
(comprimento x largura x altura), analisado por LIBS em 6 regifes (A-F). Em cada

regido selecionada para analise, realizou-se 3 percursos de analise.

Figura 7: Esquema de fragmento de madeira (Pinus) com 6 regides consideradas visualmente
distintas (A-F) analisadas por LIBS e 6 regides (A2-F2) analisadas por ICP OES apo6s
decomposic¢ao 4cida assistida por micro-ondas.

Posteriormente a analise por LIBS, o fragmento de madeira foi dividido com o
auxilio de uma serra elétrica em 6 fragmentos (A2-F2) e divididos novamente em
pedacos menores de aproximadamente 1,0 x 1,0 x 1,0 cm (comprimento x largura x
altura). Estes fragmentos foram moidos criogenicamente separadamente para
posterior decomposi¢ao acida assistida por micro-ondas e analisados por ICP OES.

Posteriormente, procedeu-se da mesma forma para a andlise de um

fragmento de madeira considerado visualmente homogéneo (Figura 8). O material
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com dimensdes de aproximadamente 5,0 x 1,0 x 0,3 cm (comprimento x largura x

altura) foi analisado em 6 regides (A-F).

Figura 8: Esquema de fragmento de madeira (Pinus) com 6 regides consideradas visualmente
homogéneas (A-F) analisadas por LIBS.

(A)

0

Por ultimo, a investigacdo da homogeneidade e de uma estratégia de
calibragdo empregando fragmentos de madeira foi conduzida com Pinus
aparentemente homogéneo, com dimensdes aproximadas de 1,0 x 1,5 x 0,3 cm
(largura x comprimento x altura). Cada fragmento (A-D) foi submetido a uma etapa
de extracao ou adicao elementar.

A solucdo 1 foi empregada para extracdo elementar, a solucdo 2 foi
considerada como branco (agua deionizada), e as solu¢des 3 e 4, contendo Ca, K,
Mg e Na, foram preparadas em meio de HNO3; 0,5% (v/v) para adicdo elementar no
material. Sob os materiais, foram adicionados 40,0 mL das solugbes apresentadas
na Tabela 5.

Tabela 5: Concentragcdo (mg/L) das solugdes multielementares adicionadas sobre os
fragmentos (1-4) de Pinus.

Concentracdo da solucdo aquosa (mg/L)

Elemento Padrae 1 2 3 4

0,

- HNZC32 ?\)//v) dei:nzi(z)ada 18,8 37,5
0,

‘ HN2(52 ((\)//v) dei:rfigada 18,8 37,5
0,

" HN%S (S//v) dei:rfi(z)ada 18,8 37,5
0,

- HN%S (S//v) dei:rfi(z)ada 6.3 12,5

As suspensOes foram mantidas sob agitacdo em uma mesa agitadora

operando a 250 rpm durante 8 horas. Apés esta etapa, o material foi enxaguado com
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40,0 mL de agua deionizada, secos em estufa a 50°C por 24 horas. Dessa forma,
foram realizadas 16 medidas analiticas por LIBS no modo ponto-a-ponto, sendo que
cada ponto tinha uma distancia de 3,5 mm do ponto vizinho, formando um padréo de
analise de forma quadrada na amostra, como apresentado na Figura 9. Com este
tipo de padrdo de andlise e empregando o programa de computador Aurora, foi
possivel a constru¢cdo de um mapa de calor que indicava a distribuicdo elementar no

material.

Figura 9: Representacdo da amostra analisada para obtencdo da homogeneidade e
investigacdo de uma estratégia de calibragcdo empregando fragmentos de madeira.

A B
® o|e eof— Regido
o oo analisada
o o |0 o
o oo o

C D

Os parametros instrumentais empregados neste Ultimo estudo foram: 20 mJ
por pulso; padrdo de andlise ponto-a-ponto com 50 pulsos por ponto (espectros
acumulados); fluxo de argdnio de 1,0 L/min; taxa de repeticdo de 10 Hz; diametro de
focalizacdo de 50 um; tempo de atraso de 0,25 us e tempo de integracéo de 1,05 ps.
As seguintes linhas de emissédo foram monitoradas (nm): C(1)193,091; Ca(1)422,673,;
K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na(1)589,593.

4.3.3.2.12. Distribuicdo elementar em anéis de crescimento

A amostra de Cedrela fissilis com dimensdes de aproximadamente 15,0 x 5,0
x 2,0 cm (comprimento x largura x altura) foi dividida em 3 fragmentos com 8, 8 e 9
anéis de crescimento cada. A amostra foi lixada e limpa para obtencdo de uma
superficie plana e cada anel de crescimento foi numerado em ordem crescente a

partir da casca até o cerne (Figura 10).
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Figura 10: Esquema de numeracdo dos anéis de crescimento para realizacdo da distribuicao
elementar no fragmento de tronco de Cedrela fissilis por LIBS.

Casca |01]02|03]04|05|06|07 jo8 jog|10]11]12|13 (14|15 | 16|17 |18|19|20|21| 22 |23|24|25|Cerne

Anéis de crescimento

Os parametros instrumentais utilizados neste estudo foram (sistema LIBS
J200 tandem): diametro de focalizacdo de 50 um, 300 pulsos de laser (espectros
acumulados) no padrao percurso (comprimento do percurso de 4,5 mm e distancia
entre percursos de 1,0 mm) com energia de 20 mJ por pulso, taxa de repeticdo de
10 Hz, 0,25 us de tempo de atraso, velocidade de deslocamento da amostra de 0,15
mm/s, e fluxo de argdnio de 1,0 L/min. Os seguintes comprimentos de onda foram
monitorados (nm): C(1)193,091; Ca()422,673; K(1)769,896; Mg()285,213 e
Na(1)589,593. A amostra foi analisada em duas camadas de profundidade.

Apoés analisados por LIBS, a amostra foi cortada em fragmentos menores de
aproximadamente 1,0 x 1,0 x 1,0 cm (comprimento x largura x altura) e moidos
criogenicamente por 10 minutos (5 ciclos de 2 minutos de moagem) apos 5 minutos
de pré-congelamento e com 1 minuto de resfriamento entre cada ciclo de moagem.
Foram empregados aproximadamente 5,0 g de amostra em cada etapa de moagem
para posterior etapa de decomposicdo acida assistida por micro-ondas. A solucao
resultante foi avolumada para 10 ml e analisada por espectrometria de emissao

Optica com plasma indutivamente acoplado.

4.3.3.2.13. Discriminagéo e classificacdo de amostras de madeira

As amostras de Jatoba (8 amostras de Hymenaea courbaril) e Peroba (14
amostras de Aspidosperma polyneuron) foram cortadas em pedacos de
aproximadamente 5,0 x 5,0 x 2,0 cm (comprimento x largura x altura) e lixadas para
obtencdo de uma superficie plana. Os parametros instrumentais utilizados neste
estudo foram (sistema LIBS J200 tandem): diametro de focalizacdo de 50 pum, 300

pulsos de laser (espectros acumulados) no padrdo percurso (comprimento do
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percurso de 4,5 mm e distancia entre percursos de 1,0 mm) com energia de 20 mJ
por pulso, taxa de repeticdo de 10 Hz, 0,25 ps de tempo de atraso, velocidade de
deslocamento da amostra de 0,15 mm/s, e fluxo de argbnio de 1,0 L/min. Os
seguintes comprimentos de onda foram monitorados (nm): C(1)193,091;
Ca(1)422,673; K(1)769,896; Mg(1)285,213 e Na(l)589,593. Apds analisados por LIBS,
um método ndo supervisionado (Analise por Componentes Principais — PCA) e um
meétodo supervisionado de classificacao (k-ésimo vizinho mais proximo - KNN) foram
empregados para discriminacao e classificacdo das amostras, respectivamente. Foi
utilizado o programa Statistica 12.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA) para o tratamento
quimiométrico dos dados. Os valores de area integrada obtidos por LIBS foram
utilizados como variaveis na analise quimiometrica. Os dados foram divididos em um
conjunto de treinamento (50 medidas analiticas) utilizado para construcdo dos
modelos e um conjunto de predicdo empregado na validacdo (16 medidas
analiticas).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Andlises por LIBS

A avaliacdo do comportamento de uma amostra a ser analisada por uma
técnica analitica é a etapa inicial e muito importante para obtencédo de um resultado
adequado. H& ainda pouca informacdo sobre a analise de madeira por LIBS, de
modo que a avaliacdo desse tipo de amostra perante essa técnica analitica ainda se
faz necessaria para o desenvolvimento de métodos confiaveis para a realizacdo da
discriminacao, classificacdo e especialmente para andlises quantitativas. LIBS é
uma técnica multielementar, podendo ser empregado desde a determinacdo de
elementos potencialmente toxicos em plantas para um monitoramento até a
determinacdo dos chamados macro e micro elementos, avaliados para o controle de
qualidade dos vegetais. Desejava-se trabalhar com o maior nimero de elementos
possivel e de forma viavel para conclusao deste trabalho. Inicialmente, realizou-se
uma avaliacdo prévia do espectro, visando escolher as linhas de emissdo a serem
monitoradas nos estudos posteriores (item 5.1.1.). Uma vez definidas as linhas de
emissao a serem monitoradas, uma série de estudos para otimizacao das condi¢cdes
foram conduzidas para se obter a melhor resposta analitica (item 5.1.2.).
Posteriormente aos experimentos de otimizacdo de parametros instrumentais,
diferentes métodos de calibracdo em LIBS visando a analise quantitativa de
amostras de madeira sdo apresentados no item 5.1.3.. Por fim, a partir do item
5.1.4., diferentes parametros da amostra de fragmentos de madeira foram avaliados
e duas aplicac6es de método sdo apresentadas: distribuicdo elementar em anéis de

crescimento em troncos de arvore e discriminagdo/classificacdo de amostras.

5.1.1. Avaliacdo do espectro de emissdo obtido na andlise de madeira
por LIBS

O espectro obtido por LIBS pode apresentar diversas informacdes sobre
emissdes atbmicas, ibnicas e moleculares. A escolha da linha de emissdo a ser
monitorada depende de diversos fatores, entre eles a intensidade de sinal, a
resolucdo e possiveis interferéncias. A Figura 11 apresenta alguns fragmentos do

espectro de emisséo de uma pastilha de Pinus analisada por LIBS.
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Figura 11. Perfil dos sinais de emissdo na andlise de pastilhas de Pinus por LIBS. (nm): (a)
C(1)193,09; (b) C(l) 247,856; (c) Mg(I)279,553, Mg(l1)280,270 e Mg(1)285,213, (d) bandas CN (em
aproximadamente 388), (e) Ca(ll)393,366, Ca(ll)396,847 e Ca()422,673; (f) Na(l)588,995 e
Na()589,593; (g) Ha 656,270; (h) N(1)746,832; (i) Ar(1)763,511, K(1)766,49, K(I)769,896 e
Ar(N772,421; (j) O(l)-triplete (777,194; 777,417 e 777,539).
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A identificagdo dos sinais de emissao foi realizada no intervalo espectral de
190 a 1044 nm com auxilio da base de dados de linhas espectrais do NIST (National
Institute of Standards and Technology) (NIST, 2013). Além dos sinais de emisséo
apresentados na Figura 11, os sinais de emissao de Ca(l)318,052, Ca(1)430,253,
Ca(1)443,496, Ca(1)445,478, Ca()527,027 e Ca(1)558,876 (nm) também puderam ser
identificados, porém ndo estdo apresentados.

5.1.2. Otimizacdo dos parametros instrumentais no sistema LIBS J200

tandem

Identificadas as linhas de emissdo no espectro obtido na andlise de pastilha
de Pinus no sistema LIBS J200 tandem, prosseguiu-se a otimizacdo dos parametros
instrumentais para Ca, K, Mg e Na. Os elementos Fe, Mn e Zn, que também séo
investigados neste trabalho, ndo foram identificados com esse instrumento devido a
sua baixa sensibilidade. Este fato se deve principalmente as condicdes
experimentais, tais como o espectrémetro. Estdo apresentados apenas resultados
para uma linha de emissado de cada um dos elementos avaliados, visto que os
comportamentos das linhas de emissdo para um mesmo elemento foram similares
entre si. A otimizagdo dos parametros instrumentais se baseou nos valores e area
integrada dos analitos, SBR, desvio padrdo relativo das medidas (RSD) e
compromisso entre os resultados dos quatro elementos, visto que se trata de uma
técnica de andlise multielementar simultanea. Outras espécies de madeiras
poderiam ser aplicadas nos estudos de otimizacdo, podendo inclusive fornecer
informacBes adicionais sobre semelhancas e diferencas entre os materiais,
entretanto, para viabilidade da conclusdo deste trabalho, apenas Pinus, madeira

comumente empregada na indastria, foi empregada nestes estudos.

5.1.2.1. Otimizag&o do diametro de focalizagéo

Nas analises por LIBS, os pulsos de radiacdo emitidos pelo laser séo
focalizados sobre a superficie da amostra com o auxilio de uma lente convergente. A
amostra é posicionada proxima a distancia focal do sistema 6éptico e, alterando-se a
distancia entre a lente e a amostra (lens to sample distance, LTSD), altera-se a area

superficial da amostra em que o laser sera incidido (spot size). No sistema LIBS
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J200 tandem, o parametro instrumental que tem essa funcdo é chamado diametro
de focalizacdo, que influencia diretamente na area da amostra a ser analisada (na
ordem de micrometros). A Figura 12 exemplifica a influéncia do diametro de
focalizacdo na éarea amostrada, de modo que quanto maior o diametro de
focalizacdo, maior serd a area amostrada e, portanto, maior deve ser a

representatividade na amostragem.

Figura 12: Exemplo de analise de amostras em diferentes diametros de focalizacéo.
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Por outro lado, a alteracdo do diametro de focalizacdo implica diretamente na
fluéncia, visto que este parametro € uma razdo entre energia do pulso de laser e
area focalizada. Aplicando-se pulsos de 20 mJ (valor teérico), a variacédo da fluéncia
tedrica de acordo com a variacdo do diametro de focalizacdo no sistema LIBS J200
tandem pode ser observada na Figura 13. Para o célculo da fluéncia tedrica, a area
(A) foi calculada com a férmula A = m x R?, em que 1T possui o valor aproximado de

3,1415926 e R € o raio da area em que o laser foi focalizado.

Figura 13: Fluéncia teorica calculada para diferentes didmetros de focalizagdo quando aplicado
pulsos de laser de 20 mJ.
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Vale ressaltar que os valores de fluéncia apresentados na Figura 13 sao
apenas tedricos, baseados em informacdes do fabricante do equipamento.
Idealmente um medidor de energia poderia ser empregado para o calculo do valor
de fluéncia real e de sua variacdo. De acordo com a Figura 13, percebe-se que o
aumento do diametro de focalizacdo implica em uma diminuicdo da fluéncia. O efeito
da alteracao da fluéncia nos sinais analiticos (area integrada) pode ser observado na
Figura 14. E perceptivel a diminuicdo dos valores de &rea integrada com a
diminuicdo da fluéncia, visto que ha geracdo de um plasma menos energético e,
consequentemente, um menor nimero de espécies excitadas que posteriormente
emitem radiacdo eletromagnética. Em LIBS, normalmente se almeja os maiores

valores de area integrada nas analises.

Figura 14: Area integrada do sinal de emissdo de (a) Ca(l)422,673; (b) K(1)769,896; (c)
Mg(1)285,213 e (d) Na (1)589,593 nm em func¢éo da fluéncia.

900000 - a 900000 - b
£ <
=2 {‘ ~-- 2
© 600000 - -l © 600000 -
% ey g b
o ~o ey -
g + g ey
' \ ' N
E . £ L}
§ 300000 - g 300000 | '
<t <
0 . . . 0 ‘ . ‘
2500 2000 1500 1000 500 0 2500 2000 1500 1000 500 0
Fluéncia (J/cm?) Fluéncia (J/cm?)
300000 - c 600000 - d
3 < ..
2 2
5 200000 - %*-\ 400000 - B N
@ Ta © A
5 5 13
2 b N 2 \
= i 3% £ .
® 100000 % ; ® 200000
a \ &
0 : ; ; 0 ; . ;
2500 2000 1500 1000 500 0 2500 2000 1500 1000 500 0
Fluéncia (J/cm?) Fluéncia (J/cm?)

Além dos valores de area integrada dos analitos, outro parametro importante
a ser observado nos experimentos de otimizacdo do sistema LIBS é a raz&o entre o

sinal analitico e o sinal de fundo (signal background ratio, SBR). O sinal de fundo é
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proveniente principalmente da emisséo de radiacéo de outras espécies presentes no
material ou que se formam durante a analise, e na maioria dos casos é desejavel o
maior valor de SBR nas andlises por LIBS. De acordo com a Figura 15, observa-se
gue o valor SBR se altera muito pouco com a variacdo do diametro de focalizacéo e,
dessa forma, nao foi relevante na escolha desse parametro. Por outro lado, os
valores de é&rea integrada diminuiram significamente com o aumento do diametro de

focalizacdo devido a diminuicédo da fluéncia.

Figura 15: (o) Area integrada do sinal de emissdo e (®) SBR em fungdo do diametro de

focalizagdo em pastilhas de madeira (Pinus) analisadas por LIBS: (a) Ca(l)422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na (1)589,593 nm.
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Considerando os maiores valores de area integrada e o menor RSD das
medidas da Figura 15, o diametro de focalizacdo de 50 um foi adotado para as
analises posteriores, ja que ndo houve uma grande perda nos valores de area
integrada quando comparado ao diametro de focalizacdo de 35 um. Além disso,

melhores valores de RSD (2-5%) das medidas foram obtidos nessa condicéo.
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5.1.2.2. Otimizacéo da energia do pulso

Assim como o diametro de focalizagao, a energia do pulso (energy by pulse)
de laser que atinge a amostra influencia diretamente na fluéncia. Mantendo o
diametro de focalizacdo, o aumento da energia dos pulsos de laser promove um
aumento da fluéncia, aumentando assim o numero de espécies que emitem radiacdo
eletromagnética e, consequentemente, o aumento nos valores de area integrada,

fato este observado na Figura 16.

Figura 16: (o) Area integrada do sinal de emiss&o e (®) SBR em func&o da energia por pulso

de laser em pastilhas de Pinus analisadas por LIBS: (a) Ca(1)422,673; (b) K(1)769,896; (c)
Mg(1)285,213 e (d) Na (1)589,593 nm.
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De maneira geral, os valores de RSD e a SBR variou muito pouco para K e
Na em diferentes energias dos pulsos de laser. Ja para o sinal de Mg, houve uma
diferenca significativa de 5 para 10 mJ, entretanto o valor de 5 mJ apresentou RSD
elevado devido a baixa intensidade do sinal e esta condi¢cao de energia por pulso de
laser foi descartada. O valor de 20 mJ por pulsos foi adotado para as posteriores

analises, uma vez que resultou em maiores valores de area integrada.
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5.1.2.3. Otimizacédo da taxa de repeticdo

A taxa de repeticdo (pulse repetition rate) é definida como a quantidade de
pulsos de laser incididos sobre a amostra em um intervalo de tempo. A taxa de
repeticdo pode ter influéncia sobre efeitos térmicos durante a analise, podendo
alterar a regularidade das &reas amostradas e a quantidade de massa tomada para
analise (LEME et al., 2012). Entretanto, de acordo com a Figura 17, a variacao da
taxa de repeticdo teve pouca influéncia sobre os valores de area integrada dos
analitos, a SBR e RSD na analise de madeira por LIBS. Com uma atualiza¢do do
programa de comando do sistema LIBS posterior a este estudo, o valor maximo de
taxa de repeticdo permitido foi alterado de 20 para 10 Hz. Como o0 aumento da taxa
de repeticdo implica em um aumento da frequéncia analitica, o valor de 10 Hz foi
adotado para as demais analises, visto que ha uma maior frequéncia analitica nesta
condicao.

Figura 17: (o) Area integrada do sinal de emiss&o e (®) raz&o sinal/sinal de fundo em fungéo
da taxa de repeticio em pastilhas de Pinus analisadas por LIBS: (a) Ca(1)422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na (1)589,593 nm.
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5.1.2.4. Otimizacédo do tempo de atraso

O tempo de atraso (delay time) € definido como o tempo decorrido entre a
incidéncia dos pulsos de laser sobre a amostra e a realizacdo da aquisicdo dos
sinais de emissdo. Este é um parametro critico nas andlises por LIBS, visto que logo
apos a incidéncia dos pulsos de laser, ha uma elevada emissdo de uma radiacéo
eletromagnética denominada  continuum, decorrente  principalmente  da
movimentacdo de cargas elétricas no plasma (bremsstrahlung) ou ligacfes destas
com outras espécies presentes no plasma. Como o continuum em geral decai mais
rapidamente do que o sinal de emissdo dos analitos, normalmente a estratégia mais
comumente aplicada € a realizacdo da medida analitica com um determinado tempo
de atraso em relacdo a formacédo no plasma. Tempos de atraso na ordem de nano
ou microsegundos séo suficientes para que o continuum diminua consideravelmente
e aumente assim a SBR (CREMERS & RADZIEMSKI, 2006). A Figura 18 ilustra o

tempo de atraso e comportamento das emissdes do continuum e dos analitos.

Figura 18: Exemplo do tempo de atraso e o comportamento das emissdes do continuum e dos
analitos.
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A Figura 19 ilustra a evolucédo dos sinais analiticos de Ca, K, Mg e Na em
diferentes tempos de atraso. E perceptivel a diminui¢do do sinal analitico e do sinal
de fundo com o aumento do tempo de atraso. Em alguns casos, também é possivel

verificar uma melhora na resolugéo das linhas de emissao (Figura 19a, c, d e e)
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Figura 19: Variacdo dos sinais de emissdo dos analitos em diferentes tempos de atraso na
andlise de pastilhas de pinus por LIBS. (nm): (a) Ca(l1)393,366 e Ca(l1)396,847 (b) Ca(1)422,673;
(c) K(1)766,490 e K(1)769,896; (d) Na(l)588,995 e Na(1)589,593; (e) Mg(11)279,553 e Mg(11)280,270;

(f) Mg(1)285,213.
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A escolha desse parametro depende do compromisso entre o aumento da

SBR e a diminuicdo de intensidade do sinal de emissdo do analito. A Figura 20

apresenta as alteracbes no valor de area integrada dos sinais de emissdo dos

analitos e na SBR em diferentes tempos de atraso empregados nas analises das

pastilhas de madeira.
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Figura 20: (o) Area integrada do sinal de emissdo e (®) raz&o sinal/sinal de fundo em fungéo
do tempo de atraso em pastilhas de Pinus analisadas por LIBS: (a) Ca(l)422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 nm.
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Aumentando-se o tempo de atraso, uma queda nos valores de area integrada
dos analitos foi observada. Essa tendéncia se deve ao fato da diminuicdo da
quantidade de espécies que emitem radiacdo devido ao decaimento ou
recombinacdo no decorrer da andlise. Entretanto, observa-se que com o aumento do
tempo de atraso, ha uma tendéncia no aumento da SBR, visto que o sinal de fundo
decai mais rapidamente que o sinal analitico. Considerando a condicdo de
compromisso entre os resultados de Ca, K, Mg e Na e o aumento nos valores de
RSD em tempo de atraso superior a 0,30 us (principalmente para Mg) decorrente do
pequeno valor de area integrada do sinal analitico nessas situacdes, definiu-se como
0,25 ps o tempo de atraso adequado para realizacdo das posteriores analises de
madeira por LIBS. A linha de emissdo Mg(l)285,213 nm havia sido previamente
escolhida por apresentar uma melhor resolucdo, embora ndo seja a linha de

emissado de Mg detectada com maiores valores de area integrada.
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5.1.2.5. Otimizacéo do padréao de analise e niumero de pulsos

No sistema LIBS J200 tandem, € possivel realizar as analises com dois tipos

de padrao (pattern): ponto-a-ponto (site-to-site) e percurso (raster) (Figura 21).

Figura 21: Exemplo dos padrdes de andlise no sistema LIBS: (a) ponto-a-ponto e (b) percurso.
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Na andlise ponto-a-ponto, a amostra permanece fixa enquanto sdo aplicados
0s pulsos de laser em uma mesma regido (Figura 21a). Apds a aplicagdo do numero
estabelecido dos pulsos de laser em um determinado ponto de analise, a amostra
desloca-se para a aplicacdo dos pulsos de laser no préximo ponto de analise pré-
estabelecido e assim sucessivamente até o término da analise. A quantidade de
pulsos aplicados neste padrdo de analise se limita principalmente de acordo com a
espessura da amostra. No padréo percurso (Figura 21b), a aplicacdo dos pulsos de
laser sobre a amostra ocorre a0 mesmo tempo em que esta se desloca em um
percurso com comprimento e velocidade pré-estabelecidos. Neste tipo de padréo de
analise, a quantidade de pulsos de laser aplicada se limita principalmente em funcao
da area superficial da amostra disponivel para a analise. Tanto no padrdo ponto-a-
ponto (Figura 21a) quanto no percurso (Figura 21b), cada pulso de laser que atinge
a amostra gera um espectro. Os espectros obtidos apds a incidéncia de diversos
pulsos de laser sobre a amostra podem ser somados (espectros acumulados),
sendo gerado um espectro final apdés a realizacdo de cada regido analisada. A
Figura 22 apresenta os resultados obtidos para os dois tipos de padréo de analise
empregados, aplicando-se 75 pulsos de laser acumulados com as condi¢cdes

experimentais ja anteriormente otimizadas.
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Figura 22: Area integrada do sinal de emissédo de Ca(l)422,673; K(1)769,896; Mg(1)285,213 e
Na(1)589,593 nm em funcédo do do padrédo de analise na analise de pastilhas de madeira (Pinus):
(o) ponto-a-ponto e (m) percurso.
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Aplicando-se 0 mesmo numero de pulsos tanto no padrdo ponto-a-ponto
quanto no padrdo percurso, ndo foram observadas diferencas significativas nos
valores de area integrada quando empregado o test-t student no nivel de confianca
de 95%. Dessa forma, o fator decisivo para a escolha do tipo de padrdo de andlise
nao foram os valores de area integrada, mas sim a quantidade de pulsos de laser
que poderia ser aplicada em cada um dos padrdes de andlise. Uma das grandes
limitacbes do padrao de analise ponto-a-ponto estd relacionado a espessura da
amostra. Utilizando pastilhas de Pinus com uma espessura de aproximadamente 3,0
mm, com as condi¢cdes experimentais utilizadas, foi possivel a aplicacao de até no
maximo 200 pulsos de laser por regido analisada. Além disso, com a profundidade
da cratera gerada durante a andlise, ha a geracdo de um plasma confinado, com
menor volume de observacdo pelo detector, 0 que pode acarretar em uma queda do
sinal analitico. O padrdo percurso permite a aplicacdo de um maior niumero de
pulsos de laser, pois os pulsos de laser sendo aplicados sobre a superficie da
amostra faz com que a cratera gerada ndo tenha uma elevada profundidade, ficando
0 numero de pulsos de laser limitado a area superficial da pastilha, que possui um
diametro de aproximadamente 13 mm. Consequentemente, hd& um aumento na
representatividade da analise com o aumento na maior quantidade de material
tomado para analise. Como um maior numero de pulsos implica em um maior valor
de sinal analitico, o padréo de analise percurso foi definido para as posteriores
analises. As Figuras 23 e 24 mostram as intensidades dos sinais analiticos para 0s

dois padrdes de andlise.
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Figura 23: (0) Area integrada do sinal de emiss&o e (®) SBR em fungdo do nimero de pulsos

em pastilhas Pinus analisadas por LIBS com o padrdo ponto-a-ponto: (a) Ca(l)422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 nm.
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Figura 24: (0) Area integrada do sinal de emiss&o e (®) SBR em fungdo do nimero de pulsos
em pastilhas de Pinus analisadas por LIBS com padrdo percurso: (a) Ca(l)422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 nm.
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O padréo percurso foi adotado para as posteriores analises, pois permitia um
maior nimero de pulsos aplicados sobre a amostra, resultando em sinais analiticos
com maiores intensidades. Com o aumento na representatividade da amostragem,
houve uma queda nos valores de RSD até 300 pulsos de laser aplicado. Com um
ndamero maior de pulsos de laser, hA novamente um aumento nos valores de RSD,
possivelmente decorrente da grande quantidade de material particulado gerado ap6s
a analise quando se realiza analises desse material com uma elevada quantidade de
pulsos de laser. Com este padrédo, 300 pulsos de laser foram adotados para as

posteriores andlises, ja que foram obtidos os resultados com menores RSD.

5.1.2.6. Otimizag&o da velocidade de deslocamento da amostra

Empregando o padrao percurso nas andlises, a aplicacao dos pulsos de laser
sobre a amostra ocorre a0 mesmo tempo em que a amostra se desloca em um
percurso com comprimento pré-estabelecido, enquanto a velocidade de
deslocamento da amostra durante a analise pode ser alterada no sistema LIBS. Para
um numero de pulsos de laser pré-estabelecido, uma menor velocidade de
deslocamento da amostra implica em uma cratera mais profunda e um percurso com
menor comprimento. Ao contrario, em velocidades maiores a andlise é realizada em
uma camada mais superficial da amostra em um percurso com maior dimensao.
Para a aplicacdo de 300 pulsos de laser, com uma taxa de repeticdo de 10 Hz e
velocidade de deslocamento da amostra ajustada para 0,15 mm/s, o0 percurso
analisado teve um comprimento de aproximadamente 4,5 mm, condicdo esta
adotada para as posteriores analises. Resultados apresentados na Figura 25
mostram que a velocidade de deslocamento da amostra nao altera
significativamente os sinais analiticos dos elementos investigados. Essa n&o
alteracdo dos resultados analiticos € um indicativo de elevada homogeneidade do

material.
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Figura 25: (0) Areaintegrada do sinal de emisséo e (®) SBR em func&o da velocidade de

deslocamento da amostra em pastilhas de Pinus analisadas por LIBS: (a) Ca(1)422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 nm.
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5.1.2.7 Otimizacéo do fluxo de argénio

O fluxo de argbnio é normalmente utilizado nas andlises por LIBS, pois além
de auxiliar na remocdo de material particulado gerado durante a analise, pode
promover um aumento nos sinais analiticos devido ao aumento das densidades
idnicas e eletronicas do plasma. Assim, a composicao da atmosfera pode afetar o
grau de ionizacdo e recombinacfes das espécies durante a andlise (WISBRUN et
al., 1994). O aumento da densidade eletrénica do plasma em atmosferas de argonio
pode promover o aumento na absor¢cdo de energia do laser pelo plasma (efeito de
blindagem), elevando-se a temperatura e aumentando o nimero de espécies que
emitem radiacdo (DONG et al., 2012). Entretanto, o sinal de fundo pode ter uma
elevacédo pelo mesmo motivo discutido anteriormente, afetando assim a SBR. Nas
analises de madeira, o aumento do fluxo de argbnio promoveu o aumento dos
valores de area integrada dos analitos, entretanto, uma queda nos valores de SBR
(Figura 26). Sem fluxo de argbnio, foram observadas elevados valores de RSD,
condicéo considerada nédo adequada para os posteriores estudos. Dessa forma, o
fluxo de 1,0 L/min gerou aumentos significativos de 50 a 70% no sinal analitico com

baixos RSD (1 a 9%) e dessa forma foi selecionado para as posteriores analises.
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Figura 26: (o) Area integrada do sinal de emissdo e (®) raz&o sinal/sinal de fundo em fungéo

do fluxo de argbnio em pastilhas de Pinus analisadas por LIBS: (a) Ca(1)422,673; (b)
K(1)769,896: (c) Mg(1)285,213 e (d) Na (I) 589,593 nm.
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5.1.2.8. Parametros otimizados no sistema LIBS

A Tabela 6 apresenta um resumo dos parametros instrumentais otimizados no
sistema LIBS J200 tandem. Estes parametros foram utilizados nas posteriores

analises das amostras de madeira.

Tabela 6: Parametros experimentais otimizados no sistema LIBS para analise de madeira.

A Condicéo A Condicéo

Parametro adotada Parametro adotada

Diametro de focalizacao (um) 50 Padrdo de andlise Percurso
Energia por pulso (mJ) 20 Numero de pulsos 300
Taxa de Repeticédo (Hz) 10 Deslocamento da amostra (mm/s) 0,15
Tempo de atraso (us) 0,25 Fluxo de argdnio (L/min) 1,0

Com os parametros instrumentais apresentados na Tabela 6, os valores de
RSD obtidos para analises em triplicata (n = 3) foram de aproximadamente 3, 9, 6 e
6% para Ca, K, Mg e Na, respectivamente, e a frequéncia analitica foi de
aproximadamente 12 amostras por hora. A frequéncia analitica foi estimada
utilizando um cronémetro e realizando a analise de diversas pastilhas durante uma

hora, considerando o tempo de introdugcédo da amostra no equipamento e analise.
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5.1.3. Estudo de calibrag&o nos sistemas LIBS

Um dos grandes desafios em LIBS €, sem duvida, a possibilidade de realizar
analises guantitativas de amostras complexas por essa técnica. A dificuldade é
atribuida aos efeitos de matriz que surgem na andlise de materiais de diferentes
naturezas que apresentam diferencas na composi¢cdo quimica ou fisica, afetando a
interacao laser-amostra, ablacdo do material, fendbmenos presentes no plasma, entre
outros. As investigacOes de parametros associados aos efeitos de matriz bem como
a criagcdo de estratégias simples de calibragcdo do método sdo essenciais para
viabilizar medi¢bes quantitativas por LIBS. O emprego de CRMs ou de materiais
secundarios para calibracdo sdo as estratégias comumente utilizadas para
realizacdo de medicbes quantitativas pela técnica. Como exemplo, na Figura 27, é
apresentado trés curvas analiticas de calibracdo construidas com diferentes
materiais para a linha de emissao Mn(l1)259,372 nm. A diferenca significativa na
sensibilidade entre as curvas de calibracdo é proveniente dos efeitos de matriz que

torna a andlise quantitativa o principal desafio nas analises por LIBS

Figura 27: Curvas analiticas de calibracao (Mn) obtidas por LIBS: (®) Pinus, (0) Celulose e (®)
CRMs vegetais.
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Neste trabalho, os estudos de calibracdo do método LIBS se basearam em
quatro estratégias: (1) Calibracdo com diversos CRMs de origem vegetal, (2) Adicéo
e extracdo de analito em amostra de madeira; (3) Uso de material secundario com
adicao de analito para calibragao (celulose) e (4) Uso de diversos tipos de amostras
de madeiras com concentragcfes de analitos diferentes entre si. Em todas as

estratégias, os materiais calibrantes desenvolvidos foram previamente analisados
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por ICP OES apds decomposicdo &cida assistida por micro-ondas para obtencéo
dos valores de referéncia. A verificacdo da exatiddo do método ICP OES foi
realizada empregando o CRM 1575a (Pine needles) submetido ao mesmo
procedimento de decomposicdo acida assistida por micro-ondas empregado para
madeira e celulose. Este CRM foi empregado, pois se acredita que a composi¢ao
deste é proxima a da madeira e celulose, por serem materiais de origem vegetal. A
exatiddo e os parametros analiticos do método ICP OES s&do apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7: Exatid@o e par@metros analiticos do método ICP OES (orientacgdo axial).

Linha de emisséo Faixa linear Equacéo 2 LOD LOQ
(nm) (mg/L) (H9/9) (H9/9)
Ca(1)318,128 0,3-150,0 A=2282c+1676 0,9992 16,49 54,42
Fe(11)259,940 0,1-50,0 A=14461c+3901  0,9990 0,02 0,07
K(1)769,896 0,3-150,0 A=44854c+44035 00,9969 0,40 1,32
Mg(1)285,213 0,3-150,0 A=47673c+57604  0,9951 0,14 0,46
Mn(11)257,610 0,1-50,0 A=66529c+33833 00,9965 0,03 0,10
Na(1)818,326 0,1-50,0 A=18625c+7199  0,9980 0,13 0,43
Zn(11)206,200 0,1-50,0 A=2433c+1018 0,9979 1,72 5,68
Valor cert!ficado Valor encontrado Erro relativo
SRM 1575a - Pine needles (ug/g) (%)
(Ho/9)
Ca 2500+100 25261193 +1
Fe 4612 39+6 -15
K 4170£70 38171184 -8
Mg 1060+170 1092+66 +3
Mn 488+12 527134 +8
Na 63+1 52+1 -18
Zn 38+2 38+4 0
I: linha atbmica, Il: linha ibnica, A: area integrada, c: concentracgao.

Uma vez gue os resultados foram concordantes no nivel de confianca de 95%
guando aplicado o test-t student e apresentam erros relativos de -18 a +8% na
analise do CRM por ICP OES, foi considerada adequada a exatiddo do método

podendo, portanto, ser aplicado como método comparativo as analises por LIBS.
5.1.3.1. Calibracdo com diversos CRMs de origem vegetal
A primeira abordagem para realizagdo de calibragdo do método LIBS foi

empregando diversos CRMs de origem vegetal disponiveis no laboratério (folhas de

tomate, folhas de macd, folhas de péssego, agulhas de pinheiro e farinha de soja),
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0S quais possuem uma composicdo matricial similar a madeira. Os parametros

analiticos das curvas analiticas de calibracdo sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Parametros analiticos obtidos nas curvas analiticas de calibragdo em LIBS
construidas com diversos CRMs de origem vegetal.

Linha de emissao Faixa linear

Equacio R?
(nm) (Hg/g) quac
Ca()422,673* 2500 - 50500 A =275c + 2136371 0,9888
Fe(11)259,940** 46 — 368 A = 344c - 8245 0,9720
K(1)769,896** 4170 - 27000 A =576c¢c + 1483279 0,9639
Mg(1)277,669** 1060 — 12000 A =16¢c + 495 0,9883
Mg(1)285,213* 1060 — 12000 A = 555¢ + 722705 0,9703
Mn(11)259,372** 54 — 488 A =137c + 2421 0,9616
Na(l)589,593* 3-136 A =14983c + 337933 0,9175
Zn(1)213,856** 13 -49 A=97c+ 1118 0,7701

A: areaintegrada, c: concentragdo, *: LIBS J200 tandem, **; LIBS n&o comercial

Embora as curvas de calibracdo apresentem elevados coeficientes de
determinacdo para a ténica (>0,92, exceto Zn, possivelmente pela baixa
homogeneidade do material para pequenas massas), indicando uma boa linearidade
e homogeneidade dos materiais para construcdo de curvas analiticas de calibracéo
por LIBS, o empregando dessas na analise de uma amostra de Pinus (899, 639,
261, 86, 264, 73 e 31 ug/g para Ca, K, Mg, Na, Fe, Mn e Zn, respectivamente) gerou
elevados erros relativos, estando estes entre 30 e 60% para Fe, Mn, Na e Zn,
enquanto Ca, K e Mg tiveram seus resultados abaixo do LOD. Tais elevados erros
relativos podem ser atribuidos aos efeitos de matriz provocados por diferencas
guimicas e fisicas nos diferentes materiais da curva analitica de calibracdo e na
madeira. Os efeitos de matriz muitas vezes podem ser observados nos valores de
intensidade do sinal de fundo, o que pode afetar os valores de area integrada do
sinal analitico caso essas regides do espectro sejam selecionadas para correcao
dos sinais de emissédo dos analitos. Como exemplo deste tipo de variacdo do sinal
de fundo em diferentes materiais analisados, é apresentado na Figura 28 o perfil da
regido espectral em que se encontram dois sinais de emissdo de Na(l)588,995 e
Na(1)589,593 nm apds a andlise por LIBS de pastilhas de SRM 1573a (Tomato
leaves), SRM 1575a (Pine needles), Pinus e celulose.
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Figura 28: Perfil espectral obtido por LIBS para as linhas de emissdo Na(l) 588,995 e Na(l)

589,593 nm na andlise de pastilhas de (a) SRM 1573a (Tomato leaves), Pinus e celulose e (b)
SRM 1575a (Pine needles), Pinus e celulose.
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Na Figura 28, observa-se que o sinal de fundo é maior na analise dos CRMs,
sobretudo do material SRM 1573a, provavelmente devido a diferenca na sua
composicdo matricial. A intensidade dos sinais analiticos, no entanto, pode né&o
acompanhar essa variacdo de forma proporcional, provocando assim um valor
liguido (area integrada) muito diferente ao se fazer a corre¢do do sinal. Com base
nas analises das curvas analiticas de calibragdo, observagéo dos sinais analiticos e
na aparéncia das areas analisadas na superficie da amostra, conclui-se que 0 uso

7

de CRMs de origem vegetal ndo € adequado para ser empregado na analise
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guantitativa de madeira por LIBS, pois possuem comportamentos muitos distintos a
fim de realizar andlise quantitativa por esta abordagem. O uso de linhas de emisséo

de C como padréao interno ndo melhorou os resultados obtidos.

5.1.3.2. Calibracdo com adicdo de analito em amostra de madeira e

materiais secundarios de calibracéo (celulose)

As amostras de madeira (Eucalipto, Cedrinho, Peroba e Pinus) e material
secundério de calibracdo (celulose) adicionados com crescentes concentracfes de
Ca, K, Fe, Mg, Mn, Na e Zn tiveram o seu valor de referéncia estabelecido apés
decomposicdo acida em forno de micro-ondas e analise por ICP OES. Empregando
esses valores, construiram-se curvas analiticas de calibracdo por LIBS utilizando os
pardmetros instrumentais previamente otimizados. A Figura 29a apresenta 0s
valores de referéncia para Na obtidos por ICP OES para os materiais calibrantes, e a
Figura 29b, as curvas analiticas de calibracdo para LIBS empregando os valores de
referencia obtidos.

Figura 29: (a) valores de referéncia de Na dos materiais calibrantes (1-5) desenvolvidos: ((O)
Eucalipto, () Cedrinho, (m) Peroba, (m) Pinus e (m) celulose) obtidos por ICP OES e (b)
resultado da andlise desses mesmos materiais obtidos por LIBS: (O) Eucalipto, (A ) Cedrinho,
(m) Peroba, (®) Pinus e (A) celulose.
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Procedimento similiar foi adotado para os outros elementos. A Tabela 9
apresenta os parametros analiticos, tais como equacao da reta, intervalo linear,
coeficientes de determinacdo e limites de deteccdo (LOD) para cada elemento e
material utilizado na calibracéo.
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Tabela 9: Parametros analiticos obtidos nas analises dos materiais calibrantes por LIBS.

ITinrla de Material Faixa linear Equagio R LOD
emissdo (nm) (ng/g) (ng/g)
Eucalipto 500 - 5216 A = 826¢c + 724594 0,9670 284,5
Cedrinho 241 -5101 A=771c + 437396 0,9601 682,9
Ca()422,673* Peroba 2129 — 6064 A =951c — 354138 0,8991 360,2
Pinus 898 — 5058 A =1026¢ + 611118 0,9400 479,5
Celulose 138 — 4402 A =1100c + 527516 0,9977 170,5
Eucalipto 12 -314 A =215c - 322 0,9991 1,4
Cedrinho 47 — 364 A =218c — 1596 0,9484 0,9
Fe(11)259,940** Peroba 26 — 308 A=261c—-7790 0,9651 0,8
Pinus 264 — 545 A = 258c - 25586 0,9358 11
Celulose 193 - 468 A =365c — 37276 0,9754 0,7
Eucalipto 1256 — 37204 A =499c + 2269217 0,9663 2823,8
Cedrinho 80 — 36619 A = 453c + 104521 0,9776 1173,4
K(1)769,896** Peroba 82 — 35203 A =673c + 174806 0,9715 1339,5
Pinus 639 — 37315 A =523c + 814663 0,9923 1150,7
Celulose 1033 - 36261 A = 606c + 1494485 0,9955 379,6
Eucalipto 136 — 1526 A =29c - 2507 0,9996 9,8
Cedrinho 361 - 1794 A=28c—-7798 0,9975 10,3
Mg(1)277,669** Peroba 75 — 1409 A = 30c — 3041 0,9894 7,6
Pinus 261 — 1455 A =32c-5911 0,9949 8,5
Celulose 103 - 1316 A =33c-3102 0,9980 6,7
Eucalipto 136 — 1526 A =1110c + 104333 0,9832 117,2
Cedrinho 361 - 1794 A =927c + 65352 0,9599 115,0
Mg(1)285,213* Peroba 75— 1409 A =1149c + 102060 0,9647 117,3
Pinus 261 — 1455 A =1577c — 96830 0,9956 97,6
Celulose 103 - 1316 A =1531c — 9087 0,9962 69,3
Eucalipto 19 — 387 A =247c — 2942 0,9997 0,7
Cedrinho 2 -399 A =199c — 2148 0,9983 1,0
Mn(I1)259,372** Peroba 8 — 364 A =203c — 2325 0,9949 1,1
Pinus 73 —-424 A =198c -6176 0,9959 1,1
Celulose 47 — 392 A =248c-7371 0,9951 0,7
Eucalipto 72 - 320 A =14811c + 38323 0,9570 13,2
Cedrinho 7-290 A =12443c + 151576 0,9770 7.4
Na(1)589,593* Peroba 30-274 A = 16546¢ — 35033 0,9774 7,9
Pinus 86 — 373 A =14325¢c — 238315 0,9787 9,2
Celulose 112 — 395 A =14368c — 539227 0,9106 9,8
Eucalipto 4-130 A =116¢c + 379 0,9948 1,1
Cedrinho 16 — 140 A=107c-746 0,9771 2,3
Zn(1)213,856** Peroba 20— 149 A =140c — 1042 0,9961 0,9
Pinus 31-131 A=113c - 66 0,9495 1,1
Celulose 22-119 A =129c + 938 0,9316 0,7

A: areaintegrada, c: concentragdo, *: LIBS J200 tandem, **; LIBS n&o comercial
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Pelos resultados apresentados na Tabela 9, percebe-se que na maioria dos
casos os coeficientes de determinacdo das curvas analiticas de calibracdo s&o
superiores a 0,95, valores comumente considerados adequados em técnicas
analiticas de analise direta de sélidos e microandlise, indicando que a faixa de
trabalho adotada é linear e fenbmenos de auto-absorcao ndo foram observados. Na
tentativa de melhorar alguns dos valores dos coeficientes de determinacdo das
curvas analiticas de calibracdo e minimizar os efeitos de matriz entre os materiais,
aproximando os valores dos coeficientes angulares das curvas (sensibilidade), na
tentativa de minimizar as diferentes condicbes de ablacdo entre os materiais
(compatibilizacdo), avaliou-se o uso do sinal de emissdo de C como padréo interno
visando corrigir possiveis desvios, tal como a variacdo na massa ablada pela
incidéncia do laser. Entretanto, ndo houve melhora significativa com o uso de C
como padréao interno, de modo que seu uso foi descartado.

Em relacdo aos limites de detec¢éo (LOD), os menores valores foram obtidos
para as curvas analiticas de calibracdo construidas com celulose, o qual pode ser
atribuido a menor flutuacdo no sinal de fundo e aos elevados valores dos
coeficientes angulares, na maior parte dos casos. Estes dois fatores podem estar
atrelados a composi¢ao quimica e fisica das pastilhas de celulose, fazendo com que
o comportamento do material ou dos analitos durante a andlise seja diferente
guando comparado as madeiras. A comparacdo entre LODs para os dois sistemas
LIBS empregados nas analises (J200 tandem e o ndo comercial) so foi possivel para
Mg. O sistema n&o comercial apresentou limites na ordem de 10 vezes menores que
o sistema J200 tandem, fato provavelmente relacionado a diferentes condigdes
experimentais e tipo de instrumentacédo (espectrofotbmetro e detector). Além disso,
as diferentes energias (ou fluéncias) e comprimentos de onda (1064 e 266 nm)
empregados influenciam diretamente na interag&do laser-amostra e 0s processos que
o analito sofre desde a ablacdo até a emissdo de radiacdo, afetando assim os
resultados analiticos.

Uma amostra de Pinus submetida a etapa de adi¢do de analito (1079, 24426,
392, 249, 440, 135 e 64 pg/g para Ca, K, Mg, Na, Fe, Mn e Zn, respectivamente) foi
analisada empregando as curvas analiticas de calibragcdo apresentadas na tabela 9.
Considerando as 40 curvas analiticas de calibracédo obtidas, aproximadamente 86%
dos resultados para Pinus submetidos a etapa de adicdo apresentaram erros

relativos inferiores a 20%. Os casos de erros relativos superiores a 20% sao
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encontrados nos resultados de Pinus avaliados em curvas analiticas de calibragcédo
construidas com Cedrinho (K, Mg e Zn), Eucalipto (Mn) e celulose (Fe). Assim
sendo, a construcdo de curvas analiticas de calibracdo em LIBS empregando
madeiras e celulose dopadas pode ser considerada promissora para analise de
madeira também submetidos a adi¢cdo de analito. Entretanto, empregando a mesma
abordagem, a andlise de uma amostra de Pinus sem ser submetida a etapa de
adicao elementar (899, 639, 261, 86, 264, 73 e 31 ug/g para Ca, K, Mg, Na, Fe, Mn e
Zn, respectivamente), os erros relativos inferiores a 20% foram obtidos em apenas
21% dos casos, sendo esta abordagem considerada ainda ndo confiavel nesta
situacdo. Os casos de erros relativos inferiores a 20% s&o encontrados apenas em
Pinus avaliados em curvas analiticas de calibracdo construidas com Eucalipto (Fe),
Cedrinho (Fe e Mn), Peroba (Zn) e celulose (Fe e Na). Os motivos para a grande
guantidade de elevados erros relativos nesta situacdo pode estar associado ao fato
de haver alguma incompatibilidade da concentracdo da amostra com a faixa linear
de calibracdo e também ao fato do analito naturalmente associado a matriz se
comportar de uma forma diferente de quando este é adicionado sobre o material.
Além disso, ha a possibilidade de que diferentes materiais, mesmo estes
apresentando pequena diferenca matricial, gerem elevados efeitos de matriz, fato
este que difiulta a analise quantitativa por LIBS.

5.1.3.2.1. Avaliacdo dos efeitos de matriz entre diferentes materiais

utilizados na calibragdo no LIBS

Acredita-se que a interacdo entre analito e matriz possa ser diferenciada em
diferentes materiais e possivelmente tenha contribuido para as diferencas
observadas nas curvas analiticas de calibracdo obtidas por LIBS, quando
empregado materiais submetidos a adicdo elementar para construcdo das curvas
analiticas de calibracdo. Para verificar similaridades e diferencas no comportamento
dos analitos entre os materiais de uma forma mais generalizada, foi realizada uma
Andlise por Componentes Principais (PCA) empregando os coeficientes angulares
(sensibilidades) das curvas analiticas de calibracdo como variaveis. Assim, poderia-
se ter melhor discernimento de quais materiais geram um menor efeito de matriz
entre si. Uma distribuicdo bi-dimensional das amostras (scores) e o grafico de pesos

das variaveis (loadings) sao apresentados na Figura 30.
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Figura 30: (a) distribuicdo bi-dimensional (scores) dos materiais calibrantes e (b) grafico de
pesos (loadings) apds Andlise por Componentes Principais empregando os valores dos
coeficientes angulares das curvas analiticas de calibragdo obtidas por LIBS como variaveis.
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Pela andlise dos resultados apresentados na Figura 30a, as menores
distancias euclidianas foram obtidas entre Pinus e celulose, indicando uma maior
similaridade no comportamento das curvas analiticas de calibracdo para estes dois
materiais. Por outro lado, Peroba e Cedrinho, apresentaram as maiores distancias
euclidianas em relacdo a maioria dos outros materiais, sugerindo assim um
comportamento muito diferenciado das curvas analiticas de calibracdo. O grafico de
pesos (Figura 30b) indica que os coeficientes angulares das curvas analiticas de
calibracdo de Ca, Fe, Mg e Mn sdo o0s principais responsaveis pelo agrupamento
entre celulose e Pinus, enquanto que os coeficientes angulares de K, Na e Zn foram
as principais variaveis para separacdo da Peroba dos demais materiais. Os valores
dos coeficientes angulares das curvas analiticas de Mn tiveram o menor peso na
diferenciacdo entre os materiais no grafico bi-dimensional de escores apresentado
na Figura 30a, entretanto também contribuiram para o agrupamento Pinus e
celulose. Dessa maneira, acredita-se que a interacdo quimica de alguns analitos
com componentes da matriz possa ter influenciado no sinal analitico e promovido
assim as diferencas observadas na sensibilidade das curvas analiticas de
calibracdo. Vale ressaltar que o PCA nesta abordagem pode indicar uma maior
probabilidade de dois materiais se comportarem de maneiras similares e
consequentemente serem empregados como materiais calibrantes uns para 0s

outros, entretanto, existem particularidades para cada elemento. Cada elemento
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pode estar associado ou interagir de uma forma diferenciada com cada tipo de
matriz e, assim, ter um comportamento peculiar durante a analise. Assim sendo,

uma analise prévia para verificar a exatiddo dos resultados obtidos é altamente

recomendada.

5.1.3.2.2. Avaliacao da influéncia do tamanho de particula dos materiais

calibrantes sobre as curvas analiticas de calibracéo.

Na tentativa de entender o efeito de matriz na andlise quantitativa de madeira,
a influéncia do tamanho de particula sobre o processo de atomizacao/excitacao e
aquisicao de sinal analitico no LIBS foi avaliado. Gomes et al. (2011) e Carvalho et
al. (2015) demonstraram que materiais vegetais com diferentes granulometrias
afetaram a eficiéncia de ablacdo e possivelmente processos que o analito sofre no
plasma, afetando assim os sinais de emiss&o e consequentemente as sensibilidades
das curvas analiticas de calibracdo. Hahn (2009) comenta que durante as analises
por LIBS, parte dos analitos pode ficar aprisionada dentro de particulas com maiores
diametros, as quais ndo sdo completamente destruidas no plasma, afetando assim a
quantidade de espécies que emitem radiacdo. Dessa forma, o tamanho de particula
se torna um fator importante dentro da analise quantitativa. Considerando a possivel
influéncia na sensibilidade das curvas analiticas de calibracdo proveniente das
diferentes granulometrias das madeiras e celulose, foi realizada a andlise
granulométrica destes materiais. Os perfis de distribuicdo do tamanho de particula
dos materiais sdo apresentados na Figura 31.
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Figura 31: Distribuicdo do tamanho de particula dos materiais calibrantes: (a) Eucalipto, (b)

Cedrinho, (c) Peroba, (d) Pinus e (e) celulose.

-3 100
= ]
Q
£
3
2

0 0

1 10 100 1000
Tamanho de particula (Hm)

45 100
=
Ll
£
3
o
>

0 0

1 10 100 1000
Tamanho de particula (im)

~7 100
=
L
£
=
o
>

0

0
1 10 100 1000
Tamanho de particula (Hm)

Volume (%)

Volume (%)

100
0
1 10 100 1000
Tamanho de particula (jim)
100
0
1 10 100 1000

Tamanho de particula (dm)

Os perfis granulométricos indicam que a celulose apresenta uma distribuicao

em gue grande parte do material possui um tamanho de particula abaixo de 100 pum.

Dentre as madeiras empregadas na calibracdo do LIBS, o perfil granulométrico de

Pinus € o que mais se assemelha a celulose, sendo este um possivel motivo pela

semelhanca das sensibilidades das curvas analiticas de calibracdo observadas entre

esses materiais na Figura 30 (PCA). A granulometria somada a natureza do material

pode alterar a coeséo entre as particulas e assim alterar a quantidade de massa

ablada durante a analise por LIBS, fator este que também pode alterar o sinal

analitico. A investigacdo desse parametro foi conduzida com as pastilhas das

madeiras e celulose empregadas na calibragcdo do método LIBS. Imagens obtidas

por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de regides analisadas ponto-a-ponto
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sao apresentadas na Figura 32 para uma comparacao do perfil de ablacdo dos

materiais.

Figura 32: Perfis das regifes analisadas dos materiais empregados para calibragdo do método
LIBS: (a) Eucalipto, (b) Cedrinho, (c) Peroba, (d) Pinus e (e) celulose.

a b
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Observando-se os perfis das regides dos materiais analisadas por LIBS, nota-
se inicialmente que o tamanho da regido analisada € superior ao diametro de
focalizacdo (50 um). Um dos motivos para tal fendmeno € devido a pluma do plasma
que gera este efeito de borda. Além disso, percebe-se que o tamanho da cratera
gerada em celulose possui um diametro aproximadamente 50% menor que a das
amostras de madeira. Entretanto, o comportamento do analito entre celulose e Pinus
durante a andlise parece nao ter sido afetado por esta diferenca, visto que as curvas
analiticas de calibracdo para ambos os materiais possuem certa semelhanca de
acordo com o PCA apresentado na Figura 30. Em relacdo ao Pinus, Peroba
apresentou o perfil de cratera mais diferenciado, apresentando uma maior
guantidade de fibras na regido analisada. Este fator pode estar associado ao
elevado efeito de matriz existente entre os dois materiais analisados por LIBS e a
elevada diferenca na Figura 30.

Outro estudo da influéncia do tamanho de particula sobre as diferencas
obtidas nas curvas analiticas de calibracdo agora somente empregando dois tipos
de madeira, Pinus e Cedrinho, com diferentes tamanhos de particula foi realizado.
Utilizando ICP OES, foram obtidos os valores de referéncia de Ca, K, Mg e Na para
cada material, os quais séo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Concentra¢cdes de Ca, K, Mg e Na em Pinus e Cedrinho submetidos a etapas de
adicdo de analito obtidos por ICP OES.

Concentracdo dos materiais (ug/g)

Elemento Pinus Pinus Cedrinho Cedrinho
p <50 pm 50 <p <100 pm p <50 pm 50 <p <100 ym
Ca 626 — 2055 687 — 1984 28 — 1497 28 — 1991
K 315 - 1439 413 - 1414 10 - 1262 14 — 1262
Mg 85-1174 140 — 1167 215-913 256 — 1142
Na 52 - 264 61— 254 13-216 13-271

p: tamanho de particula

Apbs analise por LIBS, foram construidas curvas analiticas de calibracdo para
cada um dos elementos em estudo. A Tabela 11 apresenta as equacles e 0S
coeficientes de determinacéo (R?) para cada curva analitica de calibracao.
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Tabela 11: Parametros analiticos das curvas analiticas de calibracdo dos elementos avaliados
por LIBS em pastilhas de Pinus e Cedrinho com diferentes tamanhos de particula.

Pinus Pinus Cedrinho Cedrinho
p <50 pum 50 <p <100 pm p <50 pm 50 <p <100 pm

Elemento | Equacao R? Equacéo R? Equac&o R? Equacéo R?
| P v | Ao towo| M o | KU toms
A N S b
| R oo | A oo | AR oo | LSS o
o | S oo I s | RS0 oan | A5 oam

A: areaintegrada, c: concentragdo (ug/g), p: tamanho de particula

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, os coeficientes
angulares das curvas de calibragcéo, feitas a partir de amostras de madeira com
tamanho de particulas menores que 50 um, possuem valores superiores aos das
curvas analiticas de calibracdo construidas com material contendo particulas entre
50 e 100 um. Estes dados estdo de acordo com o que era esperado, visto que 0S
trabalhos de Gomes et al. (2011) e de Carvalho et al. (2014) tiveram resultados
similares a estes para materiais vegetais. A explicacao para tal fenbmeno se deve
ao fato de haver uma melhor decomposicdo do material particulado no plasma com
materiais apresentando menores granulometrias, aumentando assim o sinal
analitico. Além disso, os resultados apresentados anteriormente indicam uma
diminuicdo no efeito de matriz entre Pinus e Cedrinho com materiais apresentando
tamanhos de particulas diferentes. As razbes entre coeficientes angulares
apresentadas na Tabela 12 demonstram a aproxima¢ao do comportamento durante

a analise dos materiais Pinus (p < 50 pm) e Cedrinho (50 < p < 100 um) por LIBS.

Tabela 12: Razéo entre os coeficientes angulares das amostras de Pinus (particula < 50 um) e
Cedrinho (particula < 50 um) e, Pinus (particula <50 um) e Cedrinho (50 < particula < 100 pm).

Elementos
Ca K Mg Na
Pinus p <50 pm / Cedrinho p <50 pm 0,64 0,54 0,58 0,46

Razéao

Pinus p <50 pm / Cedrinho 50 < p <100 pm 0.97 001 009 079

p: tamanho de particula
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Razdes entre sensibilidades proximas de 1 indicam uma semelhanca entre as
curvas analiticas de calibragcdo. Considerando Pinus com menor tamanho de
particula e Cedrinho com maior tamanho de particula, as curvas analiticas de
calibracdo com estes diferentes materiais tiveram as maiores razdes (razdo 0,79 —
0,99) quando comparado as razdes de Pinus e Cedrinho com tamanho de particula
< 50 pm para ambos (razdo 0,54 — 0,64), sugerindo uma possivel compatibilizacao
de matriz. Assim sendo, recomenda-se uma prévia investigacao para construcoes de
curvas analiticas de calibracdo com um material para quantificacdo dos elementos
em outro tipo de material, mesmo que estes sejam de uma origem muito similar. Ao
contrario do que se imaginava a simples etapa de padronizar o tamanho de particula

entre os materiais ndo fez com que os analitos se comportassem de maneira similar.

5.1.3.3. Calibragdo com adicao e extracdo de analito em amostra de

madeira

Além da adicao elementar sobre um material para constru¢do de padrbes de
calibracdo, a possibilidade de realizar a extracdo dos analitos para o preparo de
materiais calibrantes é outra abordagem para calibracdo do método, pois possibilita
a construcdo de pontos da curva de calibragdo com concentracbes abaixo da
naturalmente presente no material, aumentando assim a faixa linear. Este estudo foi
conduzido apenas com a madeira Pinus (tamanho de particula < 50 um) e apenas o
comportamento do elemento Na pode ser avaliado, pois apés as etapas de extracao,
somente este analito possuia concentracbes acima do LOD do ICP OES nos
padrées de calibracdo. Duas curvas analiticas de calibracdo foram construidas. Na
primeira, para construcdo dos padrdes de calibracdo em LIBS, o material submetido
a extracao foi misturado e homogeneizado com madeira ndo submetida a extracao.
Para segunda curva analitica de calibracdo, estes mesmos materiais foram
empregados, porém, somado a estes, materiais submetidos a etapas de adicao
elementar foram também utilizados como padrdes de calibracdo. Os parametros

analiticos das curvas analiticas de calibracéo séo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13: Parametros analiticos obtidos nas analises de Pinus empregados como materiais
calibrantes por LIBS.

Elemento Material Faixa linear Equacao R?

(a/9)

Pinus
(submetido a etapa de extracédo + nédo 4,4 - 44,6 A =6487c + 40530  0,9882
submetido a etapa de extracéo)

Na Pinus
(submetido a etapa de extracédo + néo
submetido a etapa de extracdo +
submetido a etapa de adigéo)

A: drea integrada, c: concentragdo, *: LIBS J200 tandem, **: LIBS n&o comercial

Pelos resultados obtidos, nota-se que esta € uma abordagem promissora,
pois ambas as curvas analiticas de calibracdo possuem coeficientes de
determinacdo elevados para a técnica (>0,96). Uma diferenca significativa na
sensibilidade €é observada entre as duas curvas analiticas de calibracao,
provavelmente devido a alteracédo da faixa linear e também devido a forma como o
analito esta presente na matriz (naturalmente presente e adicionado), podendo
alterar assim o seu comportamento durante o processo de atomizacao/excitacao.
Uma amostra de Pinus com tamanho de particula < 50 um foi analisada em ambas
as curvas analiticas de calibracdo para avaliagdo do erro relativo. Empregando a
curva analitica de calibracdo construida com padrdes submetidos a etapas de
extracdo ou adicdo de analito, o erro relativo obtido foi de 10%, enquanto um erro
relativo de 14% foi obtido adotando a curva analitica de calibracdo empregando
apenas padrdes submetidos a etapa de extracdo. Dessa forma, esta estratégia de
calibragdo se mostra promissora, visto 0s baixos erros relativos obtidos para

amostra.

5.1.3.4. Investigagdo de uma estratégia de calibracdo empregando
diferentes espécies de madeiras sem adicdo ou extracao de analito e com diferentes

tamanhos de particula.

O uso de diferentes madeiras ndo submetidas a etapas de adicao de analito
possuem vantagens e desvantagens sobre a abordagem que envolve etapas de
preparo de amostra em que sao realizados adigcdo de analito sobre o material. As
principais desvantagens estdo no fato de ser necessario um grande numero de

materiais com diferentes concentracdes do analito para construgcdo adequada de
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curvas analiticas de calibracdo e a possivel ocorréncia de efeitos de matriz em
diferentes materiais, mesmo estes sendo de uma origem muito semelhante.
Entretanto, esta abordagem de calibracdo € vantajosa visto que simplifica o
procedimento de preparo dos materiais calibrantes, ndo sendo necessario mais as
etapas de adicao ou extracao dos analitos e posterior homogeneizacao.

Apés a decomposicao acida das 14 espécies de madeira, foram obtidos os
valores de referéncia de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn para cada material por ICP

OES, os quais sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14: Concentracdes de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn em 14 espécies de madeira obtidos

por ICP OES.
Tamanho de Concentracdo no material (ng/g)

Material particula (um) Ca Fe K Mg Mn Na Zn
Cumaru <50 32 <0,2 0,7 <0,1 <0,02 <04 <0,03
Mogno <50 2.6 <0,2 <04 <0,1 <0,02 <0,4 <0,03
Pau-marfim <50 42 <0,2 1,3 1,8 <0,02 <04 <003
Caxeta <50 2.6 <0,2 1,1 0,1 <0,02 0,4 <0,03
Jatoba <50 1,7 <02 1,1 03 <002 <04 <003
Imbuia <50 <0,7 <0,2 <04 <0,1 <0,02 <04 < 0,03
Ipé <30 2,7 0,2 <04 07 <002 <04 <003
Tamarindo <50 <0,7 <0,2 <04 <01 <002 <04 <003
Cedrarana <50 <0,7 <0,2 0,5 <01 <002 <04 <0,03
Cedro-rosa <50 2.9 <0,2 <04 0,2 <0,02 <04 <0,03
Cedrinho <50 <0,7 <0,2 <04 0,2 <0,02 <04 <0,03
Pinus <50 0,8 <0,2 0,4 <0,1 <0,02 <0,4 <0,03
Eucalipto <50 <0,7 <0,2 0,9 <01 <002 <04 <003
Peroba <50 2.1 <0,2 <04 <01 <002 <04 <0,03
Cumaru 50 - 100 17 <0,2 05 <01 <002 <04 <003
Mogno 50 — 100 1.9 <02 <04 <01 <002 <04 <003
Pau-marfim 50 - 100 2,3 <0,2 1,2 1,5 < 0,02 <0,4 <0,03
Caxeta 50 — 100 2.4 <0,2 1,1 <01 <0,02 0,4 <0,03
Jatoba 50 — 100 11 <0,2 0,9 0,3 <0,02 <04 <0,03
Imbuia 50 — 100 <07 <0,2 <04 <01 <002 <04 <0,03
Ipé 50 — 100 1,9 <02 <04 06 <002 <04 <0,03
Tamarindo 50 - 100 <0,7 <0,2 <04 <01 <0,02 <0,4 <0,03
Cedrarana 50 — 100 <07 <0,2 <04 <01 <002 <04 <003
Cedro-rosa 50 - 100 1,8 <0,2 <04 0,2 <0,02 <04 <0,03
Cedrinho 50 — 100 <0,7 <02 <04 01 <002 <04 <003
Pinus 50 — 100 <07 <0,2 <04 <01 <002 <04 <003
Eucalipto 50 - 100 <0,7 <0,2 1,0 <0,1 <0,02 <0,4 <0,03
Peroba 50 — 100 12 <02 <04 <01 <002 <04 <003
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Somente os valores acima do LOD em ICP OES foram utilizados nesse
estudo. A maior parte das amostras apresentaram valores de concentracdo abaixo
do LOD. Dessa forma, somente foi possivel a construcdo de curvas analiticas de
calibracdo para Ca, K e Mg. O material Pinus foi empregado como amostra e,
portanto, ndo foi inserido nas curvas analiticas de calibragdo. Os parametros
analiticos das curvas analiticas de calibracao sdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Pardmetros analiticos das curvas analiticas de calibragdo do método de LIBS
construidas com 13 espécies de madeira.

Elementos Equacéo R’ Equacéo R?
p <50 pum p <50 pm 50 <p <100 pm 50 < p <100 pm
Ca A =444290c + 0,9413 A =559311c + 0,4622
16171 239493

A =1312988c - 0,9269 A =1423099c +
K 21517 149723 0.8134

A =682594c + A =924994c +
Mg 316447 0.9928 283004 0.9979

A: areaintegrada, c: concentragdo, p: tamanho de particula

Curvas analiticas de calibracdo construida com materiais de tamanho de
particula menor apresentaram, de uma maneira geral, melhores coeficientes de
determinacao, indicando maior homogeneidade do material. Por outro lado, maiores
sensibilidades das curvas analiticas de calibracdo foram obtidos para materiais com
maiores tamanhos de particula. Este resultado é oposto aos apresentados por
Gomes et al. (2011) e Carvalho et al. (2015) em materiais vegetais. Segundo o0s
autores, quanto menor o tamanho de particula de materiais vegetais, maior a
sensibilidade devido a maior eficiéncia de decomposi¢cdo do material no plasma e
processos que o analito sofre no plasma interferindo nos sinais de emissdo. Uma
hipotese para os resultados obtidos na madeira seria um aumento na maior
quantidade de material particulado gerado dentro da cadmara de ablacdo quando se
trabalha com materiais com tamanho de particulas menores, o que poderia bloquear
a radiacdo proveniente do plasma que atinge o detector e assim gerar menores

sinais analiticos. Para testar esta hipotese, um estudo conduzido com pastilhas de
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Pinus preparadas com diferentes tempos de moagem e, portanto, diferentes
tamanhos de particula, percebe-se quedas significativas nos sinais analiticos em
materiais submetidos a maiores tempos de moagem (10 — 27%), e portanto,

menores tamanho e particula. Os resultados séo apresentados na Figura 33.

Figura 33: Area integrada do sinal de emiss&o em funcdo do tempo de moagem em pastilhas
de Pinus analisadas por LIBS: (a) Ca(l)422,673; (b) K(I)769,896; (c) Mg(l)285,213 e (d)
Na(1)589,593 nm.
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Retornando a discussdo em relacdo as curvas analiticas de calibracdo com
diferentes tamanhos de particula, uma amostra de Pinus com tamanho de particula
menor que 50 um permitiu a quantificagdo de Ca e K pelas curvas analiticas de
calibracdo construidas em LIBS. Para Ca, erros relativos de aproximadamente 140%
foram obtidos, entretanto, para K os resultados foram de 4 e 17%, empregando a
curva analitica de calibracdo construida com materiais com menor tamanho de
particula e com maior tamanho de particula, respectivamente. Assim sendo, ha certa
viabilidade neste tipo de abordagem de calibracdo, porém, mais estudos ainda se
fazem necessario para que esta estratégia de calibracdo seja empregada com

sucesso para os demais analitos.
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5.1.4. Andlise de fragmentos de madeira por LIBS

Considerando a possibilidade de analise in situ por LIBS devido a existéncia
de sistemas portateis, a analise de fragmentos de madeira sem ou com 0 minimo
preparo € um campo de estudo que merece ser explorado. A umidade do material,
irregularidades da superficie que afetam as condi¢cbes de ablagcdo do material
(inclinacédo), bem como sua homogeneidade sdo aspectos que podem influenciar os
sinais analiticos e a investigacdo destes aspectos €é necessaria para 0

desenvolvimento de métodos confidveis para uma possivel analise de campo.

514.1. Andlise de madeira com diferentes teores de umidades

O teor de umidade na andlise de uma amostra por LIBS pode influenciar os
resultados, ja& que parte da energia do plasma é utlizada no processo de
vaporizacao da agua presente na amostra, podendo assim, diminuir a temperatura
do plasma e consequentemente o sinal analitico. A Figura 34 apresenta o0s
resultados para analise de um mesmo fragmento de Pinus em duas condi¢cbes de
umidade: in natura, com umidade natural estimada em torno de 5% (m/m); e uma

amostra imida, com teor de aproximadamente 60% (m/m).
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Figura 34: Area integrada dos sinais de emiss&o (nm) de (a) Ca()422,673; (b)K(1)769,896; (c)
Mg(1)285,213 e (d) Na(l)589,593 na analise de um fragmento de Pinus em diferentes teores de
umidade.
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Os resultados apresentam concordancia com a teoria, exceto para Na, em
gue nao foi observado diferenca significativa entre as duas condi¢cdes de umidade.
Uma hipotese para esta tendéncia esta no fato de Na apresentar uma baixa energia
de ionizacéo/excitacdo, condicdo esta que um plasma mesmo com temperaturas
mais baixas (material imido) seria capaz de levar boa parte das espécies ao estado
excitado. Alguns estudos na literatura apresentam a possibilidade do uso de linhas
de emissdo de elementos presentes na matriz em concentragdo constante e
homogénea como padrdo interno. A razdo entre as areas integradas dos sinais de
emissao do analito e do padréo interno podem corrigir desvios dos sinais analiticos
provenientes de diferentes condi¢des de ablacdo, quantidade de massa tomada para
analise, interferéncias fisicas na aquisicdo de sinal, entre outras. O emprego da
razdo dos sinais de emisdo dos analitos pelo sinal de emissdo de C como um
possivel padrao interno embora tenha reduzido as diferencas entre a amostra imida
e a in natura, nao foi considerado efetivo devido a grande diferenca ainda observada
entre os valores dos sinais analiticos, exceto para Ca, em que a diferenca das
amostra teve uma reducado de 11 para 4% entre a amostra Umida e a in natura. Para

os elementos K, Mg e Na, as diferencas entre as amostras permanecem na faixa de



86

30 a 200%. Assim, recomenda-se um controle rigoroso do teor de umidade das
amostras para se evitar desvios nas analises de fragmentos de madeira por LIBS.

5.1.4.2. Andlise em amostra de madeira com superficie inclinada e

avaliacao do sistema de correcéo de focalizacao do laser do LIBS

Ashrafkhani et al. (2015) analisaram amostras de aluminio e unhas por LIBS
empregando sistemas com e sem ajuste de focalizacdo do laser previamente a
analise, e como conclusdo, perceberam que o desvio padrdo das medidas foi
reduzido quando aplicado a correcédo da focalizagdo dos pulsos de laser sobre a
amostra. Fragmentos de madeira ndo submetidos a etapas de preparo de amostra
podem apresentar superficies irregulares ou inclinadas, o que pode causar
imprecisdo entre as medidas, ja que a distancia entre a amostra e a lente
convergente se altera com as imperfeicdes da superficie do material, alterando
assim a fluéncia durante a anélise. O sistema LIBS J200 tandem possui um sistema
gue permite a correcao da focalizacdo do laser no inicio de cada medida analitica. O
sistema de correcdo emprega um laser auxiliar focalizado sobre a superficie da
amostra que ajusta a distancia lente-amostra previamente a analise, minimizando
consequentemente as diferencas da fluéncia entre as replicatas. Para avaliacado da
importancia desse sistema de correcdo de focalizacdo do laser, com as condicbes
instrumentais previamente otimizadas, fragmentos de madeira planos e visualmente
homogéneos foram posicionados a uma inclinagdo de aproximadamente 2° em
relacdo a superficie da camara de ablacdo. Os percursos de analise foram
realizados em dois sentidos em relacdo ao analista como apresentado na Figura 35:
verticalmente (percursos paralelos ao eixo de inclinacdo da amostra), situacdo em
que cada medida analitica estd a uma distancia diferente da lente convergente; e
horizontalmente (percursos perpendiculares ao eixo de inclinagdo da amostra),
condicdo experimental em que todas as medidas analiticas estdo a uma mesma
distancia da lente convergente, enteranto, esta distancia se altera com o decorrer da
analise, visto que a correcdo da focalizacdo do laser somente ocorre no inicio da

medida analitica.
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Figura 35: Esquema indicando a orientacao vertical e horizontal na analise de uma amostra de
madeira com superficie inclinada.

Replicatas:
Sentido horizontal

Replicatas:
Sentido vertical

Os resultados da andlise para as duas orienta¢cdes de percurso, com e sem 0
emprego do sistema de correcdo de ajuste de foco do laser, sdo apresentados na

Figura 36
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Figura 36: Area integrada dos sinais de emiss&o (nm) de (a, b) Ca(1)422,673; (c, d) K(1)769,896;
(e, f) Mg(1)285,213 e (g, h) Na(l)589,593 em diferentes replicatas da andlise (A-) de um
fragmento de madeira posicionado com uma inclinagdo de 2° em relacdo a superficie da
camara de ablacgéo. Orientacdo do percurso de analise: vertical em a, c, e e g; horizontal em b,
d,feh, (o) seme (=) com 0 emprego do sistema de ajuste de foco do laser.
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Quando se realiza a analise no sentido vertical, percebe-se que o0 uso do
sistema de corre¢do de ajuste de focalizacéo do laser é essencial para obtencéo de

valores de area integrada mais préximos entre as replicatas. Essa tendéncia ocorre
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devido ao fato de cada replicata estar na mesma condi¢cdo de fluéncia, j& que o
sistema de correcdo de focalizacdo do laser ajusta a distancia lente-amostra
previamente a analise de cada replicata. Ja nas analises de fragmentos de madeira
inclinado empregando percursos horizontais, os resultados com e sem a utilizacéao
do sistema de correcdo de focalizacdo do laser sdo praticamente 0os mesmos. A
explicacdo estd no fato de que a correcdo de foco do laser somente é realizada no
inicio da analise de cada replicata. Como no sentido horizontal de analise o inicio de
cada replicata possui a mesma distancia lente-amostra, a correcao de focalizacdo do
laser entre replicatas € desnecesséaria. Entretanto, deve-se considerar que a
distancia lente-amostra € alterada no decorrer da andlise de uma replicata
decorrente da inclinacao da superficie em analises realizadas no sentido horizontal.
De qualquer forma, os valores médios de area integrada para todos os analitos ndo
possuem diferencas significativas quando realizada a analise com o uso do sistema
de correcdo de foco do laser. Assim sendo, a avaliacdo prévia da inclinacdo da
superficie do material pelo analista € de extrema importancia para a conducéo da
orientacdo da analise e obtencdo de resultados mais precisos e exatos.
Considerando o0s resultados obtidos, as posteriores andlises de amostras de
madeira com superficie inclinada foram realizadas no sentido horizontal com o
emprego do sistema de ajuste automatico de foco do laser.

Para analises no sentido vertical, além do que foi discutido anteriormente,
empregou-se a razao dos valores de area integrada dos analitos pelo valor de area
integrada de C(1)193,091 nm, na tentativa da utilizagdo deste sinal de emissdo como
padrdo interno, porém bons resultados foram obtidos somente para as 6 primeiras
replicatas (A-F). As replicatas G, H e | apresentaram resultados bastante
discrepantes decorrentes provavelmente das condicfes extremas da inclinacdo da
amostra, alterando fortemente a fluéncia da andlise, aumentando a imprecisdo dos
resultados. Os resultados da analise com o emprego do sinal de emisséo de C como

padréo interno pode ser observado na Figura 37.
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Figura 37: Razdo da area integrada dos sinais de emissdao (nm) de (a) Ca(l)422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na(l)589,593 pela area integrada de C(1)193,091 empregado
como padrdo interno em diferentes replicatas da analise de um fragmento de madeira
posicionado com uma inclinacdo de 2° em relagdo a superficie da camara de ablacao.
Orientacao vertical do percurso de analise sem o emprego do sistema de ajuste de foco do
laser.
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5.1.4.3. Andlise em diferentes profundidades da madeira

Na analise direta de uma amostra, algumas vezes nao se deseja saber
somente a distribuicdo ou concentracdo elementar na superficie do material, mas
também em camadas mais internas. LIBS € uma técnica que pode realizar este tipo
de mapeamento de maneira simples, sendo apenas necessario a incidéncia de
varios pulsos de laser em uma mesma regido e coletando a radiacdo proveniente do
plasma. Entretanto, algumas precaucfes sdo necessarias para obtencdo de bons
resultados analiticos. A profundidade da regido analisada € um parametro que pode
alterar o sinal analitico, principalmente pela alteracdo do volume de observacdo do
plasma pelo espectrébmetro, ou seja, a quantidade de radiacdo proveniente do
plasma formado na superficie da amostra e que atinge a entrada do espectrémetro.
A quantidade de radiacéo que atinge a entrada do espectrébmetro proveniente de um
plasma confinado em uma regido mais profunda da amostra pode ser diferente
devido a impedimento fisico provocado pela cratera da amostra. Além disso, a
alteracdo da profundidade da regido analisada pode afetar a fluéncia, visto que a

focalizacdo do laser sobre a superficie da amostra é alterada em diferentes
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profundidades. Utilizando um fragmento de madeira, a analise foi conduzida em uma
mesma regido em quatro diferentes camadas de profundidade (I - IV). E importante
salientar que neste tipo de anadlise, o sistema de correcdo de focalizacdo do laser
presente no sistema LIBS J200 tandem ndo pode ser utilizado devido a limitacbes

técnicas do equipamento. Os resultados sao apresentados na Figura 38.

Figura 38: Area integrada dos sinais de emiss&o (nm) de (a) Ca(1)422,673; (c) K(1)769,896; (e)
Mg(1)285,213 e (g) Na(1)589,593 e razdo dos valores de area integrada de (b) Ca()422,673; (d)
K(1)769,896; (f) Mg(1)285,213 e (h) Na(1)589,593 pela area integrada de C(1)193,091, empregado
como padrao interno na analise de 4 camadas com diferentes profundidades de um fragmento
de madeira.
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Percebe-se uma nitida queda do sinal para todos os elementos a medida em
que a analise foi conduzida em camadas mais profundas. Estas diferencas estédo
associadas a diferentes condicdes de ablacédo a que estdo submetidas a anélise de
diferentes camadas do material. Entretanto, a razdo das areas integradas de Ca, K,
Na e Mg pela area integrada de C empregado como padrdo interno minimizou as
diferencas entre os sinais provenientes da analise em diferentes camadas. Assim

sendo, para analises desta natureza o emprego do padréo interno é recomendavel.

5.1.4.4. Avaliacdo da homogeneidade da madeira Pinus em LIBS

Muitas vezes € visualmente perceptivel a falta de homogeneidade de um
fragmento de madeira, fator este que deve ser considerado quando realizada a
andlise direta do material. Além da distribuicdo elementar heterogénea, diferentes
aspectos fisicos e quimicos da amostra podem alterar a interacdo entre laser-
amostra e consequentemente a precisédo e exatidao dos resultados analiticos.

Em um estudo preliminar, a Figura 39 apresenta um fragmento da madeira
Pinus com duas regifes distintas analisadas por LIBS empregando os padrdes de
analise ponto-a-ponto (C e D) e percurso (A e B), além dos aspectos microscépicos
das regides analisadas.
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Figura 39: Imagens obtidas por MEV de 4 regifes (A, B, C e D) de um fragmento de madeira
(Pinus) analisado por LIBS.

A C

As regides A e C do fragmento de madeira analisado apresentaram aspectos
distintos das regides B e D. Aparentemente o perfil das regides A e C sdo menores e
mais bem definidos. Aspectos fisicos como a dureza do material podem ter
influenciado nesse perfil, alterando assim a ablacdo do material. Esse fator somado
a uma possivel diferenga de concentragdo dos elementos nas regibes analisadas
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podem ter ocasionado diferencas nos valores de &reas integradas dos elementos
apresentados na Figura 40. Nota-se que as regioes analisadas A e C, localizadas na
parte mais escura e dura da amostra apresentaram valores de area integrada

menores do que as regides B e D.

Figura 40: Area integrada dos sinais de emissdo (nm) de Ca(1)422,673; K(1)769,896;
Mg(1)285,213 e Na(1)589,593 das regides (m)A, (m)B, (0)C e ( )D, de um fragmento de Pinus.
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Verificado a influéncia da regido analisada nos sinais analiticos obtidos por
LIBS, a ampliagdo do estudo foi conduzida com um maior fragmento de Pinus, com
regides visualmente mais distintas. A Figura 41 apresenta um fragmento de madeira

analisado em 6 regides distintas por LIBS (A - F).

Figura 41: Fragmento de Pinus analisado em 6 diferentes regiées (A-F) por LIBS.

AQ)
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Apés a analise das regides A - F por LIBS, o fragmento de madeira foi
separado em 6 pedacos (A(2) — F(2)) nas regides delimitadas (linhas pontilhadas) na
Figura 41 com o auxilio de uma serra elétrica e moidas criogenicamente. As seis
fracbes do material moido foram submetidos a uma decomposi¢do acida assistida
por micro-ondas e analisadas por ICP OES para obtengdo concentragdo elementar
no material para uma posterior correlacdo com os resultados obtidos por LIBS. Os
resultados da analise do fragmento de madeira por LIBS, bem como a concentracao
elementar das regides analisadas obtidas por ICP OES sao apresentadas na Figura
42.
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Figura 42: (o) Area integrada dos sinais de emiss&o (nm) de (a) Ca(l)422,673; (c) K(1)769,896; (e)
Mg(1)285,213 e (g) Na(1)589,593 em 6 regides de um fragmento de madeira analisado por LIBS e
(m) concentracédo de (b) Ca, (d) K, (f) Mg e (h) Na das 6 regiGes analisadas obtidas por ICP OES
ap06s decomposicao acida assistida por micro-ondas.
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Na analise por LIBS (A — F), o fragmento de madeira apresenta variagdes
significativas entre valores de area integrada das 6 regibes, chegando essa
diferenca em alguns casos a até 90%. Esta variacdo pode estar relacionada
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principalmente a dois fatores: a possivel diferenca de concentracdo dos elementos
nas regides analisadas e diferenca na ablagdo do material decorrente de diferentes
propriedades fisicas do material. Os resultados da analise das regides A(2) — F(2) do
fragmento de madeira por ICP OES nao possuem a mesma tendéncia que oS
resultados obtidos por LIBS. Nos resultados obtidos por ICP OES, percebe-se na
maioria dos casos pequenas variagcdes na concentracdo dos elementos entre as
regides. Esta tendéncia pode estar relacionada ao fato de que a quantidade de
material que foi moida e amostrada para andlise por ICP OES € maior, sendo mais
representativa e homogénea do que a massa de amostra tomada para analise por
LIBS. A andlise por LIBS foi realizada com poucos microgramas do material e em
uma camada mais superficial, fornecendo assim os valores de éarea integrada
relacionada a concentracdo elementar em uma regido muito especifica, enquanto
que a analise por ICP OES, na qual foi empregada uma massa muito maior de
material (aproximadamente 0,2 g), promoveu uma maior homogeneidade dos
resultados. Os resultados obtidos no fragmento de madeira por LIBS foram também
submetidos ao tratamento utilizando a linha de emissdo C como padrao interno para
possiveis correcbes nas condicbes de ablacdo do material, entretanto, como
apresentado na Figura 43, ainda ha grandes diferencas nos resultados entre as
regides analisadas. A explicacdo pode estar no fato de que o padréo interno pode
minimizar desvios entre medidas principalmente corrigindo fendmenos fisicos
relacionados a diferentes condicdes de ablacdo, mas caso exista diferencas na
concentracdo elementar entre as regifes analisadas, o padrédo interno nao € eficaz.
Dessa forma, acredita-se que além de diferencas fisicas entre as regifes do
fragmento de madeira, ha possivelmente também diferencas na composicéo

elementar.
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Figura 43: Razdo entre areas integradas dos sinais de emissdo (nm) de (a) Ca()422,673; (b)
K(1)769,896; (c) Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 pela area integrada de C(1)193,091, empregado
como padréo interno na analise de 6 regides de um fragmento de Pinus.
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Com os resultados obtidos na analise do fragmento de madeira apresentado
na Figura 42, recomenda-se ao analista cautela ao definir a melhor estratégia ao
realizar andlise direta de amostras de madeira heterogéneas por LIBS. A definicdo
da regido em que € realizada a analise e o0 niUmero de replicatas podem ser fatores
cruciais para se atingir uma maior precisdo e exatiddo dos resultados. Como
exemplo, na analise de um novo fragmento da madeira Pinus considerado
visualmente homogéneo pelo analista (Figura 44), os resultados apresentados na
Figura 45 indicam uma amostra mais homogénea quando comparado a amostra
apresentada na Figura 41. Percebe-se nessa situacdo que os valores de area
integrada entre as regides possuem uma peguena variacdo quando comparado aos

resultados obtidos para amostras visualmente heterogéneas.

Figura 44: Fragmento de Pinus visualmente homogéneo analisado em 6 diferentes regides por
LIBS.
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Figura 45: Area integrada dos sinais de emiss&o (nm) de (a) Ca()422,673; (b) K(1)769,896; (c)
Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 em 6 regides analisadas de um fragmento Pinus considerado
visualmente homogéneo.
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Em um dltimo estudo, utilizando 4 fragmentos de madeira submetidos a
diferentes preparos de amostra, construiu-se um mapa de calor para investigacao da
homogeneidade de madeira na superficie do material (fragmento B da Figura 46), e
investigacdo de uma estratégia de calibracdo empregando fragmentos de madeira
(A — D da Figura 46) para se verificar a viabilidade deste tipo de abordagem. Os
resultados da Figura 46 mostram a homogeneidade dos materiais calibrantes

preparados apos etapas de extracdo ou adi¢do elementar.
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Figura 46: Mapa de calor obtido apés analise dos materiais calibrantes por LIBS empregando
fragmentos de Pinus (A: fragmento submetido a extracao elementar, B: fragmento in natura, C
e D: fragmentos submetidos a etapas de adicdo elementar). (a) Ca(1)422,673; (b) K(1)769,896; (c)
Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 (nm). Valores préoximos a 100 indicam elevada concentracgéo
elementar enquanto valores préximos a 0 indicam baixa concentragcdo elementar.

a b

H 100 100
0 0

C d

100 100
0

No mapa de calor apresentado na Figura 46, regides avermelhadas-
alaranjadas (valores proximos de 100) indicam uma maior concentragdo do
elemento, enquanto regides com tons azulados e arroxeados (valores proximos de
0) indicam menores concentracdes elementares. Analisando as imagens, percebe-
se que o fragmento A, o qual foi submetido a etapa de extracdo dos analitos,
apresentam coloracdes que indicam a efetiva extracdo elementar, sendo assim
concordante com o procedimento adotado. Por outro lado, os fragmentos C e D, os
quais foram submetidos a etapas de agitagdo em solucdo aquosa contendo 0s
elementos em concetracdes crescentes, ha uma tendéncia de menor concentracao

elementar quando comparado ao fragmento B, o qual foi submetido a uma simples
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agitacdo com agua deionizada (branco analitico). Esta tendéncia ndo era esperada,
0 que significa que pode ter havido uma extracdo elementar dos elementos nos
fragmentos C e D ao contrario de uma desejavel adicdo elementar para uma
possivel construcdo de uma curva analitica de calibracdo. Uma possivel explicacéao
ao fato € de que as solucbes aquosas preparadas estavam em meio de acido nitrico
0,5% (v/v) que possivelmente impediu a absorcdo/adsorcdo dos elementos pelo
material e ainda possa ter promovido a extracdo elementar. Solu¢cdes aquosas
preparadas em menor concentracdo acida ou etapas de funcionalizacdo do material
poderiam auxiliar na obtencdo de resultados satisfatorios nesta tentativa de
calibracdo empregando fragmentos de madeira. A Figura 47 que apresentam o0s
valores de area integrada dos sinais obtidos por LIBS corroboram com as hipoteses
anteriormente discutidas, indicando maiores valores de area integrada dos analitos

no fragmento B e menores valores nos fragmentos A, C e D.

Figura 47: Area integrada obtida apds anéalise dos materiais calibrantes por LIBS empregando
fragmentos de Pinus (A-D) apés etapas de adi¢do ou extracdo elementar (nm): (a) Ca(l)422,673;
(b) K(1)769,896; (c) Mg(l)285,213 e (d) Na(l)589,593. A: fragmento submetido a extragdo
elementar, B: fragmento in natura, C e D: fragmentos submetidos a etapas de adigéo

elementar.
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5.1.4.5. Distribuicdo elementar em aneis de crescimento

Arvores podem ser utilizadas no monitoramento de mudancas ambientais. A
determinacdo elementar em anéis de crescimento de arvores pode trazer
informagdes importantes sobre tais mudancgas visto a capacidade de introducao e
incorporacao dos elementos nos tecidos vegetais (CUI et al., 2013). Cada anel de
crescimento da amostra de Cedrela fissilis empregada neste estudo foi analisado
duas vezes na mesma regido para obtencdo de um perfil de distribuicdo elementar
em duas camadas. Em geral, pelos resultados apresentados na Figura 48, anéis de
crescimento mais externos, mais préximos da casca, apresentaram 0s maiores
valores de area integrada. Uma possivel explicacdo para esta tendéncia pode estar
no fato da amostra analisada conter uma parte viva mais externa (alburno)
responsavel pelo transporte dos elementos a partir das raizes para o restante da
planta, e uma parte interna considerada como tecido vegetal morto (cerne) que
possui como principal funcdo auxiliar na estruturacdo do vegetal. Dessa forma,
poderia haver diferencas nos aspectos fisicos do material ou uma diferenca na
concentragdo dos elementos no alburno comparado ao cerne, consequentemente,
promovendo as diferencas nos valores de area integrada obtidos por LIBS nos anéis

de crescimento.
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Figura 48: Area integrada de (nm) (a) Ca(l)422,673; (b) K(1)766,490; (c) Mg(1)285,213; (d)
Na(1)589,593 e (e) C(1)193,091 na analise da (e) primeira e (o) segunda camada dos anéis de
crescimento da amostra de Cedrela fissilis por LIBS .
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Na Figura 48 h4 uma nitida tendéncia dos valores de area integrada na
andlise da segunda camada ser menor comparado aos valores obtidos na primeira
camada, tendéncia esta discutida anteriormente no item 5.1.4.3.. Mudangas nas
condicBes de ablacdo e um menor volume de plasma observado pelo espectrébmetro
podem ser possiveis explicacbes para esta tendéncia. Comumente é empregado o
uso de um padréo interno para corrigir as condicfes de ablacao durante a analise.

A razdo entre o sinal analitico de um elemento pelo sinal de emissédo de
carbono frequentemente é empregado na analise materiais organicos, visto que o
carbono é um elemento majoritario na matriz. A Figura 49 apresenta a distribuicdo
elementar nos anéis de crescimento da amostra para as duas camadas analisadas

empregando o uso do sinal de emisséo de C(1)193,091 nm como padrao interno.
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Figura 49: Razdo entre areas integradas de (nm) (a) Ca()422,673; (b) K(1)766,49; (c)
Mg(1)285,213 e (d) Na(1)589,593 pelo padrao interno (C(1)193,091) na analise da (e) primeira e (o)
segunda camada dos anéis de crescimento da amostra de Cedrela fissilis por LIBS.
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Quando o sinal de emissédo de carbono foi utilizado como padréo interno,
nenhuma diferenca significativa foi observada no perfil de distribuicdo elementar de
K e Na, entretanto, Ca e Mg apresentaram um perfil mais homogéneo ao longo da
amostra. Possivelmente Na e K sdo elementos que possuem maior mobilidade ao
longo do tronco e por isso o sinal analitico € maior nos anéis de crescimento mais
externo. No caso do Ca e Mg, a tendéncia dos sinalis analiticos sdo similares ao
longo dos anéis de crescimento e isso se deve ao fato desses elementos terem
caracteristicas estruturais, ou seja, fazem parte da estrutura da planta. Além disso, o
uso do padrdo interno minimizou a diferenca dos resultados obtidos na analise da
primeira e segunda camada para todos os elementos, sugerindo assim que o uso do
sinal de emissdo de carbono como padrdo interno minimizou as diferencas nas
diferentes condi¢cdes de ablacdo presentes na andlise das diferentes camadas da
amostra.

Posteriormente, os 25 anéis de crescimento analisados por LIBS foram
submetidos a andlise por ICP OES ap6s decomposi¢do acida assistida por micro-
ondas. Os resultados das areas integradas dos anéis de crescimento obtidos por
LIBS bem como as concentracdes obtidas por ICP OES dos fragmentos de madeira

sao apresentados na Figura 50.
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Figura 50: Razdo entre areas integradas de (nm) (a) Ca()422,673; (b) K(1)766,49; (c)
Mg(1)285,213 e (d) Na(l)589,593 pelo padrdo interno (C(1)193,091) obtidas por LIBS e
concentragcdes de (e) Ca, (f) K, (g) Mg e (h) Na obtidas por ICP OES na analise dos 3
fragmentos da amostra de Cedrela fissilis.
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Os resultados obtidos por LIBS e ICP OES apresentam uma razoavel
concordancia para Ca, K, Mg e Na. Assim como na analise por LIBS, em que os
maiores valores de area integrada foram encontrados nos fragmentos mais externos
da amostra, as maiores concentracfes de K, Mg e Na obtido por ICP OES foram
encontrados nos fragmentos mais externo da amostra, exceto Ca que apresenta

uma distribuicdo mais uniforme nos 3 fragmentos.
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5.1.4.6. Discriminacéao e classificagcdo de amostras de madeira

Andlise por Componentes Principais (PCA) é um método ndo supervisionado
de reconhecimento de padrdes, adequado para visualizar diferencas e similaridades
de amostras de acordo com variaveis selecionadas. No caso da constru¢cdo de um
modelo de discriminagcdo de amostras de Jatoba e Peroba, as variaveis
selecionadas foram as areas integradas dos sinais de emisséo de C, Ca, K, Mg e Na
obtidas na analise por LIBS. Foram realizadas duas abordagens na construcdo do
modelo PCA. Na primeira abordagem, 18 linhas de emissdo foram monitoradas
(C(1)193,091; C(1)247,856; Ca(1)318,052; Ca(11)393,366; Ca(11)396,847;
Ca(1)422,673; Ca(l)430,253; Ca()443,496; Ca(l)445,478; Ca(l)527,027;
Ca(1)558,876; K(1)766,490; K(1)769,896; Mg(Il)279,553; Mg(11)280,270;
Mg()285,213; Na(1)588,995 e Na(1)589,593 nm), enquanto que na segunda
abordagem apenas uma linha de emisséo para cada elemento foi empregada como
variavel no modelo PCA (C(1)193,091; Ca(1)422,673; K(1)769,896; Mg(1)285,213 e
Na(1)589,593 nm). Os resultados obtidos para ambas as abordagens foram
semelhantes e considerados satisfatérios, nos quais mais do que 77,5% de variancia
dos dados originais sdo descritos pelas duas primeiras componentes principais (PC1
e PC2). A similaridade entre os resultados nas duas abordagens provavelmente é
decorrente da grande correlacdo existente entre as variaveis, visto que linhas de
emissdo de um mesmo elemento tendem a variar de forma homogénea e dessa
forma fornece uma informagéo redundante, ndo havendo grande contribuicdo na
discriminagcéo das amostras. Dessa forma, adotou-se a segunda abordagem em que
apenas uma linha de emisséo de cada elemento é empregada na PCA, gerando um
modelo com 5 dimensdes. A porcentagem de informacéao original para cada uma das

dimensdes é apresentada na Figura 51.
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Figura 51: Porcentagem de informacdo original da Andlise por Componentes Principais das
amostras de Peroba e Jatoba em cada uma das 5 dimensdes.
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Frequentemente a discriminacdo de amostras é apresentada na forma de

graficos de escores (scores) em que as componentes principais sao ortogonais entre

si. Na Figura 52 é possivel visualizar dispersdo das amostras nas duas primeiras

componentes principais, em que claramente € observada a formacéo de dois grupos

(clusters) distintos referentes ao Jatoba e a Peroba.

Figura 52: Grafico bidimensional de escores da Analise por Componentes Principais das
amostras de (o) Jatoba e (o) Peroba.
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A influéncia das varidveis escolhidas na separacdo das amostras pode ser

observada no grafico de pesos (loadings). De acordo com a Figura 53, percebe-se
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que todas as variaveis estdo voltadas para a parte esquerda do gréfico, promovendo
assim a discriminagdo entre as amostras, concluindo-se assim que as variaveis
(principalmente K e Mg) possuem um peso superior nas amostras de Jatoba,
decorrente dos maiores valores de area integrada encontrados nestas amostras.
Além disso, ndo se pode destacar a hipétese de que um possivel efeito de matriz

entre os materiais possa ter contribuido para a formacao dos agrupamentos no PCA.

Figura 53: Gréafico bidimensional de pesos das variaveis empregadas na Analise por
Componentes Principais das amostras Jatoba e Peroba.
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Apos avaliacdo dos resultados pelo PCA, um modelo de classificacdo foi
construido. Os métodos supervisionados de reconhecimento de padrdes utilizam
informacgdes da classe a qual as amostras pertencem para construir um modelo de
classificacdo. O método do k-ésimo Vizinho Mais Proximo (k-nearest neighbor, KNN)
€ um dos métodos mais empregados para classificacdo de amostras. Em resumo,
KNN classifica amostras desconhecidas calculando a distancia em relacdo a
amostras com classes bem definidas as quais constituem o conjunto de treinamento.
As amostras do conjunto de treinamento comumente sdo chamadas de vizinhos e,
assim, pode-se fazer o calculo da distancia para um numero variado de vizinhos
presentes no modelo. A amostra desconhecida é considerada pertencente a uma
determinada classe de acordo com a proximidade de seus vizinhos e por maioria de
votos. Existem diferentes abordagens no tratamento dos dados e no caso do modelo
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construido para a classificacdo de Jatoba e Peroba, adotou-se a abordagem leave-
one-out. Nessa abordagem, o programa de computador emprega todas as amostras
conhecidas para construcdo do modelo. Aleatoriamente, 25% dessas amostras sao
eleitas como amostras teste e na validacdo cruzada a exatiddo de classificacdo do
modelo é avaliada. Os resultados da exatiddo de predicdo do modelo considerando
até 10 vizinhos foram apresentados na Figura 54. A maior taxa de acerto do modelo
foi em torno de 94% considerando de 1 a 4 vizinhos. Definiu-se como k=1 o numero
de vizinhos adequados a serem considerados para construcdo do modelo ja que

este foi 0 menor valor de k com maior exatidao.

Figura 54: Exatiddo da validacdo cruzada obtida para cada namero de vizinho mais préximo
empregado no modelo KNN.
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Para uma nova avaliacdo do modelo construido, oito amostras de Jatoba e
oito amostras de Peroba que nao foram empregados na construcdo do modelo KNN
foram submetidas a uma classificacdo. De acordo com a matriz de confusao
apresentada na Tabela 16, todas as amostras de Peroba e Jatoba foram
corretamente classificadas, indicando a viabilidade de classificacdo desses dois

tipos de madeira pelo modelo KNN construido.

Tabela 16: Matriz de confusé&o da classificacdo de Jatoba e Peroba empregando KNN.

Predito
Corretamente
Jatoba Peroba -
_ classificado
Conhecido
Jatoba 8 0 100%

Peroba 0 8 100%
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6. CONCLUSOES

Em estudos conduzidos com o sistema comercial LIBS J200 tandem, para a
analise de pastilhas de madeira da espécie Pinus, 18 linhas de emissdo dos
elementos (C, Ca, K, Mg e Na) em estudo puderam ser monitoradas. Linhas de
emissdo de Fe, Mn e Zn nao foram detectadas. Posteriormente, empregando as
linhas de emissdo observadas, estudos de otimizacdo para o sistema foram
conduzidos de forma univariada, obtendo-se 0s seguintes valores experimentais:
diametro de focalizacdo de 50 um, energia por pulso de 20 mJ, taxa de repeticdo de
10 Hz, tempo de atraso de 0,25 ps, padrao de analise percurso, 300 pulsos de laser,
deslocamento da amostra de 0,15 mm/s e fluxo de argonio de 1,0 L/min.

Nos estudos envolvendo calibracdo do método em LIBS, empregando CRMs
de origem vegetal, foram obtidos erros relativos superiores a 30% na andlise de
Pinus. Empregando diferentes espécies de madeiras e celulose (com e sem adi¢céo
de analito) utilizados como materiais calibrantes na forma de pastilhas, foram obtidas
curvas analiticas de calibracdo com coeficientes de determinacédo superiores a 0,95
na maioria dos casos. Aproximadamente 86% das amostras de Pinus dopada
apresentaram erros relativos inferiores a 20%. Porém, o mesmo material nao
submetido a etapa de adicdo elementar apresentou elevados erros relativos na
maioria dos casos. Diferencas significativas nas sensibilidades das curvas analiticas
de calibracdo em diferentes materiais foram notadas. Tais diferencas podem ser
atribuidas a efeitos de matriz, e um dos fatores que pode estar afetando o
comportamento das curvas analiticas de calibracdo € o tamanho de particula do
material. Pinus e celulose, os quais possuem granulometria similar, possuiram um
comportamento bastante semelhante na calibracdo do método, enquanto que
Peroba e Cedrinho forneceram resultados opostos. A minimizacdo nos efeitos de
matriz entre Pinus e Cedrinho foi observada em materiais preparados com tamanhos
de particulas diferentes entre si. Materiais contendo menor granulometria geraram
curvas analiticas de calibragdo com maiores sensibilidades. Porém, em outro
estudo, materiais submetidos a maiores tempos de moagem diminuiu o sinal
analitico, provavelmente devido a um aumento de material particulado dentro da
camara de ablacdo. A calibracdo empregando padrbes submetidos a extracdo ou

adicdo elementar, ou utilizando diferentes espécies de madeira com concentracdes
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diferentes também se mostraran promissoras em alguns casos, porém, o tamanho
de particula também parece interferir na obtencdo de resultados exatos. Em todas
as situacoes, o uso de C como padrao interno ndo diminuiu os efeitos de matriz
entre os diferentes materiais. Em outro estudo, em uma tentativa de calibracdo do
método LIBS com fragmentos de madeira submetidos a etapas de extracdo e adicdo
elementar, os resultados ndo foram satisfatérios nas condi¢cdes experimentais
empregadas, pois a adicdo elementar parece nao ter sido bem sucedida.

Nos estudos visando a andlise de fragmentos de madeira, foi observado que
a umidade do material pode influenciar os resultados, sendo que materiais com
menores teores de umidade apresentaram maiores sinais analiticos. A alteracdo do
diametro de focalizacdo sobre os resultados quando analisado um material exposto
a uma superficie inclinada se mostrou critica sendo, portanto, um importante
parametro a ser considerado durante a analise quimica. O sistema de correcdo de
focalizacdo do laser minimizou estes efeitos. Diferentes profundidades de andlise
também podem afetar os sinais analiticos, e 0 uso do padrdo interno se mostrou
mais eficaz nesta situacdo, minimizando diferencas entre os sinais analiticos obtidos
para diferentes camadas analisadas. Com relacdo a analise direta de fragmentos de
madeira visualmente heterogéneos, elevadas diferencas na intensidade dos sinais
analiticos em diferentes regides analisadas foram observadas, ndo sendo essas
corrigidas nem mesmo com o emprego de C como padrédo interno. Entretanto, a
analise de um material visualmente mais homogéneo gerou resultados mais
similares entre si, indicando a possibilidade em realizar analises de amostras in
natura sem a necessidade de preparo prévio, tais como a moagem.

Uma interessante aplicacdo do método de LIBS relacionada a sua
caracteristica microanalitica € o estudo para avaliar a distribuicdo elementar em
anéis de crescimento. Resultados dessa analise mostraram maiores concentracdes
de Na e K nos anéis mais externos do tronco, 0s quais podem estar associados ao
transporte desses elementos para o crescimento da planta. Ao contrario, o teor de
Ca e Mg sao mais constantes ao longo dos anéis de crescimento, indicando que
esses elementos fazem parte de estruturas da planta. Por fim, estudos envolvendo
discriminagéo e classificacdo de amostras de madeira foram conduzidos e amostras
de Jatoba e Peroba puderam ser discriminadas e classificadas com 100% de
exatiddao empregando linhas de emisséo de C, Ca, K, Mg e Na obtidas por LIBS e o
uso de PCA e KNN.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi o primeiro iniciado pelo grupo visando a analise por LIBS. A
madeira foi escolhida devido a sua importancia ja discutida anteriormente,
entretanto, o estudo de parametros que influenciam a precisédo e exatiddo das
medidas analiticas para um posterior desenvolvimento de métodos analiticos para
este ou outros tipos de amostra talvez tenha sido o principal foco deste trabalho. A
dissiminacdo do conhecimento da técnica ainda se faz necessério, visto que tal é
promissora no campo analitico devido a suas vantagens e o numero de trabalhos
cientiticos envolvendo LIBS é crescente. Certamente ha a necessidade de uma
melhor investigacdo de diversos parametros abordados neste trabalho, algo que
podera ser realizado em futuros projetos e com o auxilio de outras técnicas
analiticas comparativas, tais como o Raio-X, LA-ICP OES/MS, entre outras. As
principais sugestdes envolvem abordagens de discriminacdo e classificacdo de
amostras de madeira e desenvolvimento de métodos quantitativos de andlise.
Trabalhos de discriminacdo e classificagdo com um maior numero de madeiras é
desejavel, visto que ha uma necessidade de identificacdo de mais espécies de
madeira ameacadas. Apods julgamento deste trabalho, sugestbes na etapa de
preparo da amostra como a pirografia do material ou transformacdo em cinzas
visando a minimizacdo dos efeitos de matriz podem ser avaliados. Para um maior
entendimento da técnica e para possiveis futuras demandas de métodos confiaveis
de quantificacdo elementar em madeira, ha também sugestdes de trabalhos voltados
para o preparo de materiais calibrantes empregando fragmentos de madeira
submetidos a etapas de adicdo ou extracao elementar em condi¢cdes experimentais
diferentes das apresentadas nesse trabalho, preparo de materiais calibrantes
secundarios utilizando celulose, lignina ou outros materiais dopados para medidas
guantitativas em madeira, estudo da temperatura do plasma em diferentes espécies
de madeira para identificacdo de possiveis efeitos de matriz, estudo mais
aprofundado sobre tamanho de particula para tracar novas estratégias de calibracéao
e minimizar os indesejaveis efeitos de matriz em diferentes espécies de madeira

(compatibilizagao), entre outros.
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