UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE FiSICA DE SAO CARLOS

ANIELLE COELHO RANULFI

LIBS como ferramenta diagnéstica em plantas:
um estudo nutricional de folhas de soja na busca pelos efeitos da infestacéo
por Aphelenchoides besseyi

Sao Carlos
2019






ANIELLE COELHO RANULFI

LIBS como ferramenta diagnéstica em plantas:
um estudo nutricional de folhas de soja na busca pelos efeitos da infestacédo
por Aphelenchoides besseyi

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacao em Fisica do Instituto de Fisica de
Séo Carlos da Universidade de Séo Paulo, para
obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncias.

Area de concentracdo: Fisica Aplicada

Opcao: Fisica Biomolecular

Orientadora: Prof?. Dr® Débora Marcondes
Bastos Pereira Milori

Versédo Corrigida
(verséo original disponivel na Unidade que aloja o Programa)

Séo Carlos
2019



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Ranul fi, Anielle Coel ho

LI BS conp ferramenta di agnéstica em plantas: um estudo
nutricional de fol has de soja na busca pelos efeitos da
i nfestacdo por Aphel enchoi des besseyi / Anielle Coel ho
Ranul fi; orientadora Debora Marcondes Bastos Pereira
Mlori -- Sdo Carlos, 2019.

147 p.

Tese (Doutorado - Progranma de Pés-G aduacdo em Fisica
Aplicada Bionol ecular) -- Instituto de Fisica de Séo
Carl os, Universidade de Sao Paul o, 2019.

1. Soja. 2. LIBS. 3. Perfil nutricional. 4.
Espectroscopi a de em ssdo 6ptica com pl asma i nduzi do por
laser. 5. Calibration free. |I. Mlori, Debora Marcondes
Bastos Pereira, orient. Il. Titulo.




A minha base: familia e amigos.

Sem o apoio deles, com absoluta certeza, as batalhas do caminho teriam sido mais duras,
e 0 sabor da vitéria ndo seria 0 mesmo. Afinal, a felicidade multiplica quando
compartilhada! Em especial aos que deixaram saudades: meu fa e padrinho José
Roberto Girardi (in memoriam), e a pessoa mais intensa que eu ja conheci, meu primo
Mauricio Fabiano Pereira (in memoriam).






AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, meu Pai e mentor...
...por ter a mim confiado o dom da vida, e me fazer perfeitamente capaz para trilhar
esse caminho na busca por sabedoria!

Agradeco aos meus pais Maria José e Luiz Antdnio, meu alicerce...
...por todo suporte durante a busca de mais esse sonho!

Agradeco ao meu irmdo Guilherme, minha melhor metade...
...por apoiar minha loucura, me incentivar no exercicio da paciéncia e me ajudar
quando eu mais precisei!

Agradeco aos meus afilhados Matheus e Jalia, meus anjinhos...

...por me mostrarem, da maneira mais dificil, que viver é para os fortes, e que desistir
ndo é uma opc¢do! Eles ndo sabem, mas durante esse periodo de doutorado, me
proporcionaram muitos dos meus maiores ensinamentos de vida, e grande parte do meu
combustivel pra levantar e lutar todas as manhas!

Agradeco aos meus familiares: avos, tios e tias, primos e primas, minha historia...
...por toda torcida, oracdes, e desejos de sucesso!

Agradeco aos velhos amigos de longe, meu refagio...

...por estarem sempre comigo no coragdo, por compartilhar os raros, porém intensos
finais de semana que pudemos estar juntos ao longo dessa trajetoria, e por sonhar o meu
sonho sem que eu precise explicar nadinha!

Agradeco aos meus amigos de todos os dias, meus companheiros de estrada...

...por toda forca e incentivo, por serem e me fazerem uma boa ouvinte, pela
colaboracdo e boa vontade sempre, pelas experiéncias compartilhadas, por sanar minhas
duvidas criando outras, e pelo cafezinho com risos diario!

Agradeco a toda experiéncia e desafios proporcionados por este doutorado, minhas escolhas...
...pela possibilidade de expandir horizontes, conhecer pessoas e culturas, estabelecer
novas conexdes e aprender mesmo nas adversidades!

Agradeco a minha orientadora Dra. Débora Milori, meu exemplo profissional...
...pela confianca depositada e inspiracdo ao longo do caminho, pela historia que
escrevemos juntas e por todos os frutos colhidos, mesmo em tempos de grandes dificuldades!

Agradec¢o ao meu co-orientador e amigo Dr. Giorgio Senesi...
...pela oportunidade de encarar o novo, pela possibilidade de novos aprendizados e
desafios, por todo ensinamento, e pela hospitalidade!



Agradeco ao amigo, pés doutorando e agora professor Dr. Gustavo Nicolodelli...
...por todas as discussdes extremamente importantes acerca do trabalho desenvolvido,
por todas as dicas dadas e por todos os momentos compartilhados!

Agradeco aos técnicos da Embrapa Instrumentacdo e pesquisadores parceiros, nas pessoas do
Dr. Mauricio Meyer e Dra. Edilene Ferreira...

...por todo apoio dispendido, amostras fornecidas, laboratério cedido, pelo trabalho
executado e conhecimento dividido!

Agradeco a Embrapa Instrumentacdo, meu local de trabalho...
...pela infraestrutura de exceléncia fornecida a execucéo deste trabalho!

Agradeco ao CNR de Bari, na Italia...
...pela oportunidade, receptividade e infraestrutura! E ainda agradeco a todos 0s novos
amigos que esse pais me ajudou a encontrar!

Agradeco ao Instituto de Fisica de Séo Carlos...
...por todo suporte intelectual e financeiro, por me proporcionar ensino de exceléncia e
infraestrutura de primeira!

Agradeco ao CNPq e CAPES...
... pela concessdo da bolsa no inicio desse estudo e também pelo financiamento do
meu doutorado sanduiche na Italia!

Agradeco, por fim, a Brasil Agritest, meu time...

..pela oportunidade de liderar uma equipe de pesquisa, por auxiliar meu
desenvolvimento profissional em setores desafiadores, por me fazer sonhar um novo sonho,
por acreditarem na minha capacidade e, por toda compreensdo e incentivo para que esse
doutorado fosse concluido com exceléncia e sucesso!



""Mesmo quando tudo parece desabar, cabe a mim decidir entre rir ou chorar, ir ou ficar,
desistir ou lutar; porgque descobri, no caminho incerto da vida, que o mais importante é o
decidir”.

Cora Coralina






RESUMO

RANULFI, A.C. LIBS como ferramenta diagnéstica em plantas: um estudo nutricional
de folhas de soja na busca pelos efeitos da infestacdo por Aphelenchoides besseyi. 2019.
147 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o
Paulo, S&o Carlos, 2019.

A soja e os seus derivados sdo uma das mercadorias agricolas mais valiosas e comercializadas
no mundo. O Brasil é o0 segundo maior produtor mundial de soja, cujo complexo é o principal
gerador de divisas cambiais para o pais. Porém, um dos principais fatores que podem limitar
os rendimentos da cultura e a qualidade dos produtos é a presenca de doencas. Para evitar
maiores prejuizos é importante identificar rapidamente qual doenga acomete a planta e
determinar o método mais eficaz de manejo. Atualmente, uma doenca recém descoberta que
causa preocupacdo aos produtores é a infestacdo pelo nematoide Aphelenchoides besseyi,
causador da, popularmente conhecida, Soja louca Il. Ainda ndo existem métodos que
proporcionem um diagnostico preciso para a doenca, sendo este realizado por inspecao visual
da plantagdo. Sabendo que plantas sadias e doentes apresentam perfis nutricionais diferentes,
este trabalho vem propor o uso da técnica analitica LIBS, associada ao método livre de
calibracdo (CF), como uma ferramenta alternativa para diagnostico da doenca. A técnica
LIBS permite analises multielementares simultaneas, de maneira rapida e de baixo custo. J& o
método CF tem por principal vantagem dispensar o emprego de qualquer padrdo de matriz
compativel, ou material de referéncia, para as quantificagcdes em LIBS, fazendo-o com base
nas caracteristicas fisicas do plasma formado. Assim, a associacdo de ambos se torna
absolutamente adequada para determinagdes analiticas em amostras desconhecidas. Neste
trabalho, foram conduzidos estudos de caracteriza¢do qualitativos, por meio de um sistema
LIBS de baixa resolucédo, e avaliagdes semiquantitativa e quantitativa por meio de medidas
LIBS em um sistema com deteccdo de alta resolugdo (DP LIBS). O primeiro estudo
demonstrou que, qualitativamente, as variagdes nos macroelementos Ca, Mg e K presentes
nas folhas de soja, permitiu alcancar, em média, 90% de acuracia na diferenciacdo entre
amostras doentes e sadias, e inferir que a doenga provoca relativa diminui¢do da concentragédo
de Ca e Mg, e um pequeno aumento nos niveis de K. As quantificagdes obtidas pelo método
CF foram consideradas satisfatorias, além de pioneiras nas analises de amostras de folhas de
soja puras. A partir dos perfis nutricionais quantificados foram construidos classificadores
(classificacdo via regressdo associada a regressdo por minimos quadrados parciais), cuja
acurécia alcancada foi de 94%, 92% e 90%, respectivamente para os dados de concentracao



obtidos pela técnica de referéncia, e DP LIBS+CF nas geometrias colinear e ortogonal. Na
tentativa de eliminar o emprego de qualquer reagente, e ainda assim obter uma ferramenta
diagnostica precisa, foi conduzido um estudo semiquantitativo, também a partir da associacao
DP LIBS+CF. Baseado nas relacGes elementares entre os analitos que compdem a amostra,
este apresentou acuracia diagndstica superior a 90% para a geometria ortogonal. Portanto, este
estudo permitiu o desenvolvimento de uma metodologia para diagnéstico que respeita 100%
dos preceitos da Quimica Verde, e agrega muito ao sistema atual, quando o que se deseja é

uma avaliacdo diagnostica rapida para tomada de decisdo imediata no campo.

Palavras-chave: Soja. LIBS. Perfil nutricional. Espectroscopia de emissdo Optica com plasma

induzido por laser. Calibration free.



ABSTRACT

RANULFI, A.C. LIBS as a diagnostic tool in plants: a nutritional study of soybean leaves in
the search for the infestation effects by Aphelenchoides besseyi. 2019. 147 p. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos,
2019.

Soybeans and their by-products are one of the most valuable and traded commodities in the
world. Brazil is the second largest soybean producer in the world, whose soy complex is the
main generator of foreign exchange for the country. However, one of the main factors that can
limit crop yields and product quality is the occurrence of disease. To avoid further damage, it
is important to quickly identify which disease affects the plant and determine the most
effective method of management. Currently, a disease newly discovered and of concern to
producers is the infestation by the nematode Aphelenchoides besseyi, which causes the disease
known as GSFR (Green Steam and Foliar Retention). There are still no methods to provide a
precise diagnosis for the disease, which is, nowadays, performed by visual inspection of the
plantation. Knowing that healthy and diseased plants have different nutrient profiles, this
work proposes the use of the LIBS technique, associated with the calibration free method
(CF), as an alternative tool for the disease detection. The LIBS technique allows simultaneous
multi-element analysis, quickly and inexpensively. The CF method has the main advantage of
avoiding the use of any compatible standard matrix, or reference material, for LIBS
quantifications, based on the physical characteristics of the plasma formed. Thus, the
association of both becomes absolutely suitable for the analytical determination of unknown
samples. Qualitative characterization studies using a low-resolution LIBS system, and
semiquantitative and quantitative analysis using LIBS measurements in a high-resolution
detection system (DP LIBS), were performed. The first study showed that it was possible to
achieve, on average, 90% accuracy in the differentiation between diseased and healthy
samples, and to infer that the disease provokes relative decrease in Ca and Mg concentration,
and a small increase in K levels. Quantifications achieved by the CF method were considered
satisfactory since it is a pioneer study in the analysis of pure soybean leaves. Classifiers were
constructed from the nutritional profiles quantified by CF, applying classification via
regression associated with partial least square regression, with accuracy of 94%, 92% and
90%, respectively, for the concentration data obtained by the reference technique, and DP
LIBS + CF colinear and orthogonal. In attempt to eliminate the use of any chemical reagent

and still obtain an efficient diagnostic tool, a semiquantitative study was conducted, also from



the DP LIBS + CF association and based on the elementary relations between the analytes
that make up the sample, with accuracy diagnosis greater than 90% for DP LIBS in
orthogonal geometry. Therefore, this study allowed the development of a diagnostic
methodology that respects 100% of green chemistry principles, and adds a lot to the current
system, if the desire is a rapid diagnostic evaluation for immediate decision making in the
field.

Keywords: Soybean. LIBS. Nutritional profile. Laser-induced breakdown spectroscopy.
Calibration-free.
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1 INTRODUCAO

1.1  Contextualizacdo do problema

A saga brasileira de crescimento do agronegdcio nas ultimas décadas € motivo de orgulho
para todos os brasileiros. E neste contexto o Brasil se desenvolveu e consolidou uma das
agropecudrias mais eficientes do mundo. (1) O setor do agronegécio tem fundamental
importancia para a economia do nosso pais. Seu PIB representou 21,58% do PIB total do Brasil
em 2017, (2) ano em que o PIB brasileiro avancou 1% em relacdo a 2016, apds dois anos
consecutivos de queda de 3,5%, em 2015 e 2016. (3) A principal atividade que alavancou o PIB
foi a agropecuaria, que tem um peso de apenas 5,3% na composicao deste, porém respondeu
com 0,7% do valor total adicionado ao PIB brasileiro. Esse valor se deu pelo excelente
desempenho da agricultura, com destaque para as lavouras do milho e da soja, que tiveram
safra recorde e cresceram respectivamente 55,2% e 19,4% em relacdo a safra anterior. (4) O
saldo de outros segmentos da economia apresentara resultados negativos ao longo dos ultimos
anos, e 0 agronegécio tem sido responsavel por manter o superavit da balanca comercial
brasileira. Em 2017, a balanca comercial do pais fechou com um superavit de quase 67 bilhdes
de ddlares, sendo o melhor resultado da série histdrica iniciada em 1989, como pode ser
observado na Figura 1. Se ndo fosse o0 agroneg6cio, a balanca passaria a um déficit de quase 15

bilhes de dolares, reforcando a importancia do setor para a economia. (5)
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Figura 1 -Evolucédo anual da balanga comercial brasileira e do agronegdcio - 1997 a 2017 - (em US$ bilhdes).
Fonte: BRASIL ... (5)
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Neste cenério, o cultivo de gréos, sendo a soja o principal deles, ganhou destaque, sendo
um dos principais motores para o crescimento do setor. Em 2017 o segmento de grdos foi o
principal item da pauta de exportacbes do agronegocio com quase 26 bilhdes de ddlares em
venda contra um total de 96 bilhdes em exportacao brasileira. (6) Em 2018, a estimativa é que a
safra de grdos seja a segunda maior da histéria, segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), e a producdo de soja é a primeira grande responsavel por este bom
desempenho do setor. SO a leguminosa deve apresentar uma producdo em 2017/2018 de 117
milhdes de toneladas, registrando um aumento de 2,7% em relacdo a safra anterior, contra uma
estimativa de producédo total para a safra de gréos de 232,6 milhdes de toneladas no mesmo
periodo. (7)

Em relacdo a soja, esta € a cultura brasileira que mais cresceu nas ultimas décadas e
representa mais da metade da area plantada em grdos no Brasil. (7) O denominado complexo de
soja, que compreende a producdo de grdo, farelo e oOleo, é o principal gerador de divisas
cambiais para o pais. (8) No ano de 2017 o Brasil se manteve como o segundo colocado em
producdo de soja no mundo, detendo aproximadamente 32% desta, 0 que corresponde a cerca
de 114 milhdes de toneladas. Os Estados Unidos mantiveram a lideranca com uma producéo de
117 milhdes de toneladas. Logo apo6s o Brasil no ranking, segue a Argentina. A produtividade
nacional de soja atingiu 3362 kg/hectare em uma area plantada de quase 34 milhdes de hectares
segundo dados divulgados pela Conab. (9) De acordo com o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) a produtividade dos EUA chegou a 3501 kg/ha, ou seja, uma producao
maior do que a do Brasil, em uma menor area plantada. (9) Dessa maneira, para continuar
progredindo em produtividade, disputar a primeira colocagdo no ranking dos maiores
produtores de soja do mundo e, principalmente garantir o fornecimento de gréos para suprir a
demanda crescente por alimento no planeta, sdo necessarios esforgos na busca por alternativas
que permitam melhorar as condi¢Ges do setor produtivo. Promovendo ainda aumento da
producdo sem a necessidade de grande expansdo das éareas plantadas. Segundo dados
divulgados pela USDA, a previsdo € que o Brasil supere os EUA em 500 mil toneladas a
producdo de soja na safra 2018/2019, o que seria um feito bastante importante. Claro que
inimeros fatores influenciam nessa estimativa e podem fazé-la mudar, porém o Brasil
encontra-se em uma posicdo bastante privilegiada e confortavel diante do cenario mundial
como grande concorrente & maior produtor e exportador do gréo. (10)

Porém, uma das principais causas que podem limitar os rendimentos das culturas e a
qualidade dos produtos séo as doengas e pragas que afetam as lavouras. Para a soja ha mais de

40 doencas causadas por fungos, bactérias e virus ja identificados no Brasil. A monoculturae a



25

adocédo de manejos inadequados tém favorecido o surgimento de novas doengas e agravou as de
menor importancia. (11) Para evitar maiores prejuizos é importante identificar rapidamente
qual doenca acomete a planta e determinar o método mais eficaz no manejo, reduzindo o risco
de danos. Sendo assim, vale salientar a necessidade cada vez mais pungente de métodos que
auxiliem a compreensao das doencas, e possam corroborar no diagnéstico das mesmas valendo-
se de técnicas que permitam respostas cada vez mais rapidas e economicamente viaveis, dada a
necessidade competitiva do setor.

Além disso, atualmente é preciso associar a agricultura 0s compromissos internacionais
assumidos pelo Brasil e relacionados a sustentabilidade ambiental. E para avancar no
desenvolvimento agropecuario e acompanhar a demanda de forma sustentavel, ndo ha como
prescindir de tecnologias e conhecimentos que otimizem e tornem o processo de produgdo no
campo mais eficiente. Uma alternativa para melhoria do processo de producdo agricola é a
agricultura de precisdo, que é uma préatica de gestdo e de gerenciamento de producédo agricola,
na qual se utiliza a tecnologia da informacdo e o conhecimento da variabilidade espacial de
varios fatores, como: o solo, a disponibilidade de agua, o clima, a distribuicdo de patdgenos,
etc., para otimizacdo da producdo. O grande marco para o inicio da agricultura de preciséo foi o
desenvolvimento do GPS (Global Position System), uma tecnologia que permitiu associar
determinados parametros, como fertilidade do solo ou taxa de produgdo, a uma localizagdo
exata. (12) A partir de dados especificos de areas georreferenciadas, implanta-se o processo de
manejo localizado, aumentando a eficiéncia destes. Além disso, a agricultura de precisdo traz
tecnologias que vém proporcionar grande economia e reducdo de impactos ambientais,
permitindo, por exemplo, a aplicacdo da dosagem correta de adubos e agrotdxicos para cada
regido da cultura, o planejamento da reposicdo de nutrientes do solo a partir de mapas de
fertilidade construidos, entre outras inumeras possibilidades, evitando desperdicios e
contaminagdes desnecessarias.

Relativo a area fitopatologica, o real desafio para a sua aplicacdo estd na compreensao
das doengas, seu desenvolvimento e sintomas, e disponibilizacdo de sensores e equipamentos
que permitam avaliacbes mais rapidas, efetivas, sem a necessidade de grande preparo de
amostra e sem a geracdo de residuos.

Atualmente, uma doenca que preocupa os produtores de algumas das principais regides
produtoras de graos do pais, € a haste verde e reten¢éo foliar (HVRF), fazendo referéncia a um
dos principais sintomas causados pela doenca. A ocorréncia de HVRF é observada desde as
primeiras plantacbes comerciais de soja no Brasil, (13) e associada com severos ataques de

percevejos as plantacGes (14) e também a desordens nutricionais. (15) Porém, nos ultimos dez
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anos, a incidéncia de HVRF sem a associacdo com 0s motivos acima mencionados, vem
atingindo niveis epidémicos, principalmente nas regides quentes e Umidas dos estados do
Maranh&o, Tocantins, Para e norte do Mato Grosso, causando perdas de até 100% da producao.
(16) Numeros alarmantes como estes ressaltam a necessidade de técnicas que possam auxiliar
na compreensao, diagnostico e, posteriormente, métodos alternativos de manejo da mesma.

A doenca é popularmente conhecida por Soja louca Il entre os produtores e pesquisadores.
Ela impede a formacao de vagens e a finalizacdo do ciclo reprodutivo. Os sintomas observados
sdo mais evidentes ap0Os a floracdo e até o periodo de colheita, quando as plantas doentes
permanecem verdes (hastes, peciolos, folhas e vagens). (17) Recentemente, pesquisadores da
EMBRAPA e EPAMIG apontaram o nematoide Aphelenchoides besseyi, como o agente
causador da doenca. (17) Infelizmente ainda ndo existem métodos que proporcionem um
diagnostico assertivo, viavel e precoce, tratamentos eficazes para a doenca, ou manejo
adequado para controle. Atualmente, a identificacdo de HVRF é feita por inspe¢do visual da
plantacdo, levando ao diagnostico tardio e muitas vezes a erros.

Assim, devido a crescente demanda de instrumentacdo para analises mais rapidas e
precisas, que se adequem aos compromissos relacionados a sustentabilidade, objetivando o
aumento da produtividade que deve acompanhar o rapido crescimento populacional, o presente
estudo busca a caracterizacdo, no ambito nutricional, de uma das principais culturas do pais, a
soja, relacionada a uma das principais doencas que afetam essa cultura, a HVRF ou Soja Louca
I, por meio da técnica de espectroscopia de emissdo Optica com plasma induzido por laser
(LIBS, acrénimo do inglés, Laser-Induced Breakdown Spectroscopy) associada ao método livre
de calibracdo (CF, acrénimo do inglés, Calibration-free). O LIBS é uma técnica éptica de
analise multielementar que possui caracteristicas particulares, como a rapidez na medida e a
pouca ou nenhuma necessidade de preparo da amostra, que fazem dela uma excelente candidata
a aplicacOes na agricultura. A possibilidade de avaliacGes quantitativas dos analitos para fins
diagndsticos por meio do método CF também foi exaustivamente explorado neste trabalho e
traz como principal vantagem a ndo necessidade de prévia calibragdo do sistema por meio de
matrizes de padrfes compativeis ou materiais de referéncia certificados. A associa¢do de ambos
pode, portanto, ser muito eficiente no que diz respeito a avaliagdes analiticas de amostras
desconhecidas. E importante mencionar o pioneirismo e importancia desse estudo, que pode ser
estendido a posteriori a diversas outras culturas e doencas de interesse nacional, e até global,

para a agricultura.

1.2 Hipdtese
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As plantas em geral podem sofrer estresses bidticos e abioticos, levando a alteragdes em
seu metabolismo. Elas séo capazes de detectar a presenca de patdgenos invasores, por exemplo,
e responder a presenca deles ativando seu sistema de defesa, que por sua vez provoca uma
reacdo em cadeia no combate ao invasor. (18) Deficiéncias nutricionais do solo ou ainda
estresse hidrico, sdo exemplos de perturbagbes abidticas que desencadeiam também, em
maiores ou menores propor¢oes, alteracdes metabodlicas na planta (19) Tais processos levam a
alteracBes na composicdo quimica da célula e, consequentemente, da planta como um todo.
Assim, entende-se que as alteragcdes desencadeadas resultem em diferentes concentracGes
elementares nas diferentes partes da planta. Sabendo que diferentes tipos de estresses acarretam
diferentes respostas metabdlicas, acredita-se que o perfil de alteracdes nutricionais pode ser
associado a diferentes doencas ou distdrbios da planta e, portanto, pode servir como fonte de

informacdo diagndstica para a lavoura.

1.3  Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Tendo clara a hip6tese em que se baseia o trabalho, e sendo a cultura da soja um dos
principais motores do agronegdcio, com este trabalho pretendeu-se avaliar a possibilidade do
uso da técnica LIBS, associada também ao método CF, como uma ferramenta de investigacéo
nutricional em folhas de soja de maneira rapida e sem geracdo de residuos que auxilie por fim,
no diagndstico de uma das doengas que mais causam perdas para 0s produtores de soja, a

conhecida Soja Louca Il, ou HVRF, como chamaremos daqui em diante.

1.3.2 Objetivos especificos

O estudo abordado foi conduzido em algumas etapas. Cada uma delas contou com um
desafio na busca por uma série de objetivos especificos que serdo listados a seguir e foram
essenciais nas tomadas de decisdo dos passos seguintes do trabalho, bem como para a
conclusédo do mesmo. Assim, os objetivos especificos foram:

e Avaliar qualitativamente os dados LIBS obtidos através de um sistema comercial,
de relativa baixa resolucdo, quanto as alteracbes nutricionais encontradas ao

comparar um grupo de amostras sadias com um grupo de amostras HVRF;
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Verificar possibilidade de diferenciacdo de amostras sadias e HVRF por meio dos
dados LIBS qualitativos;

Otimizar o sinal LIBS para a matriz do tipo pastilhas de folhas de planta (soja), no
sistema de bancada, operando no modo de Pulso Duplo (DP, acronimo do inglés
Double Pulse) em duas diferentes geometrias: colinear e ortogonal, com a
finalidade de se aumentar a sensibilidade das medidas;

Executar a digestdo 4cida das amostras para que pudessem ser medidas pela a
técnica de referéncia escolhida: Espectroscopia de Absor¢do Atdmica (AAS,
acronimo do inglés Atomic Absorption Spectroscopy), objetivando uma base de
comparacao satisfatoria para os dados LIBS;

Avaliar os dados do sistema DP LIBS e aplicar, por fim, métodos de quantificacdo
dos analitos nos dados LIBS: calibracdo convencional e CF;

Propor uma metodologia semiquantitativa de analise dos dados LIBS por meio do
CF em amostras de plantas de soja;

Compreender as alteracBes nutricionais proporcionadas pela doenca HVRF em
plantas de soja;

Construir e validar modelos de classificacdo na tentativa de alcancar o diagnostico
da HVRF através dos dados LIBS submetidos ao CF, tanto quantitativo quanto

semiquantitativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Fotobnica e agricultura: estado da arte

As técnicas fotdnicas sdo largamente aplicadas em diferentes areas da ciéncia por
apresentarem caracteristicas como alta sensibilidade, grande precisdo e potencial de
portabilidade. Na agricultura sua utilizacdo vem ganhando atencdo nos ultimos anos. Estudos
em diferentes setores vém demonstrando a potencialidade destas técnicas, bem como a alta
capacidade de, a partir delas, se desenvolver ferramentas interessantes para analises ambientais.
(20-34) O fato de as técnicas requererem pouco ou nenhum preparo da amostra, as colocam
como grandes indicadas para aplicacGes em larga escala, promovendo o advento da agricultura
de precisdo. Além disso, as técnicas Opticas em sua grande maioria, seguem os preceitos da
Quimica Verde, ou seja, métodos em que sdo reduzidos ou eliminados 0 uso e a geracdo de
residuos quimicos nocivos a satde humana e ao ambiente. (35)

Nesse contexto, as caracteristicas comuns as técnicas fotonicas fazem delas ferramentas
valiosas para aplica¢fes na agricultura, sendo a técnica LIBS uma delas. Nesta area, € crescente
0 numero de trabalhos que demonstram a potencialidade da técnica na investigacdo de
macronutrientes, micronutrientes e contaminantes em plantas, (36-44) em solos, (27,31,45-47)
em sedimentos, &gua e também fertilizantes.

Pereira e Milori (22) ressaltaram em 2010 a importancia da avaliagdo da composicao
mineral de plantas para compreensdo de doencas. No caso, investigaram a doenca
Huanglongbing (HLB) em plantas de citros e, para isso, utilizaram da Fluorescéncia de Raio-X
e ferramentas quimiométricas para identificacdo de alguns elementos essenciais para a
diferenciacdo de trés classes de plantas: Sadias, HLB Sintomaticas e HLB Assintomaticas. O
estudo evidenciou as alteracbes na composi¢cdo dos macro e micronutrientes em plantas de
citros, e ainda, demonstrou a possibilidade de predizer a fase de infeccdo através da
composi¢cdo mineral. Mais tarde, utilizando mudas controladas e inoculadas com a mesma
doenca, Pereira e colaboradores (21) verificaram que os dados LIBS, juntamente com
ferramentas quimiométricas, foram extremamente eficazes na investigacdo da composi¢do
mineral de plantas saudaveis e doentes, demonstrando o sucesso da técnica. Mais recentemente,
utilizando LIBS e diferentes doencas e deficiéncias nutricionais, Sankaran e colaboradores (42)
mostraram a capacidade da técnica em distinguir entre doencas com sintomas similares através
do perfil espectral. Focando nas variacGes elementares, Ranulfi e colaboradores (20,48)
conseguiram diferenciar folhas de plantas sadias e doentes em dois diferentes estagios,
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sintomaético e assintomético também através da técnica LIBS, com modelos de classificagdo de
amostras que alcancaram 74% de acerto.

Trabalhos desenvolvidos por Trevizan e colaboradores, (38,41) e Santos e colaboradores,
(49) contribuiram ainda para a demonstracdo da possibilidade de analises ndo apenas
qualitativas em plantas, mas também quanto a determinacgdo elementar quantitativa. Através de
amostras de materiais de referéncia certificados foram construidas curvas de calibracdo de
diferentes elementos, baseados na altura do pico de emissdo LIBS do nutriente a ser avaliado. E
importante mencionar que os autores destacaram a dificuldade de se obter sinal LIBS com
baixo desvio para uma mesma amostra, relatando dificuldades com a influéncia do tamanho e
distribuicdo das particulas, e tipo de amostra, resultando em diferentes porosidades de
superficie, ou seja, o efeito provocado pelo tipo de matriz.

Assim, obter materiais certificados para a referéncia quantitativa dos dados LIBS que
sejam matricialmente compativeis com as amostras a serem avaliadas é essencial. Ao mesmo
tempo, € desafiador, ja que materiais desse tipo sd@o poucos e dispendiosos. Portanto, fica
evidente um dos grandes desafios intrinsecos a técnica LIBS, o tratamento de dados, de
maneira a superar os desafios relacionados aos efeitos de matriz e quaisquer outros que possam
interferir na qualidade das analises, e ainda o desenvolvimento e aperfeicoamento de métodos
para quantificacdo elementar precisa.

Além disso, um outro desafio também relacionado a técnica encontra-se no limite de
deteccdo, ou seja, elementos com baixa concentracdo na amostra podem ndo apresentar linhas
de emissdo no espectro LIBS, ndo sendo possivel avalia-los. Na busca por aumento de
sensibilidade da técnica LIBS alguns avancos foram propostos ao longo do tempo, um deles
relacionado ao uso de multiplos pulsos de laser para se obter aumento da excitagdo do plasma
induzido pelo laser e consequente melhoria do sinal aquisicionado. Os primeiros trabalhos
empregando sistemas DP LIBS, ou seja, com dois pulsos de laser em sequéncia, foram
sugeridos nos anos de 1969 e 1970, respectivamente por Piepmeier e Malmstadt, (50) e Scott e
Strasheim, (51) aplicados a ligas de aluminio e medidos em atmosfera ambiente.

Inicialmente, esse modo de operagdo do sistema foi abordado a partir de um Unico laser
que pudesse gerar dois pulsos, e logo foi observado que o uso de um Unico laser trazia
problemas relacionados a dificuldade de obtencéo de dois pulsos em sequéncia, de estabilidade
e energia comparaveis, e ainda a impossibilidade de mudanca de comprimento de onda dos
pulsos, bem como sua duragdo. Dessa maneira, foram realizados os primeiros experimentos a
partir do que se chamou configuragdo colinear. Ou seja, dois pulsos de laser percorrendo o

mesmo caminho Optico pouco antes de atingir a amostra, com um tempo de atraso entre eles.
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Analiticamente, em 1984 Cremers e colaboradores (52) empregaram o DP LIBS na
tentativa de melhorar o limite de deteccdo de um conjunto de analitos, como litio, potéssio,
calcio, magnésio, aluminio e boro, de amostra em solucéo aquosa. Recentemente, DP LIBS foi
aplicado em amostras de solo na tentativa de investigar o aumento na sensibilidade do sinal ao
comparar com os espectros obtidos pelo uso do LIBS com pulso tnico (SP LIBS, acrénimo do
inglés Single Pulse LIBS), ou seja, o LIBS convencional. Nicolodelli e colaboradores (46)
mostraram que algumas linhas de emissdo aumentaram de intensidade em aproximadamente 5
vezes. Em um outro trabalho, amostras de fertilizantes foram avaliadas por DP LIBS na
configuracdo colinear e comparadas com os dados obtidos pela técnica de referéncia (ICP-OES,
do inglés Inductively coupled plasma - optical emission spectroscopy). Neste estudo, segundo
os autores, o limite de deteccdo aumentou em até sete vezes quando comparados com as
avaliacOes realizadas pelo SP LIBS, e este aumento foi atribuido a maior quantidade de massa
ablacionada da amostra. (53)

Portanto, investigagcdes em amostras agroambientais estdo comecando a ser feitas
utilizando a técnica e demonstrando avangos consideraveis de acuracia nas analises por LIBS.
Em plantas de soja, este € um trabalho pioneiro, em que se pretendeu avancar e contribuir para
a consolidacdo da técnica como uma alternativa para aplicagdes na agricultura de maneira
qualitativa e também quantitativa, realizado a partir de amostras de campo, ou seja, que levam
em consideracdo um numero grande de varidveis que podem influenciar na composi¢do
elementar das plantas (como a composicdo do solo, humidade e temperatura a que estdo
submetidas as plantas). Assim, este trabalho vem contribuir na busca por uma técnica limpa,
rapida e precisa, que possa ser aplicada em larga escala e, através dela, se alcancar um
diagndstico confidvel da doenca HVRF em amostras de soja por meio de avaliacdes
qualitativas e também quantitativas, e posteriormente abrir portas para novas investigacdes

agronémicas nessa mesma linha.

2.2 A sindrome: HVRF ou Soja Louca Il

Conforme mencionado na sec¢do anterior, essa € uma doenca que vem incomodando o setor
produtivo da soja no Brasil na ultima década, e causando perdas irreparaveis ao setor. Diversas
causas foram investigadas desde o seu aparecimento, porém foram descartadas apés um
determinado tempo de estudo. Dentre essas, a presenca de virus, danos causados por herbicidas,
desordens nutricionais, entre outras. (17) A presenca do nematodo Aphelenchoides sp. foi

apontada inicialmente por Chaves, em 2013 (54) e investigada mais recentemente por Meyer e
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colaboradores em um estudo conduzido em amostras coletadas entre 2012 e 2015, e que
mostraram a presenca dos nematoides na grande maioria das amostras que apresentavam
sintomas caracteristicos de HVRF. (17) A Figura 2 mostra uma imagem do nematoide causador
da doenca. A partir do isolamento dos nematoides, multiplicacdo dos mesmos em colénias de
fungos, e inoculagéo destes em plantas de soja sadias em ambiente controlado, eles observaram
a manifestacdo dos mesmos sintomas das plantas sintométicas que haviam localizado em
campo. Os nematoides foram, por fim, recuperados das plantas estudadas e, baseado em dados
morfolégicos e moleculares foi possivel a conclusdo de que o agente causal da doenca se

tratava do Aphelenchoides besseyi, revelado no estudo publicado por Meyer e colaboradores
em meados de 2017. (17)

Figura 2 - Fotomicrografia do nematoide Aphelenchoides sp. divulgadas antes do estudo para determinacéo da
espécie.
Fonte: EPAMIG. (55)

Essa doenca pode atingir a planta e iniciar a manifestacdo dos sintomas a partir do estagio
vegetativo V5 ou V6 (quando a planta ja possui no quinto ou sexto nd, em seu topo, folhas
completamente desenvolvidas), porém os sintomas sdo bem mais facilmente identificaveis a
partir da floragdo até o periodo de colheita, em que as plantas doentes permanecem verdes e as
plantas sadias apresentam-se secas e ideais para a colheita. As flores das plantas de soja doentes
normalmente sdo abortadas. Nas folhas da parte superior da planta sintomas como distorcdes,
afilamentos e engrossamento das nervuras podem ser observados. Em relacdo aos nds, estes
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normalmente apresentam-se mais grossos, e as vagens por sua vez, podem ficar deformadas,
geralmente em nimero reduzido e muitas com sinal de necrose. (17) A Figura 3 a seguir ilustra

alguns dos sintomas mencionados.

¢ X M J N
Figura 3 - Em a) uma plantacdo de soja com regides de plantas ainda verdes, doentes com HVRF. Em b) uma
planta doente com HVRF (a esquerda) e uma planta sadia (a direita) com o mesmo tempo de plantio.
Em c) também uma comparagdo de uma planta doente com folhas distorcidas e afiladas (& esquerda) e
uma planta sadia (a direita) com seu trifélio em desenvolvimento normal. Em d) o detalhe de uma
vagem com sinal de necrose e em e) um conjunto de plantas com vagens abortadas e necrosadas.
Fonte: a) e b) NETTO (56); c), d) e e) fotos de Mauricio Meyer/Embrapa Soja.

Assim, é possivel notar as preocupacdes relacionadas a essa doenca de descoberta tdo
recente, e todos os desafios relacionados ao manejo do ainda desconhecido. E por estes
motivos, este trabalho vem explorar o uso de uma técnica alternativa na agricultura e que possa
auxiliar no diagnostico e compreensdo do desenvolvimento da doenca, na busca por meios que
possam prevenir, e até eliminar a doenca do campo, definindo formas de manejo eficazes e

sustentaveis.
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3 REVISAO TEORICA

O advento das fontes de laser de alta intensidade criou novas possibilidades de analises
elementares da matéria em quaisquer dos seus estados fisicos: solido, liquido ou gas. A ideia é
que, ao vaporizar e excitar um material que absorva energia, a partir de um pulso de laser, seja
possivel coletar as emissGes espectrais resultantes da excitacdo, e inferir, a partir delas, a
composicdo da amostra. E dai que vem a nocdo de LIBS e todas as possibilidades de
exploracdo das propriedades que envolvem a técnica. (57)

O objetivo da técnica LIBS é criar um plasma opticamente fino que esteja em Equilibrio
Termodindmico Local (LTE) e cuja composicdo elementar seja como a da amostra. Quando
essas condicdes sdo satisfeitas, algumas relacdes conectam a intensidade das linhas espectrais
observadas com a temperatura do plasma e ainda, a largura das linhas a densidade de elétrons e
temperatura, gerando em Ultima instancia a concentracdo relativa dos elementos contidos no
plasma. Tipicamente estas condi¢Oes sdo satisfeitas de modo aproximado. (58)

A evolucdo do material ejetado pela superficie marca a origem de toda a informacédo LIBS,
ou seja, aplicada poténcia suficiente, o processo de ionizacdo € iniciado e um plasma em
expansao é criado. Explorar e buscar as condi¢fes favoraveis desse plasma e, a partir dai obter
a caracterizacdo analitica quantitativa da amostra nos mais diversos meios é um dos principais
desafios da técnica. (57) Para melhor compreender a formacdo e evolugcdo do plasma, suas
propriedades, e ainda o sinal LIBS coletado, as subsec¢des a seguir trardo maiores informacoes,

de maneira que possam auxiliar na compreenséo do estudo e resultados obtidos.

3.1 Configuracédo de um sistema LIBS

LIBS é uma técnica relativamente simples do ponto de vista da instrumentacdo envolvida,
e traz consigo inumeras vantagens para aplica¢des agroambientais. Nela, um laser pulsado, de
alta energia, é direcionado e focalizado na superficie da amostra que se deseja analisar. Parte da
amostra é ablacionada, vaporizada, e assim é gerado um plasma a partir da interacdo laser-
matéria (0 que serd explicado em mais detalhes posteriormente). Ao se resfriar e decair
rapidamente, as espécies presentes no plasma emitem radiacdo, e esta é caracteristica de cada
um dos atomos, ions e moléculas ali presentes. Essa luz é coletada por um conjunto de lentes, e

conduzida a um espectrémetro atraves de fibras Opticas. Este, tem por funcdo difratar a luz
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emitida pelos analitos, a qual é analisada pelo detector. Os sinais armazenados sdo entdo
processados e podem ser visualizados por meio de um software dedicado. Assim, vantagens
como rapidez de analise, relativa simplicidade para tal, ndo necessidade de, ou pouco preparo
de amostra, possibilidade de portabilizacdo do equipamento, o que permite analises in situ caso
seja necessario, habilidade de andlises nos trés estados da matéria e avaliagdes
multielementares simultaneas, tornam a técnica bastante atrativa. (59) A Figura 4 mostra 0s

principais componentes dpticos e eletronicos envolvidos na técnica.

Laser \Espelho

|
—] PC Lentes
Controlador coletoras
temporal (&) <——— Lente
focalizadora
/
Espectrometro

Figura 4 — Esquema de um aparato geral para medidas LIBS ilustrando os principais componentes da
instrumentac&o.
Fonte: Adaptada de LASER-INDUCED... (60)

3.2  Ablacéo a laser, formacao e evolugao do plasma

O processo de ablacdo € regido por fenémenos néo lineares, ocorre em diferentes ordens
temporais de magnitude que vao desde a absorcdo eletronica da energia optica do laser (107
segundos) até a condensacdo das particulas apés o término do pulso laser (10 segundos).
Inicialmente, o que ocorre ¢é a interacdo do laser com o material (e isso depende de fatores
como caracteristicas do laser de excitacdo e propriedades intrinsecas do material a ser
avaliado), promovendo a absor¢do da luz pelo mesmo, e 0 que denominamos quebra, ou do
inglés, como o proprio nome da técnica diz, breakdown. Esta, por sua vez se da a partir da
incidéncia do pulso de laser de alta energia (com irradiancias minimas da ordem de 10® — 10%°

W/cm? para sélidos) na superficie da amostra, (58) que absorve a radiacdo em um curto
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intervalo de tempo, da ordem de 10 s, fazendo com que a temperatura no foco do laser e
superficie da amostra ultrapasse 10* Kelvins inicialmente.

Essa alta temperatura e o gradiente de campo elétrico ali formados promovem a quebra das
ligacGes quimicas do material, resultando na producdo de ions e elétrons livres. Para isso, a
absorcdo da luz pelo material, e consequente aquecimento do mesmo, se da principalmente por
dois fendmenos: o Breamsstralung inverso e a fotoionizagdo, sendo um ou outro favorecido
dependendo das condi¢Bes do ambiente em que a medida acontece (se a pressdo for alta, por
exemplo, favorece o dominio do efeito do Breamsstralung inverso. Se a pressdo é baixa, e a
densidade é menor, favorece a ionizagdo por multiféton). O primeiro deles é definido pela
absorcao de fotons provenientes do campo do laser pelos elétrons livres de maneira continua
durante o bombeio. Quando estes sdo acelerados no campo de Coulomb dos ions, emitem
fétons — fendmeno conhecido como Breamsstralung — e, quando sob a acdo de um campo
externo, eles também passam a absorver fotons do laser - Breamsstralung inverso. O
aquecimento acontece uma vez que, na média de tempo em que esses fenbmenos ocorrem, as
absorcbes excedem as emissdes. (61) Este € um fendmeno cuja dependéncia com o
comprimento de onda (1) do laser vai com 13, e é resultado de colisGes e troca de momento
elétron-ion no plasma que esta sendo formado. O efeito de fotoionizacdo, por sua vez, envolve
a absorcédo de energia suficiente por atomos ou ions, que entdo perdem um, ou mais, elétrons.
(59)

Dessa maneira, tanto para o fenbmeno de Breamsstralung inverso quanto o de
fotoionizacdo, a energia dos elétrons aumenta, as colisdes produzem novos ions e elétrons
livres, que por sua vez acabam por absorver mais energia e gerar outros novos ions e elétrons
livres, resultando no que denominamos efeito avalanche. (59) No caso deste trabalho foram
empregados lasers de nano segundos, e como o tempo de absor¢do da energia pela amostra é
menor do que a duracdo do pulso de laser, os efeitos térmicos (aquecimento e vaporizacdo)
acabam por dominar o processo. (62)

Ap0s as quebras promovidas e formacgéo do plasma, este se expande em todas as direcdes a
partir do volume focal. No entanto, a taxa de expansdo é maior em direcdo a lente de
focalizacdo, pois a energia Optica acaba entrando no plasma por esta diregdo. A taxa inicial de
expansdo do plasma é da ordem de 10° m/s, e 0 som que se ouve durante uma medida LIBS é
causado pela onda de choque avancando a partir do plasma formado no volume focal. (59)
Assim, considerando a formacdo do plasma em uma superficie plana, e ainda a expansdo do
feixe de laser de excitagdo e os processos de absor¢do mencionados, sdo definidas trés zonas

importantes de evolugdo do plasma: a frente de plasma (volume do plasma), a frente de
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absorcdo e a frente de choque (Figura 5). Para diferentes regimes de irradiancia, existem
modelos diferentes de propagacao e expansdo do plasma, que serdo brevemente mencionados a
seguir, e basicamente diferem em suas previsdes de opacidade e propriedades de transferéncia

de energia do plasma para a atmosfera ambiente.
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Figura 5 — Diagrama esquematico da evolugdo do plasma iniciado em uma superficie sélida plana.
Fonte: Adaptada de CREMERS; RADZIEMSKI. (58).

A baixas irradiancias, a frente de choque precede a frente de absorcao, que esta acoplada a
frente de plasma. Nesta configuracdo, tanto a energia da frente de choque depositada na
atmosfera atras dela quanto a radiacdo do plasma, sdo requeridos para mover a frente de
absorcdo em direcdo ao feixe de laser, o que € denominado de onda de combustdo suportada
pelo laser. A irradiancias maiores, a frente de choque € forte o suficiente para aquecer o0 gas
atras dela levando a absorcao do feixe de laser. Assim, a zona de absorcdo surge logo atras da
frente de choque, e ambas estdo a frente da frente de plasma, condi¢do que chamamos de onda
de detonacédo suportada pelo laser. Nas mais altas irradiancias, a radiacdo do proprio plasma é
suficiente para aquecer a atmosfera a sua frente ao ponto de se tornar uma zona de absorcao,
assim, esta fica, por sua vez, ligada a frente de plasma, em uma onda de radiacdo suportada
pelo laser. (58,62) Assim, para os trés casos mencionados, entre 10° s e 10® s, o plasma se
torna opaco pela radiacdo do laser e, a parte final do mesmo acaba por interagir com a
superficie do plasma (frente de absorgéo), e ndo ionizara mais material da amostra (ja que nao
atinge mais a superficie da mesma). A este efeito denominamos blindagem do plasma e é
fortemente dependente das condi¢cBes ambientes (pressdo atmosférica, gases ou vacuo) e

experimentais (irradiancia e comprimento de onda do laser de excitacdo). (62)
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Para os experimentos LIBS aqui propostos, os dois primeiros modelos representam bem o
que ocorre durante a evolugédo do plasma. Neste caso, o0 plasma possui temperatura e densidade
ndo extremas, e condi¢cdes de fronteira com a atmosfera, que sdo transmissiveis o suficiente
para permitir a penetracdo e absorcdo da radiacdo advinda do laser. A utilizacdo de um laser de
nanossegundos permite a absor¢do da parte final do laser pelo plasma, reaquecendo-o,
alongando seu tempo de vida. Isso pode refletir em um aumento das linhas de emiss&o, porém,
ao mesmo tempo, as emissdes de fundo também aumentam, o que pode diminuir a
sensibilidade de sistemas desse tipo. (62) Uma forma de superar essa dificuldade é empregar
dois pulsos de laser, um para ablacionar a amostra, e um segundo para reaquecer o plasma, e a
esse método denominamos LIBS com pulso duplo (DP LIBS) sobre o qual comentaremos mais
adiante, e que também foi empregado neste trabalho.

Apds o fim do pulso de laser e conforme o plasma se expande e resfria, este perde energia
por emissdo de radiagdo (a que estamos interessados), devido a recombinacéo entre elétrons e
jons, e até formacdo de moléculas devido a recombinacBes no plasma, e assim decai. (59)
Quando o elétron absorve um féton, ele atinge um estado de energia maior - processo que
chamamos de excitacdo do atomo. Porém, elétrons tendem ao estado de menor energia
possivel. Dessa maneira, durante o processo de decaimento do atomo, os elétrons emitem um
féton. Os diferentes niveis de energia de cada tipo de atomo resultam em diferentes e bem
definidos fétons de energia, com bandas de emissdo estreitas, regidas pela quantizacdo, e com
incerteza definida pelo principio de incerteza de Heisenberg. Devido a esta propriedade, é
possivel definir as espécies presentes no plasma, ja que as emissdes a que nos referimos, sdo
exatamente aquelas que conseguimos observar no espectro LIBS, e seus niveis de energia
associados sdo bem conhecidos para cada atomo.

O espectro resultante de uma medida LIBS, evolui rapidamente no tempo, (59) o que pode
ser observado esquematicamente na Figura 6. Inicialmente, as emissfes séo
predominantemente de uma luz branca, ao que denominamos continuo, ou radia¢do de fundo.
Esta é originada pela emissdo de elétrons acelerados, o que ocorre devido ao efeito de
bremsstrahlung, em uma transi¢do designada como livre — livre, ja que se origina em particulas
carregadas, e que permanecem livres tanto antes quanto apos as interacdes. As transi¢des do
tipo livre — ligada, que ocorre devido as recombinagfes, também sdo responsaveis pelo
continuo, e acontecem quando um elétron livre é capturado por um ion, emitindo um foton ao
perder energia cinética. Para o plasma induzido por um laser de nanossegundos pulsado, a
emissdo no continuo aparece durante o pulso laser e dura até algumas centenas de

nanossegundos.
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Figura 6 — Esquema temporal da evolugdo de um plasma induzido por laser. S&0 mostrados ainda, o tempo de
atraso para inicio das aquisicfes de emissdo (tq) e também a duracéo da aquisi¢do, a que denominamos
janela de aquisicéo (ty).

Fonte: Adaptada de CREMERS; RADZIEMSKI. (58)

As emissdes idnicas e atdmicas prevalecem na escala temporal dos acontecimentos e néo
acontecem normalmente antes de 1 microssegundo ou mais durante a “historia” do plasma,
tempo durante o qual o sinal do continuo diminui drasticamente. (59,63) Esse tipo de emissdo
tem origem nas transicGes entre estados ligados, em que ha a perda de energia na forma de um
féton, que € caracteristico da diferenca de energia entre os dois niveis energéticos envolvidos.
Assim, a frequéncia da linha espectral resultante da transicdo entre dois niveis de energia é
dado pela equacéo hv,, = E, — E;, em que h ¢é a constante de Planck, v a frequéncia, E; a
energia do estado final e E, a energia do estado inicial. A este tipo de emissdo chamamos de
espontanea. A probabilidade de ocorréncia dessa transicao por segundo é dada pelo Coeficiente
de Einstein para emissdo espontanea, conhecido pelo simbolo A;;, e € uma propriedade
intrinseca da transicdo. Assim, a espectroscopia envolve a interagdo da radiacdo
eletromagnética com atomos e moléculas. (59)

Entendendo como 0s processos acontecem no tempo, fica clara a importancia do controle
temporal minucioso necessario em um sistema LIBS para que seja possivel a visualizacdo das
linhas discretas a medida que o plasma expande e resfria, diminuindo bastante as emissdes do
continuo. O tempo de atraso de captagdo do sinal de emissdo ap6s o disparo do pulso (tg) e
ablacdo da amostra, bem como o tamanho da janela de aquisi¢do do sistema (t,), devem ser

otimizados de modo a captar intensamente o sinal das emissdes que se deseja observar. (58,59)
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Neste trabalho, parametros como estes foram avaliados para otimizacéo do sinal LIBS a partir
do sistema experimental disponivel e do tipo de amostra a ser avaliada.

A intensidade e perfil das linhas de emissdo dependem fortemente do ambiente em que o
atomo esta inserido, ou seja, das condicGes de excitagdo. Assim, se 0 meio é fino opticamente
(o que ocorre a baixas concentracbes do vapor, ou seja, a plasmas ndo muito densos, que
diminuem as chances de ocorréncia de reabsorcéo), tanto o alargamento natural da linha devido
ao principio da Incerteza de Heisenberg, quanto o alargamento das linhas devido ao Efeito
Doppler (que tem perfil gaussiano e surge devido ao movimento dos atomos que estdo emitindo
os fotons, e cujo efeito é intensificado com aumento da temperatura) dominam o perfil de
emissdo. Para plasmas relativamente mais densos, os a&tomos sdo afetados pelo campo elétrico
devido a presenca dos ions e elétrons em movimento no mesmo, 0 que provoca um
desdobramento nos niveis de energia dos atomos (em inglés, splitting e shifting). Como
consequéncia destas perturbacGes dos niveis, as linhas de emissdo sdo alargadas, alterando seu
perfil e intensidade em um efeito conhecido como Stark (de perfil lorentziano). (62) Sabendo
disso, é preciso ter o cuidado de levar em consideracdo o que estd ocorrendo no plasma e 0s
possiveis efeitos causados no perfil e intensidade das linhas de emisséo a serem estudadas.

Para reconhecimento dos elementos presentes na amostra, ou seja, identificacdo das linhas
de emissé@o e associacdo com o0s mais diversos elementos, a base de dados mais comumente
utilizada é a base de dados do National Institute of Standard and Technology, o NIST. (64)
Pode parecer simples, mas esta uma etapa do trabalho que demanda inimeras tomadas de
decisdo acertadas, definicdo de parametros condizentes com as condicdes experimentais e,
portanto, uma vasta experiéncia para analise. (65) InformacGes como o tipo de amostra e a
possibilidade de existéncia de um determinado elemento na mesma, a existéncia de multipletos,
a probabilidade de ocorréncia da transicdo de forma esponténea dada pelo coeficiente de
Einstein, e ainda a presenca de linhas fortes e persistentes (linhas que sdo observaveis mesmo a
baixas concentracGes do elemento na amostra) no espectro, tanto para &tomos neutros quanto
para atomos ionizados, devem ser levadas em consideracdo no momento da determinacdo dos

picos de emissdo presentes no espectro LIBS.
3.3  LIBS com pulso duplo: um avanco da técnica
Nas ultimas décadas o uso da técnica LIBS se tornou bastante atrativa em aplicacfes nas

mais diversas areas. Apesar do grande potencial, nos ultimos anos é crescente e evidente a

preocupacdo em melhorar e otimizar a performance analitica dessa espectroscopia, por
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exemplo, diminuindo o limite de detec¢do (LOD, acronimo do inglés Limit Of Detection) de
alguns elementos e aumentando a intensidade do sinal de emissao das linhas. Ou seja, buscando
aumentar a sensibilidade das medidas LIBS. Em um sistema LIBS de pulso Unico (SP LIBS) a
melhoria do sinal pode ser alcancada através da escolha apropriada de parametros operacionais
como, o comprimento de onda do laser de excitagéo, a duragéo do pulso e a energia do mesmo,
0 numero de pulsos acumulados, a atmosfera em que estdo sendo realizadas as medidas, o
sistema de focalizacdo do laser e o conjunto dptico responsavel pela coleta do sinal, e claro, o
controle temporal do sistema (tempo de atraso do espectrdmetro para inicio das aquisicOes e a
duracdo da janela de aquisi¢do). (66—68) Entretanto, uma melhora de sinal pode ser obtida
também por meio de novas caracteristicas no sistema convencional através, por exemplo, do
uso de um sistema de excitacdo ressonante, (69) ou do LIBS com pulso duplo, que chamaremos
daqui por diante de DP LIBS. (70-74)
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Figura 7 — Evolugéo temporal de um plasma gerado em uma medida DP LIBS. O tempo de atraso entre os pulsos
esta representado por At, o tempo de atraso para inicio das aquisi¢des estd indicado por t4, € a duragéo
das aquisicdes por t,,.
Fonte: Adaptada de CREMERS; RADZIEMSKI. (58)

No DP LIBS, dois pulsos de laser sdo utilizados para geracdo e excitagédo do plasma, e o
tempo de atraso entre os dois pulsos (também conhecido por delay interpulse, do inglés) pode
variar de nanossegundos a microssegundos. (72,75) A Figura 7 mostra a evolugdo temporal dos

acontecimentos em um sistema desse tipo a fim de esclarecer melhor os parametros passiveis
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de otimizacdo, por exemplo. Além disso, a técnica pode ser aplicada em diferentes
configuragcBes geométricas, cada uma delas alterando o modo de interacdo do laser com o
material. Piepmeier e Malmstadt, (50) e Scott e Strasheim, (51) sugeriram que, uma vez que
grande parte da energia do primeiro pulso de laser é absorvida pelo material, o segundo pulso
de laser levaria as espécies presentes no plasma a uma excitacdo adicional, melhorando a
intensidade do sinal a ser adquirido.

O sistema operando no modo DP LIBS passa a dar uma maior possibilidade de variacéo de
parametros quando comparada com o modo SP LIBS, como por exemplo, 0 uso de pulsos de
laser de diferentes comprimentos de onda, diferentes energias e ainda tempos diferentes de
atraso entre os pulsos. Além disso, também podemos citar a maior flexibilidade quanto a
geometria do arranjo experimental, que pode operar basicamente em quatro configuracdes:
colinear, feixes cruzados, ortogonal com reaquecimento e ortogonal com pré-ablacao,

representadas na Figura 8 a, b, ¢ e d, respectivamente.
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Figura 8 — Diferentes configuraces geométricas possiveis para 0 modo DP LIBS: Colinear (a), Feixes cruzados
(b), Ortogonal com reaquecimento (c) e Ortogonal com pré-ablagdo (d).
Fonte: Adaptada de RASHID et al. (76)

A configuragdo colinear (75-76) é relativamente simples, e com a qual ocorreram 0s

primeiros experimentos de DP LIBS, tanto usando apenas um laser para gerar os dois pulsos,
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quanto empregando dois lasers diferentes. Nessa geometria ambos os feixes de laser propagam
e atingem a amostra no mesmo eixo, ortogonal a superficie da amostra. E apesar da
simplicidade da configuracdo, o0 modelo de interacdo do segundo pulso de laser com a amostra
e com o plasma gerado pelo primeiro laser, ndo é simples. Do ponto de vista do fendmeno, essa
configuracdo é caracterizada pela grande quantidade de massa ablacionada quando comparada
com o SP LIBS, ja que ambos os lasers podem interagir e remover material da superficie da
amostra. (57)

Quando o DP LIBS opera na configuracdo de feixes cruzados os pulsos de laser atingem a
amostra fazendo um certo angulo entre eles. (79) No caso da configuragdo ortogonal existe um
laser que incide perpendicular a superficie da amostra, e um pulso de laser que incide paralelo a
superficie da amostra. Quando o feixe que incide primeiro € o perpendicular a superficie da
amostra, chamamos de ortogonal com reaquecimento, (80) ja que o segundo pulso reaquece 0
plasma produzido pelo primeiro. Quando acontece o inverso, ou seja, 0 primeiro pulso incide
paralelo a amostra, chamamos de ortogonal com pré-ablacédo, (81) pois se diz que, 0 primeiro
pulso promove quebras eletrdnicas no ar promovendo um plasma e ndo interagindo diretamente
com a amostra, enquanto o segundo pulso, ortogonal a superficie da amostra, é ali focado para
ablacao.

Neste trabalho, basicamente duas configuracdes serdo avaliadas, a colinear (75-76), e
também a ortogonal com reaquecimento. (57) Além disso, foram otimizados os parametros
essenciais para as medidas LIBS no modo SP e DP permitidos pelo sistema para as duas
configuracBes citadas e considerando o tipo de matriz, ou seja, amostras de folhas de soja

pastilhadas.

3.4  Caracteristicas dos plasmas induzidos por laser: das amostras as analises

quantitativas

Plasmas induzidos por laser apresentam emissdes discretas que consistem de linhas
espectrais atdmicas e iGnicas, caracteristicas das espécies constituintes do plasma formado, e
que estdo sobrepostas a uma radiacdo de fundo de banda larga, resultado da recombinagéo de
elétrons livres e de interacbes do tipo livre-livre, tratadas na secdo anterior. A partir da
identificacdo das linhas espectrais e da medida de suas intensidades é possivel obter
informacdes qualitativas, semiquantitativas e quantitativas. (82) As analises qualitativas dizem
respeito basicamente sobre a caracterizagdo elementar da amostra. Ao realizar uma avaliagdo

semiquantitativa é possivel comparar informacdes de uma amostra em relacdo a outra, ou o



45

comportamento de um elemento em relagéo a outro, e informar quais as variagdes encontradas,
baseadas no fato de que a intensidade das linhas de emisséo é proporcional a concentracdo do
elemento na amostra. Sabendo dessa propriedade, é possivel ainda avaliar quantitativamente 0s
dados LIBS. No entanto, a avaliacdo quantitativa de dados LIBS ndo é uma tarefa simples.
Apesar de proporcional, a intensidade das linhas de emissdo no plasma ndo é determinada
apenas pela concentragdo do elemento na amostra, mas tambem pelas propriedades do préprio
plasma. Este, por sua vez, possui propriedades que dependem de fatores como as caracteristicas
da fonte de excitacdo (energia, comprimento de onda), a propria amostra (compactacao,
granulometria, cor, entre outros) e o gas ambiente (atmosfera controlada, ambiente ou vacuo).
(82) Além disso, o processo de ablacdo a laser, como também vimos anteriormente, influencia
a quantidade e composi¢cdo da massa ablacionada, ja que envolve fendmenos como o0 processo
de vaporizacdo, formacdo da onda de choque; duracdo, formacdo e expansdo do plasma, entre
outros, que dependem basicamente da duracdo do pulso. Assim, tal processo deve ser
compreendido a fim de se alcancar avaliag@es quantitativas acuradas e sensiveis. (82-83)

Tognoni e colaboradores, (82) propuseram uma abordagem simplificada e interessante de
como apreciar a complexidade dos fenémenos envolvidos em uma medida LIBS a partir de
uma derivacdo simples da dependéncia do sinal obtido, considerando os varios processos que
levam da amostra ao sinal, a partir dos fétons emitidos pelos &omos e ions excitados no
volume do plasma. Segundo os autores, 0s parametros fundamentais que governam 0 processo
podem ser explicitamente fatorados. Assim, o sinal S devido a emissdo de uma determinada
linha atbmica ou idnica de um elemento (cuja unidade é apresentada em contagens), é dado
pelo produto da densidade da populagdo no estado excitado - n, (cm™), da probabilidade de
transicdo espontanea da transicdo escolhida - A,; (fétons s %), e de uma funcéo de deteccdo -
faer (cm® contagens fotons™ s).

A funcdo de deteccdo pode, por sua vez, ser definida como o produto do volume ocupado
pelos emissores visto pelo detector - V,,.. (cm®), de uma eficiéncia de deteccio de maneira geral
(que inclui pardmetros como o ganho do detector (contagem féton™) e tempo de integragéo (s))
MNaer (contagem fotons™ s) e, de uma funcéo de calibrago - f.,; (sem unidade), que descreve
as caracteristicas do plasma em termos, por exemplo, da probabilidade de ocorréncia de efeitos
como auto absorcao. (82) Assim,

S = nyAuifaer = MAwVexcfeaMaet 1)
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Seguindo a abordagem proposta por Tognoni e colaboradores, (82) o nimero total de
espécies emissoras (= n,V,,.) deve estar relacionado com o numero total de atomos (ou ions)
gerados pelo laser e que estédo presentes no volume do plasma - (N7)g, multiplicados por uma
fungdo de excitacdo/ionizacdo - f,,. (Sem unidade) que fornece portanto, a probabilidade de
ocupacdo deste nivel excitado em detrimento dos demais. Por sua vez, o numero total de
atomos (ou ions) no volume ocupado pelos emissores deve estar relacionado ao nimero total de
atomos na amostra - (N7)s, a partir de uma funcédo de ablacdo/vaporizacdo - f,;;, que descreve
0 mecanismo com o qual uma certa fracdo do material sélido é ablacionada e levada a condicéo

de vapor na pluma do plasma. (82) Entéo,

§= (NT)gfechulfcalndet = (Nr)sfabifexcAutfcaiMdet (2)

Por fim, o fator (Ny)sf,,: também pode ser fatorado e relacionar a massa ablacionada, a
fracdo do peso do elemento na amostra e um fator estequiométrico definido pelo desvio da
composicao elementar da amostra na pluma do plasma (gas) quando comparado com a fase
solida. Com isso, podemos concluir de forma bastante simplificada que, de modo geral, o sinal
é influenciado por trés func@es inter-relacionadas que descrevem:

I a interacdo inicial entre a amostra e o laser levando a ablacdo/vaporizacdo do

material, fin:,

ii. 0 mecanismo de excitacdo/ionizacdo que leva as emissdes atbmicas (ou ibnicas),

]CGXC1
iii. e a caracterizacdo do ambiente que emite radiacdo, relacionado a plasmas
opticamente finos ou ndo, f;.;- (82)

Em simbolos:
S = Aulfintfexcfdet- (3)

Na sequéncia, abordaremos as funcdes que influenciam o sinal separadamente, como
proposto por Tognoni e colaboradores, (82) de modo que seja possivel dimensionar a
importancia de todos os parametros considerados durante o desenvolvimento deste trabalho

para obtencdo de uma andlise quantitativa acurada.
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3.4.1 Funcéo de interacdo: absorcdo de energia e ablacdo estequiométrica

A maioria dos métodos e trabalhos desenvolvidos para analises quantitativas com LIBS
assumem, implicita ou explicitamente, que:

a. A composicao do plasma observado é representativa da composi¢do da amostra (ou
seja, a ablagdo ocorre de forma estequiométrica);

b. O plasma é opticamente fino para as transi¢cbes observadas; e

c. O plasma observado encontra-se em LTE. (82)

Essa abordagem é feita na tentativa de simplificar alguns fenbmenos extremamente
complexos. O método livre de calibracdo, com o qual avancaremos nas avaliagdes quantitativas
neste trabalho e sobre o qual abordaremos mais adiante, também faz as mesmas assuncgdes
citadas, as quais sdo importantes para o sucesso da técnica LIBS.

Sabendo que a ablacdo estequiométrica € a base das analises LIBS, inimeros trabalhos
vém sendo conduzidos no sentido de melhor compreender essa condicdo. (82) Russo e
colaboradores, avaliaram que para baixas poténcias fornecidas para geracdo do plasma em uma
medida LIBS, a interacdo laser-matéria se d& por vaporizacao, ou seja, a energia € absorvida e
rapidamente convertida em calor. Enquanto que, para densidades de poténcias altas o
suficiente, tal interacdo se da pelo processo que denominamos de ablacdo, que causa uma
explosdo na superficie, e tem comportamento estequiométrico. (83-84) Chan e Russo (84)
conseguiram definir esse limiar, que € comumente atingido nos sistemas LIBS, e demonstraram
que a ablacdo a laser é estequiométrica quando a densidade de poténcia ultrapassa 10° W/cm™.

Outro fator que é necessario observar para garantir a ablacdo estequiométrica é a
profundidade da cratera gerada pelos tiros. Se o acimulo de pulsos dados no mesmo lugar for
grande, gerando uma cratera profunda o suficiente, é possivel que se saia da condi¢do. Borisov
e colaboradores (85) concluiram que se a razdo profundidade/diametro for superior a 6, a
composicdo do material ablacionado divergia da estequiométrica, o que deve ter ocorrido,
segundo os autores, por dois motivos: a densidade de poténcia que atinge o fundo da cratera
ndo é suficiente, ou efeitos térmicos e de blindagem podem ser gerados no interior da mesma,
prejudicando a aquisicao do sinal.

Além dos fatores mencionados, é importante notar que, devido ao fato de que a técnica
LIBS analisa apenas uma pequena quantidade de material, a acuracia e precisao das medidas
sdo extremamente dependentes da homogeneidade da amostra. Assim, para garantir medidas
representativas, cuidados com a homogeneidade e um ndmero maior de medidas de uma

mesma amostra, devem ser tomados.
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3.4.2 Funcdo de excitacdo/ionizacdo: o comportamento das emissfes das espécies e

descricdo do plasma pela temperatura e densidade de elétrons

A fungdo f,,. descreve o mecanismo de excitagdo/ionizacdo que leva as emissdes do
plasma. Retomando as assungfes apresentadas anteriormente para analises LIBS quantitativas
(itens a, b e ¢), é importante entender cada um dos conceitos, e como eles estdo relacionados a
abordagem de cada uma das fungdes inter-relacionadas que influenciam o sinal LIBS. Assim, a
seguir serdo introduzidos os conceitos de plasma opticamente fino e LTE, necessarios para
determinacdo da temperatura e densidade de elétrons que descrevem o plasma LIBS, e cujos

célculos seréo expostos na sequéncia.

Conceito de plasma opticamente fino

Fundamentalmente, um plasma é considerado opticamente fino quando a radiacdo emitida
por ele atravessa e escapa do proprio plasma sem absor¢do ou espalhamento significante. Uma
maneira de checar se o plasma estd nessa condi¢cdo é observar linhas de emissao fortes e cujas
intensidades relativas sdo bem conhecidas. Quando os processos de reabsorcdo se tornam
notaveis, as intensidades observadas partirdo dos valores esperados, saturando as linhas fortes.
Comecando pelas linhas mais intensas, elas apresentam um perfil reto, ao qual chamamos
usualmente de flat (do inglés), evidenciando a ocorréncia de auto absorcdo. Em casos mais
extremos, a linha pode apresentar um afundamento na frequéncia central, e quando isso ocorre,
diz-se que a linha € auto reversivel ou invertivel. (58) Assim, a auto absorcdo € também um
problema na conversdo das intensidades em concentracOes, e € preciso cuidado, tanto na
escolha das linhas, quanto na escolha dos parametros de aquisi¢do das medidas LIBS para que

se trabalhe sempre em condic¢des proximas as ideais de plasma opticamente fino.

Conceito de Equilibrio Termodinamico Local em plasmas induzidos por laser

Devido a natureza das particulas que compdes o plasma, espera-se que as energias cinética,
de excitacdo, de ionizacdo e radiativas contribuam para a descricdo do sistema e que as
distribuicdes de cada uma das energias mencionadas sejam descritas pelas funcbes de Maxwell,
Boltzmann, Saha e Planck, respectivamente. Por sua vez, o equilibrio relativo a distribui¢éo de
energia sobre os diferentes estados do conjunto de particulas é determinado pela temperatura,
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definida para cada uma das distintas formas de energia. O equilibrio termodindmico é dito
alcancado quando, todas as formas de distribuicdo de energia sdo descritas pela mesma
temperatura. (82) Porém, em plasmas induzidos por laser hd perda de energia na forma de
radiacdo, afetando o balanceamento energético entre elétrons, &tomos e ions. (58) Assim, na
pratica, essa €é uma condi¢cdo que ndo existe completamente em plasmas LIBS, e € por isso que
algumas aproximacdes precisam ser adotadas para que se possa descrever o estado do mesmo.

A radiacdo ¢ a forma de energia que mais se diferencia das demais ja que ela requer um
plasma opticamente espesso para ocorrer. Contudo, plasmas LIBS tipicos podem ser descritos
pela condicdo a que denominamos de Equilibrio Termodindmico Local. Nesse estado, o
processo que envolve as colisbes € mais importante do que o radiativo, de modo que 0 nao
equilibrio da energia de radiacdo pode ser negligenciado, enquanto que, localmente do interior
do plasma, ainda € possivel encontrar um pardmetro de temperatura que satisfaca as
distribuicdes de Boltzmann, Saha e Maxwell. Assim, a temperatura de excita¢do do plasma (T)
e a densidade de elétrons (n.), que derivam dos dados de emissdo do mesmo, podem ser usados
para descrever as caracteristicas do plasma. (58,82,86)

Sob a condi¢do de LTE, a populacdo dos niveis excitados para cada espécie segue a
distribuicdo de Boltzmann, que é dada por:

No, gk
N, = —"" o—(Ek/KpT)
ks = 7T © 4)

Em que, N, corresponde a densidade de populagdo dos emissores para uma determinada
espécie s no nivel excitado k, N,_corresponde a densidade total de populagdo da espécie s
presente no plasma, g é a degenerescéncia do nivel k, E, € a energia do nivel superior, Kz é a
constante de Boltzmann, T é a temperatura de excitacdo do plasma, e Z,(T) € a funcdo de
particdo da espécie emissora a temperatura do plasma.

A condicdo na qual os estados atdbmico e idnico devem ser ocupados e desocupados
predominantemente por colisdes eletronicas ao inves de radiacdo, requerem uma densidade
eletrbnica que seja suficiente para assegurar uma alta taxa de colisdes. (82) Assim, o limite

inferior da densidade de elétrons é dado, em cm™, pelo Critério de McWhirter (87):

N,(cm=3) > 1,6.1012T /2(AE )3 (5)
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Em que, N, corresponde a densidade de elétrons, T é a temperatura do plasma em Kelvin (K), e
AE,,,, € a maior diferenca de energia entre os niveis n e m, expressa em elétron-volt (eV), para
a qual a condicdo se aplica. (86) Entretanto, este € um critério necessario, mas insuficiente para
assegurar LTE, e é totalmente cumprido nos estagios iniciais do tempo de vida do plasma.

Griem (88) sugeriu em 1997 que, para o caso do hidrogénio, o mais complicado dos
atomos neutros, ja que envolve uma diferenca de energia (AE,,,) muito alta, para uma
temperatura de mais ou menos 1 eV e densidade de elétrons da ordem de 107¢m™3 ja se
poderia garantir LTE. A grande maioria dos trabalhos que empregam LIBS para anélises
quantitativas ou semiquantitativas apenas assume a condicdo de existéncia de LTE devido as
condicdes em que o plasma LIBS é gerado. (86) Neste trabalho, o critério de McWhirter foi
empregado para verificar possibilidade de existéncia da condicdo de LTE, ja que é um dos
métodos mais bem aceitos, e a partir deste teste, assumida ou ndo a condicao para o plasma em
questdo. Além disso, em 2010, Cristoforetti e colaboradores discutiram o fato de que o critério
de LTE pode funcionar para determinados elementos e outros ndo. (86) Assim, esta € uma
verificacdo que deve ser feita para os elementos de interesse ja que esta ligada a diferenca de
energia da transigéo.

Portanto, plasmas em LTE podem ser caracterizados por uma Unica temperatura que
descreve a distribuicdo das espécies nos niveis de energia, a populacdo nos estagios de
ionizacdo ou a energia cinética dos elétrons e particulas pesadas. Consequentemente, a
temperatura de excitacdo que controla a populacdo dos niveis atbmicos (e ibnicos) deve ser a
mesma que a temperatura de ionizacdo, que determina a distribuicdo dos &tomos de um mesmo

elemento nos diferentes estagios de ionizagdo. (82)

Calculo da temperatura do plasma

Considerando que a hipotese de LTE seja cumprida totalmente, a temperatura do plasma
pode ser calculada a partir da intensidade total da linha de emissdo de um determinado
elemento. A integral da intensidade da linha de emissdo correspondente a transi¢do entre dois
niveis E; (nivel superior - inicial) e E; (nivel inferior - final) de uma espécie de um elemento
atbmico S pode ser expressa como na equagdo (6). Entende-se por espécie o estado de
ionizacdo de um determinado elemento atdmico. Por exemplo, Mg | e Mg 1l séo duas espécies
distintas do mesmo elemento atdbmico e serdo aqui representadas por S (espécie atdmica) e S*

(espécie uma vez ionizada). A representacao da intensidade pode ser expressa por:
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- hvy hc
I = 47’: Ni,GAw = 73— Ni, GAwi (f6tons st em™) (©)

Em que, h é a constante de Planck, v,; é a frequéncia de emissdo da transicdo k-i, c é a
velocidade da luz, A € o comprimento de onda referente a transicdo, N, _ corresponde a
populacdo dos emissores para uma determinada espécie no nivel superior, G é um fator
experimental (que considera parametros como o angulo solido da observacéo, a eficiéncia da
Optica utilizada, e ainda a propria densidade e volume do plasma), e Ay; se refere a
probabilidade de transicdo da linha (coeficiente de Einstein de emissdo esponténea). Na

aproximacdo da condicdo de LTE e de plasma opticamente fino, N;_respeita a distribuicdo de

Boltzmann:
Ny, = % e —(Ex/KgT) (7)
Assim:

Em que, N, corresponde a densidade de populagdo dos emissores total no nivel excitado,
Ji & a degenerescéncia do nivel k, E, é a energia do nivel superior, Kz é a constante de
Boltzmann, T é a temperatura de excitacdo do plasma, e Z,(T) € a funcdo de particdo da
espécie emissora a temperatura do plasma. (58,82)

A intensidade da linha de emissdo espectral é uma medida da populacdo do seu
correspondente nivel de energia de uma certa espécie no plasma. Como mencionado,
respeitadas as condi¢fes de LTE e plasma opticamente fino, se houver informagdo quanto as
intensidades de diversos niveis de excitagdo, é possivel determinar a temperatura responsavel

por aquela distribuicdo de populacdo. Reorganizando a equacéo, tem-se:

nl——I)=—-—=+1In
Ayi i he KT Zs(T)

A linearizacdo da equagdo acima resulta, por fim, no que denominamos grafico de

Boltzmann.
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Definindo y = %

e I; x=E; m= —é, este grafico pode ser construido a partir de
duas ou mais transicdes presentes no espectro LIBS, de uma mesma espécie de um mesmo
elemento. Assim, é possivel dispor no gréfico o lado esquerdo da equacdo (9 contra Ej,. Na
sequéncia, a partir do coeficiente angular (m) obtido pela regressdo linear dos dados, é
calculado o valor da temperatura que estamos interessados. (89) O uso de diversas linhas de
emissao, ao invés de apenas duas ou trés, para a consolidacéo da reta pode aumentar a precisdo
na determinagio da temperatura. E importante considerar também que os valores de
probabilidade de ocorréncia da transicdo na literatura, que fazem parte da equagdo de
Boltzmann, apresentam graus de incerteza bastante significativos (de até 50% segundo a base
de dados do NIST (64)). Estes, por sua vez, também podem ser amenizados a partir do uso de
diversas linhas de emisséo. (82)

Quando possivel, o uso de diferentes elementos para obtencdo dos desvios na temperatura
calculada também pode ser um recurso usado para melhorar a confianca nos valores de
temperatura obtidos. Sabendo que a temperatura deve ser a mesma para 0 plasma como um
todo, ou seja, todos os elementos e espécies estdo na mesma temperatura quando em LTE, ao
calcular a temperatura através da equagdo de Boltzmann a partir de dois elementos diferentes,
teoricamente esses valores deveriam ser proximos. Assim, a partir das diferengas entre um
valor de temperatura e outro, é possivel um refinamento dos valores calculados para o plasma.
E claro que isso s é possivel se, no espectro LIBS é encontrado mais de um elemento, com
linhas de emissdo de uma mesma espécie, em numero suficiente para que se possa aplicar
Boltzmann. No caso deste trabalho, apenas o Ca apresentou linhas atbmicas em nimero
suficiente para o calculo da temperatura.

Como linhas de emissdo de diferentes estagios de ionizacdo estdo, usualmente, presentes
no espectro LIBS, a combinacdo das distribuicbes de Saha para estados ionizados e de
Boltzmann para estados atdmicos também pode ser usada para se obter a temperatura do
plasma. (82) Para isso, a forma mais comum de associacdo de ambas € dada pela razéo da

intensidade das emissdes ibnica e atbmica. Assim,

Igv A5 gi A5 1 (2(2nm,KsT) />

= —_— exp(
IS /15+ glf A}zl Ne h3

Es — Eg+ — Xs) (10)

KT

Em que S e ST se referem a duas espécies consecutivas de um mesmo elemento (dtomo e

fon) como visto anteriormente, ys € a energia de ioniza¢dao do elemento atdbmico, m, € a massa
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do elétron, e os demais pardmetros ja foram apresentados. Neste caso, o fator de reducdo da
energia de ionizacdo devido a interacbes no plasma foi omitido por ser considerado
negligencidvel. Esta é uma equacdo que também pode ser linearizada para obtencdo da
temperatura. (82) Apresentado um grau de dificuldade ligeiramente maior do que o exigido
para o0 célculo da temperatura pela equacdo de Boltzmann, esta ndo € a equacdo mais
comumente empregada para este fim. Através dela é possivel obter uma quantidade bem maior
de pontos (permitida pela combinacao de linhas de emissdo atdmicas e idnicas de um mesmo
elemento) para a construcdo do grafico que resultara nos coeficientes da regressao linear, a
partir dos quais é calculada a temperatura do plasma. Como neste trabalho empregamos o
método de Boltzmann para determinacdo da temperatura, ndo entraremos em maiores detalhes
na linearizacdo da equacdo de equilibrio de Saha-Boltzmann, que segue basicamente a mesma
linha, e foi empregada para determinacdo da densidade de elétrons, que sera vista na se¢do a

sequir.

Calculo da densidade de elétrons

Para a medida da densidade de elétrons (N,) no plasma existem métodos diferentes. (82)
Neste trabalho abordaremos dois deles, sendo o primeiro agquele que requer a medida de
alargamento da linha de emissdo devido ao efeito Stark, e 0 segundo o que requer o célculo da
razdo da populacdo de dois estados de ionizagdo consecutivos do mesmo elemento.

O método baseado no efeito Stark considera o alargamento da linha, medida pela largura a
meia altura, como resultado do campo elétrico gerado pelos elétrons, sendo este o perturbador
dos niveis de energia dos ions, e consequentemente, alargamento das linhas de emissdo a partir
de tais niveis excitados. (90) O alargamento Stark de uma linha especifica pode, entéo, ser
utilizado para estimar a densidade de elétrons presente no plasma formado. (58) Para isso,

valores teoricos e experimentais sdo relacionados da seguinte maneira:

Experimental nyTebrico
NExperimental _ w Ne

e WTeérico

(11)

E a partir da equacdo anterior, é determinada a densidade de elétrons experimental. (90)
O segundo método mencionado para determinacdo da densidade eletronica se d& através da

relacdo de Saha-Boltzmann. Assim:
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N, =

Is As gl§+ Ai: 2(27TmeKBT)3/2 Es — Eg+ — X5 _3
- = exp (—) (cm ) (12)
KzT
Durante o desenvolvimento dessa tese de doutorado ambos os métodos para determinagéo
da densidade de elétrons foram avaliados, e apds analise de consisténcia dos dados, se optou
por trabalhar apenas com o método de Saha-Boltzmann. Dessa maneira, os resultados
referentes ao célculo através do efeito de alargamento Stark ndo serdo mostrados.

3.4.3 Funcéo de detecgédo: uma dependéncia da eficiéncia da instrumentacao

Cada sistema experimental apresenta resposta espectral Unica. A dptica usada para coleta,
lentes e fibras dpticas, a grade do espectrdmetro, o sensor do detector, todos os componentes
possuem uma determinada eficiéncia dependente do comprimento de onda. Dessa maneira, 0s
espectros obtidos a partir de uma medida LIBS consideram tanto os dados fisicos quanto a
prépria resposta do sistema. Para algumas situa¢fes, como por exemplo a abordagem do
método CF, € importante considerar essa sensibilidade da instrumentacdo. (82) Como neste
trabalho a instrumentacdo foi a mesma do inicio ao fim da medi¢do do conjunto, esse fator

acabou sendo padrdo nos calculos e por fim, foi possivel eliminar essa variavel do problema.
3.5  LIBS quantitativo

Diversos métodos de calibracdo vém sendo explorados ao longo dos anos com o
crescimento e constante avanco em relacéo a técnica LIBS. (82,91) No entanto, este ainda é um
grande desafio, e pode ser considerado o ‘“calcanhar de Aquilles” da técnica devido a
complexidade das interacGes laser-amostra e plasma-particulas envolvidas, assim como referido
por Hahn e Omenetto (2010). (92) Alguns métodos vém sendo estudados, incluindo analises
univariadas, analises multivariadas e o método CF, na tentativa de melhorar a reprodutibilidade
e acuracia, e eliminar os efeitos de matriz, na aplicagdo da técnica LIBS como método
quantitativo. Os efeitos de matriz podem estar relacionados com as propriedades quimicas, em
que a emissdo de um elemento pode ser afetada pela presenca de outro, e fisicas da amostra,
como o tamanho das particulas e textura da superficie a ser ablada, que interferem, dentre

outros fatores, na quantidade de massa ablacionada. (62) Assim, estes fatores precisam ser
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considerados, dependendo do método que serd empregado na tentativa de quantificacdo dos
analitos por LIBS.

3.5.1 Curvas de calibracdo: Analises univariadas e multivariadas

As curvas de calibragdo sdo conhecidas como tradicionais dentre os métodos de
quantificacdo. Estas estabelecem curvas que relacionam o sinal detectado com a concentracéo
do elemento a ser medido. Para construcdo de uma curva e eliminacdo de efeitos de matriz, a
utilizacdo de materiais de referéncia certificados (CRM, acrénimo do inglés Certified
Reference Material) que tenham matrizes compativeis, é indicada. Entretanto, vale considerar
que, para aplicacbes agroambientais, como no caso deste trabalho, a existéncia ou até mesmo
obtencdo deste tipo de material, é de grande dificuldade e alto valor agregado. (93) O uso de
padr@es sintéticos baseados na composi¢do da matriz principal pode ser considerado uma saida
nesse sentido, se existirem. E possivel ainda, a construcdo de curva de calibragio a partir de um
conjunto de amostras que foram analisadas (e tiveram o elemento de interesse quantificado) por
um método de referéncia validado. Assim, a construcdo de curvas de calibracdo para
quantificacdo com LIBS ainda sdo um grande desafio, e estdo atreladas a algo laborioso e que
que demanda tempo, o0 que ndo temos em situacdes de campo, muitas vezes.

A partir de amostras quantificadas por técnica validada ou CRM de concentracdo
conhecida e matriz compativel, é possivel a associagdo de um Unico sinal as concentracdes
obtidas para uma calibracdo que chamamos de univariada. As analises multivariadas, ao
contrario da analise univariada, permitem uma maior quantidade de dados e/ou sinais como
informacdo para determinacdo da concentragdo de um determinado elemento. Tal fato pode
ajudar a lidar, mas ndo solucionar completamente, os efeitos de matriz e flutuagdes entre uma
medida e outra. (91) Realizar um grande numero de medidas LIBS de uma mesma amostra
pode amenizar, também, tais variacdes, alem de considerar uma maior quantidade de amostra
analisada, auxiliando na homogeneizacéo.

Dessa maneira, o problema relacionado tanto as analises univariadas quanto as
multivariadas esta no fato de que é necesséria a construcdo e validagdo de modelos para cada
elemento que se deseja quantificar, ja que & necessario emprego de CRM, ou matrizes

compatibilizadas, ou ainda medidas quantificadas a partir de técnica de referéncia validada.
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3.5.2 Meétodo livre de calibragdo (CF)

O método CF, proposto primeiramente por Ciucci e colaboradores em 1999, (94) para
corrigir efeitos de matriz, trouxe também um novo método para analises quantitativas com
LIBS. A filosofia por trds dessa abordagem parte da observagdo de que o plasma de emisséo
LIBS é bastante sensivel as mudancas na matriz da amostra. A principal vantagem do método
estd em dispensar o emprego de qualquer padrdo de matriz compativel ou material de
referéncia, 0 que o torna absolutamente adequado para amostras desconhecidas. Tais
caracteristicas do método demonstram que é extremamente promissor para uso na agricultura,
ja que lida bem com a auséncia de CRM e severos efeitos de matriz, problemas recorrentes com
amostras do setor. (93) Além disso, o CF permite a analise multielementar simultanea, baseada
nas caracteristicas do plasma formado, e que engloba todos os elementos ali presentes, uma
grande vantagem em relacdo aos métodos usuais que requerem a calibracdo para cada
elemento.

Ciucci e colaboradores (94) trabalharam com a hip6tese de que o espectro contém todo o
necessario para deduzir a composi¢do da matriz. Entretanto, como o plasma induzido por laser
é extremamente complexo, sua definicdo ndo é alcancada apenas por meio de modelos
matematicos, sendo necessario, para a descri¢do de suas propriedades macroscépicas, uma série
de condicGes a serem assumidas para simplificacdo. Assim, como ja mencionado nas secdes
anteriores, para que o método tenha validade, € preciso considerar que:

i. A composicdo do plasma é representativa da composicdo da amostra (ablacdo
estequiométrica);

ii. O plasma se encontra em LTE ao menos na janela de observacdo temporal e
espacial utilizada durante a medida (para que se possa aplicar as equacgdes de Saha
e Boltzmann);

iii. O plasma pode ser modelado como uma fonte espacialmente homogénea (se ele for
considerado ndo homogéneo, pode haver temperaturas diferentes em diferentes
volumes do plasma);

iv.  As linhas espectrais envolvidas nos calculos sdo opticamente finas (evitar, por
exemplo, linhas originadas em transi¢cbes que envolvam o nivel fundamental).
(58,95)

Estando em LTE, os estados excitados sdo ocupados segundo a distribui¢do de Boltzmann,
e os estados ionizados segundo a equagdo de equilibrio de Saha-Boltzmann. (94,96) Dessa

maneira, € possivel escrever que, para cada espécie presente no plasma, temos que o nimero de
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emissores atdbmicos é dada, a partir das equacdes (6 (intensidade) e (7 (distribuicdo de

Boltzmann) ja linearizadas anteriormente, por:

NogC ) (13)

s = 1n(3m

Ou seja, simplesmente determinada pelo coeficiente linear da reta dada pelo grafico de
Boltzmann, que chamamos de gs. Ou ainda, podemos escrever, que para cada espécie S

presente no plasma, temos:

Ny .G = At Zs(T) exp (i> (14)
s A Apihcgy KgT

Entdo, tendo sido determinada a temperatura de excitagdo do plasma a partir de um
elemento com linhas abundantes no espectro, e sabendo que a propria temperatura, de acordo
com a suposicdo de LTE, é a mesma para todas as espécies, € possivel obter a concentracdo das
espécies (vezes o fator experimental G) através da equagdo acima.

Em LIBS, a grande maioria dos elementos existirdo na espécie neutra e uma vez ionizada.
Ocasionalmente poderad aparecer alguma populacdo no segundo estado de ionizagdo. Se as
linhas da espécie uma vez ionizada ndo aparecerem no espectro, mesmo assim esta deve ser
considerada presente no plasma e calculada sua densidade para que se obtenha por fim, a
concentracdo do elemento correspondente. (58) Nesse caso, a equagdo de Saha é empregada no

calculo do nimero de emissores idnicos (N, ,) COMO segue:
N

(27Tme)3/2 NOS Zg+
h3 N, Zg

NG = (KsT)*/2 exp (ﬂ) (15)

KzT
Ou seja, 0 numero de emissores de um determinado elemento é dado através da soma dos
emissores das espécies neutra e uma vez ionizada deste, (a menos do fator experimental G).

(58,94) Assim:

NTS:otal = Nos + NOS+ (16)
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Uma vez que o numero de emissores total foi calculado para todos os elementos, podemos
dizer que a abundéancia relativa de um determinado analito S, ou seja, sua concentracdo na
amostra relativa a presenca de todos os demais elementos que a compde, pode ser obtida

atraves da seguinte equacao:

_ Nfsotal Us (NOS + N05+) Hs
X5 N7€;)tal Us X5 N’I%Jtal Us

Cs (17)

Em que us é a massa atbmica do elemento S, e a soma se estende sobre todos o0s elementos
detectados S°. E importante mencionar que, durante o experimento, se faz fundamental cuidar
para que 0s parametros experimentais se mantenham constantes (lentes, foco, energia do laser,
etc.), para que entdo, o fator G também permaneca constante e possa anulado nesta etapa de
determinacéo da razéo. (97)

N&o tendo certeza sobre ter detectado todos os elementos da amostra (0 que é muito dificil
ocorrer a menos que a amostra seja conhecida e controlada), ou sabendo, por exemplo, que
possivelmente existam elementos ndo detectados por se encontrarem abaixo do limite de
deteccdo da técnica, e havendo um padrdo interno de concentracéo determinada, podemos entéo
calcular a concentracdo de todos os demais elementos presentes na amostra através da razao

dessas duas concentracBes (método proposto por Wang et al.). (98) Assim:

S NS S
CS _ NTotal Us ZS NTotal HUs _ NTotal Us

.y . NS Padrio ~ n7Padrio
CPadraO Zs NTotal Us NTotal Upadrio NTotal Upadrio

(18)

Em que a soma se estende a todos os elementos presentes na amostra. E por fim, temos:

N3 oo 1

Total S

CS = CPadTﬁO NPadréo (19)
Total HMPadrio

Em que 0 nome Padrao faz referéncia a concentracdo, densidade total e massa atémica, do

elemento padréo interno previamente determinado ou adicionado. (97)
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4.1  Amostras de soja
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Para o estudo de otimizacdo das medidas LIBS, bem como para o estudo de melhor forma

de armazenamento das amostras, foram usadas folhas de soja sadias provenientes da Fazenda

Canada, localizada em S&o Carlos (cultivar BRS 7589, e cultivar BRS 7590, respectivamente).

Em relacdo ao conjunto principal, em que se desenvolveu os demais estudos, as amostras

foram folhas saudaveis (amostras-controle) e doentes com HVRF (infestadas pelo nematoide

Aphelenchoides basseyi), em fase sintomatica, de plantas de soja provenientes do estado do

Maranh&o. Para simplicidade, daqui em diante as amostras doentes serdo denominadas HVRF

apenas.

No total, foram avaliados dois conjuntos de amostras que foram denominados de acordo

com a fazenda de coleta e estdo definidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Informagdes dos conjuntos de amostras de folhas de soja.
Conjunto Amos_tras Amostras Cidade Cultivar Latitude Longitude Alt.
sadias doentes (m)
Xingu Il 35 36 R;ﬁf" MO144RR  7°44'24" 46°27'13" 419
Parnaiba 35 36 Bf\‘/'ISAaS/ TMG 1188 RR  8°27'26" 46°06'50" 548

Fonte: Dados fornecidos pelo pesquisador Dr. Mauricio Meyer (Embrapa Soja).

4.2  Armazenamento, transporte e preparo de amostras

Inicialmente, foi feita uma avaliacdo para definir qual a melhor forma de armazenamento

das amostras, uma vez que o conjunto principal de estudo viria do estado do Maranhdo,

conforme descritas acima. Para isso, folhas de soja recem coletadas, foram armazenadas, em

isopor fechado e com placas de gelo, da seguinte maneira:
e Fora do saquinho pléstico:
o Trifélio da planta de soja conservado;

o Trifélio da planta de soja ndo conservado — folhas desmembradas;

e Dentro do saquinho plastico transparente e fechado:

o Trifélio da planta de soja conservado;

o Trifélio da planta de soja ndo conservado — folhas desmembradas;

o Apenas uma folha;
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A Figura 9 traz imagens exemplificando o que seriam os trifolios integros e
desmembrados.

Figura9- A esquerda temos um exemplo do que denominamos trifélio conservado, e a direita, o trifolio
desmembrado.
Fonte: Acervo da autora.

E para cada uma das trés variantes das amostras nos saquinhos plasticos, foram avaliadas
as seguintes condigdes (cada uma das quais estéo ilustradas na Figura 10):

e Saquinho sem ar (o ar foi retirado mecanicamente e o saquinho foi fechado com fita

adesiva);

e Saquinho sem ar + aproximadamente 0,5 ml de agua;

e Saquinho com ar (o ar foi adicionado ao saquinho com um sopro leve, método

ensinado por funcionarios da fazenda de coleta);

e Saquinho com ar + aproximadamente 0,5 ml de agua;

Foram coletadas ainda folhas do meio da plantagéo, e folhas da borda (préoximo as “ruas”)
que, segundo informacGes fornecidas por funcionarios da fazenda, algumas vezes estdo um
pouco mais machucadas e vulneraveis a doencas por estarem proximas a passagem de
maquinarios e pessoas. A idade das amostras coletadas foram as mesmas, para que variacdes
desse tipo ndo influenciassem os testes.

Uma ultima variante avaliada foi a manutencdo das folhas fora do saquinho plastico,

apenas dentro do isopor refrigerado.
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Figura 10 — Em a) saquinho sem ar e com agua, em b) saquinho sem ar e sem &gua, em ¢) saquinho com ar e
&gua e, em d) saquinho com ar e sem &gua.
Fonte: Acervo da autora.

Tendo definida a melhor forma de armazenamento e transporte das amostras que viriam
do Maranhdo, as instrucbes foram passadas para a equipe que coletaria as amostras. O
protocolo de armazenagem foi respeitado e as amostras chegaram até S&o Carlos ap6s 2 dias de
traslado nas melhores condicdes possiveis. Téo logo trazidas ao laboratorio, apds a anélise por
outras técnicas, as amostras foram colocadas para secagem em estufa a 60 graus por 72 horas.
Feito isso, as amostras foram armazenadas em dessecadores, e aos poucos foram moidas
criogenicamente. A maceracdo foi realizada manualmente a partir de almofariz e pistilo. Na
sequéncia as amostras foram peneiradas para melhor homogeneizagdo de modo que todo
conteudo previamente macerado passou pela abertura da penira, mantendo granulometria
méaxima de 0,297 mm (peneiras de 50 mesh). Por fim, o p6 homogeneizado foi prensado a 8
toneladas em um pastilhador, com area aproximada de 0,79 cm?, por cerca de 1 minuto (Figura

11). O procedimento de pastilhamento foi feito com uma amostra por vez. Uma vez pronta, as
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pastilhas, com didmetro de 1 cm, foram armazenadas em sacos plasticos vedados, e mantidas

em geladeira.
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Figura 11 - Em a) é mostrada a folha de soja ja triturada criogenicamente, pronta para ser prensada e dentro do
porta-amostra (pastilhador). Em b) segue uma foto da prensa hidraulica usada para fornecer 8
toneladas de pressdo para confeccdo da pastilha. E em ¢) a pastilha de folha de soja recém
confeccionada.

Fonte: Acervo da autora.

4.3  Medidas LIBS: equipamentos e parametros utilizados

4.3.1 LIBS pulso unico: sistema comercial Ocean Optics

As medidas LIBS com pulso Gnico em amostras de soja foram realizadas, também, em um
equipamento comercial, LIBS2500 spectrometer (Ocean Optics, Dunedin, USA) (Figura 12). O
sistema possui um Q-switched laser de Nd: YAG (Quantel, Big Sky Laser Ultra50) que opera
em 1064 nm, com 50 mJ de energia maxima, 8 ns de duracdo do pulso e 10 Hz de frequéncia.
O sistema de deteccdo deste compreende sete espectrometros, que resolvem a faixa espectral de
189 a 966 nm, com resolucdo optica de 0,1 nm e uma CCD (charge-coupled device). A
distancia entre a amostra e a lente de coleta de emisséo do plasma € de aproximadamente 7
mm. CondigOes otimizadas de aquisi¢do (de acordo com 0 que 0 equipamento proporciona)
foram aplicadas durante as medidas, e dessa maneira adotados 0s seguintes parametros: 1 ms de
tempo de integracdo e 50 mJ de energia por pulso (fluéncia de 1200 J/cm?), um tiro de limpeza
foi disparado a cada medida, e em seguida foi aquisicionada a média de trés tiros para melhorar
a relacdo sinal-ruido do espectro. Para cada amostra pastilhada foram feitas 30 medidas LIBS
em diferentes posi¢cdes da amostra, manualmente controlada por um sistema XY. O sistema
operou em atmosfera ambiente e foram intercaladas medidas de amostras sadias e doentes para

evitar qualquer influéncia operacional ou de flutuacdes do sistema.
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Figura 12 — Sistema comercial LIBS da Ocean Optics. Em 1 temos a fonte de energia, em 2 o laser para
excitacdo da amsotra, em 3 a cAmara de ablag¢do e em 4 o conjunto de 7 mini espectrometros.
Fonte: Acervo da autora.

4.3.1.1 Tratamento dos dados LIBS: sistema comercial Ocean Optics

Para as avaliacOes espectrais iniciais, foi verificada toda extensdo do espectro (189 - 966
nm). Para isso, foi adotada uma normalizacéo pela area abaixo da curva do espectro, referente a
cada um dos intervalos dos espectrdmetros separadamente, para que pudéssemos comparar 0s
espectros entre si de forma igualitaria, tentando eliminar influéncias relacionadas a formacéo de
cada plasma (como por exemplo, flutuacBes do laser e efeitos eletrénicos). Tal normalizacdo
foi realizada de modo que, para cada um dos sete intervalos do espectro, definidos por cada um
dos sete espectrometros, foi calculada a area abaixo da curva, e os valores de intensidades
presentes no respectivo intervalo foram divididos por tal valor de area. Ap6s a normalizacdo de
cada espectro foi calculada a média por amostra.

Em seguida, a Analise de Componente Principais (PCA, acrénimo do inglés Principal
Component Analysis) foi empregada para verificar a capacidade de clusterizagdo das amostras
sadias e HVRF a partir do perfil espectral todo fornecido pela medida LIBS. Sabendo do alto
custo computacional empregado, e na tentativa de reduzir as taxas de processamento, foi
utilizada uma ferramenta estatistica que pudesse, de maneira robusta, selecionar regifes
importantes do espectro que estivessem contribuindo para a diferenciagdo das classes sadia e
doente. Assim, o Teste t de student foi a ferramenta estatistica empregada nos espectros
normalizados, executando o teste bilateral com 5% de significancia, assumindo a né&o
homogeneidade da variancia e a normalidade dos dados, ponto a ponto no espectro LIBS.

Dessa maneira, foi obtido um p-valor para cada comprimento de onda de emisséo, e com isso,
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foram selecionadas regides do espectro LIBS que contivessem picos de emissdo dos elementos
de interesse (Ca, Mg e K) que apresentassem, portanto, diferenca estatistica significativa entre
as classes sadia e doente. O p-valor indica a evidéncia ou ndo de diferenca estatistica
significativa entre os dados, se € menor do que 0,05 diz-se que existe a evidéncia de diferenca
estatistica significativa entre os dados das classes comparadas, e quanto menor o p-valor,
menor a probabilidade de que a diferenga apresentada seja decorrente do acaso.

Para verificacdo da qualidade dos dados obtidos por LIBS, comparamos o sinal
aquisicionado com as concentracOes definidas pela técnica de referéncia. Para a construgéo dos
modelos de calibragéo foi desenvolvido um método de normalizacdo e obtengdo da area final
de cada pico de emissédo de interesse. Para eliminacdo do offset eletronico do sistema foi
calculada a média de intensidades proximas ao inicio de cada um dos espectrémetros, em uma
regido em que ndo ha linhas de emissao presentes, e por fim, este valor foi subtraido de cada
intervalo espectral referente a cada um dos 7 espectrdmetros. Apds a definicdo do intervalo
envolvendo o pico de emisséo a ser estudado foi tragada uma reta na sua linha de base, obtida a
area abaixo desta curva, e esta conduzida ao zero. Feito isto, foi tracado o perfil Lorentziano do
pico e calculada a area do pico a partir do ajuste. Em seguida, a area obtida foi normalizada
pela &rea calculada abaixo da reta, minimizando os efeitos de matriz. Para a construcdo dos
modelos de calibragdo foram utilizadas as linhas 422,67, 766,49 e 285,21, respectivamente de
Cal,KleMgl.

Por fim, a PCA foi utilizada para extrair informacdes dos dados espectrais coletados, além
de melhorar a capacidade de identificacdo e discriminacdo dos dados adquiridos de diferentes
amostras de soja. A partir da analise de PCA, tanto o “scree-plot”, quanto o “score-plot” foram
estudados. O scree-plot permite a verificacdo da variancia dos dados de acordo com cada
componente principal. J& 0 score-plot mostra a projecdo de cada amostra nas componentes
principais. A avaliacdo do parametro denominado “loading”, calculado durante a andlise de
PCA, também foi considerada. Os loadings sdo as correlacdes existentes entre cada uma das
variaveis originais, no caso 0s proprios comprimentos de onda, com as componentes principais.
Um valor positivo de loading demonstra que a variavel e a componente principal sdo
positivamente correlacionadas. Isso indica, portanto, que um aumento no valor da variavel
implica em um aumento dos valores da componente principal; enquanto que, para valores
negativos de correlacdo, temos 0 oposto, ou seja, um aumento no valor da variavel implica em
menores valores da componente. Todo tratamento dos dados foi feito por meio de rotinas
desenvolvidas no software Matlab (versdo R2014a).
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Na tentativa de verificar a capacidade de distingéo das classes sadia e HVRF por meio dos
atributos selecionados foram gerados modelos de classificagcdo através da associacdo dos
métodos de classificacdo via regressdéo (CVR, acrénimo do inglés Classification Via
Regression) e regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR, acronimo do inglés Partial
Least Square Regression), a qual chamaremos de CVR+PLSR. Para as avaliagbes de
classificacéo previstas nesta etapa do trabalho, foi executada a validagdo cruzada aleatoria com
a divisdo em 10 grupos (usualmente denominado 10-fold). O numero de componentes para
aplicacdo da ferramenta CVR+PLSR utilizado, no caso dos dados do sistema LIBS comercial,
foi de 20. Os dados quantificados por AAS também tiveram sua capacidade de distingdo por
classe avaliada através da geracdo de modelos de classificacdo usando 5 componentes. O

método sera melhor abordado na secdo de Ferramenta de classificacdo, mais adiante.

4.3.2 LIBS com sistema de deteccéo de alta resolucéo (sistema de bancada)

Este sistema LIBS, montado no laboratorio de Optica e foténica da Embrapa
Instrumentacdo, pode operar em dois modos, SP e DP LIBS e com dois diferentes lasers. Um
laser pulsado, de Nd:YAG, “Q-switched” (Quantel — Brilliant) com comprimento de onda
centrado em 532 nm, energia maxima por pulso de 180 mJ (nominal), duracdo do pulso de 4 ns,
diametro do feixe do laser no foco em torno de 8 um e taxa de repeticdo de até 10 Hz. O
segundo laser ¢ um Nd:YAG também pulsado, “Q-switched” (Quantel — Ultra 50) com
comprimento de onda centrado em 1064 nm, energia maxima por pulso de 50 mJ, com duragéo
de pulso de 8 ns, didmetro do feixe no foco em torno de 28 um e taxa de repeticdo de até 20 Hz.
O sistema de deteccdo consiste de um espectrometro de alta resolugcdo, ARYELLE 400-
Butterfly, que resolve uma faixa espectral de 190-330 nm ou 275-750 nm, com resolugéo
espectral de 13-24 pm ou 29-80 pm, respectivamente, e possui uma CCD intensificada com
1024 x 1024 pixels. Um conjunto de espelhos dicroicos, apropriados a cada comprimento de
onda, sdo utilizados para direcionar o feixe dos lasers para a superficie da amostra, e lentes,
com filme antirreflexo, sdo utilizadas para focalizacdo do feixe na superficie da amostra. O
porta-amostra fica posicionado sobre uma plataforma x-y micro controlada pelo software de
aquisicdo dos dados, tornando a varredura da amostra mais rapida e precisa. Para o controle
temporal entre os dois lasers, e entre 0 segundo pulso do laser e o sistema de deteccéo, €
utilizado um gerador de atraso de pulso com oito canais (Quantum Composers — modelo 9618).
As medidas foram feitas em atmosfera ambiente, e durante os experimentos as medidas de

energia de ambos os lasers foram aferidas. O ganho do MCP (do inglés, Microchannel Plate)
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foi mantido em 1500. A Figura 13 mostra a montagem experimental simplificada do sistema, e
como ela pode operar nos dois modos, SP e DP, e nas duas geometrias do DP LIBS, colinear e

ortogonal.
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Figura 13 - Montagem experimental do sistema LIBS de alta resolugdo. Este sistema opera no modo SP LIBS
(532 nm), DP LIBS colinear (espelho mével removido) e DP LIBS ortogonal (linha descontinua).
Todos os componentes operam em sincronia, controlada pelo gerador de atrasos.
Fonte: Elaborada pela autora.

Testes anteriores mostraram um melhor desempenho do sistema quando o modo DP LIBS
foi configurado com o laser 1 de ablagdo em 532 nm e o laser 2 em 1064 nm e, portanto, as

medidas foram realizadas desta maneira. A Figura 14 traz uma foto do sistema experimental

utilizado.
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Figura 14— Foto do sistema experimental DP LIBS do Laboratério de Otica e Fotonica da Embrapa
Instrumentacéo.
Fonte: Foto cedida por Alfredo Xavier.

4.3.2.1 Tratamento dos dados LIBS: sistema de bancada

Tanto as otimizagdes realizadas no sistema SP LIBS quanto no DP LIBS foram avaliadas a
partir de 10 medidas para cada condicdo experimental testada, obtida a &rea dos picos
investigados, e por fim utilizada a média das areas das dez medidas LIBS. A érea do pico foi
obtida por meio do ajuste de uma funcdo lorentziana deste, realizada logo ap6s a correcdo da
linha de base através de reta tracada na base do pico. Erros de até 10% devido a desvios
ocorridos durante o ajuste da curva Lorentziana foram aceitos.

Operando no modo de pulso Unico, tentou-se otimizar as medidas para a obtencdo de uma
boa relacdo sinal-ruido, levando em consideracdo também parametros fisicos do plasma como
temperatura e densidade de elétrons. As avaliacbes SP LIBS conduzidas neste trabalho foram
por meio do laser com comprimento de onda em 532 nm. Pard@metros como a energia do pulso,
0 tempo de atraso do espectrdmetro em relacdo ao pulso e também, a largura da janela de
aquisicdo (também conhecido por gate width, em inglés) foram avaliados e escolhidos os

melhores considerando o sinal aquisicionado.
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O mesmo procedimento foi conduzido na configuracdo DP LIBS para melhoramento de
sinal, inicialmente para o sistema na geometria colinear e, na sequéncia, quando o sistema
passou por mudancas, na configuracdo ortogonal no modo de reaquecimento. Para ambos 0s
casos, foram testados diferentes valores de atraso do espectrémetro associados a diferentes
atrasos entre o primeiro e o segundo pulso de laser. Pardmetros como a temperatura e a
densidade de elétrons do plasma também foram considerados no processo de otimizacdo dos
parametros de medida, e serdo abordados na sequéncia para melhor compreensdo dos métodos
utilizados nestes calculos.

As amostras do conjunto Xingu Il foram medidas pelo sistema DP LIBS colinear e
ortogonal a partir das condicdes otimizadas definidas no estudo anterior. E de extrema
relevancia mencionar que, as medidas foram feitas intercalando amostras sadias e doentes,
evitando assim enviesamento dos dados. A partir de tais medidas foi iniciado o processo de
avaliacdo das condicGes fisicas dos plasmas obtidos para posterior anélise quantitativa, que serd
melhor explicado em seguida. A partir dos dados quantificados, e dos diferentes perfis
nutricionais obtidos para amostras sadias e HVRF, esses dados também foram estudados
segundo a capacidade de definicdo de modelos preditivos para a doenca em questdo. Assim,
através do emprego do método CVR+PLSR por meio do software livre Weka, métricas sobre
os classificadores desenvolvidos foram obtidas e avaliadas.

Avaliacao das condicoes fisicas do plasma gerado: temperatura e densidade de elétrons

Para determinacdo da temperatura do plasma para os dados obtidos a partir da rede Echelle
(DP LIBS) foram realizadas inimeras avaliacGes para a escolha das linhas de emissdo que
pudessem proporcionar um gréafico de Boltzmann de qualidade, ou seja, que fosse realmente
representativo da temperatura do plasma. Apesar das tentativas de busca por diferentes
elementos que tivessem uma série de linhas de emissdo que pudessem ser utilizadas para este
fim, apenas o Ca foi o elemento que apresentou numero de linhas suficientes para uma
definicdo da temperatura de maneira confiavel. Foram inicialmente identificadas mais de vinte
linhas de Ca, e respeitando alguns critérios, essas linhas foram cuidadosamente reduzidas a sete
no total.

As linhas de emissdo resultantes de transicdo envolvendo o estado fundamental foram
excluidas, pois elas sdo as que mais severamente sao afetadas pelo fenémeno de auto absorcéo,
que pode alterar o perfil da linha e mascarar a determinacgdo do elemento. Linhas com energia

do nivel mais baixo inferiores a 6000 cm™! também precisaram ser excluidas para evitar
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totalmente este problema. (99) Além disso, transicdes com coeficiente de Einstein para emissdo
espontanea inferiores a 10°s~! também ndo devem ser consideradas para finalidades
quantitativas de andlise ja que, os tempos de emissdo correspondentes podem ser comparaveis
com o0s tempos associados as variagdes do plasma. Picos de emissdo com intensidades relativas
muito altas (geralmente superior & 3000) precisam ser considerados com cuidado, pois podem
superestimar a populacdo de uma espécie se esta existir em alta concentracdo na amostra. Por
outro lado, pode ser uma linha que auxilie na deteccdo de elementos traco quando se esteja
interessado em detecgdes e/ou quantificacOes, e entdo essa deve ser uma escolha criteriosa. (99)

Respeitando os critérios acima mencionados, e levando em consideracdo linhas que
pudessem fornecer um maior intervalo de energias do estado excitado possivel, proporcionando
um grafico de Boltzmann consistente, chegamos a selecdo de linhas que consta na Tabela 2. Os
valores de acuracia na probabilidade de transicdo dada pelo NIST também foram observados
durante a selecdo das linhas, dando preferéncia sempre as que proporcionassem uma menor
incerteza da transi¢cdo. Assim, C+> C > D em ordem de melhor acuracia, que indicam
incertezas de 18% < 25% < 50%. (64)

Tabela 2 — Linhas de Célcio I, e os parametros envolvidos na transi¢do, selecionadas para o célculo da
temperatura do plasma a partir do método de Boltzmann ao longo do trabalho. Além dos
comprimentos de onda sdo mostrados na tabela o coeficiente de Einstein para emissao espontanea, as
energias inferior e superior envolvidas na transicdo, e a degenerescéncia do nivel superior de energia.

Comprimento de onda (nm)  A4,; (s™') Acuracia E;(cm™) E,(cm™) g
364,44 3,55.10%7 C+ 15315,943  42747,387 7
428,30 4,34.10%7 C+ 15210,063  38551,558 5
430,25 1,36.10%8 C+ 15315,943 38551,558 5
445,48 8,7.10%7 C 15315,943  37757,449 7
616,22 4,77.10%7 C 15315,943  31539,495 3
643,91 5,3.10%7 D 20371,000 35896,889 9
646,26 4,7.10%7 D 20349,260 35818,713 7

Fonte: Dados retirados da base de dados do NIST. (64)

A partir das linhas de Ca selecionadas, e inicialmente assumindo que a condicdo de LTE

seja totalmente satisfeita, foi aplicado o método de Boltzmann. Para os dados de otimizacao o
calculo da temperatura foi feito para cada tiro de medida LIBS e logo em seguida foi obtida a
temperatura média para cada uma das condi¢cdes de medida avaliadas. Enquanto que, para 0s

dados de quantificacdo elementar, primeiramente foram calculados os espectros medios por
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amostra, e em seguida, a partir das médias, foi calculada a temperatura do plasma por amostra,
0 que reduz o custo computacional, visto que estamos trabalhando com um namero grande de
amostras e também um numero bem maior de medidas por amostra.

A Figura 15 traz um exemplo de grafico de Boltzmann a partir do qual se é obtida a
temperatura do plasma. Dessa maneira, foi calculada toda e qualquer temperatura de plasma a
que mencionamos neste trabalho, seja ela obtida a partir de um espectro médio ou néo.

38 40 42 44 46 48 50 52 54
E_(eV)
Figura 15- Exemplo de um grafico de Boltzmann feito a partir das linhas de Ca selecionadas previamente. A
melhor reta tragada nos pontos do grafico permite a obtengdo do coeficiente angular, a partir do qual

se é determinada a temperatura do plasma, em Kelvin.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tanto para dados de otimizacdo, quanto para os dados de quantificacdo obtidos a partir do
sistema DP LIBS, foram calculadas as densidades eletronicas do plasma. Assim como no caso
da temperatura, para os dados de otimizacdo do sistema esses valores foram obtidos para cada
medida da amostra teste, nas condi¢des especificadas, e logo apos, foi feito o calculo da média
dos espectros adquiridos por amostra, ou seja, por condi¢do de avaliacdo do sistema. Para 0s
dados aquisicionados a partir do DP LIBS colinear e ortogonal otimizados, primeiro foram
calculados os espectros médios por amostra a partir das 30 medidas realizadas, e em seguida
calculadas as densidades de elétrons.

A densidade foi obtida a partir da equacdo de Saha-Boltzmann, ja mencionada em se¢éo
anterior. Para isso, dois picos de emissdo de um mesmo elemento, sendo estes de duas espécies
consecutivas, ou seja, um pico de emissdo atbmica e outro de emissdo ibnica, foram

selecionados para obtencdo da razdo. Como o Ca foi utilizado para determinacdo da



71

temperatura, e explorando as possibilidades do espectro de uma folha de soja, optamos por usar
também picos de Ca para esta determinacdo. Assim, apds levar em consideracdo fatores como
0s ja mencionados anteriormente, e cuidadosa e criteriosamente selecionar duas linhas de Ca,
sendo uma atbmica e outra iénica, conforme Tabela 3, foi feito o calculo da densidade de

elétrons a partir da Equacéo (12).

Tabela 3 — Dados referentes as linhas selecionadas para o calculo da densidade de elétrons através do método de
Saha-Boltzmann.

Comprimento de onda Ay Acuréacia E; E; Ik

(nm) s™H (em™) (em™)
Cal 612,22 2,87.10%7 C 15210,063 31539,495 3
Call 370,60 8,8.10%7 C 25191,510 52166,930 2

Fonte: Dados retirados da base de dados do NIST. (64)

Tendo concluido o célculo da densidade de elétrons do plasma, foi verificada a condicéo
de McWhirter para possibilidade de existéncia de LTE no plasma estudado. Assim como em
inimeros trabalhos que constam na literatura, este foi o critério utilizado para avaliacdo do
plasma e, sendo ele satisfeito, assumimos a existéncia de LTE no plasma gerado para dar
sequéncia as avaliacOes quantitativas do sistema e aplicacdo do método CF.

Durante o processo de otimizacdo do sistema, acompanhamos a existéncia de LTE para as
transicdes do Ca como parametro de comparacgédo entre as diferentes condi¢des experimentais.
Para a aplicacdo do método CF nos dados DP LIBS nas geometrias colinear e ortogonal, esta
avaliacdo foi feita para cada um dos elementos que foram quantificados, j& que esta é uma
condicdo necessaria. A equacdo utilizada no célculo da densidade minima de elétrons
necessaria no plasma para assegurar as colisdes no mesmo, conforme explicitado pelo critério
de McWhirter, esta bem descrita na secdo anterior.

Tendo concluida esta etapa de avaliacdo do plasma, os espectros obtidos e parametros
calculados para as amostras do conjunto Xingu Il medidos no sistema DP LIBS (colinear e

ortogonal) passaram as avaliagBes quantitativas.

AvaliagOes quantitativas: analise univariada e CF

Para as avaliagcbes quantitativas os picos de emissdo presentes no espectro todo foram

investigados e identificados. Assim, todos os elementos presentes na amostra e que foram
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excitados durante a formagdo do plasma em quantidade suficiente para que pudessem ser
estudados no espectro LIBS, passaram entdo pela tentativa de quantificacdo. A selecdo dos
picos de cada elemento utilizado nessa etapa respeitou os critérios abordados anteriormente na
tentativa de evitar quaisquer alteracdes de perfil dos picos que pudessem interferir na
quantificacdo dos mesmos. Assim, & possivel notar, por exemplo, que apenas picos de
intensidade baixa & moderada foram escolhidos para a etapa de quantificagdo, excluindo picos
sofrendo de possiveis efeitos de reabsorcéo, alargamento Stark, entre outras anomalias.

Através de uma analise univariada e a partir da construcdo de curvas de calibracdo, os
elementos Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg e Mn foram quantificados tanto para o sistema DP LIBS
operando na geometria colinear, quanto na geometria ortogonal. Os modelos foram gerados a
partir das proprias amostras de folhas de soja que foram nutricionalmente avaliadas pela técnica
de referéncia, ap6s a remoc¢édo de 6 amostras aleatoriamente, que foram em seguida utilizadas
para validar o modelo criado e verificar 0 quao assertivo é 0 método. No caso da quantificacao
por CF as mesmas amostras foram estudadas. O Ca foi utilizado como elemento padréo para a
determinacdo dos demais, e por fim, foi obtido um grafico de correlacdo das concentracdes
obtidas pelo método proposto e pela técnica de referéncia. A Tabela 4 a seguir mostra o

comprimento de onda dos picos de cada um dos elementos a serem quantificados.

Tabela 4 — Especificagdo dos comprimentos de onda dos picos usados na quantificacdo elementar das amostras
de folhas de soja, tanto pelo método convencional de curvas de calibracdo, quanto pelo método CF.

Elemento Linha de emissédo (nm)
Al l 394,40
Ca | (padrdo interno no CF) 428,94
Cul 324,75
Fe 358,12
Kl 693,88
Mg | 516,73
Mn | 403,45

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4  Ferramenta de classificacdo: geracdo de modelos a partir de CVR + PLSR

CVR+PLSR ¢é um método para classificagdo que associa classes nominais a nameros,

usando um processo de binarizacdo. Em seguida, o0 método aplica funcbes para a definicdo de
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cada classe. Este tipo de classificagéo foi proposto por Frank e colaboradores (100) e encontra-
se bem explicado e utilizado por Cardinali e Ranulfi, que aplicaram o método em ferramentas
diagnosticas para amostras agroambientais. (20,101)

Para construcdo dos modelos de classificacdo foi utilizado o software livre Weka,
amplamente empregado em analises quimiométricas. (102) Para construcdo dos classificadores
é necessario estabelecer um conjunto denominado Treino para calibragdo do modelo de
regressao, e um conjunto que chamamos de Teste, para posterior validacdo do modelo gerado.
Assim, através de um processo chamado de validacdo cruzada verificamos a capacidade de
generalizacdo do modelo de predi¢do. Ou seja, 0 conjunto de dados total é dividido em n
grupos, o sistema utiliza n — 1 grupos para a gera¢do do modelo, e em seguida testa 0 modelo
no grupo que ficou fora da construcdo do mesmo, e assim, verifica o desempenho deste através
da anélise de pardmetros como acuracia, precisdo, entre outros fornecidos pelo préprio software
utilizado. Na sequéncia, o grupo de Teste é reintegrado ao grupo total, e um novo grupo é
retirado para fazer papel do grupo de Teste, até que todos 0s grupos sejam usados uma vez
como conjunto Teste. Ao final, como resultado da validacdo cruzada, obteremos a média das
varias métricas utilizadas para avaliacdo dos classificadores.

Como o objetivo final do trabalho é saber a capacidade de diferenciacdo das amostras
sadias e doentes com HVRF através dos diferentes perfis nutricionais, com a possibilidade de
propor LIBS como ferramenta diagnostica e também de compreensdo da doenca em estudo,
tanto os dados do LIBS comercial, quanto os dados quantificados por CF obtidos a partir das
duas geometrias DP LIBS (colinear e ortogonal no modo reaquecimento), foram utilizados na
construcdo de modelos de classificacdo, e através de diferentes métricas, foram avaliados 0s
dados que proporcionaram os melhores resultados de separacao das classes.

Para melhor visualizacdo da classificacdo dos modelos criados, os resultados sdo expressos
por meio de uma matriz de confusdo dos dados para cada validacdo cruzada realizada. As
linhas dessa matriz indicam o nimero total de amostras pertencentes a uma determinada classe,
enquanto as colunas indicam o nimero de amostras e como elas foram classificadas pelo
modelo (Figura 16).

Considerando as amostras doentes como nossa classe de maior interesse e, portanto, a
classe positiva, entdo temos que, as amostras nominalmente sadias da diagonal principal sdo os
verdadeiros negativos (VN) da analise, e as amostras nominalmente doentes da diagonal
principal, sdo os verdadeiros positivos (VP). As amostras sadias, que foram classificadas como
doentes sdo os falsos positivos (FP) do modelo, e as amostras doentes, classificadas como

sadias, sdo os falsos negativos (FN). (103) A partir dessas taxas, VP, FP, VN e FN, é que séo
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estabelecidas as métricas de avaliagdo dos modelos de classificagdo. A Figura 16 traz um
modelo de matriz de confusdo obtida a partir da validacido cruzada dos dados. No lugar do
numero de amostras sdo apresentadas as siglas definidas acima, demonstrando sua posi¢do na

matriz.

Classe predita pelo modelo

N
4 h
E Sadia HVRF
§ sadia W . FP
B HVRF FN | B /-
= v
@]

Diagonal Principal

Figura 16 — Matriz de confusdo obtida a partir da validagdo cruzada dos dados para avaliacdo de modelos de
classificacdo a partir das classes sadia e HVRF, considerando a classe doente como a referéncia para
estabelecimento das métricas.

Fonte: Elaborada pela autora.

As métricas utilizadas na avaliacdo foram: a acurécia, a sensibilidade (também conhecida
por revocacdo), a especificidade e, por fim, a precisdo dos modelos e o indice kappa. A seguir
apresentamos as equacOes para obtengdo das métricas:

Ao — VN + VP 0)
WAt = YN T FP + FN + VP
VP
- _ 21
Sensibilidade FNTVP (21)
VN
. . . — 22
Especificidade VN FP (22)
VP
P (S0 = — 23
recisdo = o5 (23)
ndice c = 20— 2 24
ndice k = —— 0.’ (24)
VN+VP 1
Em que 6= Jrmiver € 9= Garmrrmvavez (VN +HFP)(VN +FN) +

(FN + VP)(FP + VP)].
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4.5  Técnica de referéncia: AAS (Atomic Absorption Spectrometry)

Para a performance das medidas das amostras de folhas de soja com a técnica de referéncia
€ necessario primeiramente realizar a digestdo acida das mesmas. Assim, ap0s as medidas
LIBS, as mesmas pastilhas foram pesadas (peso médio de 200 mg) e colocadas em tubos de
ensaio para a digestdo acida. Neles, foram adicionados 10 ml de HNO3 (65% v/v P.A.-A.C.S.
da marca Synth) e assim permaneceram por 4 horas a 140°C em um bloco digestor aberto
(1500W SL-25/40), como mostra a Figura 17. E entdo, 3 ml de H,0, (35% v/v P.A.-A.C.S. da
marca Synth) foram adicionados vagarosamente aos tubos, que permaneceram no bloco
digestor @ mesma temperatura por mais 4 horas. Decorrido este intervalo, e ap6s resfriamento
da amostra, a solu¢do da digestao foi filtrada com membrana celulésica, diluida em agua Milli-

Q até completar 50 ml e armazenada em tubos fechados do tipo Falcon de 50 ml.

Figura 17 — Tubos de ensaio contendo &cido nitrico em processo de digestdo das amostras dentro do bloco
digestor aberto aquecido.
Fonte: Acervo da autora.

AAS é uma técnica espectroanalitica para a determinacdo quantitativa de elementos,
baseada na absorcéo da radiacdo por a&tomos livres no estado gasoso. De forma bem basica, o
que é feito € a geracdo de uma nuvem de atomos no estado fundamental, que s&o excitados por
uma luz com comprimento de onda especifico. O detector posicionado do lado oposto da
lampada, apos a passagem do feixe pela nuvem de elétrons, deve detectar uma diminuigéo de
intensidade devido a absorcdo dos atomos presentes nessa nuvem de vapor. A partir de uma

calibracdo prévia, é possivel, portanto, determinar a concentracdo do elemento na amostra em
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solucdo a partir da medida indireta da absor¢cdo da luz pelos 4&tomos, ou seja, diminuigdo da
intensidade da luz que alcanga o detector (Lei de Beer-Lambert). (104)

O equipamento Perkin Elmer PinAAcle™ 900T AAS (Figura 18), presente no laboratério,
operando no modo chama (FAAS, acronimo do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry)
pode ser utilizado para a determinacdo de Ca, K, Mg, Na, Fe e Zn; e operando no modo forno
de grafite (GFAAS, acronimo do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry)
pode determinar: Al, Co, Cu, Mn, Mo e Ti. Essa técnica foi utilizada como referéncia e através
dela obtidas as concentracdes em mg/Kg para alguns elementos de interesse.

As medidas foram realizadas em triplicata. Foram feitos 3 brancos de digestdo que
ajudaram no controle da ocorréncia de contaminacdo ao longo do processo. Além disso, 3
materiais certificados disponiveis no laboratério, e de matriz semelhante a das amostras, foram
também digeridos para que fosse possivel acompanhar a recuperacao dos elementos a serem
quantificados. Estes foram folhas de magéd (NIST Standard Reference Material 1515), folhas de
péssego (NIST Standard Reference Material 1547) e folhas de tomate (NIST Standard
Reference Material 1573a).

Figura 18— Na foto, equipamento Perkin Elmer PinAAcle™ 900T AAS da Embrapa Instrumentagdo. O
equipamento possui um sistema de leitura automatica programada para a GFAAS, que pode ser
realizado através do posicionamento de varias amostras de uma Unica vez, no carrossel que pode ser
visto a direita.

Fonte: Acervo da autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados serdo apresentados em diferentes subsecOes que abordardo desde as
discussdes sobre melhor forma de armazenamento deste tipo de amostra, até a aplicacdo de um
método inovador como o CF para quantificacdo elementar nesse tipo de amostra, sem a
necessidade de calibracéo prévia, e as descobertas encontradas em relagdo a variacdo do perfil
nutricional em amostras de soja sadias e contaminadas pela doenga HVRF com finalidade

diagnostica.

5.1 Armazenamento de amostras

Tendo em vista que, o conjunto principal de amostras a serem avaliadas por este trabalho
viriam da regido nordeste do Brasil, e que se tratavam de folhas de soja in natura, foi realizado
entdo um estudo inicial quanto a melhor forma de armazenamento desse tipo de amostra. Este
estudo culminou no desenvolvimento de protocolo para armazenamento correto deste tipo de
amostra, tanto em campo, quanto durante o longo periodo de transporte das mesmas.

Primeiramente, em relacdo a condicao do trifélio, ficou definido que a melhor forma de o
armazenar seria com as folhas desmembradas dentro do saquinho plastico (Figura 19). Quando
comparamos o trifolio integro e o trifélio desmembrado ap6s uma semana de armazenamento,
foi possivel notar uma deterioracdo maior nas folhas do trifélio integro, ja que possivelmente
ndo ficam bem acomodadas nos saquinhos. Armazenar uma folha apenas, por saquinho plastico
ndo trouxe vantagem em relacdo a conservacao das mesmas, e aumentou o trabalho com as
amostras. Dessa maneira, ficou definido que armazenar o trifélio desmembrado no mesmo

saquinho faria parte do protocolo.
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Figura 19 — Comparacéo de armazenagem das folhas de soja com o trif6lio a) integro e b) desmembrado, apds
uma semana sob refrigeracéo na caixa de isopor com gelo.
Fonte: Acervo da autora.

A segunda constatacdo foi em relacdo a presenca ou auséncia de ar e/ou agua nos
saquinhos plasticos de armazenagem. Apds acompanhar diariamente a evolucdo das amostras
por uma semana, foi observado que o saquinho totalmente sem ar e também sem adicdo de
agua foi o que melhor conservou as amostras. Ja em relacdo a trabalhar com amostras do meio
ou da borda da plantacéo foi indiferente nos testes, assim, nao foram feitas restri¢cbes desse tipo
ao coletar as amostras nas fazendas do Maranhao.

Aquelas amostras que foram apenas colocadas no isopor, fora do saquinho plastico,
deterioraram e secaram rapidamente, conforme esperado, sendo que no segundo dia de
armazenamento elas ja estavam totalmente secas e impréprias para as analises. Portanto, em
relacdo a este estudo ficou estabelecido que, apds colheita das amostras de folhas de soja, estas
deveriam ser armazenadas em saquinhos plasticos preferencialmente transparentes,
devidamente identificados quanto a classe, localizacdo e numero da amostra, com o trifélio
desmembrado para melhor acomodacdo, e o ar deveria ser retirado 0 maximo possivel do
saquinho para posterior vedacdo. Os saquinhos contendo as amostras deveriam por sua vez,
serem mantidos em pé, enfileirados, dentro do isopor contendo placas de gelo na parte debaixo,

evitando contato direto com as amostras.

5.2  ConcentragOes elementares de referéncia: uma avaliacdo dos dados de AAS

Utilizando o FAAS, foram performadas medidas de Ca, Fe, K, Mg, Na e Zn. Para o caso

do Zn, as concentragbes encontradas foram baixas quando comparadas com 0s demais
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elementos, conforme esperado, ja que se trata de um elemento traco na amostra. Os resultados
de quantificacdo serdo aqui abordados, porém, nas etapas posteriores, ndo foram encontrados
picos de Zn no espectro LIBS para que pudéssemos trabalhar a quantificacdo por CF em dados
LIBS nas condi¢des possibilitadas pelo equipamento. De qualquer maneira, as medidas FAAS
foram validadas e recuperaram em média 82% da concentracdo total de Zn nos materiais
certificados.

Para o Ca e Mg a recuperacdo foi superior a 90%. Para o Fe foi possivel recuperar as
concentracdes dos materiais certificados em 80% em ao menos um dos materiais certificados.
Em relacdo ao Na, foram realizadas as medidas FAAS, porém, como as digestbes foram
realizadas em tubos de vidro e ndo de Teflon ou Quartzo, foi preciso descartar estes dados. 1sso
foi necessario pois, o proprio vidro pode se desgastar ao longo do processo de digestdo acida,
sendo removidas camadas do mesmo, de modo a contaminar e confundir as medidas de Na, que
é um composto presente no material.

Os elementos que acreditdvamos existir na amostra em baixas concentra¢cdes foram
medidos utilizando GFAAS, mais trabalhoso, porém mais sensivel do que 0 método da chama.
De todos os elementos medidos (Al, Co, Cu, Mn, Mo e Ti), o Co, Mo e Ti aparentemente
existem em concentracdes realmente muito baixas, ja que se apresentaram abaixo do limite de
deteccdo da técnica de referéncia. No espectro LIBS também ndo foram encontradas linhas de
emissdo desses elementos, com excec¢do do Ti, que apresenta uma linha em 337,14 nm, de
baixa intensidade. Porém, para a maioria das amostras, o Ti ndo pode ser determinado por
GFAAS por estar abaixo do limite de deteccdo e, portanto, ndo foi utilizado nas analises
futuras. O Al foi encontrado em quantidade razoavel, e sua recuperacdo esteve dentro dos
limites aceitaveis, de 80 a 120%, para ao menos uma das amostras de referéncia.

O Mn e Cu também puderam ser detectados. Para o primeiro caso a recuperagdo foi
superior a 90% dos CRMs medidos. Para o caso do Cu a recuperacdo também ficou dentro do
aceitavel.

Tanto as amostras do conjunto Xingu Il quanto as amostras do conjunto Parnaiba foram
avaliadas por AAS. O método foi validado a partir do teste estatistico t de Student com 95% de
confianca, e também a partir das avaliacGes de recuperacdo desempenhadas. A Tabela 5 traz os
valores de concentragdo obtidos para os conjuntos Xingu Il e Parnaiba que foram utilizados
tanto nesta primeira parte do estudo, quanto mais adiante nas avaliacdes dos métodos de

quantificacdo por LIBS.
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Tabela 5 — As concentracdes obtidas para diferentes elementos dos conjuntos Xingu Il e Parnaiba obtidos pela
técnica de referéncia. Os valores estdo em mg/Kg.

Xingu 11 Parnaiba

Amostras
Al Ca Cu Fe K Mg Mn Ca K Mg

Sadial 22213 198548 13,0 14019 80485 159089 66,3 18496,3 123464 5021,0
Sadia2 16366 138960 14,2 12492 11702,1 10829,6 40,1 19069,5 12018,9 5023,3
Sadia3 21711 146430 82 15062 10333,1 12202,3 438 13946,7 149039 53731
Sadia4 43211 146034 13,0 19429 137642 184065 674 16140,8 127440 57106
Sadia5 11747 127082 7,0 750,7 10512,8 9837,8 243 219192 124878 63629
Sadia6 12940 111277 90 8481 9809,7 88066 21,0 15657,8 16776,6 5308,6
Sadia7 15032 132704 4,7 10429 78552 106952 25,1 15526,0 12312,6 4980,0
Sadia8 45596 164018 188 2687,8 107710 39876,0 106,3 17364,4 13621,1 6826,6
Sadia9 11289 124376 4,8 7184 90779 97953 22,3 194435 98774 6638,7
Sadial0 9426 112613 49 6660 80952 81981 155 15871,4 123949 53928
Sadiall 11539 01738 43 8375 147317 92019 19,3 10640,1 164554 36214
Sadial12  2543,1 191712 9.8 16032 86792 216944 484 14296,3 16846,1 8299,7
Sadia13  1696,7 172058 53 11502 73318 16557,1 30,2 18140,7 130825 59756
Sadia14 17436 137068 87 9494 10830,3 145859 34,1 15265,4 12778,9 4508,1
Sadial5 10463 12702,3 3.9 6254 81488 91186 16,8 13685,9 128798 62465
Sadia16 15322 120619 6,3 10827 110052 122315 22,3 21536,5 112154 56259
Sadial7 8857 104370 44 5280 100705 84499 17,0 17783,8 114118 60635
Sadia18 17148 118190 52 12103 114123 12960,6 25,1 27237,0 92555 74804
Sadia19 15230 102098 58 966,1 120986 10362,9 19,9 13829,0 13430,9 49392
Sadia20 7245 121806 53 6151 73337 92773 150 23143,7 10427,3 85192
Sadia21 11739 134651 7.8 7186 69040 124911 19,1 20203,0 13116,6 5718,1
Sadia22 12783 119927 7.1 7062 110094 129446 23,4 18617,3 131262 41778
Sadia23  1027,1 176272 57 6168 28645 362148 18,5 22112,1 11202,7 62859
Sadia24  2800,7 107781 45 32098 100899 85322 77 21813,3 11162,8 6100,1
Sadia25 12905 100392 799 1112,3 109560 3872,0 1050 27531,0 82231 76550
Sadia26 5379 132053 59 4218 9558,7 6207,7 17,4 19597,6 12120,7 5054,1
Sadia27 10520 133158 7,6 6131 72222 99525 19,6 10976,0 144887 8220,3
Sadia28 12947 110900 6,3 7791 8819,7 116083 22,6 16797,1 13878,7 52781
Sadia29 16143 116162 57 10125 118194 11197,8 21,2 27706,2 89945 88746
Sadia30 12464 106557 3,3 8168 70895 51702 12,7 17058,0 15314,6 7624,3
Sadia31 15153 115581 6,1 840,7 109319 11010,7 26,3 245056 90024 9572,0
Sadia32 17540 130769 7.3 12544 82042 120682 28,2 18951,6 135110 73354
Sadia33 13562 100657 7.5 8728 132040 10922,8 27,1 12967,9 14316,3 5386,7
Sadia34 7944 123633 39 7354 69581 65764 98,6 13121,4 13719,3 5876,6
Sadia35 12080 121386 152 821,1 11403,3 11699,0 1405 19512,1 94983 66227
HVRF1 7630 100561 6,9 4800 65125 109569 1100 8619,9 146829 34712
HVRF2 6449 55934 7,2 3994 82992 85324 97,1 13298,3 11182,1 5344,6
HVRF3  565,8 62550 55 3404 118421 62797 1250 87845 139519 65194
HVRF4 4339 51502 3,6 2632 77794 95551 162,3 4627,0 151675 65334
HVRF5 15184 42016 84 5622 15177,2 125859 1610 5111,1 12531,1 5973,7
HVRF6 10153 71247 82 5431 147141 118799 1206 77019 12669,2 34572

(continua)
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As concentracdes obtidas para diferentes elementos dos conjuntos Xingu Il e Parnaiba obtidos pela
técnica de referéncia. Os valores estdo em mg/Kg.

959,3
576,7
358,1
805,0
1304,4
994,9
390,2
601,6
1087,0
897,5
1188,3
749,4
4141
30,2
234,4
593,2
203,0
265,0
459,8
169,3
2423
164,6
222,4
369,4
195,8
184,8
303,9
201,1
193,7
162,8

5001,7
5751,7
5863,9
7046,0
5901,8
6906,7
5465,0
5484,2
8228,2
7223,1
8723,1
3545,0
12790,5
6768,7
8589,6
5603,1
9015,9
9800,3
8468,0
10684,5
6218,6
3044,5
5262,3
5172,4
8413,0
8894,5
9439,9
12424.5
6421,1
4844,3

6,5
6,3
4,3
6,1
13,0
10,1
3,7
5,0
8,7
8,3
8,2
9,7
9,4
6,0
6,1
6,8
6,7
10,2
5,2
7.0
8,2
4.4
38
10,2
10,9
13,4
40,2
13,5
6,5
10,7

494,0
317,4
221,3
3715
649,2
486,4
2355
329,2
507,7
489,1
550,2
419,5
3427
162,6
3241
383,0
248,1
299,8
168,9
205,2
308,0
210,8
228,9
312,2
252,4
270,0
310,6
317,2
2159
270,8

14467,7
15151,9
10543,0
13828,7
15835,5
16785,5
16293,5
11084,8
10599,6
15768,0
10596,5
13310,4
74627
15389,0
8632,0
16142,0
113111
10339,9
76715
9179,5
11248,3
11930,3
15416,5
14770,2
6755,7
6805,1
9337,3
7826,4
5249,1
10806,0

109271
6075,5
9016,2

10706,2

16260,5

11591,1
45949
7164,3

12589,3

11345,8

13939,0

10329,3

10062,2
6209,5
6839,3
4720,9
6853,7
9518,7
8320,6
7833,2
5552,9
2707,8
3361,4
5443,4
6996,5
7139,8
8841,0

10871,3
4915,7
6873,1

99,4
248,2
76,1
128,9
163,7
192,8
108,6
154,0
139,6
212,3
147,9
115,1
166,3
92,7
1444
264,4
131,1
169,2
90,9
119,5
126,7
52,3
152,4
275,9
99,2
126,4
131,8
127,0
92,7
119,0

118471
5969,8
21528,5
7780,7
9782,3
4840,7
7307,9
6717,2
7972,0
4785,5
5230,6
4523,7
8997,9
8505,2
5374,5
7616,7
9391,5
10135,7
5551,8
3983,2
5641,2
10371,9
4354,1
3670,5
11138,3
5000,9
5833,9
5210,7
3850,7
5675,1

8783,3
12098,2
114951

8999,8
16210,2
12545,8
15546,5
19979,8

9995,1
20009,8
15796,8
18227,8
13520,2
175219
16731,4
13884,3
14703,7
142548
14834,7
17221,2
25555,6
15436,9
15610,1
16063,7
64903,0

7423,1

9338,2
13459,5
18149,1
17884,4

5558,9
5258,5
6680,9
8567,0
8148,0
4288,6
4935,8
3696,5
3930,7
3649,3
2326,3
3590,3
3419,0
4120,4
3351,6
5268,6
4172,3
4562,8
4689,6
4074,4
4957,2
34514
3298,2
4875,7
10954,6
3921,7
8411,5
5013,9
3787,2
6346,9

5.3 Sistema comercial LIBS

5.3.1 Avaliacgéo inicial dos dados

Fonte: Elaborada pela autora.

Através das medidas feitas no sistema SP LIBS comercial, instrumentalmente mais simples

e com maiores possibilidades de analises qualitativas em campo e em larga escala, foram

avaliados os espectros de emisséo LIBS utilizando toda a faixa espectral. O estudo foi baseado

na comparacdo e diferenciacdo das classes de amostras sadias e doentes, para 0s conjuntos
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Xingu Il e Parnaiba, e na sequéncia, o estudo focou na avaliacdo de trés macroelementos
especificos presentes nas amostras de folhas de soja e que puderam ser detectados pelo
equipamento: Ca, K e Mg.

5.3.2 Perfil nutricional de amostras sadias e doentes: uma analise do espectro LIBS

Uma vez infectada pelo agente causador da doenca, mesmo que o desenvolvimento desta
aconteca de maneira local na planta, é esperado que esta inicie um processo de combate ao
patdgeno, relacionado a mudancas no seu metabolismo e, consequentemente, mudancas na sua
composi¢do nutricional. O espectro médio normalizado para as duas classes de amostra é
mostrado na Figura 20, em que também apresentamos alguns picos de emissdo devidamente

identificados através de uma comparagdo com a base de dados do NIST (64).
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Figura 20 - Espectro médio obtido para amostras sadias (esquerda) e doentes com soja louca Il (direita). No
primeiro espectro algumas linhas de emissdo apresentam-se ja identificadas, a partir da base de
dados do NIST (64).
Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29)

Apos a normalizacdo, o espectro médio por amostra foi calculado, e avaliado por PCA, a
fim de observar a existéncia de padrdes que pudessem agrupar as amostras doentes e sadias no
novo espago ortogonal das componentes principais. Feito isso, foram avaliadas a porcentagem
da variancia para cada umas das componentes principais, € as duas primeiras componentes
juntas respondem a 56% e 82% da variancia dos dados, respectivamente para o conjunto Xingu
Il e Parnaiba. Ou seja, mais da metade da variancia dos dados é explicada por apenas duas
componentes. O scree-plot para estes casos podem ser vistos na Figura 21.
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Figura 21 - Scree-plot para o conjunto Xingu Il (a) e conjunto Parnaiba (b) obtidos a partir da PCA aplicada aos
dados LIBS referentes a todo intervalo espectral aquisicionado.
Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29)

Na tentativa de diminuir o nimero de variaveis e, buscar as variacBes nutricionais
especificas proporcionadas pela HVRF, o proximo passo das analises foi aplicar a ferramenta
estatistica de hipotese, Teste t de student, ponto a ponto do espectro, comparando as classes
sadia e doente. A partir dos p-valores obtidos com o teste, foram selecionadas regides do
espectro LIBS contendo picos de emissdo dos macroelementos que estavam contribuindo para a
diferenciacdo das classes. A Figura 22 mostra as regides de alguns picos avaliados para que se
possa compreender melhor a analise feita. A coluna da esquerda traz os dados referentes ao
conjunto Xingu Il e a coluna da direita os referentes ao conjunto Parnaiba. A primeira linha de
graficos mostra um pico de Ca, a segunda dois picos de K e por fim, dois picos de Mg.

Os picos de calcio, em particular, apresentaram p-valores muito préximos de zero para
ambos 0s conjuntos avaliados, e esta diferenca pode ser notada também na média dos espectros
por classe de amostra, em que se nota uma diminuicdo relativa da intensidade das amostras
doentes quando comparadas as sadias. Quanto menor o valor do p-valor, temos que menor € a
chance da diferenca estatistica significativa encontrada ter sido advinda do acaso, ou seja,
quanto mais proximo de zero, mais evidente a diferenca. Quanto aos picos de Mg e K notou-se

gue 0s menores p-valores se encontram nas regides proximas ao pico de emissao.
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Uma vez que o Teste t de Student indicou as regides do espectro que melhor contribuiram
para a diferenciacdo das classes, estes foram selecionados e, na Tabela 6 abaixo, seguem
definidos os intervalos do espectro que continham o0s picos de emissdo referentes aos

macroelementos Ca, K e Mg e que foram utilizados para as posteriores analises. A partir destes,
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Figura 22 - Gréficos que mostram os p-valores obtidos apds aplicagdo do Teste t ponto a ponto do espectro (eixo
da esquerda), na busca por picos de emissdo que trouxessem diferenca estatistica significativa entre as
classes sadia e doente. O eixo da direita traz a intensidade dos picos médios normalizados para cada
classe. A coluna de gréficos da esquerda traz os dados do conjunto Xingu Il, e a da direita, do
conjunto Parnaiba. Em a) sdo mostrados um pico de Ca em cada um dos gréaficos, em b) a regido que
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contém dois picos de emissdo do K, e em ¢) uma regido que contém picos de Mg.
Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29)

0 numero de variaveis passou de 13749 para 547.
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Tabela 6 — Intervalos do espectro LIBS que apresentaram diferenca estatistica entre as classes sadia e doente com
soja louca 11, e que compreendem picos de emissdo dos elementos Ca, K e Mg.

Elemento (linhas atémicas/idnicas) NuUmero de picos Intervalo (nm)
Mg (ibnicas) 2 278,5 - 281,0
Ca (idnicas) 2 315,0 - 321,0
Ca (atbmica) 1 420,0 - 426,0
Mg (atbmicas) 2 517,0 - 518,7
K (atbmicas) 2 765,0 - 772,0
Ca (ibnica) 1 850,0 - 858,0

Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29)

5.3.3 Areado pico LIBS versus concentracio obtida por AAS: uma analise univariada

dos dados

Antes de prosseguir com as avaliacOes relacionadas a diferenciagdo das classes estudadas,
foi feita uma analise semiquantitativa dos dados LIBS com a finalidade de confirmar a
qualidade dos mesmos. Para isso, obtidas as areas dos picos de emissdo dos trés
macroelementos em estudo, foi feita uma comparacdo com os dados de concentragéo elementar
obtidos através da técnica de referéncia AAS. Uma vez que a intensidade das linhas de emissdo
sdo proporcionais a concentracdo dos atomos e ions presentes no plasma gerado, espera-se
obter uma forte correlacdo entre a area do pico de emissdo LIBS e a concentracdo AAS. A
Figura 23 traz o grafico de correlacdo dos dados ap6s a eliminacdo de dados anémalos, bem
como o coeficiente de correlacdo de Pearson para cada caso.

Os coeficientes de correlacdo de Pearson se apresentam, com exce¢do do Mg para o
conjunto de amostras Xingu 11, dentro do intervalo de 0,76 a 0,90; uma correlacdo de moderada
a alta entre LIBS e a técnica de referéncia. Considerando a complexidade das amostras, ja que
se trata de uma matriz bioldgica, valores como estes séo esperados. No caso do magnésio para
as amostras do conjunto Xingu Il, o baixo valor de correlacdo pode ser atribuido & baixa
variagdo de concentracdo encontrada, se considerarmos a grande maioria das amostras, e ainda
ao grande desvio padrédo percentual apresentado quando consideramos a média de concentragdo
AAS obtida para cada classe, que foi cerca de 30%. Isto pode ser resultado de erros durante 0s
procedimentos para obtencdo dos dados AAS de magnésio pelo método chama, uma vez que
para 0s demais elementos, no mesmo conjunto de amostras, foram encontrados resultados

satisfatorios.
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Figura 23 — Correlacdo entre as areas dos picos obtidas por LIBS para Ca (422,67 nm), K (766,49 nm) and Mg
(518,36 nm), e sua respectiva concentracdo elementar medida pela técnica de referéncia para os
conjuntos Xingu Il (esquerda) e Parnaiba (direita).

Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29)

5.3.4 Métodos quimiométricos aplicados aos intervalos de interesse

Tendo reduzido o numero de variaveis através da selecéo estatistica descrita previamente,

o método PCA foi aplicado novamente nos dados para a verificagdo da formacdo de

agrupamentos das amostras segundo a classe correspondente. Os resultados mostraram que a
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variancia acumulada pelas duas primeiras componentes principais (PC, acronimo do inglés
Principal Components) foram de 84,9% e 82,7%, respectivamente para o conjunto Xingu Il e
Parnaiba, contra 55,8% e 82,5% de variancia encontrados previamente a selecao de variaveis.
Em seguida, na tentativa de entender como cada um dos elementos em questdo contribuem
para cada PC, os valores de loadings foram avaliados para os dois conjuntos, Xingu e Parnaiba,
considerando a existéncia das duas classes, sadia e doente com HVRF. E importante considerar
que altos valores absolutos de loadings (coeficientes positivos ou negativos) indicam um forte
efeito na PC avaliada. Ao avaliar os dados, observou-se que os picos de potéssio tém grande
influéncia na PC1, com a qual é positivamente correlacionada. Assim, um aumento na
concentragdo de K na amostra, que leva a um aumento da intensidade da linha, reflete com um
aumento também nos valores da PC1. Diferentemente, os picos de Mg e Ca tem maior
correlacdo com a PC2, também de forma positiva, ou seja, temos um aumento dos valores da
PC2 com o aumento da concentracdo de Mg e Ca na amostra. A Figura 24 mostra o interessante
comportamento dos loadings para cada um dos conjuntos, e para cada uma das duas primeiras

componentes.
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Figura 24 - Graficos que mostram o comportamento dos loadings para as duas primeiras componentes principais.
Em a) temos a analise para o conjunto Xingu Il e em b) a anélise para o conjunto Parnaiba.
Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29)

Por meio da PCA aplicada, observamos também o score-plot para ambos 0s conjuntos
(Figura 25). Neles, ainda que seja alta a aparente confusao entre as amostras sadias e doentes na
distribuicdo, nota-se a tendéncia de separagdo das mesmas, especialmente no caso do conjunto
Parnaiba (Figura 25.b). Explicitando neste mesmo grafico os resultados concluidos através da
avaliacdo dos loadings, conseguimos observar que, provavelmente, um aumento na

concentracdo de Ca e Mg esta relacionada a classe sadia, e um aumento na concentracdo de
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potéssio parece estar relacionada as amostras doentes. Tais resultados foram também
confirmados pelas médias por classe das concentra¢des de Ca, Mg e K medidas pela técnica de

referéncia (Tabela 5).
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Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29)
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O teste-t de student também foi aplicado aos dados de concentragdo obtidos a partir de
AAS, e dessa maneira verificou-se a existéncia de diferenca estatistica significativa entre as
classes, para cada um dos elementos, e em ambos os conjuntos de amostras (Tabela 7). Porém,
apesar dos resultados de concentracdo satisfatorios obtidos pela técnica de referéncia, vale
lembrar que esta & uma técnica laboriosa, demorada, além de ser de alto custo, o que néo

viabiliza o uso em larga escala.

Tabela 7 — Concentragfes médias por classe de Ca, K e Mg, obtidas por FAAS.
Concentracao (mg/Kg) /1000

Ca K Mg
Sadia Doente Sadia Doente  Sadia Doente
Xingd 18+3* 103" 10+2° 1243 13x4®  8x3°
Parnaiba 18+3° 742 13£2°  16+4°  6+1° 5+1°

a,b = letras diferentes nas linhas, comparando as classes para cada elemento, representam diferenca estatistica
significativa a partir do Teste-t de Student com 95% de confianga.
Fonte: Adaptada de RANULFI et al. (29).

Os dados dos intervalos selecionados foram também avaliados por um método de
classificacdo, o CVR associado ao PLSR. A taxa de acerto (acuracia) obtida por validacdo
cruzada dos dados atingiu 94,2% para o conjunto Xingu Il e 87,3% para o conjunto Parnaiba,
ou seja, taxas altas de diagndstico. As matrizes de confusédo para estes dois casos encontram-se
na Tabela 8.

Tabela 8 — Matrizes de confusdo para o conjunto Xingu Il e Parnaiba obtidas através do modelo de classificagdo
gerado a partir dos intervalos do espectro LIBS pré-selecionados.

Xingu 11 Parnaiba
Classe nominal (]) Sadia HVRF Sadia HVRF
Sadia 94% 6% 89% 11%
HVRF 6% 94% 14% 86%

Fonte: Elaborada pela autora.

Assim, a técnica LIBS associada a métodos quimiométricos parecem robustas o suficiente
para serem aplicadas na caracterizacdo nutricional de amostras de soja pastilhadas, e entédo
distinguir amostras doentes e amostras sadias. O desenvolvimento do mesmo estudo
paralelamente em dois conjuntos de amostras de diferentes variedades, obtendo resultados

muito similares, demonstra grande potencialidade da técnica para diagnéstico em plantas.
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Vale ressaltar que, os principais resultados encontrados através deste estudo com o sistema
comercial LIBS foram recentemente publicados por Ranulfi e colaboradores em revista

internacional: Microchemical Journal. (29)

5.4  Otimizacao de parametros: SP LIBS

Nesta etapa, o sistema LIBS de alta resolucdo foi otimizado para as medidas SP, utilizando
o0 laser de excitacdo em 532 nm. A primeira avaliacéo feita foi em relacdo ao tempo de atraso
do espectrometro para a aquisicdo de um bom sinal das linhas discretas de emisséo, de modo
geral no intervalo espectral do visivel. Para esta andlise, a energia do laser foi mantida
constante em torno de 50 mJ (irradiancia de 2 10* W/cm?), o intervalo de aquisicéo foi fixado
em 10 ps e, os tempos de atraso do espectrometro variaram de 600 a 3000 ns da seguinte
maneira: 600, 800, 1000, 1500, 2000, e 3000 ns. Feito isso, foi possivel notar que as areas das
linhas de emisséo avaliadas, de Ca e Mg (que foram usadas como parametro nessa avaliacdo
por estarem presentes com certeza em amostras desse tipo -folhas de soja- e por permitirem a
avaliacdo de mais de um pico de emissdo), eram grandes no inicio e decaiam com o aumento do
intervalo, conforme esperado durante o resfriamento do plasma (Figura 26a). Um pequeno
intervalo contendo picos de Ca, de relativa baixa intensidade, € mostrado na Figura 26b, e nela
fica claro o comportamento do espectro a tempos de atraso muito baixos, com uma emisséo de
fundo ainda muito pronunciada, devido a alta temperatura do plasma e as emissdes de corpo
negro, evidenciando pouco as linhas de emissdo atdbmicas e ibnicas. Tal fato fica melhor
ilustrado no grafico da Figura 26¢. Assim, valores de atraso superiores a 800 ns demonstraram
ser bons para andlise, porém, considerando a presenca das emissdes de fundo, ou seja, uma
melhor relagdo sinal/linha base calculada a partir do espectro médio, observa-se que o atraso
6timo se da em 1000 ns. A partir dai, é possivel notar nos trés graficos uma reducéo grande na
intensidade das linhas de emissao discretas, as quais temos interesse, 0 que poderia prejudicar
as avaliacoes.

Além disso, foi calculada a temperatura de cada espectro medido e, a partir da média das
temperaturas para cada caso, analisamos como esta evoluiu para os diferentes atrasos do
espectrometro (Figura 26d). A partir das temperaturas foi possivel ainda confirmar o
comportamento discutido anteriormente, de modo que o perfil da temperatura acompanha as
Figura 26a e 26¢. Vale ressaltar, que para tempos muito curtos de atraso do espectrémetro,
inferiores a 1000 ns, efeitos de blindagem do plasma pela formacdo de ondas de choque sdo

bastante importantes o que torna coerente o aquecimento do plasma encontrado entre 600 e
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1000 ns. Tempos de atraso maiores mostram o rapido resfriamento do plasma formado, como
apontado pelo grafico d) da Figura 26.
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Figura 26 — Avrea dos picos avaliados em fungdo dos diferentes atrasos do espectrometro testados (a) e, grafico
dos espectros (b) contendo picos de Ca, em que pode ser observado o comportamento e evolucgdo do
mesmo de acordo com os tempos de atraso. O grafico (c) apresenta a razdo pico/linha base para os
casos do Ca e Mg. E em (d) tem-se o grafico da temperatura média em funcdo dos atrasos do
espectrometro testados durante as medidas.

Fonte: Elaborada pela autora.

Dessa maneira, obtido um valor de temperatura razodvel no tempo de atraso do
espectrometro de 1000 ns, com um bom sinal de emisséo e ruido de fundo reduzido, este foi o
tempo de atraso considerado 6timo para as medidas. Por fim, a densidade de elétrons foi
calculada a partir da equagéo de Saha-Boltzmann para este caso (5,6 10 cm™), e na sequéncia,
aplicado o critério de McWhirter para as transi¢cdes do Ca em 430,77 nm e do Mg em 517, 27
nm, linhas que estdo sendo usadas como parametro de avaliacdo durante a otimizacdo do
sistema. O valor minimo de densidade de elétrons obtido a partir da condicéo estabelecida pelo
critério foi de 3 10™ cm™ para o Ca e 1,7 10" cm™ para o Mg, ou seja, a densidade de elétrons

encontrada no plasma ndo atingiu a minima densidade necessaria para o estabelecimento da



93

condicdo de LTE apontada pelo critério, e, portanto, dificultando analises quantitativas a partir
destas medidas.

Fixando o valor de atraso do espectrometro em 1000 ns, 5 pulsos acumulados e o tamanho
da janela de aquisicdo em 10 ps, agora os valores de energia do laser foram variados de 40
(irradiancia de aproximadamente 1,8 10™* W/cm?) a 90 mJ (4,0 10" W/cm?), em passos de 10
mJ. Como anteriormente, verificamos o comportamento dos espectros a partir da méedia das
areas dos mesmos picos de Ca e Mg para cada caso, bem como a razdo da intensidade desses
picos pela linha de base proxima a eles (Figura 27a e b).

Nesta avaliagdo, o comportamento da intensidade do espectro ndo ocorreu exatamente
conforme esperado, ja que, com 0 aumento de energia, esperava-se que houvesse aumento de
massa ablacionada, bem como aumento da intensidade do sinal, 0 que se manteve praticamente
sem alteracdes significativas, considerando o desvio padrdo da média. Além disso, analisando
as raz@es de intensidade e linha base, 0 aumento da energia também néo resultou em um padréo
de aumento das razdes, que evidenciariam uma melhora na intensidade do sinal LIBS.

Em relacdo a temperatura calculada a partir do grafico de Boltzmann para cada caso,
também ndo houveram alteragdes, e esta oscilou apenas 200 K para as diferentes energias por
pulso, o que pode ser observado no grafico da Figura 27c. Para esta etapa da otimizacgdo a
densidade de elétrons do plasma foi calculada para todas as energias avaliadas, ja& que 0s
demais parametros ndo foram conclusivos para a determinacdo da melhor energia por pulso a
ser adotada como 6tima. Dessa maneira, a Figura 27d ilustra os valores de densidade de
elétrons para cada caso, bem como a densidade minima de elétrons a ser atingida para o
estabelecimento de LTE segundo o critério de McWhirter. Através da anélise do gréafico foi
possivel concluir que ndo houve grandes alteracGes relacionadas a densidade de elétrons com o
aumento da energia fornecida por pulso, e que o critério ndo foi atendido para nenhuma das
transicOes estudadas, em nenhuma das energias avaliadas.

Uma possivel justificativa para a falta de variagdo do sinal com o aumento da energia do
laser pode estar relacionada a estabilidade do sinal no limite para altas energias, o que limita
consequentemente, os valores de temperatura e densidade de elétrons. Nessa situa¢do, maior
energia pode resultar em maior densidade de elétrons no inicio da ablagdo e, portanto,
blindagem do plasma, o que pode néo resultar em aumento do sinal. Assim, efeitos ndo lineares
e a ocorréncia de um plasma ndo opticamente fino podem ser favorecidos a energias muito

altas.
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Figura 27 — Evolugdo das areas dos picos de Ca e Mg em funcédo da energia do pulso de excitagdo (a) e em (b)
tem-se a evolugdo das razdes de Intensidade do pico, pela linha de base proxima a ele também em
funcdo das variaces de energia do pulso de laser de excitagdo. temperatura do plasma de acordo
com as diversas energias do laser.

Fonte: Elaborada pela autora.

A partir desta avaliagdo, adotamos uma energia intermediaria como 6tima, em torno de 60
mJ (2,7 10" W/cm?), j& que o préximo passo serd a comparacdo deste (SP LIBS) com o
sistema operando no modo DP LIBS. Assim, para uma comparacdo equanime, a irradiancia
fornecida durante a analise deve ser aproximadamente a mesma nos dois casos, de modo que a
variavel que exista entre ambos seja apenas a forma de ablacdo proporcionada por um ou dois
pulsos.

Por fim, a Gltima analise relacionada a otimizacdo do SP LIBS envolveu a investigacdo da
melhor duracgdo do intervalo de aquisi¢do para obtengdo do melhor sinal. Para isso, o atraso do
espectrometro foi mantido em 1000 ns, a energia do pulso fixada em torno de 60 mJ e a janela
de aquisicdo variou de 1 a 20 us. A partir da avaliacdo dos valores de area dos picos de Ca e
Mg notou-se um comportamento crescente das médias destas com o aumento do tamanho da
janela de aquisicdo até 10 us mantendo-se estavel a 15 us, e decaindo para intervalos maiores
(Figura 28a). Ao avaliar os espectros, com excec¢do dos intervalos muito curtos, de 1 e 3 us que

possuem baixas intensidades, os demais ndo apresentaram grandes variagdes em meédia,
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conforme visto na Figura 28b, que mostra dois picos de Mg I, em 516,732 e 517,268 nm,
corroborando com a tendéncia dos valores de area obtidos em (a), considerando as barras de
erro.

Quanto a temperatura de excitacdo do plasma (Figura 28c), também calculada a partir dos
picos de Ca citados anteriormente, notou-se uma varia¢do de aproximadamente 400 K, porém a
oscilagdo ocorreu dentro das barras de desvio da média. Conforme o intervalo da aquisicdo
aumenta, aumenta também o tempo de interacdo e de vida do plasma que é considerado na
medida, de modo que este continua a evoluir, ou seja, expandir e resfriar durante o intervalo da
aquisicdo. Dessa maneira, era esperado encontrar uma curva melhor definida de decaimento da
temperatura conforme a duracdo da janela de aquisicdo aumenta. A Figura 28d mostra a
evolucdo da densidade de elétrons de acordo com o tamanho da janela de aquisicdo, bem como
a condicdo minima de densidade que deveria ser alcancada para possibilitar LTE e permitir
andlises ndo apenas qualitativas, mas também quantitativas dos dados LIBS para o caso do Ca e
Mg. Em relacdo ao Ca, densidade minima de elétrons ndo foi alcangada para nenhuma das
situacdes propostas nesta otimizacdo. Ja para o Mg, as janelas de 5 e 10 ps alcangaram
densidades muito proximas a desejada e, para 15 ps a densidade minima de elétrons foi
superada com éxito, possibilitando existéncia de LTE.

Considerando, portanto, uma melhora no sinal obtido, verificada pelos valores de area
(Figura 28a) e intensidade dos picos (Figura 28b), e ainda os valores de densidade calculados, a
largura de 10 ps foi considerada 6tima para as medidas. O limiar dos 15 ps ndo foi escolhido
porque estudos apontam que janelas grandes de aquisicdo podem proporcionar problemas
relacionados a interagdes no plasma, ndo possibilitando a assungéo de que este seja opticamente
fino devido a condigdes experimentais. Assim, com boas condigdes de sinal em 10 ps, ficou

decidido seguir com este parametro.
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Figura 28 — Variacdo da area dos picos de Ca e Mg em funcéo do intervalo de aquisi¢do do sinal LIBS (a), perfil
de um intervalo do espectro LIBS contendo picos de Mg | para cada intervalo de aquisi¢do avaliado
(b), variacdo da temperatura (c) e densidade de elétrons (d) com a largura da janela de aquisicao.
Fonte: Elaborada pela autora.

5,5  Otimizacdo de parametros: DP LIBS Colinear

Para otimizacdo do sistema DP LIBS operando no modo colinear foi fixado o tamanho da
janela de aquisicdo em 10 ps, a energia do laser de 532 nm em 50 mJ e a energia do laser em
1064 nm nos mesmos 50 mJ. A partir dai, para trés diferentes tempos de atraso do
espectrometro (250, 500 e 750 ns), variou-se 0 tempo de atraso entre os pulsos da seguinte
forma: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 e 2500 ns. Feito isso, através das areas de uma linha de
Ca (Figura 29a) e de uma linha de Mg (Figura 29b), as mesmas do estudo de otimizacdo SP
LIBS, observou-se as variagfes com as mudancas de tempos de atraso. Por meio dos graficos
(@) e (b) da Figura 29 observou-se que 500 ns é o tempo de atraso entre os pulsos ideal, e que 0s
maiores valores de area foram conseguidos utilizando o atraso do espectrémetro em 250 ns.
Porém observando os espectros em (c), € possivel notar que para este atraso do espectrémetro
tem-se uma baixa relagdo sinal/ruido, j& que as emissdes de fundo ainda sdo muito intensas. E
ainda que, para o caso do atraso do espectrémetro em 750 ns ha uma perda consideravel de

intensidade dos picos se comparada com o tempo de 500 ns.
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Figura 29 — Variagbes nas areas dos picos de Ca (a) e Mg (b) de acordo com os diferentes atrasos do
espectrdometro (250 ns — preto, 500 ns — vermelho, 750 ns — azul) e diferentes tempos de atraso entre
os pulsos. Em (c) é mostrado uma parte do espectro que contém linhas de Ca para valores de atraso
entre os pulsos fixos em 500 ns e trés diferentes tempos de atraso do espectrometro. O grafico em
(d) mostra como ocorre a variagdo de temperatura, calculada a partir do grafico de Boltzmann, para

todos os tempos de atraso avaliados.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para 500 ns e 750 ns de atraso do espectrometro foi possivel avaliar o caso do atraso entre

o0s pulsos de 250 ns, e observar que, a area dos picos estudados, se apresentou menor do que

para 0 tempo de atraso entre os pulsos de 500 ns. Uma possivel justificativa para tal

constatacdo pode estar ligada aos proprios mecanismos que descrevem a absorcdo de energia

do laser a partir da dindmica de expansao do plasma. A tempos curtos de atraso entre 0s pulsos

o efeito de blindagem do plasma ocorre, reduzindo a intera¢do do segundo laser com a amostra.

Para tempos de atraso entre os pulsos um pouco maiores, a densidade da pré-pluma do plasma

ja foi reduzida, ja que a onda de choque avancou, expandiu e tornou o ambiente logo atras dela

mais rarefeito e permissivo para interacdo com o segundo pulso. Este, além de interagir com o

pré-plasma, consegue ainda interagir com a propria amostra, ablando mais material, e por

consequéncia, melhorando o sinal aquisicionado.
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A temperatura do plasma calculada a partir dos picos de Ca I, mostram um comportamento
similar para 250 e 500 ns, sendo em média, a temperatura do plasma a 500 ns de atraso entre 0s
pulsos, maior para o caso do atraso do espectrometro também em 500 ns. Para o tempo de
atraso do espectrometro em 250 ns era esperada uma temperatura de plasma maior do que 0s
demais casos, porém ndo foi o que se constatou a partir do calculo da temperatura. Isso pode ter
ocorrido devido ao fato de que as emissdes de fundo ainda estdo pronunciadas no espectro,
dificultando a obtencéo correta dos valores de area dos picos utilizados para o célculo da
temperatura, como pode ser observado na Figura 29d. Dessa maneira, a combinacéo de tempos
considerados 6timos para medidas DP LIBS colinear em amostras de plantas foi: 500 ns de
atraso do espectrometro e 500 ns de atraso entre os pulsos.

Vale ressaltar ainda que, para a combinacao ideal de tempos estabelecida, foi calculada a
densidade de elétrons a partir da temperatura média (3,98 10*° cm™) e também a densidade de
elétrons minima requerida para que possa existir LTE para o Ca e Mg por meio do critério de
McWhirter, que foi de 4,7 10 cm™ e 2,7 10" cm™. Ou seja, a partir das medidas com o
sistema DP LIBS colinear foi possivel atingir melhores condicgdes fisicas do plasma para que
este seja analisado com maior rigor, possibilitando analises quantitativas de amostras, chance
esta que foi eliminada pelas condicdes estabelecidas pelo critério de McWhirter no caso das
avaliacOes dos espectros SP LIBS adquiridos.

56  Comparacdo: SP LIBS x DP LIBS colinear

Para a comparacdo SP e DP LIBS, a densidade de poténcia total fornecida pelos lasers para
vaporizagdo e excitagdo da amostra durante a anélise foi mantida da ordem de 10" W/cm?, de
modo que, a diferenca entre as duas medidas fosse apenas a forma como a energia total
chegaria a amostra. Assim, para o caso do SP LIBS o laser em 532 nm foi usado para
excitacdo, e 0 atraso do espectrémetro e o tamanho da janela de aquisicdo foi estabelecido de
acordo com a analise anterior, sendo respectivamente 1000 ns e 10 us. Para a medida DP LIBS
colinear, o laser que primeiro atingiu a amostra foi o de 532 nm e, em seguida o de 1064 nm, e
utilizou-se o atraso do espectrébmetro e o atraso entre os pulsos em 500 ns. A janela de
aquisicao foi fixada em 10 ps. Para cada um dos modos de operacao do sistema, foram feitas 30
medidas em uma amostra de folhas de soja sadias pastilhadas.

As médias dos espectros evidenciaram picos de emissdo de elementos presentes na
amostra, e através deles foi possivel notar a significativa melhora do sinal de emisséo LIBS,

que apresentaram um aumento de até 400% na intensidade (Figura 30). E importante notar que
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os célculos de porcentagem de aumento foram feitos descontando a linha de base dos picos

abaixo, que sdo ilustrativos j& que ndo estdo com a linha de base corrigida.
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Figura 30 — Comparacéo das intensidades dos picos de emissdo do Ca (a), Mg (b), K (c), Fe (d), Al (e) e Ti (f)
presentes no espectro LIBS a partir das medidas SP e DP LIBS. Foram notados aumentos de
intensidade de até 400% nas linhas.
Fonte: Elaborada pela autora.

Além da avaliagdo dos espectros, foram obtidas imagens de microscopia eletronica de

varredura nas crateras formadas a partir da medida LIBS nos dois modos de operacdo do

sistema (Figura 31). A partir delas pode-se observar que a quantidade de matéria removida e
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vaporizada pelo modo de operacdo DP LIBS é maior quando comparado com a imagem da
cratera provocada pela medida SP LIBS.

7 Vo ) =, 3 i : ; Y A A 4 15
SEI  SkV WD39mm SS20 SEl  5kV WD39mm  SS20 200pm  e—
EMBRAPA INSTRUMENTACAO EMBRAPA INSTRUMENTACAO 0000 01 Sep 2015

Figura 31 — Microscopia eletronica de varredura de uma pastilha de folhas de soja secas e moidas manualmente
ap6s uma medida com 3 pulsos acumulados SP LIBS (a) e DP LIBS colinear (b). O diametro
aproximado da cratera em (a) foi de 422 um, e da cratera em (b), foi em média 940 pm.

Fonte: Elaborada pela autora.

Com isso, podemos inferir que a melhora no sinal observado anteriormente esta
relacionada, dentre outros fatores, a quantidade de matéria ablacionada e analisada durante a
medida. Um aumento da quantidade de material ablacionado resulta em maior temperatura e
densidade de elétrons no plasma, proporcionando condi¢des adequadas de estudo no que diz
respeito a possivel existéncia de LTE no meio, permitindo avalia¢cBes quantitativas a partir das
medidas LIBS. Além disso, como a medida DP LIBS colinear abrange uma area maior da

amostra, contribui ainda para uma melhor homogeneidade e representatividade da mesma.

5.7  Nova configuracédo: DP LIBS Ortogonal modo reaquecimento

Ap6s a implementacdo e analises a partir do sistema LIBS colinear, estudos demonstrando
a possibilidade de obtengdo de um sinal LIBS superior motivaram esforgos para implementagéo
do sistema operando na configuragdo ortogonal. Essa nova geometria do sistema possibilita
andlises também do tipo DP LIBS, porém com energias de excitacdo reduzidas. Assim, foi
conduzido um estudo sobre os pardmetros do sistema que pudessem ser otimizados para as
medidas de amostras de plantas. Neste trabalho, foram avaliados os resultados obtidos para
amostras de folhas de soja pastilhadas.
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Figura 32 — Gréficos da intensidade dos picos de C | e Ca Il em funcdo do tempo de atraso entre os pulsos para
cinco diferentes energias de excitacdo do primeiro laser na medida DP LIBS ortogonal (a). E em (b),
0 mesmo grafico anterior para o caso do Ca Il, separado de acordo com os regimes de baixa ou alta
energia do laser 1 de medida, evidenciando a diferenca de comportamento.
Fonte: Elaborada pela autora.

A otimizacdo das medidas com o sistema operando na configuracdo ortogonal envolveu a
avaliacdo de diferentes energias de excitacdo do laser de ablacdo da amostra em 532 nm (1, 4,
8, 16 e 32 mJ), irradiancias respectivamente de 4 10, 2 10*, 4 10%, 7 10'? e 1 10" W/cm?
aproximadamente, e diferentes atrasos entre os pulsos para cada energia (200, 600, 1000, 3000,
5000, 10000 e 20000 ns) mantendo fixos o atraso do espectrémetro em 1000 ns e a energia do
laser de reaquecimento do plasma (1064 nm) em 50 mJ. Ao observar a intensidade de dois
picos de emissdo (obtidos a partir do ajuste Lorentziano apds a correcao da linha de base e que
possuem comportamento comparavel as areas dos picos utilizadas no estudo anterior) sendo um
atdbmico e um ionico, C | e Mg Il (Figura 32a e 32b), em funcdo das diferentes energias e
diferentes atrasos entre pulsos, notou-se que havia certa tendéncia de comportamento distinta
para as curvas com baixas e altas energias de excitacdo. Para facilitar a visualizacdo, para um
pico de Ca Il, os graficos foram separados de acordo com as energias de excitacdo com

comportamentos mais similares, ou seja, 1, 4 e 8 mJ (Figura 32c), e 16 e 32 mJ (Figura 32d), e
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através deles foi possivel inferir que, para regimes utilizando baixas energias de excitagdo, o
melhor tempo de atraso entre os pulsos seria 3000 ns, e para medidas utilizando altas energias
seria 600 ou 3000 ns (Figura 32c e 32d).

Uma possivel explicacdo para o melhoramento de sinal utilizando esta configuracdo pode
estar baseada na presenca das ondas de choque e na dindmica de expansao da pluma do plasma
no ambiente. Para grandes tempos de atraso, maiores do que 3000 ns, € observada a diminuigdo
do sinal pois o segundo pulso encontra um plasma de densidade reduzida devido a expanséao
deste no ambiente, o que diminui a absor¢édo e interacdo do segundo pulso com o pré-plasma
formado.

Baixas energias demonstram ser suficientes para vaporizar o material e produzir um
plasma pouco denso, mas ndo sdo suficientes para resultar no processo de blindagem, e entéo,
para tempos de atraso entre os pulsos inferiores a 3000 ns, quando o segundo pulso atinge o
material vaporizado, o processo de absorcdo via inverso de Bremsstrahlung pode se tornar
significante, contribuindo para o aumento do sinal até o tempo étimo de 3000ns. (68)

Quando a densidade de energia de excitacdo aumenta (regime de alta energia), as
caracteristicas de expansdo do plasma mudam, é produzido um plasma relativamente mais
denso, que favorece os processos de blindagem. Entdo, logo que o segundo pulso é liberado
(provavelmente no tempo 600 ns), as ondas de choque formadas pelo primeiro pulso dificultam
0 acoplamento do segundo pulso com plasma, com consequente reaquecimento do mesmo, que
resulta em melhora do sinal. Para o tempo de 3000 ns, também observamos uma melhora do
sinal, que pode ser devido ao melhor acoplamento do laser com o pré-plasma formado via
inverso de Bremsstrahlung, como mencionamos anteriormente, proporcionando re-excitacao
das espécies idnicas, principalmente. A partir deste tempo, observamos apenas queda do sinal,
que pode ser justificada pelo resfriamento do plasma, ja que em regimes de mais altas energias,
0s atomos tém maior velocidade por meio da expansdo adiabatica, expandindo e resfriando
mais rapidamente do que quando se esta no regime de baixas energias. Isto pode ser observado
por meio do grafico das temperaturas calculadas para cada caso (Figura 33a), em que as cores
evidenciam dois diferentes regimes de resfriamento. Para o de baixas energias, € possivel notar
a curva de aumento de temperatura, e ndo decaimento até os tempos avaliados. Ja o regime de
altas energias evidencia a rapidez de aguecimento e resfriamento, conforme esperado. (28)

A partir destas avaliagOes, demos preferéncia por trabalhar no regime de altas energias, ao
invés de trabalhar no limiar de baixas energias, ja que para este tipo de analise ndo estamos tao
preocupados com o0s danos a amostra, 0 que seria algo a se pensar caso estivéssemos

trabalhando com anélises em plantas de campo, ou outros materiais, como antiguidades.
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Na Figura 33b estdo representados os célculos de densidade de elétrons para o regime de
altas energias, aplicando 16 e 32 mJ de energia no primeiro pulso de ablagdo. O
comportamento da curva corrobora com 0s valores encontrados para temperatura nestes
mesmos regimes. As densidades de elétrons para as energias do regime de baixa energia
também foram obtidas, porém ndo mostradas no grafico para ndo comprometer a analise, e
estas estavam todas em valores de densidade abaixo do que as que foram encontradas para o
regime de altas energias, como esperado. A Figura 33b mostra ainda as densidades minimas de
elétrons necessarias para alcancar a possibilidade de LTE para duas transi¢bes, do Ca e Mg,
estando a energia do primeiro pulso em 16 mJ. A seta em azul indica o tempo de atraso entre 0s
pulsos para o qual a densidade de elétrons do plasma supera a densidade indicada pelo critério
de McWhirter. Para o regime de 32 mJ, o critério foi atendido para ambas as transicfes em

tempos de atraso entre 0s pulsos superiores a 1000 ns.
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Figura 33— Em a) temos o perfil de variacdo das temperaturas, calculadas pelo grafico de Boltzmann a partir de
picos de Ca, em b) a densidade de elétrons obtida para o regime de altas energias, bem como o
critério de McWhirter para a energia de 16 mJ, e, em ¢) temos a razdo entre o sinal DP/SP LIBS para
um pico de Ca. Todos os graficos em funcéo do tempo de atraso entre os pulsos que foi variado na
otimizacdo do sistema.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Por fim, uma altima andalise feita comparou, para as duas maiores energias, o sinal obtido
com o DP LIBS ortogonal com o sinal obtido pelo sistema operando no modo SP LIBS, este
altimo medido a partir da mesma energia de excitacdo fornecida pelo primeiro laser (532 nm)
durante a medida DP LIBS ortogonal (Figura 33c). Através desta analise, conseguimos
visualizar a melhora do sinal LIBS devido ao reaquecimento promovido pelo segundo laser de
excitacdo, o que é mostrado na Figura 33c. A partir dai, e juntamente com todas as analises
anteriores, definimos a energia 6tima em 16 mJ e o tempo de atraso ideal em 3000 ns para as
analises no sistema DP LIBS operando na geometria ortogonal.

Concluida esta etapa de otimizacdo dos parametros do sistema DP LIBS ortogonal €
importante mencionar que os principais resultados encontrados foram publicados na revista
Microchemical Journal em 2017, evidenciando as otimizaces de medidas DP LIBS ortogonal

nessa configuracao para amostras agroambientais (plantas, solos, e fertilizantes). (28)

5.8 Avaliagédo quantitativa

Para as avaliacGes quantitativas, o conjunto de amostras Xingu Il foi estudado. A partir das
definicdes feitas anteriormente para otimizacdo do sistema DP LIBS operando nas geometrias
colinear e ortogonal, foram aquisicionados os dados utilizados nessa etapa do trabalho. Os
valores de referéncia das amostras em relacéo aos elementos investigados foram obtidos através
de medidas de AAS, também mencionadas em secdo anterior.

O principal objetivo desta etapa foi demonstrar se existe possibilidade de quantificacao
elementar por CF de uma amostra com a complexidade das amostras bioldgicas e
agroambientais, sem grande necessidade de pré-tratamento e pré-preparo, e a partir de medidas
DP LIBS, nas geometrias colinear e ortogonal, em um sistema de nanossegundos. Para isso,
primeiramente foi utilizado o método mais comum de construcdo de curvas de calibragdo para
tentativa de quantificacdo, para posteriormente estimar a quantificacdo através de um método
novo, como o CF. Em um artigo de revisdo publicado recentemente por Carvalho e
colaboradores (2018), (91) foram reportados os mais recentes avancos em LIBS para analises
de plantas. Neste trabalho foi citada apenas uma pesquisa em que o CF foi investigado em
folhas de arvore de alamo (uma espécie de pinheiro) utilizando um sistema LIBS de
femtosegundos. (105) Nele, o método ndo foi explorado em detalhes e os resultados obtidos
foram qualitativos, demonstrando o pioneirismo desse tipo de investigagéo e estudo.

Previamente & aplicagdo de qualquer método de quantificacdo, como j4 mencionado

anteriormente, faz-se importante a avaliacdo das condi¢es do plasma, como ser opticamente
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fino e estar em LTE para que valha as condi¢bes de ablacdo estequiométrica. Assim, vale
ressaltar que todas as linhas de emissdo selecionadas tanto para célculos de temperatura e
densidade de elétrons, quanto para as quantificacGes, tiveram seus perfis avaliados para
assegurar a condicdo de que o plasma estivesse na aproximacdo de opticamente fino, e
minimizados os efeitos indesejaveis, como auto absorcéo.

Os plasmas em LTE podem ser caracterizados por uma Unica temperatura que descreve a
distribuicdo das espécies nos niveis de energia, a populacdo nos estagios de ioniza¢do ou a
energia cinética dos elétrons e particulas pesadas. Entdo, a temperatura de excitagdo que
controla a populagdo dos niveis atbmicos (e i6nicos) deve ser a mesma que a temperatura de
ionizacdo, que determina a distribuicdo dos atomos de um mesmo elemento nos diferentes
estadgios de ionizacdo. Para verificagdo dessa condicdo de equilibrio, primeiramente foi
calculada a temperatura do plasma formado para cada amostra, a partir do espectro médio das
30 medidas LIBS obtidas, usando o método de Boltzmann. O gréafico de caixa apresentado na
Figura 34 mostra a variabilidade das temperaturas calculadas para ambos os conjuntos de

amostra, e separadas por classe.
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Figura 34 — Graficos de caixa para os valores de temperatura encontrados no conjunto Xingu Il avaliado por

LIBS na geometria colinear (esquerda) e ortogonal (direita).
Fonte: Elaborado pela autora.

Por meio dos gréaficos foi possivel notar que a variabilidade da temperatura é geralmente
maior para a classe sadia, o que pode ser observado graficamente pela sua distribuicdo em
relacdo a classe HVRF. Este intervalo entre quartis é de cerca de 1100K e 630K para as
amostras sadias, e 740K e 400K para as amostras doentes, respectivamente para os sistemas DP
LIBS colinear e ortogonal. O simbolo ¢ na Figura 34, denota o valor médio de temperatura,

enquanto que a linha dentro da caixa marca a mediana. Ja o simbolo * representa os percentis
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1% e 99%, ou seja, os valores em que, respectivamente, 1% e 99% dos dados s&o menores ou
iguais a ele.

Outra constatacdo interessante foi que, na geometria ortogonal as temperaturas alcancadas
foram relativamente menores do que as obtidas para o sistema operando na geometria colinear,
em média 6200 e 6000 K para o primeiro, e 8300 e 7900 K para o colinear, respectivamente
para as amostras sadias e doentes. Este efeito era esperado e pode ser justificado pela menor
interacdo do laser com a amostra quando os feixes de excitacdo estdo perpendiculares um ao
outro, do que quando comparados aos dois lasers incidindo paralelos e na direcdo da amostra.
As diferencas entre as amostras sadias e HVRF encontradas para cada caso, em média, foram
pequenas, e podem ser um reflexo das alteragcbes de composicao das matrizes.

A partir dos célculos de temperatura, e empregando a equacdo de Saha-Boltzmann, foi
possivel determinar a densidade de elétrons do plasma formado para cada amostra.
Concomitantemente, foi avaliado o critério de McWhirter para cada uma das linhas de transicdo
dos elementos envolvidos na determinagdo quantitativa dos nutrientes. Assim, para simplificar
e ilustrar, para cada elemento, a Figura 35 ilustra para o caso das medidas no DP LIBS colinear,
o grafico de barras representando a densidade de elétrons calculada para o plasma, e as linhas
determinando a densidade minima estipulada pelo critério, apontando se houve o atendimento
ao critério para estabelecimento da condi¢cdo de LTE. A Figura 35b mostra uma aproximacéo

na regido do grafico em foram determinadas as densidades minimas.
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Figura 35—~ Gréfico de densidade eletrdnica do plasma gerado pela medida DP LIBS na geometria colinear
(barra cinza) e os valores de densidade minimos (linhas) necessarios para a assungdo do equilibrio
termodinamico local do plasma, segundo o critério de McWhirter, para cada um dos elementos Al,
Ca, Fe, K, Mg e Mn que serdo utilizados nas préximas etapas para quantificacdo nutricional das
amostras de folhas de soja. Em a) temos uma visdo geral e em b) uma ampliacdo da regido do
grafico que contém as densidades minimas. A legenda em a) é a mesma para ambos os graficos.
Fonte: Elaborada pela autora.

Os valores de densidade eletrdnica encontrados para o caso dos dados do sistema colinear
foram da ordem de 10'7cm™3. Ao aplicar o critério de McWhirter observamos que para 0 caso
do K e Mg, todas as amostras satisfizeram a densidade de elétrons minima. Para o Al, Ca e Mn,
duas amostras apresentaram densidades minimas ndo suficientes para assuncéo de LTE, e para

0 caso do Fe, foram 4 amostras. Observando atentamente tais amostras foi possivel notar que,
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apesar de ligeiramente abaixo da densidade estabelecida pelo critério, estas estavam muito
proximas e, portanto, se optou por ndo as excluir neste momento, e prosseguir com as

quantificaces, a fim de verificar comportamento.
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Figura 36 - Gréfico da densidade eletronica do plasma gerado pela medida DP LIBS na geometria ortogonal
modo reaquecimento (barra preta) e os valores de densidade minimos (linhas) necessarios para a
assuncdo do equilibrio termodinamico local do plasma, segundo o critério de McWhirter, para cada
um dos elementos Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg e Mn que serdo utilizados nas préximas etapas para
quantificagcdo nutricional das amostras de folhas de soja.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para o caso das amostras medidas pelo sistema DP LIBS operando na geometria ortogonal,
a maioria das amostras ndo apresentaram a densidade de elétrons minima necessaria para o
estabelecimento do LTE, segundo o critério de McWhirter. Assim como para a temperatura, no
caso do sistema ortogonal era esperada uma densidade de elétrons menor, quando comparada a
densidade obtida para o sistema na geometria colinear. Uma vez que o sistema colinear tem
maior interagdo com a amostra e possibilita a ablagcdo de uma quantidade maior de material, o
resultado é um plasma mais denso, e cuja melhora no sinal € resultado tanto do reaquecimento
do plasma quanto do maior numero de emissores presentes. Porém, devido as condi¢cbes de
medida para ambas as geometrias do sistema, era esperado que a maioria das amostras
pudessem atingir a densidade minima necessaria para considerarmos a possibilidade de
existéncia de LTE, o que ndo ocorreu e pode ser observado na Figura 36.

Diante do exposto, e considerando que a faixa de densidade de elétrons encontrada foi da

mesma ordem da densidade minima exigida (entre 10> e 10'®cm~3), ficou decidido que os
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préximos passos relacionados as quantificagdes seriam seguidos para observar os resultados
finais. Essa decisédo foi tomada pensando que, apesar de extremamente importante, tanto o
critério utilizado quanto a propria LTE, sdo bastante polémicos. Além disso, a condicdo de LTE
na massiva maioria dos trabalhos com LIBS & apenas assumida, e nunca avaliada. Isso é feito ja
que se acredita que, pelas condi¢cBes em que sdo gerados os plasmas LIBS, ao menos no inicio
da formacdo do plasma, a condigcdo é satisfeita. Além disso, alguns poucos trabalhos que
realmente avaliam as condic¢Ges do plasma indicam que, existem evidéncias de que ap6s 1us de
formacdo do plasma este se encontra em LTE, condicdo esta que estamos usando para estas
aquisicdes. (58,106)

5.8.1 Analise univariada

O método tradicional e mais simples de avaliacdo dos dados LIBS de maneira quantitativa
pode ser feito através de uma analise univariada, em que o sinal de um determinado elemento
pode ser diretamente comparado com a concentracdo do mesmo. Assim, para investigacdo da
possibilidade de quantificagdo por meio de uma curva de calibragdo univariada, foram
construidos modelos de calibracdo associando a area de um pico LIBS de um determinado
elemento, a concentracdo deste obtida por AAS. Para isso, do conjunto total de amostras Xingu
I1, até 10% das amostras puderam ser excluidas do modelo como outliers no momento em que
foram dispostas no grafico de Area do pico versus Concentracéo, e 10% foram separadas como
amostras para validacdo do método de maneira totalmente aleatéria.

Para ambas as geometrias do sistema, houve a tentativa de determinacdo dos seguintes
elementos: Ca, Al, Fe, K, Mg, Mn e Cu. Estes foram os elementos cujos picos de emisséo
foram encontrados em um espectro LIBS aquisicionado atraves da rede Echelle do
espectrémetro que se encontra no Laboratdrio de Optica e Fotonica da Embrapa Instrumentac&o
em Sao Carlos. Os erros na tentativa de ajuste do pico, para obtengdo da area do mesmo, no
caso do Cu na geometria colinear, foram grandes, e dessa maneira, resolvemos nao utilizar
esses resultados para quantificacdo, nem durante a analise univariada e nem para aplicacdo do
método CF. Isso pode ter ocorrido com os dados do sistema colinear e ndo com o ortogonal
devido o sistema, operando no modo colinear, proporcionar plasmas de maior temperatura e,
consequentemente, um maior sinal do continuo, que pode estar ocultando a presenca desta linha
na maioria das amostras, ja que trata-se de uma linha de baixa intensidade, e estarmos referindo
a um elemento de baixa concentragdo na amostra. A intencdo do trabalho era explorar ao
méaximo o perfil nutricional da planta de soja através da analise foliar, e por isso a deciséo de
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tentar trabalhar com todos eles inicialmente. Picos de emisséo de microelementos como Zn, Co
e Mo também foram exaustivamente procurados, mas ndo foram encontrados, ou ndo possuiam
qualidade suficiente para serem inseridos nas avaliacdes.

A escolha das linhas de emissdo de cada elemento sera apresentada nas figuras a seguir.
Todas as linhas encontradas no espectro foram identificadas e analisadas minuciosamente, e
parametros como intensidade relativa, transicdo e coeficiente de Einstein foram levados em
consideracdo na tentativa de eliminar efeitos indesejados e que pudessem comprometer a
analise quantitativa dos modelos gerados, tais como efeitos de reabsorcdo da linha. A presenca
de dupletos e tripletos e o comportamento das transicdes também foram considerados no
momento de determinacdo elementar, bem como na escolha das linhas que serdo utilizadas
durante a quantificagéo.

As Figura 37 e Figura 38 a seguir, trazem, respectivamente, para o sistema operando na
geometria Colinear e Ortogonal, os gréaficos das Areas dos picos versus Concentracio
determinada por AAS. Nestes, as amostras das classes Sadia e HVRF foram representadas por
simbolos e cores diferentes, de modo que pudessem ser descriminadas quanto a concentracao
dos diversos elementos. Nestes primeiros graficos de avaliacdo, foram inclusas as amostras que
serdo utilizadas como validacao (apenas para visualiza¢do do conjunto todo), e através deles foi
possivel prever quais, e como, alguns elementos estavam variando nas folhas de soja devido a
doenca.

Para o Al, Ca, Fe e até o Mn, aparentemente, mesmo com uma correlacdo direta simples,
permitida pela analise univariada, foi possivel observar um comportamento diferente em termos
de concentracdo em amostras sadias e doentes. Para os demais elementos, essa correlacdo néo
ficou evidente em uma andlise desse tipo, e possivelmente, serd necessario envolver outros
pardmetros e caracteristicas do plasma e/ou espectro LIBS, e aplicacdo de métodos

multivariados para uma avaliagdo mais conclusiva
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Gréficos de correlagdo direta entra a area do pico LIBS no sistema de geometria colinear, e a

concentracdo obtida pela medida da técnica de referéncia (AAS) para os elementos Al, Ca, Fe, K

Mg e Mn.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 38 - Graficos de correlacdo direta entra a area do pico LIBS no sistema de geometria ortogonal, e a
concentracdo obtida pela medida da técnica de referéncia (AAS) para os elementos Al, Ca, Fe, K Mg e
Mn.
Fonte: Elaborada pela autora.
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O grafico obtido para 0 Mn apresentou um comportamento 6timo de correlacdo entre area
do pico e concentracdo. Foi possivel notar que, para as amostras doentes, as concentracdes
obtidas pela técnica de referéncia, e area do pico, foram relativamente baixas quando
comparadas com as amostras sadias pela distribui¢do dos dados no grafico. Tal comportamento
foi bastante positivo dada a dificuldade de se calibrar nutrientes com baixa concentracao.

Na sequéncia serdo apresentados os valores da correlacdo de Pearson obtidos para cada um
dos modelos de calibracdo desenvolvidos a partir das amostras do conjunto Xingu Il. Para que a
parte grafica ndo fique exaustiva, apenas as curvas de calibracdo do Fe serdo apresentadas
como exemplo na Figura 39, tanto para a geometria colinear, quanto para ortogonal do sistema.

Para o caso do Al as curvas obtidas apresentaram coeficiente de correlacdo de 0,82 e 0,89 e
RMSE (raiz do erro quadratico médio, do inglés, Root Mean Square Error) 367,6 e 345,0,
respectivamente para as geometrias colinear e ortogonal. Para ambos 0s casos 6 amostras foram
aleatoriamente excluidas para a validacdo do modelo posteriormente. Em relagcdo ao Ca 0s
coeficientes de correlagéo de Pearson encontrados foram de 0,82 e 0,85 com desvio padréo da
curva em 215,6 e 306,0, respectivamente para o sistema colinear e ortogonal. No caso do Fe as
curvas foram apresentadas na Figura 39. Como para os elementos calculados anteriormente,
também neste caso foram separadas 6 amostras para validagdo. E importante mencionar, que
além de aleatérias, as amostras de validacdo séo retiradas de modo a ndo deixar o sistema

sadias versus HVRF desbalanceado, e para isso, sdo tomadas 3 amostras de cada uma das

classes.
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Figura 39 — Curvas de calibracdo geradas para o Fe. Em a) temos a curva para o sistema de geometria colinear, e
em b) dados para o sistema em geometria ortogonal.
Fonte: Elaborada pela autora.

Para os casos do K e Mg tivemos os piores modelos, para ambas as geometrias do sistema.

Os valores do coeficiente de correlagdo foram 0,60 e 0,71 para o sistema colinear, e 0,85 e 0,71
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para o ortogonal, respectivamente para K e Mg. Os valores de RMSE foram 35,3 e 242,8, e
52,14 e 496,7, sempre em unidades arbitrarias, e respectivamente para K e Mg, para a
geometria colinear e ortogonal. Para o caso do Mn, os modelos gerados apresentaram R? de 0,7
e 0,8 e, RMSE de 1,48 e 1,96, respectivamente para o sistema operando na geometria colinear e
ortogonal.

O ultimo modelo univariado gerado foi para o Cu, a partir dos dados obtidos a partir do DP
LIBS operando na geometria ortogonal. Para esse caso o coeficiente de correlacdo de Pearson
foi 0,52, ou seja, apresentando baixa correlacdo. Ainda assim, tentamos validar a curva, ja que
era sabido que elementos a baixas concentracdes trariam maiores desafios e dificuldades para o
processo de quantificagéo.

Nas figuras a seguir serdo apresentadas as curvas de validacdo dos modelos univariados

gerados.
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Tanto os resultados obtidos pelo sistema de geometria colinear, quanto para geometria
ortogonal, foram considerados satisfatorios. Quanto menor os valores de concentracdo do
elemento na amostra, maior a dificuldade de ajustar um modelo consistente para quantificacdo
univariada, porém, ainda assim isso foi possivel para o conjunto avaliado. Além de trazer a tona
os desafios relacionados a quantificacdo de modo geral, esse primeiro exercicio com os dados
permitiu checar a qualidade das linhas de emissdo com as quais trabalhamos, trazendo maior
seguranca para os resultados alcancados nas proximas etapas do trabalho. Vale ressaltar que,
apesar de ndo validar com sucesso e garantir a LTE em todas as amostras do sistema ortogonal,
ainda assim, o0s resultados de quantificacdo alcancados foram satisfatérios por analise

univariada.

5.8.2 Meétodo Livre de calibracéo

A partir do método CF, usando as determinacbes de Ca das amostras como elemento
padrdo, foi possivel determinar as concentracfes dos demais analitos, sem a necessidade de
construcao de curvas de calibragdo. Para isso, 0 primeiro passo foi o célculo da quantidade de
emissores atdbmicos e idnicos presentes no plasma. Apenas para ilustrar, a Tabela 9 mostra a
média da densidade de emissores de todas as amostras encontradas para cada elemento

estudado. A coluna N3, representa a soma da densidade de emissores atdmicos e idnicos.

Tabela 9 — Ndmeros de emissores médios encontrados nas amostras do conjunto Xingu Il medidas pelo sistema
DP LIBS colinear e ortogonal, bem como a massa atdmica utilizada para cada elemento nas
quantificagdes por CF.

Colinear (cm™3) Ortogonal (cm™3) Massa
Analito AtOmica
NOSG N05+ G NTS:otal NOS G N05+ G N7§otal (u.m.a.*)

Al 1,61E+11 1,69E+06 1,61E+11 7,15E+11 1,03E+06 7,15E+11 26,982
Ca 6,69E+11 1,06E+07 6,69E+11 4,27E+12 5,02E+07 4,27E+12 40,078
Cu -- -- -- 6,76E+06 8,54E-01 6,76E+06 63,546
Fe 9,24E+10 3,63E+05 9,24E+10 3,45E+11 1,07E+05 3,45E+11 55,847
K 2,12E+11 1,39E+07 2,12E+11 4,92E+11 4,07E+07 4,92E+11 39,098
Mg 1,13E+12 5,49E+06 1,13E+12 1,70E+13 1,17E+07 1,70E+13 24,305
Mn 1,93E+09 5,83E+03 1,93E+09 1,69E+10 9,08E+03 1,69E+10 54,938

* Unidades de massa atbmica — u.m.a.
Fonte: Elaborada pela autora

A partir das densidades totais, da massa atdmica, e considerando a concentracdo do

elemento padréo para cada amostra analisada, foram obtidos os valores de concentragdo dos
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analitos. As Figura 42-45 mostram os gréficos de correlacdo (coluna da esquerda) entre os
valores de concentragdo obtidos através dos calculos pelo método CF e medidos pela técnica de
referéncia para as medidas do conjunto Xingu Il pelo DP LIBS nas geometrias colinear e
ortogonal. A reta evidenciada no gréafico representa a curva x = y, ou seja, a condi¢do ideal
esperada para os valores absolutos de concentracdo. As figuras mostram ainda, na coluna da
direita, em um grafico de linhas e simbolos, as concentracdes obtidas para cada amostra, que
estdo representadas no eixo x de 1 a 71, da mesma maneira para AAS e CF, de modo que, o
ideal seria a sobreposicdo de cada ponto do grafico, ou seja, linhas pretas (concentracGes
obtidas por AAS) e linhas azuis (concentracdes obtidas por CF) sobrepostas. Ambos os graficos
(coluna da esquerda e da direita) ilustram duas formas de visualizar 0 mesmo resultado, em
uma comparacao AAS e CF.

Na Figura 42 observamos os casos do Al, Fe e Mg, para as medidas DP LIBS colinear.
Para o caso do Al, foi alcancado um valor elevado de correlacdo a partir do método CF, nas
quais as concentrac@es calculadas por CF se apresentaram pouco acima dos valores esperados.
No gréfico b) da Figura 42 as setas em vermelho indicam as duas amostras que ndo haviam
passado pelo critério de McWhirter, porém cujos valores de concentracdo calculados estiveram
proximos aos medidos. O mesmo ocorreu para 0 caso do Fe, que apesar de ter uma relacdo
evidentemente linear com a técnica de referéncia, os valores calculados pelo CF se
apresentaram superestimados em relacdo aos valores medidos por AAS. A linha do Fe utilizada
nos calculos (358,12 nm), e que pode ser vista facilmente no espectro LIBS, estd em uma
regido do espectro que contém inimeras linhas de emissdo deste mesmo elemento, como
listado na base de dados do NIST (64) Uma possivel justificativa para os valores
superestimados calculados, pode estar relacionada ao fato de mais de uma linha de emisséo
estar influenciando a linha utilizada, provocando um leve alargamento e/ou aumento de
intensidade relativa para a linha 358,12 nm. Se isso ocorre, 0s valores de area obtidos a partir
do ajuste Lorentziano podem ser maiores do que 0s reais para este elemento, resultando em
valores de concentracdo maiores do que os medidos. Vale comentar ainda que esta € uma linha
forte, com alto coeficiente de Einstein (1,02 108) e boa acuracia (A), o que faz dela uma linha
com alguma chance de ser auto absorvivel em amostras com alta concentracdo de Fe. Como 0s
valores de concentracao obtidos por CF estdo superestimados e ndo subestimados, entendemos
que ndo se trata de um caso de auto absorcdo da linha. Além disso, em plantas, a concentracéo
de Fe ndo é muito alta quando comparada a outros elementos, como Carbono e Caélcio, e,
portanto, a influéncia da auto absor¢do consideramos ser praticamente inexistente. Em relagéo

ao Mg a correlacdo entre CF e AAS também foi alta, o que fez com que praticamente 0s
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valores de concentracdo sobrepusessem o0s resultados para as duas técnicas no gréfico f) da
Figura 42. Para este caso, a média de recuperacdo dos valores de concentracdo ficou em torno

dos 94% a partir do método CF, demonstrando potencialidade e sucesso.

a) 7000 . . . . b) 7000 — . . . . . : :
Al - Al Amostras sadias | Amostras doentes * AAS
L 4 6000 |- i
6000 . * CE
(=2
5000 X 5000 1
()]
o E 4000 1
X 4000 =z
> o
5 S 3000 A
w3000 g
o IS
g 2000 g
2000 <
1000 g
1000 ©
0 |
0 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 80
AAS (mg/Kg)
c) d)
8000 : . : : - T 8000 ]
Fe
7000 F . E 7000 |
(=2
6000 |- £ 6000 ]
(=]
. 5000 - gy - é 5000 4
< . =
S 4000 - 'S, 4000 A
E . @
3000 F = |
&5 el - £ 3000
wiy e
2000 + LI S 2000 4
R | O
1000 =y 4 1000 E
0 1 1 1 1 1 1 1 0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 80
AAS(mg/Kg)
e) 40000 ) 45000 — . . . . . : :
30000 |- g 35000¢ ]
g 30000 1
S 25000 F =
N S 25000 g
> ‘
£ 20000} & 20000 ‘ ]
) €
O 15000 g 15000 F e
c
L L] - S 10000 g
10000 !-':... 8
| | ] |- -
5000 oy B ; 5000
" .
0 .. 1' 1 1 1 O L 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
0 10000 20000 30000 40000 0O 10 20 30 40 50 60 70 80
AAS (mg/Kg) Amostras

Figura 42 — Os graficos a, ¢ e e apresentam a correlacdo entre os valores de concentracdo obtidos através dos
calculos pelo método CF, e medidos pela técnica de referéncia para as aquisi¢cées do conjunto Xingu
Il pelo DP LIBS na geometria colinear, para os elementos Al, Fe, e Mg. A coluna da direita mostra,
para 0s mesmos elementos, um gréafico de linhas e simbolo, evidenciando as concentragdes AAS
(preta) e CF (azul), obtidas para cada amostra representada no eixo X (1 a 71). As setas em
vermelho indicam as amostras que ndo passaram pelo critério de McWhirter para possibilidade de
assuncdo de LTE. A divisdo em magenta aponta de 0-35 amostras sadias e 36-71 amostras doentes.
Fonte: Elaborada pela autora.
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A Figura 43 mostra as ilustracbes para os casos do K e Mn. Em relacdo ao K apesar dos
dados dispersos impossibilitando a definicdo de linearidade, os valores de concentracdo

calculados por CF estdo relativamente proximos aos medidos por AAS, como ilustrado no

grafico b da Figura 43.
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Figura 43 - Os gréficos a e ¢ apresentam a correlacdo entre os valores de concentragdo obtidos através dos

calculos pelo método CF, e medidos pela técnica de referéncia para as aquisi¢cdes do conjunto Xingu
Il pelo DP LIBS na geometria colinear para os elementos K e Mn. A coluna da direita mostra, para
0s mesmos elementos, um gréafico de linhas e simbolo, evidenciando as concentraces AAS (preta) e
CF (azul), obtidas para cada amostra representada no eixo X (1 a 71). As setas em vermelho indicam
as amostras que ndo passaram pelo critério de McWhirter para possibilidade de assungdo de LTE. A
seta em verde indica um intervalo de 4 outliers excluidos do gréafico, cujos erros de ajuste da curva
Lorentziana no pico superaram os 10% aceitaveis. A divisdo em magenta aponta de 0-35 amostras
sadias e 36-71 amostras doentes.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para o Mn a situagdo foi um pouco diferentes, ja que os valores encontrados por CF estdo
subestimados para este analito, o que pode ser observado na Figura 43c. Uma possivel
justificativa para o que encontramos esta relacionada a propria concentracao do elemento, que é
baixa na amostra em questdo. Dessa maneira, 0 fato de a intensidade dos picos ser baixa pode
fazer com que os ruidos da radiacdo de fundo prejudiquem o estabelecimento da linha de base e

obtencdo da area, subestimando seu valor e consequentemente os valores de concentragdo
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calculados por CF. Para elementos trago desse tipo, ja era esperado um desafio muito grande
para alcance de sucesso na quantificacdo por CF, j& que, estes sdo também um desafio para a
propria técnica de referéncia. Apesar disso, as condi¢des otimizadas proporcionadas pelo
sistema DP LIBS permitiram a avaliacao deste elemento por CF com valores relativos entre as
amostras bastante coerentes (Figura 43d).

Na sequéncia serdo apresentados e discutidos os resultados de CF obtidos para o caso do
DP LIBS na geometria ortogonal. A Figura 44 traz as analises para os seguintes analitos: Al, Fe
e Mg. O comportamento em relacdo as quantificacbes alcancadas foi bastante semelhante ao
encontrado para as aquisi¢des do sistema colinear. O Al apresentou alta correlacdo dos dados
CF e dos dados de referéncia.

O Fe, apesar da alta linearidade, teve a quantificacdo pelo método CF superestimada
quando comparada com a referéncia para altas concentracGes. Conforme mencionado para o
caso do sistema colinear, isso pode estar acontecendo pela associacdo de mais de uma linha de
Fe no intervalo do pico, ja que quanto maior a concentracdo de Fe encontrada, mais os valores
quantificados pelo CF estavam superestimados. E importante lembrar que ndo temos outras
linhas de Fe em condicGes boas como esta para que fosse possivel uma substituicdo. De fato,
tentativas de quantificagcdo utilizando outras duas linhas de Fe foram conduzidas, mesmo
sabendo que ndo seriam linhas adequadas pela alta intensidade relativa e caracteristicas das
transi¢des, porém sem sucesso. Dessa maneira, conhecendo o problema de resultados
superestimados do Fe, constatamos a demanda de uma maior exploracdo métodos que possam
corrigir e posteriormente aplicar essa linha para quantificacdes absolutas. Uma descoberta
desse tipo, nos coloca mais préximos a situacBes reais de andlises de materiais biol6gicos
complexos, sem um grande preparo de amostra e a partir de modelos de quantificacdo que
dispensam o uso de conjuntos de calibrag&o e todas as dificuldades intrinsecas desse processo.

O Mg apresentou também comportamento semelhante ao observado para o caso do sistema
colinear. A grande maioria dos valores encontrados estava acima dos valores determinados por
AAS, e apesar da dispersédo vista no grafico e) da Figura 44, é possivel notar a tendéncia de
linearidade nos dados. A recuperacdo nesse caso ficou em torno dos 200%, enquanto que para o

Fe os valores oscilaram em média nos 160% e para o Al estiveram em torno de 120%.
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Figura 44 — Na coluna da esquerda vemos os graficos de correlacdo entre os valores de concentragdo obtidos

através dos calculos pelo método CF, e medidos pela técnica de referéncia para as aquisi¢cBes do
conjunto Xingu Il pelo DP LIBS na geometria ortogonal, para os elementos Al, Fe, e Mg. A coluna
da direita mostra, para os mesmos elementos, um gréafico de linhas e simbolo, evidenciando as
concentracdes AAS (preta) e CF (azul), obtidas para cada amostra representada no eixo X (1 a 71).
A divisdo em magenta aponta de 0-35 amostras sadias e 36-71 amostras doentes.

Fonte: Elaborada pela autora.

A Figura 45 mostra os graficos comparando os dados de quantificacdo por CF e AAS para

0s microelementos Mn e Cu, e também para o K.
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Figura 45— Na coluna da esquerda vemos os graficos de correlagdo entre os valores de concentragdo obtidos

através dos céalculos pelo método CF, e medidos pela técnica de referéncia para as aquisi¢cdes do
conjunto Xingu Il pelo DP LIBS na geometria ortogonal para os elementos Mn, Cu e K. A coluna da
direita mostra, para 0os mesmos elementos, um gréfico de linhas e simbolo, evidenciando as
concentracdes AAS (preta) e CF (azul), obtidas para cada amostra representada no eixo X (1 a 71).
A divisdo em magenta aponta de 0-35 amostras sadias e 36-71 amostras doentes. As setas em verde
indicam 2 amostras excluidas como outliers das medidas de AAS por apresentarem valores muito
altos e discrepantes das demais.

Fonte: Elaborada pela autora.

Para o Mn obtivemos comportamento parecido com o obtido para as medidas com o

sistema colinear. Os valores absolutos calculados por CF estdo subestimados em relagdo a

referéncia,

apesar de coeréncia apontada pelo comportamento das linhas no grafico b), que
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seguem um desempenho bastante semelhante quando comparamos as variagcdes entre uma
amostra e outra. Para o caso do Cu, os valores calculados pelo método CF através dos espectros
LIBS e suas propriedades, foram ainda mais subestimados em relacdo a técnica de referéncia.
Apesar das dificuldades de encontrar e trabalhar com essa linha de Cu, a analise na busca de
um possivel resultado de quantificacdo foi mantida, mesmo que ndo tenha sido facil obter um
bom ajuste para esse pico pouco intenso no espectro (cujo erro de ajuste oscilou em torno dos
10% toleraveis). Conforme o esperado, ndo foi possivel alcancar a quantificacdo por este
método para este microelemento da planta de soja.

No caso do K a dispersdo dos pontos em torno da curva ideal foi grande, ou seja, sem
alcancar linearidade esperada. Apesar disso, os valores calculados por CF estiveram oscilando
proximos aos valores medidos por AAS, demonstrando a potencialidade do método na
determinacdo deste analito a partir das medidas DP LIBS operando na geometria ortogonal.

O K foi o nutriente que apresentou comportamento disperso para as duas geometrias em
estudo. Por ser um elemento cuja concentracdo na planta ndo € pequena, a dificuldade na
quantificacdo deste chamou a atencdo. Inicialmente, acreditamos que os efeitos ndo lineares
observados poderiam ser devido a auto absorcdo do pico do elemento utilizado nas
investigacOes, apesar de todo estudo feito anteriormente para a sele¢do da linha. Para por fim a
essa davida, realizamos um estudo de correlacdo de cada ponto de intensidade em torno do pico
de potassio em 693 nm com a concentracdo deste elemento obtida por AAS, observamos que o
maior coeficiente de correlacdo de Pearson obtido coincide exatamente com o centro do pico de
K. Isso acontece tanto para o caso do DP LIBS colinear quanto para o ortogonal, e pode ser
observado nos gréficos da Figura 46. Esta constatacdo permite concluir que, o pico de K em
andlise ndo se encontra auto absorvido e, portanto, os fenémenos nao lineares observados nédo
se devem a esta hipdtese.

Tendo sido observado resultados ligeiramente melhores para o DP LIBS ortogonal quando
comparamos, para ambas as geometrias do sistema, as quantificacbes via CF e via AAS, uma
outra hipotese levantada esta relacionada as diferengas encontradas entre a formagéo do plasma
em cada uma das configuragdes. Assim, sabendo que o sistema colinear proporciona um
plasma mais denso do que o plasma gerado pela geometria ortogonal (o que pdde ser
comprovado pelos valores de densidade eletronica encontrados), e que as intensidades de
ambos operando de forma otimizada, ndo apresentaram grandes diferencas (Figura 46),
acreditou-se que o espalhamento de luz por particulado seja o responsavel pelos fenbmenos nao
lineares que estdo ocorrendo no caso do K, para as medidas realizadas no DP LIBS colinear.

Em outras palavras, por apresentar um plasma mais denso, ja que 0 sistema operando na
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geometria colinear consegue ablacionar uma maior quantidade de amostra, este deveria
proporcionar um sinal também maior. Isto ndo é observado, e pode ser verificado nas
intensidades espectrais representadas nas Figuras 46 e 47, o que leva a acreditar que parte da
luz ndo esteja atingindo o detector, e que isto pode estar ocorrendo devido a presenca de
particulados no plasma, que devem, por sua vez, estar funcionando como espalhadores de luz,

resultando em um plasma ndo opticamente fino para este elemento.
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Figura 46 — Gréficos de coeficiente de correlagdo de Pearson (linha espessa em preto) entre os valores de
intensidade e a concentracdo do K obtida pela técnica de referéncia, para cada um dos comprimentos
de onda possiveis de medir através do espectrometro Echelle, para o caso das avaliagdes DP LIBS
colinear, em a), e ortogonal, em b). O eixo y a direita é referente aos valores de intensidade do
espectro LIBS, para que fosse possivel a visualizagdo do perfil do pico no intervalo de estudo, apds
correcdo da linha de base.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 47 - Espectro médio das amostras sadias do conjunto Xingu Il medidas no sistema DP LIBS colinear (em
vermelho) e ortogonal (em preto).
Fonte: Elaborada pela autora.

Vale ressaltar que, para o caso dos espectros obtidos a partir do sistema operando na
geometria ortogonal, a grande maioria das amostras ndo atenderam as condicdes de LTE
segundo o critério de McWhirter. Porém, os comportamentos observados em relacdo a
comparagdo de quantificagdo obtida pelo sistema no colinear e no ortogonal foram muito
parecidas, e até superiores em relacdo a geometria ortogonal algumas vezes. Tal fato nos levou
a acreditar que talvez esse critério ndo seja tdo robusto na avaliacdo do estabelecimento da
LTE, e ainda, que realmente as condi¢cGes em que um plasma é gerado por LIBS levam a um

plasma em LTE para um determinado intervalo de tempo. (86,88)

59  Avaliagdo diagnostica

59.1 Quantitativa: perfil nutricional

Ap0s todas as determinagdes nutricionais das amostras do conjunto Xingu Il por ambas as
geometrias do sistema DP LIBS, tentamos associar as diferentes concentracdes dos analitos a
presenca ou auséncia da doenca HVRF. Para isso, como usado para os dados do LIBS

comercial, foram construidos modelos de classificacdo via regressdo associado ao metodo dos
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minimos quadrados parciais, e tais modelos foram avaliados segundo uma validagdo cruzada
dos dados. Como forma de comparacdo, os dados de quantificacdo pela técnica de referéncia
também foram utilizados na construcdo de um modelo. Para que essa comparacdo fosse
equanime, isso foi feito incluindo as quantificacdes do Cu para o caso do DP LIBS ortogonal, e
também ndo as incluindo, a fim de comparar com as determinac6es obtidas através do DP LIBS
colinear. Feito isso, e comparando os classificadores gerados entre si para os dados AAS,
vimos que os resultados foram exatamente 0s mesmos na aproximacdo de uma casa apos a
virgula, e que, portanto, 0 Cu ndo apresenta grandes diferencas de concentracao entre as classes
de amostras sadia e HVRF, néo efetuando papel fundamental nessa distincao.

Ainda em relacdo ao Cu, o fato de que este elemento ndo deve ajudar a distinguir as
amostras sadias e doentes pode ser confirmado pelo grafico do Cu na Figura 38, nela, as
amostras sadias e HVRF estdo todas misturadas, independente das concentracdes. O Cu tem o
papel de ativar algumas enzimas envolvidas na sintese de lignina, e é essencial em diversos
sistemas enzimaticos da planta. Ele é necessario para o processo de fotossintese, essencial na
respiracdo e ajuda no metabolismo de carboidratos e proteinas, porém, aparentemente nao é
alterado durante um estresse bidtico. Além disso, altas concentracdes de Cu no meio sédo téo
prejudiciais quanto a falta deste nutriente. (107)

Conforme vimos no caso das analises com o LIBS comercial e a utilizacdo da ferramenta
PCA nos dados, Ca, Mg e K sdo nutrientes que variam as concentragdes, em média, quando as
duas classes de amostras sdo comparadas. O Ca tem papel importante na constru¢do das
paredes celulares, auxiliando no crescimento de raizes e brotos. Por ser um nutriente que tem
baixa mobilidade na planta de soja, sua méa distribuicdo e deficiéncia pode levar ao aborto de
flores e vagens, reduzindo a produtividade da planta. (108-109) Além disso, Ca é
frequentemente chamado de primeira linha de defesa da planta. Muitos organismos infectam as
plantas, os fazem penetrando o tecido da parede celular por meio de pectinases (enzimas que
digerem pectinas). (110) Quanto maior a concentragdo de Ca na planta, maior a concentragéo
de pectinas que mantém as células juntas e, portanto, maior a habilidade de resistir a tais
enzimas. A doenca em estudo, por ter como agente um nematoide que aparentemente ataca e
hospeda a raiz das plantas, pode estar prejudicando a absor¢do de alguns nutrientes através da
raiz, como o Ca, resultando em deficiéncias e um conjunto de sintomas da doenga. Assim, 0
que observamos, é uma concentragdo menor do Ca nas plantas HVRF quando comparadas as
sadias.

Além da prépria doenca, a deficiéncia de um determinado nutriente pode levar a alteragdes

de concentracdo dos demais. Como é o caso da concentracdo de K que pode ser afetada pela
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concentragdo de Ca disponivel na planta. A baixas concentracdes de Ca, Rayar e colaboradores
(108) mostraram que, a absorcdo de K é maior, corroborando para os resultados qualitativos
obtidos para o K durante as analises dos dados do sistema LIBS comercial, que apontou uma
tendéncia de aumento da concentracdo de K nas amostras doentes. Para os resultados do DP
LIBS, tanto colinear quanto ortogonal, as amostras sadias e doentes ficaram um tanto quanto
sobrepostas, ndo sendo possivel visualizar essa diferenciagdo em um simples grafico de
correlacdo direta das técnicas avaliadas (CF x AAS), ainda que a média das concentragdes de K
possa apontar para esta hipotese.

Apesar dessa observacédo das diferencas encontradas nas concentragfes de K para amostras
sadias e doentes, ainda assim, 0s niveis podem estar baixos para este nutriente, devido a
doenca. Este € um elemento mdvel na planta, cuja deficiéncia pode causar justamente dois dos
principais sintomas da HVRF: caules verdes e a retencao foliar. (111)

O Mg e o Fe sdo nutrientes também essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. O magnésio, de modo geral, € um ion mdvel na planta, e tem papel fundamental na
formacdo de carboidratos, na biossintese de proteinas, e na estabilizacdo de acidos nucleicos
funcionais, sem contar que, como um nutriente movel, é essencial na regulacdo da balanca
céation-anion e é um ion osmoticamente ativo para regulacéo do turgor das células. (112) Assim,
0 desbalanco desse nutriente na planta pode resultar em diversos problemas e alteragdes na
mesma. Para o Fe, a situacdo ndo é muito diferente. Ele € um micronutriente envolvido na
formacédo de proteinas e diversas enzimas, além de estar envolvido no processo de transferéncia
de energia, de respiracdo e metabolismo da planta. Observamos que nas amostras de soja
doentes, a concentracdo de Fe é menor do que nas amostras sadias. Menores teores de Fe na
planta podem resultar em sintomas como clorose, que afeta principalmente as folhas mais
novas da planta, seu crescimento, e faz com que a produtividade decaia. (113)

Ap0s essa pequena avaliacdo das mudangas nutricionais que a doenga pode estar causando
nas amostras de planta de soja, seguimos com a geracdo dos modelos de classificacdo das
amostras através do método CVR+PLSR, e consequente verificagdo de que, os perfis
nutricionais quantificados podem ser indicativos da presenca ou auséncia da HVRF. A Tabela
10 traz as matrizes de confuséo obtidas na validacdo cruzada durante a avaliacdo dos modelos
de classificacdo via regressao, associado ao metodo dos minimos quadrados parciais, para 0s
dados de quantificagdo pela técnica de referéncia AAS, e pelas concentracdes elementares

obtidas através do CF para os dados do DP LIBS colinear e ortogonal.



129

Tabela 10 —Matriz de confusdo obtida na validagdo cruzada durante a avaliacdo dos modelos de classificacdo via
regressao, associado ao método dos minimos quadrados parciais, para os dados de quantificacdo pela
técnica de referéncia (coluna 1: AAS), pelas concentracdes elementares obtidas através do CF para 0s
dados do DP LIBS colinear (coluna 2) e ortogonal (coluna 3).

AAS DP LIBS Colinear DP LIBS Ortogonal
Classe nominal (})  Sadia HVRF Sadia HVRF Sadia HVRF
Sadia 89% 11% 86% 14% 83% 17%
HVRF 0 100% 3% 97% 3% 97%

Fonte: Elaborada pela autora.

Considerando as amostras doentes como nossa classe de maior interesse e, portanto, a
classe positiva, calculamos o indice kappa, a sensibilidade (também conhecida por revocacao),
especificidade e precisdo dos modelos para cada um dos trés casos para que pudéssemos
compara-los de maneira confidvel. A partir das taxas, VP, FP, VN e FN, é que foram
estabelecidas as métricas de avaliagdo dos modelos de classificacdo que se encontram na
Tabela 11.

Tabela 11 — Métricas de avaliacdo dos modelos de classificacdo gerados para os dados de quantificacdo por AAS
(coluna 1), pelas concentragdes elementares obtidas através do CF para os dados do DP LIBS
colinear (coluna 2) e ortogonal (coluna 3).

AAS DP LIBS Colinear DP LIBS Ortogonal
Acuracia 94% 92% 90%
Sensibilidade 100% 97% 97%
Especificidade 89% 86% 83%
Precisdo 90% 88% 85%
indice kappa 89% 83% 80%

Fonte: Elaborada pela autora.

Um erro crasso em uma avaliacdo diagnostica de plantas como esta, esta exatamente na
taxa de falsos negativos, pois classificar uma amostra doente como sadia é preocupante, ja que
um diagnostico desse faz com que ndo seja dispendida atencdo necessaria a esta planta, que
permanecera sem manejo, e pode agir como indculo para disseminagdo da doenca em campo.
Um erro do tipo falso positivo é ruim, porém coloca o produtor em alerta em relacdo aquela
planta, fazendo com que os danos sejam contidos. A taxa de falsos negativos seria, portanto,
um bom parametro de comparacdo dos modelos, porém, para ambos os sistemas DP LIBS, ela
ficou em 3%.

A acurdcia, ou a taxa de amostras classificadas corretamente ficou em 94% para 0 modelo
com os dados AAS, 92% para DP LIBS colinear e 90% para DP LIBS ortogonal. Assim, em
uma avaliagéo de acertos que considera igualmente as duas classes, o sistema DP LIBS colinear
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apresentou desempenho pouco superior ao ortogonal. A sensibilidade foi de 97% para ambos os
modelos DP LIBS, e ela mostra a taxa com que o modelo classifica como positivo (HVRF)
todas as amostras que sao de fato positivas, ou seja, doentes. J& a especificidade considera a
taxa com que o modelo classifica como negativas (sadias) as amostras que sdo de fato sadias,
considerando apenas os exemplos negativos, e ficou em 86% para o modelo DP LIBS colinear
e 83% para o ortogonal. Mais uma vez, o modelo DP LIBS colinear demonstrou um
desempenho pouco superior. Em outras palavras, a sensibilidade mostra a capacidade que o
modelo tem de diagnosticar corretamente as amostras doentes e, a especificidade mostra a
capacidade do modelo em classificar corretamente as amostras sadias.

A precisdo do modelo trata do indice de acerto das amostras positivas, ou indice de acerto
em relacdo a classe HVRF, e considerando apenas essa classe para os calculos. Nesse caso,
alcancamos 88% de precisdo no modelo do DP LIBS colinear e 85% no DP LIBS ortogonal.
Por fim, uma Gltima métrica avaliada em relacdo aos classificadores foi o indice kappa. Ele traz
uma maneira de expressar a confiabilidade do modelo, e é uma medida de concordéancia usada
em escalas nominais que nos fornece uma ideia do quanto as observacdes se afastam daquelas
esperadas, fruto do acaso, indicando entdo o qudo legitimas as interpretacdes sdo. Existe uma
escala de concordancia do kappa que diz que se o indice € menor do que 0, ndo existe
concordancia, ou seja, estamos falando de classificacGes feitas ao acaso, se esta entre 0 e 20% a
concordancia € fraca, entre 21 e 40% ¢ sofrivel, entre 41 e 60% ¢ regular, entre 61 e 80% é boa,
entre 81 e 99% ¢é Gtima, e quando atinge o 100% é perfeita. No caso dos modelos gerados, a
concordancia foi 6tima para o caso DP LIBS colinear e para 0 modelo AAS, e boa para o
modelo DP LIBS ortogonal, indicando que, para este tultimo modelo, a classificacdo concorda
mais com o que seria esperado pela chance (acaso) do que o modelo DP LIBS colinear, apesar
dessa diferenca ser ainda muito pequena.

Assim, para todas as métricas de avalia¢do utilizadas podemos observar sutil superioridade
do modelo gerado pelos dados de quantificacdo obtidos através do método CF a partir dos
espectros DP LIBS colinear, sendo que os dados de quantificacdo obtidos pelo método de
referéncia ainda assim levaram ao melhor classificador gerado, de maior acuracia e grande
precisdo. Tais resultados permitiram concluir entdo que, o método de quantificagdo proposto
utilizando LIBS, em ambas as geometrias, para posterior classificacdo de sanidade das plantas a
partir do perfil nutricional calculado, pode ser uma excelente ferramenta de analise e
diagnostico, ndo somente para plantas de soja, podendo ser extrapolado para outras culturas e
outras doencas, de maneira que possa auxiliar o produtor em campo, de maneira rapida, eficaz,

sem a necessidade de grande preparo de amostra e producédo de residuos quimicos.
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5.9.2 Semiquantitativa: uma relagéo entre os nutrientes presentes na planta

O fato de tentarmos trabalhar com amostras que ndo tiveram nada adicionado como
elemento padrdo ou controle, esta relacionado a tentativa de facilitar avaliacdes de amostras em
condigdes de campo, de maneira rapida. Pensando nisso, minimizar ou eliminar o preparo de
amostras € extremamente relevante. Nesse sentido, desejando a investigacdo das necessidades
nutricionais de uma plantacdo com finalidade diagnostica, € possivel aplicar o método de
quantificacdo em estudo, o CF, trabalhar apenas com as razGes de um elemento por outro, e
dessa maneira, conhecer as necessidades nutricionais da planta. Fazendo isso, ou seja, ndo
desejando a determinacdo absoluta de cada nutriente da planta, a ultima etapa de aplicacdo do
método CF é dispensada, ndo havendo necessidade de se conhecer a concentracdo de nenhum
analito para a determinacdo dos demais, ja que estamos interessados nas relacdes de um
nutriente por outro.

Entendendo as condi¢fes ideais de uma planta saudavel em campo, e como se comportam
as razbes de um elemento por outro no caso ideal e quando apresentam a doenca em estudo, as
proprias razdes podem ser parametros de avaliacdo da necessidade da plantacdo, néo
precisando envolver nenhuma andlise quimica complexa, com o dispéndio de tempo e producdo
de residuos quimicos, ou até mesmo a adicdo de um componente no preparo da amostra,
quando o que se deseja € uma avaliacdo rapida para tomada de decisdo imediata no campo.
Assim, nesta Gltima etapa do trabalho, houve a tentativa de simplificacdo do Gltimo passo do
método CF, e a partir da equacdo (18), chegamos na razdo de um elemento por outro. A partir
das diversas razbes obtidas (calculamos todas as possiveis a partir dos elementos que
identificamos e trabalhamos no espectro LIBS) tentamos fazer a geracdo dos modelos e

classificacdo usando CVR + PLSR, como anteriormente.

Para o estudo, foram obtidas as seguintes razdes entre os macronutrientes: K /Ca’ Kk /M g®
Ca i i ; rdicec Al Al
/Mg' Para os micronutrientes, foram calculados os seguintes indices: /Fe' /Mn e

Fe/Mn_ Como foi baixa a predicdo para o elemento Cu nos dois estudos anteriores de

quantificacdo, ficou decidido que este elemento ficaria de fora dessas anélises. Por este motivo,

ndo foram contabilizadas razdes entre elementos que envolvessem o Cu. Por fim, os indices

entre macro e micronutrientes também foi considerada: Ca/Fe, Ca/Mn, Ca/Al, Mg/Fe,

Mg/Mn, Mg/Al’ K/Fe’ K/Mn e, K/Al' O estudo foi conduzido considerando as determinacoes



132

a partir do CF para os dados DP LIBS colinear e ortogonal, e também para os quantificados
pela técnica de referéncia.

Observando as razdes, verificamos que, por exemplo, K/Caé maior, em media nas

amostras doentes, sugerindo um aumento na concentracdo do K ou decréscimo na concentracdo

do Ca devido a presenca da doenca. Isso foi observado para os trés casos avaliados. J& a razéo

Ca foi pouco menor em média nas amostras doentes, sugerindo uma diminuicdo da
Mg

concentracdo de Ca e/ou aumento do Mg. Para o K/Mg houve uma diferenca em relacdo aos

dados de referéncia e os demais. Para os dados DP LIBS, praticamente ndo houve variacéo
dessa razdo, de maneira que podem estar aumentando ou diminuindo em propor¢do suas
concentragcdes na amostra avaliada, enquanto que, para os dados AAS, o fator referente a esses
nutrientes apareceu maior mas amostras HVRF, reforcando a possibilidade de aumento na
concentracdo de K e/ou diminui¢do na concentracdo de Mg. Apesar do observado através da
média e desvio calculado para esses dados, foi assumida a normalidade dos dados e
homogeneidade da variancia (confirmada pelo teste de Levene para alguns casos) e em seguida,
os dados foram avaliados estatisticamente, com 95% de confianca, pelo teste de comparacgéo de
médias denominado Teste de Tukey. Através dele, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa entre as amostras HVRF e sadias.

Diferente do que houve para o caso dos macronutrientes, as razdes entre 0s micronutrientes
apresentaram diferenca estatistica significativa para o caso dos dados DP LIBS, tanto medidos
a partir da geometria colinear, quanto ortogonal. O que ndo aconteceu para os dados obtidos a
partir da técnica de referéncia. Como as medidas DP LIBS foram realizadas intercalando
amostras sadias e amostras HVRF, ndo existiu enviesamento dos dados por classe. Concluimos
assim, que o LIBS pbde, com maior rigor, detectar as diferencas das razdes dos nutrientes das
plantas.

AvaliagOes semelhantes foram conduzidas com as demais razdes calculadas, e para
praticamente todas, houve diferenca estatistica significativa entre a classe sadia e HVRF a
partir do teste de comparacdo de médias com 95% de confianca. Um estudo mais agronémico e
fisiologico da planta a partir das razdes encontradas poderia levar as alteraces que estdo sendo
observadas, ajudando na compreensao da doenca e no manejo pelo produtor.

A partir das razdes obtidas, induzimos trés diferentes classificadores e verificamos seu
desempenho através as mesmas métricas que usamos para 0 caso dos valores absolutos
quantificados por CF. A Tabela 12 traz as matrizes de confusédo obtidas para os trés casos

avaliados.
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Tabela 12 —Matriz de confusdo obtida na validacdo cruzada durante a avaliacdo dos modelos de classificacdo via
regressdo, associado ao método dos minimos quadrados parciais, para as razdes das concentracBes
obtidas pela técnica de referéncia (coluna 1: AAS), e pelos dados semiquantitativos obtidos por CF
para os dados do DP LIBS colinear (coluna 2) e ortogonal (coluna 3).

AAS DP LIBS Colinear DP LIBS Ortogonal
Classe nominal (})  Sadia HVRF Sadia HVRF Sadia HVRF
Sadia 94% 6% 86% 14% 91% 9%
HVRF 6% 94% 22% 78% 8% 92%

Fonte: Elaborada pela autora.

As métricas também foram calculadas considerando a classe doente como a de maior

interesse, e 0s resultados estdo expostos na Tabela 13.

Tabela 13 — Métricas de avaliagdo dos modelos de classificacdo gerados para as razfes dos dados de
quantificagdo por AAS (coluna 1), e pelas avalia¢cBes semiquantitativas obtidas por CF para os dados
do DP LIBS colinear (coluna 2) e ortogonal (coluna 3).

AAS DP LIBS Colinear DP LIBS Ortogonal
Acuracia 94% 82% 92%
Sensibilidade 94% 78% 92%
Especificidade 94% 86% 91%
Preciséo 94% 85% 92%
indice kappa 89% 63% 83%

Fonte: Elaborada pela autora.

Como mencionado anteriormente, a taxa de falsos negativos alta é algo que preocupa em
uma proposta diagndstica como esta. Trabalhando com as razfes dos nutrientes, esta ficou
bastante superior para o caso do sistema DP LIBS colinear (22%), indicando que, esse modelo
pdde, no caso do DP LIBS ortogonal, evidenciar melhor as diferengas nutricionais encontradas
entre as amostras sadias e HVRF, mantendo a taxa de falsos positivos em 8%, bastante proxima
a alcancada nas analises com AAS (6%).

Ao observar a acuracia, foi possivel notar que houve queda de desempenho acentuada
apenas para o caso DP LIBS colinear, enquanto que para os demais, a taxa de acerto ficou
proxima a obtida anteriormente para o caso das amostras quantificadas em valores absolutos.
Assim, em uma avaliacdo de acertos que considera igualmente as duas classes, o sistema DP
LIBS ortogonal acabou se destacando em relacdo ao colinear.

Quanto a sensibilidade, houve queda nas porcentagens para todos o0s casos quando
comparamos com as métricas da Tabela 11, porém, o valor que chama atencéo € a queda de
desempenho nesse quesito para o sistema DP LIBS colinear. J& em relacdo a especificidade do
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modelo, ndo notamos queda, e podemos notar a sua maior assertividade na classificagdo das
amostras sadias, 0 que é importante. Mais uma vez, para 0 caso das razdes nutricionais, 0
modelo DP LBS ortogonal demonstrou um desempenho pouco superior.

Quanto a precisdo dos modelos, foram alcangados 85% para DP LIBS colinear e 92% no
DP LIBS ortogonal, o que representou também uma piora de desempenho do sistema na
geometria colinear em andlises desse tipo. E por ltimo, a partir do indice kappa avaliamos a
confiabilidade do modelo, e verificamos que a concordancia foi 6tima para os dados AAS e DP
LIBS ortogonal e boa para o DP LIBS colinear.

Assim, de modo geral, para a constru¢do de modelos diagndsticos da doenca HVRF em
soja a partir de dados semiquantitativos calculados a partir do rigor do método CF, o sistema
DP LIBS apresentou um melhor desempenho. Tais resultados permitiram concluir entdo que, o
método semiquantitativos de diagnostico proposto utilizando LIBS, foi mais sensivel e
assertivo na geometria ortogonal, apesar do bom desempenho também na geometria colinear.
Vale ressaltar a importancia dessa descoberta, que possibilita 0 uso da técnica LIBS como
ferramenta diagndstica, de maneira extremamente rapida, sem a necessidade de adicdo de
compostos quimicos para preparo da amostra, e muito menos a producdo de residuos
prejudiciais a0 meio ambiente a partir das técnicas usuais. O método diagndstico
semiquantitativo a partir da aplicacdo do CF, dispensa totalmente o uso padrfes ou materiais
certificados, supera as dificuldades relacionadas aos efeitos de matriz e permite o diagnostico

da HVRF com taxas de acerto superiores a 80%.



135

6 CONCLUSAO

Através do primeiro estudo, que envolveu a aplicacdo do sistema LIBS de baixa resolucéo,
foi possivel uma avaliagdo qualitativa das variagdes em trés macroelementos presentes nas
folhas de soja, e através destes dados foram alcancados, em média, 90% de acerto na
classificacdo entre amostras doentes com soja louca Il e amostras sadias. Além disso, 0
emprego do PCA nos dados LIBS permitiu inferir que a doenca provoca relativa diminuicao da
concentracdo de Ca e Mg, e um aparente pequeno aumento nos niveis de K. Assim, tendo este
estudo sido conduzido paralelamente em dois conjuntos de amostras, de diferentes cultivares de
soja, e cujos resultados corroboraram entre si, foi possivel demonstrar a potencialidade da
ferramenta para o diagndéstico de plantas de soja.

A avaliacdo dos dados obtidos a partir de variagdes nos parametros do sistema LIBS de alta
resolucdo permitiu concluir que o modo de operacdo DP LIBS colinear tem sinal até 400%
superior do que o proporcionado pelo SP LIBS com mesma densidade de poténcia total, ao
operar com atraso entre os pulsos de 500 ns, tempo de atraso do espectrémetro também de 500
ns e tempo total de aquisi¢do de 10 ps. Além disso, as condi¢des do plasma formado e re-
excitado no DP LIBS, como temperatura e densidade de elétrons, sdo minimamente suficientes
para o possivel estabelecimento do equilibrio termodinamico local, atestado pela satisfacdo do
critério de McWhirter. As medidas DP LIBS ortogonal permitiram obtencdo de dados de
qualidade a partir de baixas energias do laser de excitacdo em 532 nm, tendo sido consideradas
boas as medidas com energia em 16 mJ, e tempo de atraso de 600 ou 3000 ns. VVale mencionar
que as otimizagdes foram conduzidas de modo a melhorar o sinal obtido de maneira geral no
espectro, e para verificagdo disso, acompanhamos duas linhas de emisséo, uma de Ca e outra de
Mg. Tendo, cada elemento quimico suas proprias caracteristicas, é possivel otimizar os
sistemas de modo especifico para cada elemento, caso haja interesse especial por algum deles.

Dessa maneira, foi possivel concluir que, a utilizacdo dos dados DP LIBS pode trazer
informacdes mais precisas, e que permitam avaliagfes quantitativas, para uma investigagéo das
variagdes nutricionais causadas pela doenca soja louca Il (HVRF). Através do estudo de
condigcbes fisicas do plasma formado pelas medidas LIBS, que envolveu o calculo da
temperatura e densidade de elétrons foi possivel concluir que, o plasma gerado pelo sistema DP
LIBS colinear é mais denso do que o medido no DP LIBS ortogonal. Isso ocorre porque 0

sistema operando na geometria colinear permite maior interacdo do segundo laser com a
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amostra, 0 que ndo acontece com o segundo disparo do sistema DP LIBS ortogonal, que acaba
por ter maior acoplamento do laser com a pré-pluma do plasma formada. Como consequéncia,
0 plasma pouco denso formado, mesmo com o sistema operando no regime de altas energias,
ficou a pouco de atingir a densidade minima necessaria para considerar a possibilidade de
existéncia de LTE segundo o critério de McWhirter. Apesar disso ter sido constatado para a
maioria dos elementos avaliados, e na maioria das amostras do conjunto Xingu Il medidas,
aparentemente a densidade alcancada ndo foi critica para as analises quantitativas, permitindo
boas correlacGes para elementos como Al, Fe e Mg, tanto para as andlises tradicionais por meio
da construcdo de curvas de calibragdo univariada, como através do método CF proposto nessa
tese para este tipo de anélise.

As quantificacBes obtidas pelo método CF foram consideradas satisfatorias uma vez que
foram pioneiras nas analises de amostras de folhas de soja puras, uma matriz complexa o
bastante, e que apresenta dificuldades de quantificacdo LIBS também através dos métodos
tradicionais por problemas de compatibilizagdo de matriz, homogeneidade, entre outros. Para a
maioria dos nutrientes avaliados por CF, tanto para os dados DP LIBS colinear, quanto
ortogonal, as concentracdes obtidas pelo método proposto se apresentaram superiores as
concentracdes medidas pela técnica de referéncia. ApoOs esta constatacdo, acreditamos que
estamos no caminho para o desenvolvimento desse método para quantificagcGes nutricionais de
amostras vegetais, sendo necessarios estudos mais especificos para a corre¢do deste tipo de erro
para cada elemento que se deseja quantificar.

Os bons resultados de classificacdo obtidos para as amostras sadias e doentes, cujos
atributos utilizados para desenvolvimento e avaliagdo dos modelos foram os préprios valores de
concentracdo dos nutrientes estudados por meio do CF, nos fizeram acreditar também que 0s
resultados de quantificacdo foram bastante positivos. As métricas obtidas para 0s
classificadores construidos a partir do perfil nutricional quantificado da planta de soja obtido
com as medidas de AAS, DP LIBS colinear e DP LIBS ortogonal, foram extremamente
proximas. Para os trés modelos, a acurécia alcancada foi de 94%, 92% e 90%, respectivamente,
demonstrando a boa capacidade de discriminagdo das amostras de soja sadias e HVRF. Estudos
futuros podem, e devem ser conduzidos no sentido de caracterizar nutricionalmente outras
doencas da cultura de soja, para que além desta, também outras possam fazer parte do
diagnostico preciso e completo da lavoura.

Outro recurso que tem sido utilizado para facilitar o tratamento dos dados quantitativos
em LIBS através do método CF, porém que deve dificultar um pouco o preparo da amostra, € a

adicdo de um elemento de forma padrdo nas amostras, que tenha concentragdo conhecida nas
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mesmas, e que ndo esteja presente naturalmente nas amostras a serem avaliadas. Os picos de
emissdo desse elemento podem ser usados para o célculo da temperatura e densidade de
elétrons no plasma, bem como devera ser o elemento padrdo para determinacdo das
concentragdes dos demais nutrientes por CF, ndo requerendo nenhuma determinacdo a
posteriori pela técnica de referéncia. Na tentativa de facilitar todo o processo e ainda assim
permitir o correto diagnostico da doenga em estudo utilizando LIBS como ferramenta, passou-
se a trabalhar com dados semiquantitativos importantes obtidos, também, a partir da aplicacéo
do método CF. Isso permitiu minimizar ao maximo o preparo da amostra, dispensando a adicao
de qualquer outro composto quimico, e permitiu o diagnéstico da doenca com taxas superiores
a 80% para o caso do sistema DP LIBS colinear, e superiores a 90% para o sistema DP LIBS
operando na geometria ortogonal. Esse estudo permitiu eliminar ainda o uso da técnica de
referéncia para a determinacao da concentracdo de um elemento padrdo na amostra, para que a
partir dele, fossem determinados os demais analitos para posterior classificacdo a partir do
perfil nutricional absoluto. O desenvolvimento de tal metodologia para diagndstico agrega
muito ao sistema atual, quando o que se deseja é uma avaliacdo rapida para tomada de decisao
imediata no campo.

Portanto, o desenvolvimento deste trabalho pdde confirmar a hip6tese de que a doenga
HVRF leva a alteragdes quimicas na planta de soja, que podem por fim, serem detectadas
através de medidas LIBS. O método proposto que considera a relagdo entre os nutrientes
semiquantificados pelo método CF a partir de medidas DP LIBS operando na geometria
ortogonal apresentou acuracia de 92% no diagndstico, enquanto que as razdes calculadas a
partir das quantificacdes por AAS proporcionaram um modelo com 94% de acuracia. Ou seja, a
partir deste estudo foi possivel a aplicagdo da técnica LIBS e o desenvolvimento de um método
de diagndstico que respeita 100% dos preceitos da Quimica Verde, ndo necessitando e/ou
gerando produtos quimicos nocivos ao meio ambiente, e que apresenta taxas diagnosticas
semelhantes ao método usual empregado, que dispende grande tempo de analise e 0 emprego

de inUmeros reagentes quimicos prejudiciais.
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